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SISTEMSKA CITROBACTER FREUNDII INFEKCIJA KOD
[ARANSKH VRSTA RIBA*

SISTEMIC CITROBACTER FREUNDII INFECTION IN CARP

Svetlana Jeremi}, Dobrila Jaki} -Dimi}**

U radu smo opisali klini~ko oboljenje {aranskih vrsta riba koje je
ukazivalo na tipi~nu akutnu bakterijsku septikemiju izazvanu gram-
negativnom bakterijom Citrobacter freundii. Po~etkom godine, pri ni-
skim temperaturama vode, prime}en je neuobi~ajeni mortalitet {aran-
skih vrsta riba.

Za laboratorijska ispitivanja uzeto je 39 uzoraka obolelih riba koje
su potamnele, sa izra`enim egzoftalmusom, krvarenjima po ko`i i u
o~ima i 10 uzoraka klini~ki zdravih riba. Deo promenjenih organa:
{krge, parenhimatozne organe i creva koristili smo za izolovanje uz-
ro~nika. U ispitivanjima smo koristili uobi~ajene metode bakterio-
lo{kog pregleda. Kulture su identifikovane ispitivanjem klju~nih feno-
tipskih obele`ja i pomo}u Api 20E sistema kao Citrobacter freundii.

Drugi deo parenhimatoznih organa i creva fiksirali smo u 10% for-
malinu i pripremili standardnom histolo{kom tehnikom. Patolo{ko-hi-
stolo{kim ispitivanjem utvr|ene su zapaljenjske i nekroti~ne promene
na unutra{njim organima.

Ve{ta~kom infekcijom sa ~istom kulturom Citrobacter freundii us-
peli smo da reprodukujemo oboljenje.

To je ujedno i prvi objavljeni izve{taj o utvr|ivanju Citrobacter fre-
undii kao uzro~nika bolesti {aranskih vrsta riba u Srbiji.

Klju~ne re~i: Citrobacter freundii, izolacija, identifikacija, {aranske
vrste riba, biolo{ki ogled

Intenzivno gajenje {aranskih vrsta riba se svrstava u najrentabilnije
na~ine proizvodnje belan~evina `ivotinjskog porekla. Osnovni uslov za ispunjenje
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ovog zahteva je odr`avanje `ivotnih i proizvodnih funkcija riba u fiziolo{kim grani-
cama. Me|utim, svaka promena abioti~kih ~inilaca sredine (smanjenje procenta
kiseonika, ~este promene temperature vode, promene pH vrednosti, pove}ana
koncentracija amonijaka i ugljen-dioksida), kao i velika gustina nasada i nespro-
vo|enje preventivnih mera pre prezimljavanja pogoduju {irenju mnogobrojnih
bolesti, a me|u njima i bakterioze. Posebno veliki gubici se bele`e kod mla|i {ara-
na posle zimovanja koji su nastali kao posledica smanjene otpornosti organizma
mladih riba posle zimskog gladovnja, niskih temperatura i degradovanja sredine.

U radu smo opisali klini~ko oboljenje {aranskih vrsta riba koje je ukazi-
valo na tipi~nu akutnu bakterijsku septikemiju po ko`i i unutra{njim organima
izazvanu gram-negativnom bakterijom. Procenat uginu}a {arana (Cyprinus car-
pio) i babu{ki (Carassius carassius) bio je znatno ve}i, a znatno ni`i mortalitet se
javio kod mla|i amura (Ctenopharyngodon idella) i crvenperki (Rutilus rutilus).

Kulture Citrobacter freundii su izolovane i identifikovane ispitivanjem
klju~nih fenotipskih obele`ja i pomo}u Api 20E sistema za enterobakterije.

Patolo{ko-histolo{kim ispitivanjem su utvr|ene zapaljenjske i nek-
roti~ne promene na unutra{njim organima. Ve{ta~kom infekcijom sa ~istom kultu-
rom Citrobacter freundii uspeli smo da reprodukujemo oboljenje.

U radu }e biti razmatrana pojava za nas novog bakterijskog oboljenja,
{to je ujedno i prvi objavljeni izve{taj o utvr|ivanju Citrobacter freundii kao
uzro~nika bolesti {aranskih vrsta riba u Srbiji.

Krajem marta i po~etkom aprila 2002. godine prime}en je neuo-
bi~ajen mortalitet {aranskih vrsta riba, s tim da je procenat uginu}a mla|i {arana i
babu{ki bio znatno ve}i, a znatno ni`i mortalitet se javio kod mla|i amura i crven-
perki.

Za laboratorijska ispitivanja uzeli smo 39 uzoraka obolelih riba, koje su
potamnele sa izra`enim egzoftalmusom, krvarenjima po ko`i, perajima, oko o~iju i
lokomotornom ataksijom i 10 uzoraka klini~kii zdravih riba. Deo promenjenih or-
gana (jetra, bubreg i creva) fiksirali smo u 10% formalinu, uklopili u parafin, pravili
tkivne listi}e debljine 6 mikrona i obojili hematoksilin eozinom.

Kao materijal za izolovanje uzro~nika koristili smo {krge, parenhima-
tozne organe (jetra, bubreg i slezina) i creva obolelih i klini~ki zdravih riba. [krge,
parenhimatozni organi i creva sakupljeni su asepti~no i inokulisani u plo~e sa TSA
agarom oboga}enim sa 10% FTS, sa endo agarom, krvnim agarom i inkubisane
na temperaturi od 30oC tokom 5 dana. Sa triptoza soja agara i endo agara sumn-
jive kolonije smo presejali na 2% hranljivi agar radi dobijanja ~iste kulture, koje su
zatim identifikovane ispitivanjem klju~nih fenotipskih obele`ja i pomo}u Api 20E
sistema za enterobakterije. Pored toga ispitali smo oksidazu i katalazu.

Izolat (01-870) ispitan na patogenost. Za biolo{ki ogled uzeta je mla|
{arana. Grupa se sastojala od 20 {aran~i}a prose~ne mase od 10 do 13 g koji su
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bili dr`ani u akvarijumu u aerisanoj stati~koj vodi na temperturi od 11oC. Ribe su
bile injicirane i.p. sa 0,2 ml bakterijske supstancije koja je sadr`ala oko 107

c.f.u./ml. Sve inficirane ribe su svakodnevno posmatrane, a uginule i moribundne
su ispitane bakteriolo{ki.

Do osamdesetih godina pro{loga veka postojale su indicije da Citro-
bacter freundii mo`e da prouzrokuje oboljenje kod riba. Ipak definitivni podaci
nisu postignuti sve do radova Satoa i sar. 1982. Š6¹ kada je organizam dokazan
kao patogen za akvarijumske ribe, a devedesetih godina i kod gajenih riba. Citro-
bacter freundii bio je izolovan kod obolelih atlantskih salmonida u [paniji i SAD Š3,
5¹ i kod {arana u Indiji Š4¹.

Prva uginu}a {aranskih vrsta riba zapo~ela su pri temperaturi vode od
11oC u periodu mart-april. Obolele ribe su mirne, nekoordinisanih pokreta i plutaju
po povr{ini vode. Ne reaguju na spolja{nje nadra`aje i tamno su pigmentisane.

Spolja{njim pregledom koji obuhvata ko`u, peraja i pregledom prirod-
nih otvora kod svih primeraka prime}ena je pove}ana koli~ina sluzne mase. Na
ko`i su utvr|ene erozije i otpadanje ljusaka. Difuzna krvarenja po ko`i i perajima.
Kod svih primeraka utvr|en je obostrani egzoftalmus i krvarenje u o~ima. Na ven-
tralnom delu trbuha utvr|ena su difuzna krvarenja. Analni otvor je zacrvenjen.
[krge su blede usled anemije sa ta~kastim krvarenjima, edematozne i kod pojedi-
nih primeraka sa nekrozom vrhova {kr`nih listi}a.

Sekcijom je ustanovljeno da su svi unutra{nji organi, kao i zid ribljeg
mehura, edematozni. U trbu{noj {upljini nalazi se mala koli~ina crvenkaste te~no-
sti. Na unutra{njim organima zapa`aju se krvarenja, prvenstveno na unutra{njem
zidu ribljeg mehura, gonadama, crevima, mi{i}ima, bubrezima i jetri. Slezina je
pove}ana i nejednake boje. Zid creva je edematozan, lumen je pro{iren, bez
sadr`aja hrane, ispunjen krvavom te~no{}u sa ta~kastim i difuznim krvarenjima.

Na{i rezultati patolo{ko-anatomskog ispitivanja bili su identi~ni sa re-
zultatima koje su dobili Karunasager i sar. 1991 Š4¹ koji su kod {arana patolo{ko-
anatomskim pregledom utvrdili erozije i hemoragije po ko`i, fokalne nodule u bu-
brezima i druge tipi~ne lezije za hemoragi~ne septikemije, a razlikovali su se od
rezultata koje su dobili Austin i sar. 1992. godine Š2¹ kod kalifornijske pastrmke.
Oni su utvrdili samo gastroenteritis, dok tipi~nih spolja{njih znakova bolesti nije
bilo, osim jako izra`enog mortaliteta.

Patolo{ko-histolo{ke promene smo utvrdili na jetri, bubrezima i cre-
vima. U jetri u ve}em broju slu~ajeva utvrdili smo masnu degeneraciju jetre, od-
nosno nakupljanje masnih }elija u jetri. Kod drugih primeraka utvr|ene su zapa-
ljenjske i nekroti~ne promene i slabija krvarenja u tkivu jetre.

Mikroskopskim pregledom tkiva bubrega utvrdili smo da su epitelije
bubre`nih kanali}a intaktne. Lumen bubre`nih tubula je vidljiv i potpuno prazan. U
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intersticijumu bubrega, odnosno intertubularno ili perivaskularno jasno se uo~ava
mononuklearni celularni infiltrat koji na pojedinim mestima pokazuje tendenciju
me|usobnog konfluisanja, obuhvataju}i na taj na~in ve}a podru~ja bubre`nog
tkiva. Tu i tamo detektuju se slabija krvarenja.

Mikroskopski preparati creva ukazuju da je proprija mukoze infil-
trovana inflamatornim }elijskim elementima srednjeg intenziteta. Du` crevnog
epitela mestimi~no se vide umno`ene peharaste }elije. U pojedinim preparatima
crevne resice su hipertrofi~ne sa tendencijom spajanja.

Zasejavanjem na TSA dobijen je naoko ~ist proziran bakterijski rast iz
jetre, bubrega i creva iz svih obolelih riba. Formirane su okrugle, glatke konveksne
kolonije pre~nika 2 do 4 mm. Na krvnom agaru nisu izazvale hemolizu. Nisu
izolovane bakterije iz 10 klini~ki zdravih riba. Na endo agaru obrazovale su
srednje velike prozra~ne, bezbojne kolonije koje su podse}ale na kolonije salmo-
nela i {igela. Te kolonije su posle inkubacije od daljih 48 ~asova postale svetlo-
ru`i~aste, a posle 3 do 5 dana dobile su crvenu boju, jer su sporo razgra|ivale lak-
tozu. Kulture su sadr`avale gram-negativne asporogene pokretne {tapi}e.

Tabela 1. Biohemijske karakteristike izolata Citrobacter freundii inkubisanih na 30oC 48h

Table 1. Biochemical characteristics of Citrobacter freundii isolates incubated at 30 oC for 48 h

Reakcija /
Reaction

Izolat iz {arana /
Carp isolate

Izolat iz babu{ki /
Cruscian carp

Izolat Austin /
Isolate Austin

ONPG + + +

ADH - - -

LDC - - -

ODC - - -

CIT - - -

H2S + + +

URE - - -

TDA - - -

IND - - -

VP - - -

GEL - - +

GLU + + +

MAN + + +

INO - - -

SOR + + +

RHA + + -

6

Vet. glasnik 57 (1 - 2) 3 - 9 (2003) Svetlana Jeremi} i Dobrila Jaki}-Dimi}: Sistemska
Citrobacter freundii infekcija kod {aranskih vrsta riba



Reakcija /
Reaction

Izolat iz {arana /
Carp isolate

Izolat iz babu{ki /
Cruscian carp

Izolat Austin /
Isolate Austin

SAC + + -

MEL - + -

AMY + + +

ARA + + +

OX - - -

KAT. + + +

Izolati su bili osetljivi na flumekvin nalidisti~nu kiselinu, OTC i poja~ane sulfonamide.
Isolates were sensitive to flumequin, nalidistic acid, OTC, and enhanced sulphonamides.

Kao {to je prikazano u tabeli 1 ispitani izolati iz {arana i babu{ki
stvarali su katalazu, ß-galaktozidazu, H2S, ali ne i arginin dehidrolazu, lizin, ornitin
dekarboksilazu i indol. VP reakcija je bila negativna. @elatin i ureja nisu bili degra-
dirani.

Iz dobijenih rezultata na{i izolati iz {arana i babu{ki nisu degradisali
`elatin, dok je izolat Austina Š2¹ degradirao `eltin. Na citrat nije kori{}en.

Na{i izolati su stvarali kiselinu iz glikoze, manoze, sorbitola, ramnoze,
saharoze, amigdalina i arabinoze. Pored toga, izolat Citrobacter freundii iz
babu{ki stvarao je kiselinu iz melebioze. Izolat Austina i sar. Š2¹ nije stvarao
kiselinu iz ramnoze, saharoze i melebioze. Upore|ivanjem biohemijskih osobina
na{ih izolata sa osobinama izolata koji je opisao Austin Š2¹ do{li smo do zaklju~ka
da postoje sojevi Citrobacter freundii koji slabije ili vi{e razgra|uju ugljene hidrate.
Iz dobijenih rezultata kulture su identifikovane kao Citrobacter freundii.

Znaci oboljenja i mortalitet od 50 posto posle biolo{kog ogleda usle-
dio je 8 dana od i.p. infekcije. Kod moribundnih i uginulih {arana utvrdili smo
ta~kasta i difuzna krvarenja po ko`i i perajima. [krge su bile anemi~ne sa ta~kas-
tim krvarenjima i otokom {kr`nih listi}a.

Sekcijom su utvr|eni peritonitis i krvavi transudat u trbu{noj {upljini.
Jetra je svetloru`i~aste boje sa ta~kastim krvarenjima. Slezina je uve}ana sa
zaobljenim ivicama. Bubreg je sivkaste boje. Zapaljenje creva sa sluzavim sadr`a-
jem.

Citrobacter freundii je izolovan iz svih uginulih i moribundnih riba.
[tavi{e patogen je reizolovan iz bubrega i jetre od svih pre`ivelih riba na kraju
ogleda.

Iako je Citrobacter freundii uobi~ajen stanovnik u eutrofnim hladnim
vodama Š1¹ smatramo da je oboljenje nastalo nakon prezimljavanja posle hladne
zime, sa ve}im brojem ledenih dana i ~estim sne`nim padavinama. Ribe su poi-
kilotermni organizmi, tj. poprimaju temperaturu vode koja ih okru`uje, pa svaka
promena temperature veoma mnogo uti~e na tok `ivotnih procesa. Mla| {aran-
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skih vrsta riba je osetljivija od odraslih i najni`a dozvoljena temperatura u ribnjaku
za mla| je od 0,1 do 0,2oC. Kod dugih zahla|enja, pri tim temperaturama smanju-
je se otpornost organizma riba i pojavljuje se oboljenje koje prati masovno ugi-
nu}e mla|i.

To je ujedno i prvi objavljeni izve{taj o utvr|ivanju Citrobacter freundii
kao uzro~nika bolesti {aranskih vrsta riba u Srbiji.
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SYSTEMIC CITROBACTER FREUNDII INFECTION IN CARP

Svetlana Jeremi}, Dobrila Jaki}-Dimi}

The paper describes ta clinical disease in carp fish species which indicated a
typical acute bacterial septicaemia caused by the gram-negative bacteria Citrobacter fre-
undii. An unusal mortality of carp fish species was observed during low water temperatures
at the beginning of the year.

A total of 39 samples were taken for laboratory examinations from diseased
fish which had become darker, with expressed exophthalmus bleedings on the skin and
eyes, and 10 samples from clinically healthy fish. Part of the altered organs: gills, paren-
chymatous organs and intestines were used for isolating the causes. The usal methods of
bacteriological examinations were used for the investigations. Cultures were identified by
examining key phenotype markings and using an Api 20E system as Citrobacter freundii.

Other parts of parenchymatous organs and intestines were fixed in 10% for-
maline prepared according to the standard histological method. Pathohistological exami-
nations established inflammatory and necrotic changes in internal organs.
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We succeeded in reproducing the disease with an artificial infection using a
pure culture of Citrobacter freundii.

This is the first published report on establishing Citrobacter freundii as the
cause of carp diseases in Serbia.

Key words: Citrobacter freundii, isolation, identification, carp fish species, biological
experiment

SISTEMNAÂ CITROBACTER FREUNDII INFEKCIÂ U SAZANOVÀH VIDOV RÀB

Svetlana Eremi~, Dobrila Jaki~-Dimi~

V rabotze mì opisali klini~eskoe zabolevanie sazanovìh vidov, ko-
toroe ukazìvalo na tipi~nuÓ ostruÓ bakterialÝnuÓ septicemiÓ, vìzvannuÓ gram

otricatelÝnoy bakteriey Citrobacter freundii. V na~ale goda pri nizkih temperatu-
rah vodì zame~ena neobì~na® smernostÝ sazanovìh vidov rìb.

Dl® laboratornìh ispìtaniy vz®tì 39 obraz~ikov, zabolev{ih rìb,
potemnev{ie, s vìra`ennìm ÌkzoftalÝmusom krovoto~eni®mi i po ko`e i v glazah
i 10 obraz~ikov klini~eski zdorovìh rìb. ^astÝ izmenennìh organov: `abrì, par-
enhimatoznìe organì i ki{ki mì polÝzovali dl® izolirovani® vozbuditel®. V
ispìtani®h mì polÝzovali obì~nìe metodì bakteriologi~eskogo osmotra. KulÝ-
turì ustanovlenì ispìtaniem klÓ~evìh fenotipnìh priznakov i pomoÈÝÓ Ari

20E sistemì kak Citrobacter freundii.
VtoruÓ ~astÝ parenhimatoznìh organov i ki{ok mì fiksirovali v

10% formaline mì podgotovili standartnoy gistologi~eskoy tehnikoy. Patogis-
tologi~eskim ispìtaniem ustanovlenì vospalitelÝnìe i nekroti~eskie izme-
neni® na vnutrennih organah.

Iskusstvennoy infekciey s ~itoy kulÝturoy Citrobacter freundii mì us-
peli reproducirovatÝ zabolevanie.

Ïto vmeste i pervoe obÍ®vlennoe izvestie o ustanovlenii Citrobacter
freundii kak vozbuditel® bolezni sazanovìh vidov rìb v Serbii.

KlÓ~evìe slova: Citrobacter freundii, izol®ci®, identifikaci®, sazanovìe vidì
rìb, biologi~eskiy opit
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