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Summary

An increasing number of S. suis strains showing resistance to commonly used antibiotics have been identified
over the last years. The aim of the study was to determine the antibiotic susceptibility of Polish field S. suis
strains using the broth microdilution method. The following antibiotics were included in the test: penicillin,
ampicillin, ceftiofur, gentamicin, neomycin, spectinomycin, erythromycin, tylosin, tiamulin, chlotretracycline,
oxytetracycline, enrofloxacin, sulphadimetoxin, sulphachloropyridazine, sulphathiazole, sulphamethoxazole with
trimethoprim and florphenicol. The S. suis strains tested were collected between 1996-2005 from pigs indicating
nervous symptoms, respiratory tract disorders and/or arthritis. The necropsy hyperaemia of meninges revealed
inflammation of lungs and joints and the presence of serofibrinous exudate on the pericardium. The results of
the study demonstrate the high level of susceptibility of tested strains to S-lactams (about 100% of susceptible
strains), florphenicol (98%), gentamycin and a combination of sulphamethoxazole and trimethoprim (95%),
enrofloxacin and spectinomycin (90.37%). A large percentage of strains were resistant to chlortetracycline (49%),
oxytetracycline (40%), erytromycin and tylosin (50%) and to sulphonamides (50.37%). Most strains were
susceptible to the lowest concentrations of 3-lactams and sulphametoxazole with trimethoprim. The greatest
antimicrobial activity was obtained for florphenicol, enrofloxacin, spectinomycin and gentamicin when the highest
concentration of antibiotics was used in the study. The presented study confirms the high susceptibility of Polish
field S. suis strains to the antibiotics recommended for treating streptococci. Positive therapeutic effects should
be expected after using (-lactams, florphenicol and sulphonamides with trimethoprim, gentamicin and

fluoroquinolones.
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Streptokokoza stata si¢ w ostatnich latach istotnym
problemem zdrowotnym trzody chlewnej na §wiecie,
powodujacym znaczne straty ekonomiczne. Chorobe
wywotuja Gram-dodatnie paciorkowce, nalezace do
gatunku Streptococcus suis (S. suis), ktore wystepuja
jako komensale w gornych drogach oddechowych,
zwlaszcza w migdatkach 1 jamie nosowej, jak roéwniez
w uktadzie rozrodczym i pokarmowym $win. Bakterie
te 1zoluje si¢ od coraz liczniejszej grupy innych gatun-
kow ssakow oraz ptakdw (5).

Opisano 35 serotypow otoczkowych S. suis. Stoso-
wane w profilaktyce streptokokozy szczepionki oraz
autoszczepionki nie gwarantuja protekcji wobec wszyst-
kich serotypow, w zwiazku z czym antyblotykl sa na-
dal bardzo istotnym narzedziem do terapii i zwalczania
choroby (5, 21).

Narastanie opornosci paciorkowcow na antybiotyki
stanowi powazny problem w terapii streptokokozy swin
(4,7, 18, 20). W ostatnich latach w wielu krajach od-

* Badania wykonano w ramach grantu MNil nr 3 PO6K 001 24.

notowuje si¢ rosnaca liczbe szczepow S. suis opornych
na powszechnie stosowane chemioterapeutyki (1, 8, 9
18). Analogiczna prawidlowos¢ zaobserwowano w od-
niesieniu do krajowych izolatow S. suis (12-14). Okres-
lenie antybiotykowrazliwo$ci drobnoustrojow jest me-
toda umozliwiajaca dobor chemioterapeutykow o opty-
malnym dziataniu. Badania w tym kierunku pozwalaja
na ocen¢ dynamiki zmian wrazliwosci drobnoustrojow
na powszechnie stosowane antybiotyki.

Stosuje si¢ rézne metody okreslania wrazliwosci
drobnoustrojow na dziatanie chemioterapeutykow. Do
najbardziej precyzyjnych nalezy zaliczy¢ te, ktore poz-
walaja na okreslenie minimalnego st¢zenia hamujace-
go chemioterapeutyku (MIC). Nalezy do nich metoda
mikrorozcienczen w bulionie, powszechnie stosowana
do oceny antyblotykowrazhwosm wielu bakterii (6, 16,
22), w tym takze w odniesieniu do S. suis (8, 19, 21).

Celem przedstawionych badan byta ocena wrazliwos-
ci krajowych izolatow S. suis, wyosobnionych w latach
1996-2005, na antybiotyki stosowane w terapii chordb
trzody chlewne;.
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Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do badan wykorzystano kolekcjg izo-
latow terenowych S. suis, zgromadzonych w banku szczepow
Zaktadu Chordb Swin PIWet-PIB w latach 1996-2005. Drob-
noustroje te zostaly wyizolowane z narzadéw wewngtrznych
(moézg, phuca, serce, stawy) swin wykazujacych objawy ner-
wowe, zaburzenia ze strony uktadu oddechowego i/lub zapale-
nie stawow. W badaniu sekcyjnym u zwierzat tych stwierdzo-
no przekrwienie opon moézgowych, zmiany zapalne w ptucach
i stawach oraz obecnos$¢ nalotow wtoknika na worku osier-
dziowym.

Do badan wybrano losowo po 30 szczepow S. suis z lat 1999-
-2005 oraz izolaty uzyskane w latach 1996-1998, jednak
ze wzgledu na ich niewielka liczbe (7 szczepow z 1996 roku,
9z 1997 oraz 16 z 1998), potraktowano je jako jedna grupeg.

Lacznie poddano ocenie 242 szczepy, pochodzace ze 171
gospodarstw w Polsce.

Podloza. Do namnozenia bakterii zastosowano agar Colum-
bia oraz bulion Mueller-Hintona.

Chemioterapeutyki. Do oceny antybiotykowrazliwo$ci ba-
danych szczepéw wybrano najczesciej stosowane w terapii
chorob $win chemioterapeutyki. Okreslano wrazliwos$¢ na an-
tybiotyki 5-laktamowe (penicylina, ampicylina, ceftiofur), amo-
niglikozydy (gentamycyna, neomycyna, spektynomycyna),
makrolidy (erytromycyna, tylozyna, tiamulina), tetracykliny
(chlorotetracyklina, oksytetracyklina), fluorochinolony (enro-
floksacyna), sulfonamidy (sulfadimetoksyna, sulfachloropiry-
dazyna, sulfatiazol oraz sulfametoksazol potencjonowany tri-
metoprimem), jak rowniez na fenikole (florfenikol). Zastoso-
wano nast¢pujace stgzenia chemioterapeutykow: penicylina
(PEN): 0,12-8 pg/ml; ampicylina (AMP): 0,25-16 pg/ml; cef-
tiofur (XNL) i chlortetracyklina (CTET): 0,5-8 pg/ml; enro-
floksacyna (ENR): 0,12-2 pg/ml; erytromycyna (ERY): 0,25-4
pg/ml; florfenikol (FFN) i oksytetracyklina (OTET): 0,25-8
pug/ml; sulfadimetoksyna (SDMT), sulfachloropirydazyna
(SCPDN) i sulfatiazol (S-TIA): 32-256 pug/ml; tiamulina (T1A):
4-32 pg/ml; trimetoprim/sulfametoksazol (TMP-SMX):
0,5-2/9,5-39 pg/ml; gentamycyna (GEN): 1-8 pg/ml; neomy-
cyna (NEO) 4-32 pg/ml; spektynomycyna (SM): 8-64 pg/ml
oraz tylozyna (TYL) 2,5-20 pg/ml.

W badaniach wykorzystano ptytki CMV1ABPF (Sensititre,
Trek Diagnostics), zawierajace panel badanych chemioterapeu-
tykoéw w wymienionych wyzej rozcienczeniach.

Postepowanie. Szczepy S. suis wysiewano na agar Colum-
bia. Z uzyskanych kolonii bakterii przygotowywano zawiesing
w roztworze fizjologicznym o gestosci 0,5 w skali McFarlan-
da, ktéra inokulowano bulion Mueller-Hintona. 50 pl zawiesi-
ny bakterii w bulionie Mueller-Hintona wprowadzano do dot-
kow na ptytce CMV1ABPF przy uzyciu autoinokulatora Sen-
sititre AutoInoculator (Sensititre, Trek Diagnostics). Po na-
pemieniu dotkow ptytki zaklejano szczelnie folia samoprzy-
lepna i poddawano 18-godzinnej inkubacji w cieplarce (37°C,
5% CO,).

Czysto$¢ mikrobiologiczna zawiesiny bakterii w bulionie
Mueller-Hintona sprawdzano, wykonujac posiew kontrolny
na agar z 5% dodatkiem krwi konskiej. Ptytki kontrolne inku-
bowano razem z ptytkami do oznaczania antybiotykowrazli-
wosci.

Odczytu testu dokonywano przy uzyciu czytnika Sensititre
Sensitouch (Sensititre, Trek Diagnostics), a uzyskane dane ana-
lizowano przy uzyciu programu komputerowego SWIN (Trek
Diagnostics). Do interpretacji wynikéw zastosowano klucz
wedtug standardow Clinical and Laboratory Standards Institu-
te (CLSI; dawniej National Committee for Clinical Laboratory
Standards — NCCLS) (tab. 1).
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Tab. 1. Warto$ci minimalnych st¢zen hamujacych dla bada-
nych chemioterapeutykéw wedlug klucza CLSI (dawniej
NCCLS

Antybiotyk Wrazliwy Sredniowrazliwy Oporny
Ampicylina < 0,25 0,5-4 >8
Penicylina < 0,12 0,25-2 >4
Ceftiofur <2 4 >8
*Enrofloksacyna < 0,25 0,5-1 >2
*Florfenikol <2 4 > 8
Erytromycyna < 0,25 0,5 >1
Chlortetracyklina <2 4 > 8
Oksytetracyklina <2 4 > 8
**Tiamulina < 16 > 32
Sulfadimetoksyna,
sulfachloropirydazyna, < 256 > 512
sulfatiazol
Gentamycyna <4 8 > 16
***Neomycyna > 32
Spektynomycyna < 32 64 > 128
***Tylozyna > 8

Objasnienia: * — wartosci MIC dla bakterii z rodziny Pasteurel-
laceae wystepujacych u bydta (P. multocida, Manheimia haemo-
Iytica i Histophilus somni); ** — warto$ci MIC dla Actinobacillus
pleuropneumoniae; *** — dane wystandaryzowane przez Dun-
skie Laboratorium Weterynaryjne na podstawie dystrybucji po-
pulacji (Aarestrup i wsp., Vet. Micr. 1998, 63, 71-80)

Wyniki i oméwienie

Szczegotowe rezultaty badan, dotyczacych wrazliwosci
badanych szczepow S. suis na chemioterapeutyki stosowa-
ne w terapii chorob swin w latach 1996-2005 przedstawio-
no na ryc. 1 w postaci sredniej rezultatow uzyskanych we
wszystkich latach objetych analiza. Rezultaty dotyczace
szczepodw wrazliwych oraz §rednio wrazliwych przedsta-
wiono tacznie jako wrazliwe.

Jak wynika z uzyskanych danych (ryc. 1), poddane oce-
nie szczepy wykazywaly wysoka wrazliwos¢, wynoszaca
okoto 100%, na antybiotyki §-laktamowe: penicyling, am-
picyling i ceftiofur. Nieco nizsza skutecznos¢ zaobserwo-
wano w odniesieniu do florfenikolu (98% szczepow wraz-
liwych), sulfametoksazolu z trimetoprimem oraz gentamy-
cyny (95% szczepow wrazliwych), jak tez wobec enroflok-
sacyny i spektynomycyny (90,37%). Stwierdzono znaczny
odsetek szczepow opornych na tetracykliny, wynoszacy od-
powiednio 49% i 40% dla chlorotetracykliny i1 oksytetra-
cykliny, jak réwniez opornych na makrolidy — okoto 50%
szczepOw opornych na erytromycyng i tylozyng. Réwnie
niska wrazliwos¢, wynoszaca 50,37%, wykazano w stosun-
ku do sulfonamidéw. Poniewaz uzyskano analogiczne wy-
niki wobec sulfadimetoksyny, sulfachloropirydazyny i sul-
fatiazolu, przedstawiono tylko rezultaty badan wrazliwos-
ci na sulfadimetoksyne.

Najczesciej uzyskiwane minimalne stezenia hamujace
(MIC) dla badanych chemioterapeutykéw przedstawiono
w tab. 2.
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Penicylina Ceftiofur Ampicylina Florfenikol Gentamy- Enrofloksa- Spektyno- ne z rezultatami innych
cyna cyna mycyna badan (2, 8, 12). Nalezy

Ryc. 2. Zalezno$¢ migdzy minimalnym stezeniem hamujacym
rapeutykow o najwyzszej aktywnosci wobec S. suis

Naryc. 2 przedstawiono zalezno$¢ pomigdzy wrazliwos-
cia szczepOw na chemioterapeutyki o najwyzszej aktyw-
nosci wobec S. suis a zastosowana w tescie koncentracja
chemioterapeutyku. W odniesieniu do antybiotykéw (-lak-
tamowych oraz sulfametoksazolu z trimetoprimem wigk-
sz0$¢ szczepow byta wrazliwa na najnizsze uzyte w tescie
stezenia tych chemioterapeutykow (tab. 2). W przypadku
pozostatych antybiotykow o potwierdzonej wysokiej ak-
tywnosci in vitro, to jest: florfenikolu, enrofloksacyny, spek-
tynomycyny i gentamycyny, najwyzsza aktywnos¢ przeciw-
bakteryjna stwierdzono przy zastosowaniu wyzszych ich
koncentracji. W odniesieniu do enrofloksacyny, gentamy-
cyny i spektynomycyny odnotowano najwigksze wahania

Tab. 2. NajczeSciej uzyskiwane minimalne st¢Zzenia hamujace
tykow o najwyzszej aktywnoS$ci wobec S. suis

mie¢ jednak na uwadze,
ze istnieja doniesienia
0 Wystqpowaniu szcze-
poéw opornych (7, 12, 18). Turgeon odnotowat, ze 50%
szczepOw S. suis nie Wykazuje petne;j wrazliwosci na peni-
cyling (20), natomiast Kataoka zidentyfikowat ponad 3%
(23 szczepy z 689) izolatéw opornych na ten antybiotyk,
przy czym 9 z tych szczepow wykazywalo opornos¢ znacz-
nego stopnia (MIC = 25 pg/ml) (7). W badaniach Seola
stwierdzono istotnie wigksza liczbe szczepow niewrazli-
wych — okoto 51% izolatow nie wykazywato wrazliwos$ci
na stgzenie wymienionego wyzej antybiotyku, siggajace
0,001 pg/ml (18). Analizujac profile antybiotykowrazli-
wosci szczepow S. suis opornych na penicyliny zaobser-
wowano ponadto, Ze szczepy te nie wykazywaty takze wraz-
liwosci na inne chemioterapeutyki, co sugeruje wieloopor-
nos$¢ takich izolatow (7). Warto zauwazy¢, ze
w odniesieniu do polskich izolatéw, Pejsak i wsp.
wielokrotnie wykazali obecno$¢ szczepoéw opor-

(w ng/ml) a koncentracja chemiote-

antybio-

nych na penicyliny, jednak odsetek tych izolatow

Antybiotyk Mic % szczepbw wrazliwych
Penicylina 0,12 pg/ml 88,00
Ceftiofur 0,50 pg/ml 97,12
Ampicylina 0,25 pg/ml 93,37
Florfenikol 2,00 pg/ml 57,00
Sulfametoksazol + trimetoprim | 0,50 pg/ml + 9,50 pg/ml 91,87
Gentamycyna 8,00 mg/ml 42,38
Enrofloksacyna 0,25 pg/ml 57,25
Spektynomycyna 16,00 pg/ml 53,75

nie przekraczal 10% (12-14). Biorac powyzsze pod
uwage nalezy stwierdzi¢, ze w odniesieniu do pe-
nicylin wyniki badan in vitro moga nie pokrywac
si¢ z rezultatami in vivo, co w wielu przypadkach
potwierdzaja obserwacje terenowe.

Odnotowany w prezentowanych badaniach wy-
soki odsetek szczepow opornych na tetracykliny
potwierdzono we wczesniejszych badaniach (12-14).

W ocenie wrazliwos$ci na florfenikol niewatpli-
wa trudnoscia jest brak ustalonego zakresu wraz-
liwosci w odniesieniu do S. suis. W zwiazku z tym

w wielu pracach zastosowano zakresy dla bakterii
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Gram-ujemnych, bedacych patogenami bydta (17, 23).
Warto zauwazy¢, ze cho¢ nie ma doniesien o wystgpowa-
niu szczepow opornych na florfenikol, istnieja dane, w kto-
rych nie przedstawiono kryteriow oceny wrazliwosci, co
zasadniczo utrudnia interpretacj¢ zaprezentowanych wy-
nikéw (8).

W odniesieniu do fluorochinolonéw wielokrotnie po-
twierdzano wysoka wrazliwo$¢ S. suis (9) na tg grupg anty-
biotykow. Niestety, zidentyfikowano takze niewielki odse-
tek szczepdw opornych (2, 21). W badaniach Aarestrupa
(2) wynosit on maksymalnie 3,3%, natomiast Vela (21)
zidentyfikowata 2% izolatow opornych na fluorochinolo-
ny (21). Istnieja obawy, ze naduzywanie tej grupy lekow,
jak rowniez niewlasciwe ich stosowanie, moze w niedale-
kiej przysztosci obnizy¢ ich skutecznos$¢ terapeutyczna,
a nawet wykluczy¢ je z uzycia (17). Na podstawie analizy
wrazliwosci polskich izolatow S. suis (12-14) na fluoro-
chinolony, gdzie stwierdzano do 6% szczepow niewrazli-
wych i jednoczes$nie odsetek ten nie ulegt zasadniczym
zmianom w ciggu ostatnich 10 lat, mozna je uznac za anty-
biotyki skuteczne i zalecane do terapii zakazen wywota-
nych przez paciorkowce u §win.

Powszechnie obserwuje si¢ narastanie odsetka szczepow
S. suis opornych na makrolidy (4, 13, 18). Ma to miejsce
szczegollnie w ciagu ostatnich 15 lat (2, 13, 14). Za przy-
czyng takiego stanu mozna uzna¢ powszechne stosowanie
tej grupy antybiotykow w weterynarii (2, 17, 21), w tym
dodatkowo wyraznie zwigkszone ich zuzycie w niektorych
krajach do celow terapeutycznych, w zwiazku z wprowa-
dzeniem zakazu stosowania antybiotykowych stymulato-
réw wzrostu w paszy (3). Dotychczas opornos¢ krajowych
szczepdw S. suis oszacowano na poziomie okoto 20-30%
(13, 14), jednak zaprzestanie stosowania tej grupy anty-
biotykdw w celach profilaktycznych w paszach niesie ze
soba ryzyko dalszego narastania oporno$ci na makrolidy,
co stwarza konieczno$¢ wykonywania okresowych badan,
umozliwiajacych monitorowanie sytuacji w tym zakresie.

Jak wynika z badan wlasnych oraz opublikowanych da-
nych (2, 10, 21), S. suis jest oporny na wigkszo$¢ sulfona-
midow, jednak sulfonamidy potencjonowane trimetopri-
mem nadal moga stanowi¢ dobra alternatywg w terapii.
W prezentowanych badaniach odnotowano jedynie niewiel-
ki procent szczepow opornych (okoto 5%). Rezultaty te sa
zgodne z opublikowanymi przez Kataoke, Tiana i Veleg (7,
19, 21).

Omawiane roznice we wrazliwosci szczepow pochodza-
cych z réznych krajow na chemioterapeutyki moga by¢
konsekwencjami réznic w stosowaniu okreslonych srod-
kéw przeciwbakteryjnych w danych krajach, w tym anty-
biotykow podawanych profilaktycznie, oraz zwigkszenia
stosowania §rodkéw przeciwbakteryjnych do terapii cho-
rob trzody chlewnej, wynikajacych z wprowadzania zaka-
zO6W stosowania antybiotykowych stymulatoréw wzrostu
(15). Narastanie opornosci na chemioterapeutyki najczgs-
ciej wynika z niewtasciwego ich stosowania. Do najczgst-
szych bledow zaliczy¢ nalezy za krotki czas terapii, nie-
wlasciwa droge podania antybiotyku, jak réwniez podawa-
nie zbyt niskich dawek antybiotykow oraz nieprawidlowa
czestotliwos¢ ich aplikowania w przypadku stosowania
pulsacyjnego. W odniesieniu do antybiotykdow stosowanych
w paszy problemy wynika¢ moga ze ztego wymieszania
leku, a w przypadku stosowania antybiotykow w wodzie —
ze stabej rozpuszczalnosci tych srodkow (11).
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Powolne narastanie opornosci S. suis na powszechnie
stosowane chemioterapeutyki nie stanowi obecnie powaz-
nego problemu klinicznego, mimo to zalecany jest monito-
ring sytuacji w tym zakresie — zwlaszcza biorac pod uwage
zmiany w stosowaniu chemioterapeutykow, wynikajace
z wprowadzenia w kraju zakazu stosowania antybiotykow
w paszach.

Przeprowadzone badania potwierdzity znaczna wrazli-
wos¢ izolatow terenowych S. suis na zalecane do terapii
antybiotyki. Mozna oczekiwa¢ dobrych efektow terapeu-
tycznych po zastosowaniu antybiotykow S-laktamowych,
florfenikolu, sulfonamidow potencjonowanych trimetopri-
mem, gentamycyny oraz fluorochinolonow.
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