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ISPITIVANJE PRISUSTVA NOVIH OBLIKA REZISTENCIJE
NA NEKE ANTIBIOTIKE KOD SOJEVA E. COLI
IZOLOVANIH OD PRASADI’

THE INVESTIGATION OF NEW FORMS OF RESISTANCE TO SOME
ANTIBIOTICS IN E coli STRAINS ISOLATED FROM PIGLETS

Ruzica Afanin, M. Zutié, Jelena Afanin, D. Miié, Jadranka Zutié,
Dobrila Jakié-Dimi¢, N. Mili¢, J. Nisavié™

Rezistencija bakterija predstavlja znacajan problem svuda u sve-
tu, pa i kod nas. §irenju rezistencije doprinela je nekriti¢ka upotreba an-
tibakterijskih lekova u humanoj i veterinarskoj medicini. Zbog aktuel-
nosti problema veliki broj drzava finansira projekte Ciji je cilj pracenje i
nadzor nad rezistencijom bakterija.

Cilj ovog istraZivanja je bio izolacija i identifikacija patogenih so-
jeva E. coli kod prasadi sa klini¢ki manifestnom dijarejom i ispitivanje
osetljivosti izolovanih sojeva na odredeni broj odabranih antibiotika.
Materijal za ovo ispitivanje predstavijali su delovi creva (jejunum, ile-
um) uginule prasadi, rektalni brisevi i feces obolele prasadi uzorkovani
na farmama svinja iz okoline Beograda. Za izolaciju su koris¢ene
klasi¢ne metode mikrobiolo$ke dijagnostike, a za identifikaciju klasi¢ni
i komercijalni testovi APl 20E (bioMerieux, Francuska). Nakon bio-
hemijske identifikacije pomoc¢u hiperimunih seruma za odredene
grupne (O) antigene (08, 0138, 0139, 0147, 0149 i O157) vrsena je
serolo$ka tipizacija sojeva. Za utvrdivanje prisustva i identifikaciju fim-
brijalnih antigena — adhezina primenom reakcije aglutinacije na ploc&ici
su koriS¢eni komercijalni antiserumi: K88 (F4), K99 (F5) i 987P (F6),
Toxigenic E. coli pili antisera, Denka Seiken Co. Ltd. Tokyo, Japan.
Osetljivost na antibiotike izolovanih sojeva E. coli ispitivana je prime-
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nom disk difuzione metode po Kirby Baueru i mikrodilucione metode u
bujonu prema preporukama CLSI (2008). Ispitivanje mikrodilucionom
metodom u bujonu je vrseno sa cCistim aktivnim supstancama antibio-
tika: ampicilina, apramicina, gentamicina, kanamicina, tetraciklina, cef-
triaksona i ciprofloksacina (Sigma, SAD).

Ukupno je izolovano 400 sojeva E. coli, od kojih je 48 svrstano u
kategoriju patogenih sojeva. Od navedenog broja patogenih sojeva E.
coli kod 32 (66,67%) je ustanovijena multirezistencija na 3 i vise od 3
antibiotika, a kod 16 sojeva (33,33%) rezistencija na 2 ili 1 ispitivani anti-
biotik. Rezistencija na tetraciklin i ampicilin ustanovljena je kod 89,58%
izolovanih sojeva E. coli, a na ciprofloksacin kod 37,5% sojeva. NajniZi
procenat rezistencije na ceftriakson ustanovijen je kod 4,17% sojeva
E. coli. Prisustvo rezistencije kod izolovanih sojeva E. coli ustanovijeno
je i na neke aminoglikozidne antibiotike. Tako je rezistencija usta
novljena kod 18,75% sojeva kod kojih su vrednosti MIC-a bile ve¢e od
128 ug/mL. Kod 52,08% sojeva E. coli otkrivena je rezistencija na
kanamicin, a od navedenog procenta kod 96,00% sojeva vrednosti
MIC-a kanamicina iznosile su preko 256 ug/mL. Takode je kod 33,33%
sojeva E. coli ustanovijena rezistencija i na tre¢i aminoglikozidni anti-
biotik, gentamicin. Svi sojevi E. coli koji su uzrokovali dijareju kod
prasadi bili su rezistentni na najmanje dva antibiotika, a kod preko 50%
sojeva otkriveno je prisustvo rezistencije na vise od 3 antibiotika.
Znacajno je naglasiti da su svi izolovani sojevi E. coli obuhvaceni ispiti-
vanjem bili osetljivi samo na amikacin.

Kljuéne reci: svinje, E. coli, antibiotici, rezistencija

Uvod / Introduction

Intenzivni razvoj svinjarstva kao znacajnije grane stoCarske proiz-
vodnje pracen je brojnim problemima. NajceS¢i zdravstveni problemi koji zahva-
taju sve kategorije svinja u farmskom uzgoju jesu respiratorni sindrom i gastroin-
testinalna oboljenja. Kada su u pitanju gastrointestinalna oboljenja prasadi od
bakterijskih uzro€nika najc¢eS¢e se pominju razliCiti sojevi E. coli. Ovaj mikroor-
ganizam normalno se nalazi u zadnjim partijama creva ljudi i zivotinja i tu dominira
u odnosu na sve druge vrste bakterija koje Cine takozvani "crevni mikrobiom".
Medutim, pored pozeljnih postoje i patogeni sojevi E. coli koji mogu pripadati
enterotoksigenim (enterotoksi¢nim), enteroinvazivnim, enteropatogenim, vero-
toksi¢nim (enterohemoragicnim) i nekrotoksi¢nim grupama. Enterotoksicni sojevi
E. coli (ETEC) izazivaju vodenasti proliv kod novorodene prasadi i odlu¢ene
prasadi odmah posle odbijanja od sise. Patogeni sojevi ETEC, osim dijareje u
neonatalnom periodu (kolibaciloze), mogu da izazovu i koliseptikemiju, meningi-
tis prasadi, kao i edemsku bolest (Fairbrother i Gyles, 2006). Posto se moze lako
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izolovati i identifikovati, E. coli je najviSe kori§¢en mikroorganizam u laborato-
rijskim i eksperimentalnim ispitivanjima (biohemijskim, molekularnim, genetskim i
drugim).

Poznato je da Zzivotinje predstavljaju vazan potencijalni izvor mul-
tirezistentnih sojeva bakterija, taCnije gena rezistencije bakterija na antibiotike.
Geni se mogu preneti direktnim kontaktom ili indirektno, preko predmeta, kao i
namirnicama animalnog porekla, na bakterije koje normalno nastanjuju organi-
zam ljudi. Znacaj zZivotinja kao rezevoara multirezistentnih sojeva bakterija je uto-
liko veci ukoliko se radi o patogenim bakterijama uzro€nicima zoonoza. Geni
rezistencije smesteni na hromozomima bakterija prenose se tokom proste deobe,
§to ima maniji znacaj. Ve¢u opasnost predstavlja Sirenje gena rezistencije na anti-
biotike izmedu bakterija pomoéu takozvanih mobilnih geneti¢kih elemenata, plaz-
mida, transpozona, integrona i insercionih sekvenci. Ovakav nacin Sirenja gena
rezistencije odigrava se u prirodi izmedu bakterija razli¢itih taksonomskih vrsta
svakog trenutka u svim uslovima sredine i na svim mestima (zemljiste, voda,
vazduh). Sirenje gena rezistencije je nepredvidiva pojava koju nije moguée kon-
trolisati, meriti i izraunavati (Smith i Lewin, 1993).

Zbog sve ucestalije pojave ozbiljnih infekcija kod ljudi izazvanih mul-
tirezistenim sojevima bakterija koje se ne mogu leciti antibioticima i koje se u
najvec¢em broju slucajeva zavrSavaju fatalnim ishodom, sve razvijene zemlje sveta
uvele su zakonski obavezan monitoring upotrebe i kontrolu primene antibiotika
(ASanin i sar., 2005).

Sa druge strane, dokazano je da su geni rezistencije (R-geni) bili pri-
sutni kod bakterija i pre uvodenja antibiotika u kliniku upotrebu i to zahvaljujuéi
njihovom otkri¢u u sojevima E. coli izolovanim iz naslaga arktickog leda starog
2000 godina (Alonso i sar., 2001; Hariharan i sar., 2004). Zbog toga se smatra da
je rezistencija na antibiotike pojava stara nekoliko stotina miliona godina, od-
nosno isto onoliko koliko su stari i mikroorganizmi. Ovo otkri¢e nije bilo neobi¢no
s obzirom na to da antibiotike prirodno proizvode same bakterije i jasno je da u
tom slu¢aju moraju biti rezistentne na antibiotik koji produkuju, kako ne bi bile
ubijene sopstvenim proizvodom.

Suprotno od toga, mikroorganizmi koji nisu imali sposobnost proiz-
vodnje antibiotika, a bili su izlozeni delovanju antibiotika iz okruzenja morali su se
adaptirati i razviti mehanizme rezistencije kako bi preziveli. Sposobnost pri-
lagodavanja i prezivljavanja u neprijateljskom okruzenju, osetljive bakterije sticale
su putem mutacija i geneti¢kog transfera, odnosno prenoSenjem, kako mutiranih
gena, tako i gena koji kodiraju samozastitu. Sli¢no tome, u poslednjih 60 godina,
koliko traje antibiotska era, patogene bakterije razvile su "kliniCki znacajnu rezis-
tenciju" na antibiotike koji se koriste u terapiji oboljenja poznate bakterijske etiolo-
gije (Walch, 2003). Primeceno je da se ovaj oblik rezistencije javlja nakon samo
nekoliko meseci od uvodenja novog antibiotika u klini¢ku praksu, kao $to se do-
godilo sa penicilinima i cefalosporinima, ili nakon nekoliko godina pa ¢ak i deset-
ina godina, Sto je redi slu¢aj. Vankomicin je u klini¢ku upotrebu uveden 1956. go-
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dine, a prvi slu¢aj rezistencije zabelezen je 1988. godine (Walch, 2003). Usta-
novljeno je da se kliniCka rezistencija bakterija na antibiotike izrazito lako Siri
preko drugih vrsta Zivotinja, posebno miSeva, macaka i pasa, ali i preko ljudi koji
su prethodno dolazili u kontakt sa zivotinjama nosiocima rezistentnih sojeva E.
coli (Alonso, 2001; Hartman i sar., 2003; Krnjai¢, 2005, Filipovi¢, 2005).

Danas je poznato da najduze 3 godine posle uvodenja novog antibio-
tika u terapijski protokol za le€enje obolele zivotinje ili njihovog koriS¢enja kao
promotera rasta dolazi do pojave rezistentnih sojeva bakterija na taj antibiotik pri
¢emu se pojava novih oblika rezistencije skoro uvek se otkriva najpre kod E. coli
(Bywater, 2004; Catry i sar., 2003). Medutim, 2003. godine otkriven je potpuno
novi oblik rezistencije na aminoglikozidne antibiotike kod sojeva E. coli poreklom
od ljudi i zivotinja, koji nije direktno povezan sa klinic(kom upotrebom amino-
glikozida, ali do danas nije objasnjeno kako je doslo do Sirenja gena koji kodiraju
ovu rezistenciju. Naime, radi se o genima koji kodiraju proizvodnju enzima metil-
tranferaze koja metiluje ciljno mesto vezivanja aminoglikozida, koji su inace nuk-
leotidi u 16S subjedinici ribozomalne RNK i na taj nacin ih ¢ine neprepoznatljivim
za navedene antibiotike (Dominguez i sar., 2005). Ovi geni su postojali isklju€ivo
kod bakterija koje i same proizvode aminoglikozidne antibiotike i to kao mehani-
zam samoodbrane. Tako su pomenuti geni otkriveni kod vrsta Micromonospora
purpurea koja proizvodi gentamicin, Streptomyces tenjimariensis koja proizvodi
istamicin, Streptmyces griseus koja proizvodi streptomicin itd., ali do 2003. godine
se ovi geni nisu mogli naéi kod drugih vrsta bakterija. Kako je do$lo do toga da se
navedeni geni proSire sa bakterija producera aminoglikozida na bakterije
uzrocnike infektivnih bolesti jo$ nije ustanovljeno. Takode, nije jasno zasto su se
ovi geni proSirili na ostale bakterije tek 2003. godine, kada se zna da postoje mili-
onima godina i da se aminoglikozidni antibiotici intenzivno koriste u klini¢koj
praksi skoro 40 godina. Naime, jo§ od momenta uvodenja aminoglikozida u
kliniCku praksu pojavila se i klinicka rezistencija na aminoglikozide kod bakterija,
ali to su bili potpuno drugi mehanizmi rezistencije. Svim tim "starim" mehanizmima
rezistencije je zajedni¢ka proizvodnja enzima koiji vrSe fosforilaciju ili acetilaciju
samih aminoglikozida i tako ih inaktiviSu. Novootkriveni mehanizam rezistencije
na aminoglikozide se naziva i takozvani "high-level aminoglycosides resistance"
jer omogucava rezistenciju pri koncentracijama aminoglikozida veéim ¢ak od
1000 nug/mL pai2000 ug/mL koja u mikrobioloSkom smislu predstavlja izrazito vi-
soku koncentraciju antibiotika. Stoga je, za sada, ovo jedan od najopasnijih oblika
rezistencije. Do danas je otkriveno 6 razli¢itih gena koji kodiraju ovu rezistenciju i
oni su oznaceni kao armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD i npmA. Ono §to je zabrinja-
vajuce jeste Cinjenica da se ovi geni u skoro 100 % slucajeva nalaze na konjugativ-
nim plazmidima pa se lako Sire, a vezani su i sa genima koji kodiraju rezistenciju
na fluorokvinolone i proizvodnju ESBL enzima (beta laktamaze proSirenog spek-
tra delovanja). Smatra se da su navedeni geni, tacnije armA gen koji je i prvi bio ot-
kriven, "izasli" iz Poljske u kojoj je prijavljen prvi sluaj ovog oblika rezistencije kod
soja E. coli izolovanog iz fecesa bolni¢kog pacijenta. Sto se ti¢e veterinarske
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medicine, do danas su pomenuti geni otkriveni kod sojeva E. coli poreklom od
svinja, dok kod drugih Zivotinja nisu zabelezeni. Slu€ajevi ovog oblika rezistencije
kod sojeva E. coli u veterinarskoj medicini prijavljeni su u épaniji, Francuskoj,
Bugarskoj i Japanu (Dominguez i sar., 2005).

Materijal i metode rada / Materials and methods

Materijal za ovo ispitivanje predstavljali su delovi creva (jejunum, il-
eum) uginule prasadi, rektalni brisevi i feces obolele prasadi uzorkovani na neko-
liko farmi svinja iz okoline Beograda. Za izolaciju su kori§éene klasicne metode
mikrobioloske dijagnostike, a za identifikaciju klasi¢ni i komercijalni testovi API
20E (bioMerieux, Francuska). Primenom hiperimunih dijganosti¢kih seruma pro-
izvedenih na kuni¢ima koji su imunizovani referentnim sojevima E. coli, odredi-
vana je pripadnost izolovanih sojeva E. coli seroloSkim grupama: O8, 0138,
0139, 0147, 0149 i O157. Za identifikaciju fimbrijalnih adhezina koriS¢eni su
komercijalni antiserumi (Toxigenic E. coli pili antisera, Denka Seiken, Japan) i to
za adhezine K88 (F4), K99(F5) i 987P(F6), koji se najceSc¢e nalaze kod svinja. Za
ispitivanje osetljivosti na antibiotike izolovanih sojeva E. coli primenjene su disk di-
fuziona i mikrodiluciona metoda u bujonu koje su izvodene na osnovu preporuka
Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI) iz 2008. godine. Ispitivanje je vr§eno
sa Cistim aktivnim supstancama antibiotika: ampicilina, apramicina, gentamicina,
kanamicina, tetraciklina, ceftriaksona i ciprofloksacina (Sigma, SAD). Svi nabro-
jani antibiotici koriste se i u klinickoj veterinarskoj praksi osim apramicina, koji je u
ovom ispitivanju kori§¢en kao marker antibiotik radi detekcije novog oblika rezis-
tencije na aminoglikozide. Za kontrolu kvaliteta izvodenja metode, kvaliteta hranl-
jivih podloga i ostalih dijgnostikuma koriS¢en je referentni soj Escherichia coli
ATCC 25922. O¢itavanije i interpretacija dobijenih rezultata vr§eni su prema prepo-
rukama CLSI (2008).

Rezultati ispitivanja i diskusija / Results and Discussion

Ukupno je izolovano 400 sojeva E. coli, od kojih je 48 svrstano u kate-
goriju patogenih sojeva. Seroloskom tipizacijom izolovanih sojeva ustanovljeno je
da 42,8% pripada seroloSkoj grupi 0149, a zatim 19,0% grupi O138. Sa istim
procentima sojeva od 14,2% bile su zastupljene grupe O8i 0147. Svega 9,5% so-
jeva je pripadalo grupi O157. Nije tipiziran nijedan soj E. coli iz seroloSke grupe
0139.

Prisustvo fimbrijalnih adhezina je utvrdeno kod 19 (33,3%) sojeva.
Najzastupljeniji su bili adhezini F4 i to kod 17 (29,8%) sojeva, dok je kod 2 (3,5%)
soja ustanovljeno prisustvo F6 adhezina. Nijedan od ispitanih sojeva nije posedo-
vao adhezin tipa F5.
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Od navedenog broja patogenih sojeva E. coli kod 32 (66,67%) us-
tanovljena je multirezistencija na 3 i viSe od 3 antibiotika, a kod 16 (33,33%) sojeva
rezistencija na 2 ili 1 ispitivani antibiotik. Nisu otkriveni sojevi koji su bili osetljivi na
sve primenjene antibiotike, odnosno svi ispitani sojevi bili su rezistentni na
najmanje jedan antibiotik. Zna¢ajno je naglasiti da su svi izolovani sojevi E. coli
obuhvacéeni ispitvanjem bili osetljivisamo na amikacin. Distribucija rezistencije na
antibiotike obuhvacene ispitivanjem prikazana je na grafikonima 1 2.
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Grafikon 1. Prikaz procentualne zastupljenosti rezistencije na pojedine antibiotike kod
sojeva E. coli izolovanih od prasadi
Graph 1. Graphic illustration of resistance to some antibiotics in E. coli strains isolated from piglets shown
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Grafikon 2. Prisustvo multirezistentnih sojeva E. coli izolovanih od prasadi /
Graph 2. The presence of multiresistant E. coli strains isolated from piglets
Legenda: AB — antibiotik; R — rezistentan | Legend: AB - Antibiotic; B - Resistant
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Kod 89,58% izolovanih patogenih sojeva E. coli ustanovljena je rezis-
tencija na tetraciklin i ampicilin. Sli¢ne rezultate rezistencije na antibiotike kod so-
jeva E. coli izolovanih od svinja dobili su u ranijim istrazivanjima (Krnjai¢, 2000;
ASanin i sar., 2004; Krnjai¢ i sar., 2005; Filipovi¢, 2005; MiSi¢ i sar., 2006; Gavrovic,
2007). Ovo ukazuje na to da se kod sojeva E. coli izolovanih od svinja u Srbiji
rezistencija na tetraciklin i ampicilin odrzava na gotovo istom nivou ve¢ godinama,
§to nije neobi¢no s obzirom na to da se navedeni antibiotici u nasoj zemlji inten-
zivno upotrebljavaju kod Zivotinja u svim granama proizvodnje. Najnizi procenat
od 4,17% rezistentnih sojeva E. coli ustanovljen je na ceftriakson. Vrlo visoko pri-
sustvo rezistencije kod 37,5% sojeva otkriveno je na ciprofloksacin §to je veoma
zabrinjavaju¢a pojava prvenstveno zbog opasnosti od Sirenja ovog oblika rezis-
tencije (kako gena rezistencije, tako i rezistentnih sojeva bakterija) na populaciju
ljudi, jer je u humanoj medicini ciprofloksacin jedan od najSire upotrebljavanih
antibiotika. Medutim, ni ovakav nalaz nije neobi¢an s obzirom na to da je rezisten-
cija na fluorokvinolone kod sojeva bakterija poreklom od Zivotinja otkrivena na
svim kontinentima, osim u Australiji gde je upotreba antibiotika ove klase kod zivo-
tinja zabranjena. U naSe ispitivanje su bila uklju¢ena i tri antibiotika koji pripadaju
klasi aminoglikozida, najpre iz razloga $to se aminoglikozidi intenzivno koriste,
kako u le€enju ljudi, tako i u le€enju zZivotinja. Visoke vrednosti MIC-a apramicina
mogu ukazivati na prisustvo novog, navedenog i vrlo opasnog oblika rezistencije.
U ispitivanjima osetljivosti 48 izolovanih sojeva E. coli na apramicin, kod ¢ak 9
(18,75%) sojeva vrednosti MIC-a apramicina su bile izuzetno visoke i iznosile su
viSe od 128 ug/mL, $to je jasan znak da se moze sumnjati i na prisustvo novog ob-
lika rezistencije kod sojeva E. coli izolovanih od svinja na farmama u Srbiji. Na ovu
pretpostavku moze ukazivati i rezultat koji je dobijen ispitivanjem osetljivosti
izolovanih sojeva E. coli na kanamicin. Cak 13 (52,08%) sojeva E. coli bilo je rezis-
tentno na ovaj antibiotik sa vrednostima MIC-a od preko 256 ug/mL. Na gentami-
cin je bilo rezistentno 33,3% sojeva sa vrednostima MIC-a od 16 do 128 ug/mL. Da
bi novi oblik rezistencije bio potvrden neophodno je detektovati armA, rmtA, rmitB,
rmtC, rmtD i npomA gene primenom molekularnih metoda. Ipak, kako se amino-
glikozidi ve¢ duzi niz godina Siroko koriste u veterinarskoj medicini u Srbiji, nije
iskljueno da se radi o starim mehanizmima rezistencije na ove antibiotike.
Najmaniji procenat rezistentnih sojeva E. coli od 4,17% ustanovljen je na ceftriak-
son.

Zakljucak / Conclusion

Visoke vrednosti MIC-a apramicina dobijene primenom veoma osetlji-
ve mikrodilucione metode u bujonu mogu ukazivati na prisustvo novog i vrlo
opasnog oblika rezistencije na aminoglikozidne antibiotike. Medutim, da bi
ovakva sumnja bila i potvrdena moraju se primenom mlekularnih metoda detekto-
vati i geni odgovorni za rezistenciju na aminoglikozide. Sigurno jr da razlog za
zabrinutost i dalje postoji jer od 400 izolovanih i ispitanih sojeva nije otkriven
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nijedan soj koji je bio osetljiv na sve antibiotike, ali je rezistencija na ampicilin i tet-
raciklin ustanovljena kod ¢ak 89,58% sojeva. Na ciprofloksacin je bilo rezistentno
37,5% sojeva, Sto je takode zabrinjavajuce visok procenat jer je ciprofloksacin je-
dan od najznacajnijih antibiotika koji se koristi u humanoj medicini.
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ENGLISH

THE INVESTIGATION OF NEW FORMS OF RESISTANCE TO SOME ANTIBIOTICS IN
E. coli STRAINS ISOLATED FROM PIGLETS

Ruzica Asanin, M. Zutié, Jelena Asanin, D. Mi$ié¢, Jadranka Zutié,
Dobrila Jaki¢-Dimié, N. Mili¢, J. Nisavié¢

The resistance of bacteria poses a significant problem everywhere in the
world, and consequently in our country as well. The non-critical use of antibacterial medi-
cines in human and veterinary medicine has contributed to the spreading of this resistance.
Due to the topical importance of this problem, large numbers of states in the world are fi-
nancing projects of which the objective is to follow and monitor bacterial resistance.

The objective of this investigation was to isolate and identify pathogenic
strains of E.coli from piglets with clinically manifest diarrhoea and to examine the sensitivity
of the isolated strains to a certain number of selected antibiotics. The material for these in-
vestigations were parts of intestines (jejunum, ileum) from piglets that died, rectal smears
and feces of diseased piglets sampled pig farms in the vicinity of Begrade.

Conventional methods of microbiological diagnostics were used for isolation,
and conventional and commercial tests AP| 20E (bioMerieux, France) were used for identi-
fication. Following biochemical identification using hyperimmune serums for certain group
(O) antigens: (08, 0138, 0139, 0147, 0149, and O157), the serological typization of the
strains was carried out.

Commercial antiserums: T K88 (F4), K99 (F5), and 987P (F6), Toxigenic E.coli
pili antisera, Denka Seiken Co. Ltd. Tokyo, Japan) were used to establish the presence and
to identify fimbrial antigens-adhesins through slide agglutination reaction. The sensitivity of
the antibiotics to the isolated strains of E.coli was examined using the disc diffusion method
according to Kirby Bauer and the microdillution method in bouillon according to CLSI rec-
ommendations (2008). Examinations using the microdillution method in bouillon were per-
formed with pure active antibiotic substances: ampicillin, apramycin, gentamicin, kanamy-
cin, tetracycline, ceftriaxone, and ciprofloxacin (Sigma, USA). A total of 400 E.coli strains
were isolated, including 48 E.coli strains that are within the category of pathogenic strains.
Out of the total number of pathogenic strains of E.coli, 32 (66.67%) were found to be mul-
tiresistant to 3 or more than 3 antibiotics, and 16 (33.33%) pathogenic strains of E.coli were
resistant to 2 or 1 of the examined antibiotics.

Resistance to tetracycline and ampicillin was established in 89.58% isolated
strains of E. coli, and to ciprofloxacin in 37.5% strains. The lowest percentage of resistance
to ceftriaxone was established in 4.17% strains of E. coli. The isolated strains of E. coli were
also found to be resistant to certain aminoglycosides antibiotics. Thus, resistance to apra-
mycin was established in 18.75% strains whose MIC values were higher than 128 ug/mL.
Resistance to kanamycin was established in 52.08% strains of E.coli, and in these, 96.00%
strains showed MIC kanamycin values of over 256 ug/mL. Resistance to the third aminogly-
cosides antibiotic, gentamicin, was established in 33.33% E.coli strains. All the E.coli
strains that led to diarrhoea in piglets were resistant to at least two antibiotics, and more
than 50% strains were found to be resistant to more than 3 antibiotics. It is significant to
stress that all isolated strains of E. coli covered by these investigations were sensitive only
to amikacyn.

Key words: pigs, E. coli, resistance, antibiotics
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PYCCKUA

ABNEHUE HOBbLIX ®OPM COMPOTUBNIEHUA K AHTUBUOTUKAM Y LULITAMMOB
E. coli, U3OJINPOBAHHbIX U3 NOPOCAT

Pyxwuua AwanHuH, M. XXyTny, Eneda AwanwuH, 1. Muwnd, fiapardka XyTtud,
Oo6puna Axkuy-Aumuy, H. Munwny, 4. Hnwasuy

ConpoTuBneHne 6akTepuii npeacTaBnsgeT co60M 3Ha4YMTENbHY Npobnemy
BClOZYy B MUpe, Aa U y Hac. PaclumpeHuio conpoTMBIEHNS COAENCTBOBANO HEKpUTUYE-
CKOe yrnoTpebrieHne aHTMbakTeprarbHbIX IEKapcTB B r'yMaHHOW N BETEPUHAPHOWN Meau-
UnHe. N3-3a akTyanbHOCTM NPo6ieMbl 60S1bLLOE YACIIO FOCY4AapCTB B MUpe (hoUHaHCHpyeT
NPOEKTbI YbS LeNb CreXKa U HaA30p Haz, CONPOTUBNAEMOCTbIO 6aKTEpUN.

Llenb aTtoro ncneposanHusa 6bina n3onaumsa n naeHTUnKaumsa naToreHHbIX
wTamMmMoB E. coli n3 nopocaT ¢ KNMHUYECKN MaHUECTHOW Anapeen n ncnblTaHne YyBCT-
BUTENbHOCTU N30/IMPOBaHHbIX LUITAMMOB Ha OnpefenéHHOE YMC0 OTOOPaHHbIX aHTUOMO-
TuKoB. MaTepuan Ansa 9Toro UCnbITaHNA NPeACTaBANN COO0N YacTU KULLOK (EHOHYM, Ui-
€yM) M3 OKOJIEBLUMX MOPOCHAT, pPeKTasbHble Mas3kuM M MOMET 3ab0neBLIMX MOPOCHT,
06pa3ynKoBaHbl Ha hepmax CBMHEN U3 okpecTHocTn benrpaga.

Ons n3onauum nonb30BaHbl KacCnyeckme MeToAbl MUKPOOMONOrM4ecKom
OWarHoCTuKK, a Anga naeHTudukaumm Knaccndeckue n kommepdeckme tectol AMNN20E
(BioMerieux, ®paHuus). MNocne 6UOXMMUYECKON naeHTUMKaUmMm ¢ NOMOLbIO rTMNepuM-
MYHHbIX CEpPyMOB A5 onpegenérHbix rpynnosbix (O) aHTureHos (08, 0138, 0139, 0147,
0149 n O157) coBepLUeHa ceponornyeckas Tunmsayms WTaMmmoB.

[ns yTBep>XAeHnsa NpucyTCTBUA U AEHTUdMKaLMN humbpransbHbIX aHTure-
HOB-2[re3nHOB peakLuuen arrnioTnHaumMmn Ha nNiMTe Nofb30BaHbl KOMMEPYECKMe aHTuce-
pymbl: K88 (F4), K99 (F5) n 987P (F6), Toxigenic E. coli pili antisera, Denka Senken Co Ltd.
Tokuno, AnoHos. YyBCTBMTENBHOCTb K aHTUOUOTUKAM U30JTMPOBAHHbIX WTaMMoB E. coli
ucnbiTaHa NpMMeHeHem anck andggysmoHHoro metoga no Kupbe bayepe n mnkpoauny-
LUMOHHOro metoaa B 6ynboHe no pekomeHgaumsam CLS/ (2008). VicnbitaHne myukpoamny-
LUMOHHBIM METOAOM B 6y/IbOHE COBEPLUEHO C YUCTbIMU aKTUBHbBIMU CYOCTaHLUMAMM aHTU-
6MOTMKOB: aMNUUMMAVHA, anpammuuHa, reHTamnumHa, KaHammumHa, TeTpaumknmHa, ued-
TpuakcoHa 1 yunpocdpnokcaumHa (Sigma, CLUA). CoBokynHo nsonmposaHo 400 wramMmmoB
E. coli, n3 koTopbIx 48 pacrnpefeneHo B KaTeropuio NaToreHHbIX WTaMmMoB. VI3 coBoKyn-
HOrO 4ncna NaToreHHbIX WrammMoB E. coliy 32 (66,67 %) ycTaHOBNEHO My/IbTUCONPOTUB-
neHne K 3 n 66nbLue 3 aHTMOMOTHKOB, ay 16 (33,33%) wrtamos E. coli conpoTuBneHune K 2
unun 1 ucnblITaHHUA aHTUONOTHKY.

ConpoTuBreHne K TeTpauuKiiMHy U aMmnuuuiiMHy yctaHoBmeHo y 89,58%
U30/IMPOBaHbIX WTaMMOB E. coli, a kK yunpocnokcaumHy y 37,5% wrammoB. Hanbonee
HM3KWI NPOLIEHT COMPOTUBIEHUS K LLedpTPUAKCOHY yCcTaHoBMEeH Y 4,17 % wTtammoB E. coli.
[MpucyTcBUE CONPOTUBIIEHNS Y U30NMPOBAHHbBIX LWITAMMOB E. coli ycTaHOBNEHO U K HEKO-
TOPbIM aMUHOTITMKO3NAHBIM aHTUOUOTMKAM. Tak ConpoTUBMEHNE K anpamMULMHy yCTaHOB-
neHo y 18,75% wrtamMMoB y KOTOpPbIX cToumocTn MIC-a 6binun 66nbwe 128 mr/mn. VY
52,08% wTtammoB E. coli OTKpPbITO CONPOTUBIIEHME N K KaHAMULMHY, a U3 NpUBEeAEHHOMO
npoueHTa y 96,00% wrammoB ctommocT MVIL-a kaHammymHa cocTaBnanm 66nbLue 256
mr/mn. Takxe, y 33,33% WwTaMMmoB. E. coli ycTaHOBMNEHO CONPOTUBMEHNE N K TPETbEMY
aMWHOTNIMKO3NAHOMY aHTMOMOTUKY reHTamuumHy. Bce wTtammbl E. coli, kKoTopble
obycrosnueanu guapeto y nopocaT 6binv CynpoTUBIISEMbIE K MEHbLLE BCEro Aym aHTu-
6uoTukam, a 66nbwe 50% LWTaMMOB OTKPbITO NPUCYTCTBME CONPOTMBIIEHUS K 60sbLue 3
aHTNONOTMKAM. 3HAYMTENBHO MNOAYEPKYHYTh, YTO BCE U30/IMPOBaHHbIE WTaMMbl E. coli
OXBa4eHbl UCMbITaHNEM OblNN HyBCTBUTESbHBIN TOMbKO K aMUKaLUHY.

KntoueBble cnoea: cBUHbWY, E. coli, aHTUOMOTUKN, CONPOTUBIIEHNE
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