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Wrazliwosé in vitro na chemioterapeutyki izolatéw
Yersinia ruckeri pochodzacych od ryb z oSrodkéw
hodowlanych na terenie Pomorza Srodkowego w latach

2013-2016

Wstep

Yersinia ruckeri nalezy do najczesciej diagnozowanych,
w Pracowni Chorob Ryb Oddziatu Zaktadu Higieny Wetery-
naryjnej w Koszalinie, patogenow infekcyjnych, wyste-
pujacych w o$rodkach hodowli pstrggdw naterenie Pomorza
Srodkowego. W latach 2013-2016 diagnozowano jg w liczbie
od 22 do 43 probek, co stanowito odpowiednio od 16,4% do
28,2% wszystkich zbadanych probek (Lewandowska i in.
2016). Y. ruckeri powoduje u ryb tososiowatych jersinioze —
ERM: Enteric Red Mouth (chorobe czerwonej ggby). Nazwa
pochodzi od charakterystycznych zmian wybroczynowych
zlokalizowanych w obrebie jamy gebowej, cho¢ obserwacje
wtasne wskazujg, ze ma to miejsce stosunkowo rzadko. Naj-
czesciej obserwowane sg dwie postacie choroby. Pierwsza —
zmiany ograniczone sg tylko do przewodu pokarmowego,
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w postaci zapalenia niezytowego koncowego odcinka btony
$luzowej jelita grubego, badz Zotadka oraz jelit. Druga postaé
- to uogdlnione zakazenie w postaci licznych, punktowatych
wybroczyn, bgdz wylewbéw krwawych obejmujgcych narzady
wewnegtrzne oraz otrzewng. W jednym, jak i drugim przy-
padku wystepuje reakcja ze strony Sledziony, w postaci prze-
krwienia, powigkszenia oraz obrzeku tego narzadu. Jersi-
nioza powoduje bardzo duze straty w hodowli, szczegblnie
pstraga teczowego o wadze 50-100 g. W praktyce lekar-
sko-weterynaryjnej, w terapii ERM stosuije sie gtéwnie sulfo-
namidy potencjonowane trimetoprimem, w dalszej kolejno-
ci preparaty z grupy chinolonéw oraz tetracykliny. Izolaty Y.
ruckeri wykazujg in vitro wysoka wrazliwo$¢ na chemiotera-
peutyki, co ma przetozenie na efektywnos$¢ terapii in vivo
u ryb.

KOMUNIKATY RYBACKIE 19




Celem pracy byto okreslenie wrazliwosci izolatéw Y.
ruckeri (pozyskanych w latach 2013-2016) na chemiotera-
peutyki oraz wskazanie tendencji zmian pojawiajgcych sie
5zCzepow opornych na niektére substancje czynne prepa-
ratébw stosowanych w zwalczaniu ERM w obiektach hodow-
lanych.

Charakterystyka Yersinia ruckeri

Y. ruckeri nalezy do rodziny Enterobacteriaceae. Jest
Gram-ujemng pateczka o zaokraglonych koncach.
Wymiary aktywnie rosnacych komorek wynoszg 0,75 pm x
1,0-3 uym (Kozinska i in. 2002). Optymalna temperatura
wzrostu Y. ruckeri na podtozu TSA wynosi 22-25°C. Nie
wytwarza form przetrwalnikowych, ani otoczek. Posiada
zdolnosé ruchu, gdyz zaopatrzona jest w 7-8 wici utozonych
wokdt komérki bakterii. W Polsce izolowano szczepy nie
wykazujgce zdolnosci ruchu (Koziriska i Pekala 2004). Ze
zdolno$cig ruchu zwigzana jest cecha fenotypowa Y. ruc-
keri zdolnosci hydrolizy Tweenu 80. Bakterie wykazujace
ruch | hydrolizujgce Tween 80 zakwalifikowano do bio-
typu 1, w ktérym wyrdzniono biogrupeg 1i 2 {Pekala 2008),
natomiast nie wykazujgce ruchu i nie hydrolizujgce Tweenu
80 zakwalifikowano do biotypu 2 {(Kozifiska i Pekala 2004).
izolaty Y. ruckeri wykazuja jednolite profile biochemiczne,
ale mogg wykazywac roznice w reakcjach Voges-Proskau-
era, dekarboksylacji lizyny, wykorzystania cytrynianu,
hydrolizy: argininy, Tweenu 80, zelatyny oraz reakcji z czer-
wienig metylowa (Kozifiska i in. 2002).

Y. ruckeri jest czynnikiem zakaznym ERM. Wystepo-
wanie choroby zwigzane jest z serotypem O1 tej bakterii.
Stwierdzono, ze 91% wszystkich izolatéw pochodzacych
z Europy nalezato do serotypu O1 (Davies 1990). Na terenie
Polski wystepujg serotypy O1, 051 07. Chorobotwércze dla
pstragow teczowych sg serotypy: O1 zaliczony do biotypu 2
i O7. Serotyp O5 zakwalifikowany do biotypu 1 i biogrupy 2
nie jest chorobotworczy dla pstragow teczowych (Pekala
2008).

Jersinioza jest powaznym problemem w hodowlach ryb
tososiowatych. Straty w jej przebiegu moga siega¢ 50%
obsady (Wooiin. 2003). Choroba wystepuje u pstraga poto-
kowego (Salmo trutta m. fario), pstraga zrédlanego {Salmo
fontinalis), ososia czawyczy (Oncorhynchus tshawytscha),
tososia kizuczy (Oncorhynchus kisutch) (Duliniin. 1976). Y.
ruckeri izolowano do karasia ztocistego (Carassius aura-
tus), siei (Coregonus laveretus), sielawy (Coregonus
albula), bassa (Micropterus salmoides), turbota (Paseta
maxima). W warunkach eksperymentalnych Y. ruckeri
moze by¢ patogenna dia karpia (Cyprinus carpio). Nosicie-
fem Y. ruckeri jest szczupak {(Esox lucius).

Jednak najbardziej wrazliwy na zakazenie Y. ruckeri
jest narybek pstraga teczowego (Oncorhynchus mykis)
o wadze od 50 do 100 g. Straty w tej grupie asortymentowej
mogg dochodzié do 70% obsady (Woo i in. 2003). Najwiek-
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sze zachorowania na jersiniozg odnotowuje sie przy tempe-
raturze wody w zakresie 10-18°C. Ponizej temperatury
10°C objawy choroby obserwowane sg bardzo rzadko
{(Antychowicz 1996). Obserwacje wtasne wskazuja, ze od
Kilku lat izoluje sig szczepy Y. ruckeri z przypadkéw choro-
bowych wystepujgcych w miesigcach zimowych, gdzie
temperatura wody oscyluje w zakresie 1-3°C.

Do zakazenia Y. ruckeri dochodzi droga horyzontaing.
Zrodtem zakazenia 83 ryby chore oraz bezobjawowi nosi-
ciele, rozsiewajacy bakterie z katem. To powoduje rowniez
obecno$¢ Y. ruckeri w osadach dennych. Drobnoustroje
moga by¢ przenoszone przez niewtadciwie dezynfekowany
sprzet rybacki. Istotnym wektorem w rozprzestrzenianiu sig
Y. ruckeri sg zwierzgta wodne: ssaki — szczury pizmowe,
rzegsorki, ptaki drapiezne oraz nawet raki. Waznym i bardzo
istotnym czynnikiem wptywajgcym na zachorowalnosé
i rozwoj jersiniozy ma stres, np. podczas transportu jub inne
czynniki stresogenne, np. zwigkszona koncentracja amo-
niaku, deficyt tlenu, zmniejszony doptyw i przeptyw wody.

Wazng cechg Y. ruckeri jest zdolno$¢ do wytwarzania
tzw. biofilmu — warstwy stworzone| przez bakterie, przyle-
gajacej do powierzchni roznych przedmiotow, zbudowa-
nych z drewna, PGV, widkna szklanego, betonu {(Coquet
i in. 2002a,b). Wiasciwosé ta jest istotnym czynnikiem
obecnosci i szerzenia sig epidemii choroby U ryb w obiekcie
hodowianym.

Materiat i metody

Materiatem do analizy byly wyniki badan mikrobiolo-
gicznych probek pochodzacych od ryb, pozyskanych
w latach 2013-2016. W roku 2013 zbadano 10800 ryb, sta-
nowigcych 361 prébek. W 2014 r. - 11850 ryb (395 probek),
w 2015 r. —16200 ryb (540 probek), a w roku 2016 — 12750
ryb (425 probek). Ryby pochodzity z 111 osrodkéw hodowli
ryb tososiowatych, z czego 61 z wojewddztwa zachodnio-
pomorskiego i 50 z wojewddztwa pomorskiego. Ryby
dostarczane byty w partiach od kilku do kilkudziesigciu ryb,
w zaleznosci od gatunku, asortymentu i masy jednostko-
wej. Do badan mikrobiologicznych pobierano gtéwnie
dogtowowag czes¢ nerki oraz éledzione. Pobrane tkanki byty
posiewane na podfoza mikrobiologiczne — w przypadku Y.
ruckeri, byt to agar tryptozowo-sojowy (TSA). Inkubacja
trwata od 24 do 48 godzin, w temperaturze 25 * 1°C,
w warunkach tlenowych. Identyfikacja opierata sig gtéwnie
na zastosowaniu testu Mono-Yr oraz w przypadku niekté-
rych izolatéw zastosowano dodatkowo test Api 20 E. Anty-
biogramy wykonywano metodg dyfuzyino-krgzkowg, na
podtozu TSA i inkubowanc w temperaturze 25 + 1°C.
Odczytu stref zahamowania wzrostu dokonywano po
uptywie 24 h za pomoca linijki ze skalg milimetrowa. Inter-
pretacji wyniku jako szczep wrazliwy, sredniowrazliwy badz
oporny dokonywano wykorzystujgc tabele opracowane
przez CLSI.
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Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono zbiorcze zestawienie wrazli-
wosci izolatow Yersinia ruckeri na stosowane chemiotera-
peutyki w latach 2013-2016. Rysunki 1-4 przedstawiajg
zmiany wrazliwo$ci na stosowane chemioterapeutyki
w kazdym roku.

W roku 2013 izolaty Y. ruckeri w 95,7% wrazliwe byty
na fenikole — florfenikol, a tylko 4,3% izolatow byto $rednio-

lowane szczepy Y. ruckeri wrazliwe byty od 87 do 91,3%,
$redniowrazliwe od 0 do 4,35% i odporne od 4,35 do 13%.
Na chinolony — enrofloksacyne, norfloksacyne, flumechine
wrazliwych byto od 34,8 do 43,5% izolowanych szczepéw
i 8,7% szczepow Sredniowrazliwych, opornych byto od 47,8
do 56,5% szczepow.

W roku 2014 natetracykliny wrazliwych byto od 95,7 do
100% izolowanych szczepow Y. ruckeri, nie byto szczepow
Sredniowrazliwych i tylko 4,3% szczepdw byto opornych na

TABELA 1

Wrazliwo$¢ izolowanych szczepow Yersinia ruckeri na stosowane in vitro chemioterapeutyki wyrazona w procentach (%)

w latach 2013-2016

a e 2 2013 2014 2015 2016
rupa zwigzkéw | Chemioterapeutyk 5 | = s I E = ; B = : =

doksycyklina 95,7 0 43 100 0 0 96,6 0 3,4 90,9 4,55 4,55

tetracykliny e = —rnerres ma— 5

| oksytetracyklina 74 13 13 957 0 4,3 89,7 0 10,3 | 90,9 4,55 4,55

fenikole florfenikol 857 G 0 100 0 0 100 0 0 95,5 0 4,5

p-laktamy amoskycylina e ! 13 | 783 | 87 | 13 | 862 0 |88 | 787 | 48 .| =7

'sulfonamidy poten- sulfametoksazol/TRM 87 0 13 87 8,7 4,3 96,6 3,4 0 81,8 0 18,2

cjonowane trimeto- |sulfadiazyna/TRM 91,3 4,35 4,35 95,7 0 4,3 96,6 34 0 86,4 0 13,6

primerm* sulfamerazyna/TRM | 91,3 | 435 | 435 | 957 0 43 | 966 | 34 0 81,8 0 18,2
enrofloksacyna 43,5 8!? 47,8 30,4 43,5 26,1 44,8 6,9 L 48,3 18,2 18,2 63,6

chinolony norfloksacyna 43,5 8,7 47.8 3014 43,5 26,1 44,8 6,9 48,3 18,2 1?,2 63,6

[+ flumechina 348 8,7 56,5 | 304 | 435 | 26,1 41,4 6,9 817 18,2 18,2 63,6

*Trimetoprim — TRM

S - susceptible - wrazliwy

| - intermediate - Sredniowrazliwy
R - resistance - oporny

wrazliwych na ten chemioterapeutyk. Nie wystepowaty izo-
laty oporne na florfenikol. Izolowane szczepy Y. ruckeri od
74 do 95,7% wrazliwe byty na tetracykliny — doksycykling
i oksytetracykling. Nie byto szczepéw $redniowrazliwych na
doksycykling, ale byto 13% szczepow $redniowrazliwych
na oksytetracykling i od 4,3 do 13% szczepdw opornych na
te antybiotyki. Na p-laktamy — amoksycyline wrazliwych
byto 74% szczepéw, 13% byto $redniowrazliwych i 13%
opornych. Na sulfonamidy potencjonowane trimetoprimem
(TRM - sulfametoksazol, sulfadiazyna, sulfamerazyna) izo-
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Rys. 1. Wrazliwos¢ izolowanych szczepow Y. ruckeri na stosowane in vitro
chemioterapeutyki wyrazona w procentach (%) w roku 2013.
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oksytetracykling. Na florfenikol wrazliwych byto 100% izo-
lowanych szczepow. Na amoksycyline wrazliwych byto
78,3% izolowanych szczepdw, 8,7% byto $redniowrazli-
wych i 13% opornych. Na sulfonamidy potencjonowane
TRM wrazliwych byto od 87 do 95,7% szczepow, 8,7% byto
$redniowrazliwych — sulfametoksazol, a opornych - sulfa-
diazyna, sulfamerazyna byto 4,3% szczepow. Na chinolony
wrazliwych byto tylko 30,4% izolowanych szczepdw Y. ruc-
keri, 43,5% $redniowrazliwych i 26,1% szczepéw byto
opornych.
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Rys. 2. Wrazliwos¢ izolowanych szczepow Y. ruckeri na stosowane in vitro
chemioterapeutyki wyrazona w procentach (%) w roku 2014.
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Rys. 3. Wrazliwos¢ izolowanych szczepow Y. ruckeri na stosowane in vitro
chemioterapeutyki wyrazona w procentach (%) w roku 2015.

W roku 2015 na tetracykliny wrazliwych byto od 89,7 do
96,6% izolowanych szczepdw Y. ruckeri, nie byto szcze-
pow $redniowrazliwych i tylko od 3,4 do 10,3% szczepdw
opornych. Na florfenikol wrazliwych byto 100% izolowa-
nych szczepow. Na amoksycyling wrazliwych byto 86,2%
izolowanych szczepow, nie byto szczepow $redniowrazli-
wych, a 13,8% byto opornych. Na sulfonamidy potencjono-
wane TRM wrazliwych byto 96,6% szczepdw, 3,4% Sre-
dniowrazliwych. Nie byto szczepéw opornych. Na chino-
lony wrazliwych byto 44,8% izolowanych szczepéw Y. ruc-
keri, 6,9% byto Sredniowrazliwych i od 48,3 do 51,7%
szczepOw opornych.

W roku 2016 na tetracykliny wrazliwych byto: 90,9%
izolowanych szczepow Y. ruckeri, od 0 do 4,55% szczepdw
Sredniowrazliwych i 4,55% szczepow opornych. Na florfeni-
kol wrazliwych byto 95,5% izolowanych szczepow. Nie byto
szczepbw Sredniowrazliwych i 4,5% byto opornych. Na
amoksycyling wrazliwych byto 72,7% izolowanych szcze-
pow, 4,6% Sredniowrazliwych i 22,7% opornych. Na sulfo-
namidy potencjonowane TRM wrazliwych byto od 81,8 do
86,4% szczepdw, nie byto szczepdédw $redniowrazliwych
i od 13,6 do 18,2% szczepdw opornych. Na chinolony wra-
zliwych byto 18,2% izolowanych szczepow Y. ruckeri,
18,2% Sredniowrazliwych i az 63,6% izolowanych szcze-
péw byto opornych.

Dyskusja

W hodowli ryb chemioterapeutyki stosowne sg
w postaci kapieli, iniekcji lub zadawane w paszy. Kagpiele
lecznicze stosuje sig przewaznie wsrdd ryb matych —wyleg
i narybek lub w niektorych schorzeniach, np. skrzeli lub
skory. Iniekcje wykorzystuje sie na matg skale, przewaznie
u ryb duzych, np. szczegélnie cennych tarlakow. Stosowa-
nie chemioterapeutykéw w paszy ma najwieksze znaczenie
w leczeniu choréb ryb. Zadawanie chemioterapeutykow
W paszy wigze sig jednak z ich niekorzystnym wptywem na
ryby, jak réwniez na srodowisko, w ktorym ryby zyja. | sg to
zarbwno stawy (pstrggowe), jak i $rodowisko cieku lub
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Rys. 4. Wrazliwo$¢ izolowanych szczepow Y. ruckeri na stosowane in vitro
chemioterapeutyki wyrazona w procentach (%) w roku 2016.

rzeki, z ktdrych pobierana jest woda do hodowli i odprowa-
dzana jest woda poprodukcyjna. Wedtug Hoole i wsp.
(2001), za Antychowiczem (2007), trzeba okresli¢ naste-
pujgce warunki, niezbedne przy stosowaniu lekdéw w terapii
ryb:

doktadna identyfikacja czynnika chorobotworczego;

— wybdr odpowiedniego $rodka leczniczego;

— wybor odpowiedniej metody aplikacji leku, ktéra
zapewnitaby skuteczne leczenie, a réwnoczesnie
bytaby bezpieczna dla ryb;

— zweryfikowanie wybranej terapii pod kgtem zgodno-
§ci z panujgcymi w danym kraju przepisami;

— prowadzenie rejestru leczenia ryb i innych metod
uzytych do zwalczania okreélonych choréb.

Przy stosowaniu lekow w paszy, leczenie to raczej
zapobieganie chorobie wérdd ryb, ktére zeruja, niz leczenie
ryb chorych, ktére nie pobierajg pokarmu i tym samym leku.
Brak zerowania przez ryby chore niesie ryzyko recydywy
choroby w obiekcie. Takie przypadki notowano juz wielo-
krotnie. Po okresie wyleczenia i braku objawéw choroby
u ryb, w krotkim czasie, od 7 do 14 dni, ponownie wyste-
powaty objawy typowe dla jersiniozy, co byto potwierdzone
badaniem mikrobiologicznym. Przyczyny takiego stanu
mogty by¢ r6zne: obecno$¢ nosicieli Y. ruckeri, niewyleczo-

Fot. 1. Zmiany anatomopatologiczne w jamie ciata pstraga teczowego w prze-
biegu jersiniozy.
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Fot. 2. Charakterystyczne wybroczyny i wylewy krwawe w pecherzu ptawnym
pstraga teczowego w przebiegu jersiniozy.

nych ryb, zawleczenie patogenu przez zwierzeta wodne lub
nowa infekcja patogenu, ktory przedostat si¢ do obiektu
hodowlanego z nurtem wody z innego, wyzej pofozonego
na rzece osrodka hodowlanego. Wyizolowana w tym przy-
padku Y. ruckeri byta wrazliwa na inne chemioterapeutyki.

Analiza wrazliwosci izolatow Y. ruckeri na stosowane
chemioterapeutyki w latach 2013-2016 wskazuje na
zmiany we wzroscie liczby izolatéw Y. ruckeri opornych na
niektore stosowane chemioterapeutyki. W 2016 roku
63,6% izolatbw byto opornych na chinolony, a w roku
2013 byto to 47,8-56,5%. Odpowiednio $redniowrazli-
wych byto 18,218,7%, wrazliwych 18,21 0d 34,8 do 43,5%.
Podobna tendencja wystepuje we wrazliwoéci na sulfona-
midy potencjonowane, ktore stosowane sg w przypadku
jersiniozy jako lek z wyboru. W roku 2016 wrazliwych na
sulfonamidy byto 81,8% izolowanych szczepdw Y. ruckeri,
aw roku 2013 od 87,0 do 91,3%. W roku 2016 byto juz od
13,6 do 18,2% szczepbdbw odpornych na sulfonamidy, a
w roku 2013 tylko od 4,35 do 13%. Nie nastgpita istotna
zmiana we wrazliwosci izolowanych szczepow Y. ruckeri
na p-laktamy 74-72,7% szczepbw wrazliwych, chociaz
zwiekszyta sie liczba szczepow opornych z 13 do 22,7%
kosztem $redniowrazliwych. Nadal zdecydowana wigk-
szo$¢ izolatow Y. ruckeri jest wrazliwych na tetracykliny
i fenikole. Ich wrazliwo$¢ utrzymuje sie na poziomie
74-100% w przypadku tetracyklin oraz 95,5-100% w przy-
padku fenikoli. Jak mozna zaobserwowaé¢, najwigksze
zmiany (pojawienie sie szczepow opornych) dotyczg sulfo-
namidoéw potencjonowanych, natomiast w przypadku chi-
nolonéw tendencja zmian polega, w ostatnich dwoch
latach, na wzroscie liczby szczepdw opornych na te grupe
chemioterapeutykéw.

Whnioski

W latach 2013-2016 odnotowano wzrost liczby izola-
téw Y. ruckeri opornych na niektére chemioterapeutyki sto-
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Fot. 4. Antybiogram dla izolatu Y. ruckeri po 24 godzinach inkubacji.

sowane w terapii jersiniozy. Wzrosta réwniez liczba izola-
téw Sredniowrazliwych na stosowane chemioterapeutyki.

Zaobserwowana tendencja wzrostu opornosciizolatow
Y. ruckeri na niektore chemioterapeutyki moze w kolejnych
latach doprowadzi¢ do braku ich skutecznosci w terapii jer-
siniozy i koniecznosci stosowania innych substancji czyn-
nych.

Szybka i wiarygodna diagnostyka mikrobiologiczna
ERM, z okresleniem wrazliwosci izolowanego szczepu
Y. ruckeri na chemioterapeutyki, jest podstawg do skutecz-
nej terapii tej jednostki chorobowej.
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