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2. Bevezetés, célok

Napjainkban, a nyugati vilagban a haztaji sertéssarészben, vagy teljesen felvéltotta a
nagyulzemi tartastechnoldgia. Gazdasagi szempoathaifontosabb az, hogy a termelés hatékony
és gyors legyen. A fait6 eredeii betegségek ellen vakcinazassal, ill. antibakisristerekkel
védekeznek. Szerte a vilagon, igy hazankban istfeegazdasagi problémat okoznak a kulorb6z
bakteridlis légészervi megbetegedések. A heveny megbetegedésekszdagy allatelhullast
okoznak, mig kronikus esetben a csokkent étvaggidgyyarapodas miatt a hizlalasioszak
megnyulik, az &allomanyban szétnovés figyedhetineg, ezaltal jeleds gazdasagi karral
szamolhatunk.

A légziszervi betegségek kozul vilagszerte ismert Aazinobacillus pleuropneumoniae
okozta tud- és mellhartya-gyulladas. A korokozo irant kizagla sertés fogékonygkent 12-16
hetes korban okoz heveny lefolyasi megbetegedésaefogén uton bekerilt kérokozé adiien
savos-vérzéses, majd vérzéses-elhalasagyiitladast és fibrines mellhartyagyulladast idéx el
Fakultativ patogén baktériumrdl |évén sz0, a hajlsitd tényeéknek igen nagy szerepe van a
jellegzetes betegség kialakulasaban. Az pleuropneumoniaekozta pleuropneumonia sulyos
problémat jelent vilagszerte a sertéstenyésztegbetierrez-Martin és mtsai, 2006).

Ezen baktériumfajnak két biotipusat, ezen bellligpdd szerotipusat kulonboztetjik meg.
Egy 1992-es felmérés alapjdn hazédnkban az 1-eipuinsotordul eb 90-95%-ban, ennek is az 1-es
€s a 2-es szerotipusa, de alkalmankéiioelulnak a 3-as, 7-es, 9-es és a 11-es szerokpsiso

A torzsek négyféle toxint termelnek (Apx I-lI-11M), melyek haemolitikus és toxikus hatasu
fehérjék, igy jelerits szerepik van a téiden kialakulé vérzések és necrosisok kialakitasédmsart
virulenciafaktoroknak tekinthék. Manapsag ezeket a toxinokat vakcina készitésdrasznaljak.

A felszabadulé citotoxinok pedig tonkreteszik a dudlveolaris macrophagjait és
lymphoidsejtjeit, amelyek sulyosbitjak a kérképéarga és mtsai, 2007).

A heveny lefolyas miatt a betegség mihamarabbishsdrését kovéen egyedileg,
parenteralisan adott antibiotikumokkal kezebheErre leggyakrabban R-laktam, cefalosporin,
fluorokinolon, pleuromutilin és tetraciklin antilibtumokat hasznalnak. Nagyon fontos emellett a
hajlamosité tényeik kiiktatasa. A vélemények megoszlanak abban atetkien, hogy mekkora az

A. pleuropneumoniaglentsége jelen évtizedben (Bornhorn, 2008).



Vizsgalataink soran a kovetkezélokat tiztik ki magunk elé:
- vagohidakrél szarmazd, elvaltozast mutatd sertékhid A. pleuropneumoniagdrzsek
izolélasa,
- azizolalt térzsek szerotipizalasa,
- a kulénbosd allomanyokbdl szarmazoA. pleuropneumoniaetérzsek antibiotikum-

érzékenységének meghatérozasa két eljarast alkadmaz



3. Irodalmi attekintés

3.1. A kérokozo

Az Actinobacillus pleuropneumoniaePasteurellaceae csaladba tartozo6 csillé nél&idim-
negativ kokkoid, rovid palcika, vékony, poliszagtdaburokkal rendelkez igényes, fakultativ
anaerob baktérium (Marsteller és Fenwick, 1999%kuRativ patogén kérokoz6, amely irant csak a
sertés fogékony és kiléndsen a 12-16 hetes malanaikoz sulyos megbetegedést (Marsteller és
Fenwick, 1999). A baktérium izolalhato az orriréigba tonsillakbdl, a fels Iégutak
nyalkahartyajarol és a fénott allat tiidejédl is (Bossé és mtsai, 2002). Ujabb kutatasok stzerin
szajbdél vett mintadbdl is ki lehet mutatni & pleuropneumoniaegyes szerotipusait (Costa és
mtsai, 2012). A kérokoz6 a heveny megbetegedéssath allatokban a tonsilla cryptaiban képes
tulélni, ennek koszonhé&tn a ferdzott sertés élete végeig hordozza és uriti a k@dakd-akultativ
patogén kérokozorol levén szd, a hajlamosito tétkmeak jelends szerepe van a betegség
kialakulasaban.

1963-ban Shope izolalta éslzér a baktériumot az Amerikai Egyesiilt Allamokbas, a
Haemophilus pleuropneumoniaevet kapta. Az 1983-ban elvégzett DNS vizsgakttékveten
az Actinobacillus nemzetségbe soroltak at,Aésinobacillus pleuropneumoniaek nevezték el
(Molnér, 1990).

Tenyésztése csokoladé vagy véres agaron tortéahetly utdbbin a virulens térzsek [3-
haemolizist okoznak (Marsteller és Fenwick, 19%taphylococcus aureyglenlétében pozitiv
Christie-Atkins-Munch-Petersen (CAMP) teszt lathgd®ossé és mtsai, 2002). A legtolgh
pleuropneumoniaetdrzs ureaz pozitiv, de 1993-ban mar irtak le zreégativ torzseket is.
Izolalasukhoz célszérszelektiv taptalajt vag$taphylococcus auresal beoltott dajkatenyészetet

alkalmazni(1. abra).



1.4bra: Staphylococcus aureussal beoltott A. plepmeumoniae dajkatenyészet
¥: Actinobacillus pleuropneumoniae telepek

¢: Staphylococcus aureus beoltas

Két biotipust kulonboztetiink meg a baktériumtérzADN(nikotinamid-adenin-dinukleotid;
V-faktor) igényének megfeléén: 1-es biotipusba tartoznak azok a toérzsek, akelNAD-ot
igényelnek novekedésiikhtz, 2-es biotipusba pedi{gosabbanPasteurella haemolyticazefi
torzseknek nevezett) NAD-ot nem igéhyA. pleuropneumoniaédrzsek (Fodor, 1989a). Eddigi
ismereteink szerint 15 szerotipust kiulénboztetingg,mebBl 13 tartozik az 1-es biotipusba
(1,2,3,4,5a,5b,6,7,8,9,10,11,12), kgtedig a 2-es biotipusba (1,2) (Mouser, 2007).

A baktérium korulbeltl 1 mm atm@fi, szirkésfehér, éles siigldombora és sima felsZin
telepeket képez (Fodor, 1989a).



3.2. Betegseég, korbonctan, korhatarozas

A fert6z6dés aerogén uton torténik, de a megbetegedésHambajté tényeik sziikségesek,
igy a zért tartdstechnoldgia, zsufoltsdg, rossl Gzaes, tartasi €s takarmanyozasi hianyossagok
mind kozrejatszhatnak a betegség megeredésébartegseg lehet tulheveny, heveny, félheveny és
idult. A betegség lefolyasa az allat immunstatuazsgzerotipus, és a baktériumszam figgvénye, bar
egy vizsgalat szerint leginkdbb ez utdbbi szaméb(fiya és mtsai, 1983). Tulheveny esetben a
leggyakoribb a 4-12 6ran belili elhullds, mig hevkaiolyas esetén magas laz, sulyos nehézlégzés,
cyanosis, kbhogés, ataxia, diarrhoea és anoreldalfghatoak. Ezek az allatok néhany nappal a
klinikai tinetek megjelenését koven elpusztulnak. A betegséget atvészelt allatok
baktériumhordozékka véalhatnak, ezeket nagyon nészrevenni, ugyanis a kronikus hordozok
nem mutatnak nyilvanvald klinikai tiineteket: cstkkétvagy, csokkent sulygyarapodas, kisebb
mozgasigény figyelhétmeg (Bossé és mtsai, 2002; Mouser, 2007; Yoshidsiratsai, 2002).

Az A. pleuropneumoniaddrzsek megbetegditképessége virulencia faktorokra vezethet
vissza. A virulencia faktorok k6zé tartoznakAazpleuropneumoniaéltal termelt exotoxinok (Apx
I-11-11I-1V), lipopoliszacharidok (LPS), adhaesidaktorok, membranproteinek és a burokantigének
(Sthitmatee és mtsai, 2003; Chiers és mtsai, 2010).

A baktérium gyorsan szaporodik az érzékeny eésoFétt allatban. Eiszor a tonsilla
cryptainak epithelialis sejtjein, majd az alsoé ledaba is bejut, ahol citotoxinokat termel és LPS
tartalmd membranrészecskék szabadulnak fel a hakigejt szétesése soran, amelyek kilon is
sejtkarositd hatassal birnak (Chiers és mtsai, 2@t0érkes neutrophil granulocytak gyulladasos
valaszt alakitanak ki, mik6zben megprébaljak leldimdch baktérium antigénjeit. A megsemmisul
neutrophil granulocytakkal lizozimek keriilnek ki ebze a terlletekre, amelyek tovabbi
szovetkarosodast idéznelb.eAz LPS és a citotoxinok nemcsak segitenek a bakt@éak a sejtek
karositasaban, hanem megvédket a komplement rendszerrel szemben és a phagitglois
(Mouser, 2007).

Kérbonctani vizsgalatkor egy- vagy kétoldali csébginyben és rekeszi lebenyben, a
tompaszél mentén sotétvords vagy feketevords, totaptntatl gyulladasos gécok észletiket
amelyeket altalaban fibrinréteg bofR. abra). Az elvaltozasok éfordulhatnak lokalisan vagy
multifokdlisan az egész tark kiterjedve(3. abra). A tuds a fibrinkivalas miatt a mellkas falahoz
tapadhat, és fibrines mellhartyagyulladas alakulBador és mtsai, 1989a). A Iégbgn és a
tidében habos, véres exsudatum lathaté (Fodor és mM&89a; Mouser, 2007). A nyirokcsomok

megnagyobbodtak é$wériek.



2. abra: A.pleuropneumoniae okozta vérzéses-elhagaidigyulladas, tomott tapintatu

gyulladasos gocok, fibrinréteggel boritv,).

3. abra: Lokalisan helyafdd A. pleuropneumoniae okozta vérzésesdigulladas



Korszovettani vizsgalat eseténésen megszélesbedett interlobularis sévenyekettiatha
amelyek kobszovettel atsittek. Az interstitium vérerei koril is kifejezetvgs besirédeés lathato,
az erekben pedig thrombus, illetve emboluskéips figyelhet meg. Az alveolusokban vérzések,
oedema, gyakran gyulladasos sejtéhnek fel (Fodor €s mtsai, 1989a; Varga és mtsdyR0A
tudoben vérzések, necrotikus teriletek, neutrophilltratio €s macrophagok, valamint fibrines
exsudatum lathaté (Marsteller és Fenwick, 1999).

A koroktani diagnézis felallitasahoz ki kell tengteni a korokozét és meghatarozni a

szerotipusat.
3.3. Szerotipizalas

A szerotipizalasi vizsgalatok a fellleti burokagtigk elkiilonitése alapjan torténik. Osszesen
15 szerotipust kulonbdztetiink meg. A burokantigienlencia-faktornak szamit, de a virulencia és
a klinikai tiinetek A. pleuropneumoniarzsenkeént is valtozhatnak (Marsteller és Fenwl€g9).
Virulencia szempontjabdl a kovetk&eppen lehet csoportositani az 1-es biotipusbaziartA.

pleuropneumoniaszerotipusokat:

" legvirulensebb: 1
" kézepesen virulens: 2, 5, 9, 10, 11

" legkevésbé virulens: 3, 6, 7, 12 szerotipusok (MHes és Fenwick, 1999).

A szerotipizalasi probék elbirdlasa nehézkesséatiathert azA. pleuropneumoniagrzsek
kozott keresztreakciok johetnek létre. Ha az eggéblegyedi szerkezetsejtfalantigének (O-
antigén) tualsdgosan hasonlitanak egymasra keét tgaeso kozott, akkor tapasztalhatunk
immunoldgiai keresztreakciokat (Tuboly és mtsai99)9 Ezeket mar tbbb szerotipus kozott
felfedezték, igy a 1-9-11, a 3-6-8 és a 4-7 szmustik k6zott (Marsteller és Fenwick, 1999).

A szerotipizaldshoz szikséges immunolégiai vizéghta tobbféle modszer ismeretes:
targylemez-agglutinacid,  @yiprecipitacié, immunodiffizié, komplementkétési  paob
immunoelektroforézis és indirekt haemagglutinadifittal és mtsai, 1983; Kucerova és mitsai,
2005; Nielsen, 1986b; Perry és mtsai, 2011). NekfmEn egyre elterjedtebbé valtak az ELISA,
illetve a PCR vizsgalatok (Broes és mtsai, 200fit®atee és mtsai, 2003; Klausen és mtsai, 2002;

Perry és mtsai, 2011).



Az indirekt haemagglutinaciés proba (IHA) Iényegegy az oldott antigéneket sejtfelllethez
(pl. vorosvértest) adszorbealjuk, igy lathatovakvak agglutinacio. llyenkor a vorosvértestekhez
kotott antigének kapcsolédnak az ellenanyaghoz, ésszecsapOdast eredményez. Negativ
eredmény esetén a vorosvertestek lellepednek,edshatarral jelzett terileten idgek 0ssze
(Nielsen, 1986al4. abra).

4. abra: Szerotipizalas kiértékelése, #&ksor negativ, alsé sor pozitiv eredménnyel

Tobb korabbi vizsgalatban is nyulak altal terméliéreanyaggal dolgoztak (Mittal és mtsai,
1983; Nielsen, 1986a; Nielsen, 1986b; Nielsen é&aimii997; Kucerova és mtsai, 2005; Dom és
mtsai, 1994; Fodor és mtsai, 1989a; Fodor és mi€&9b, Yang és mtsai, 2011; Aarestrup €s
mtsai, 1999).

3.4. A szerotipusok megoszlasa

A szakirodalmakbdl Osszegjyott szeroldgiai vizsgélatok alapjan kiderilt, ogz A.
pleuropneumoniaeszerotipusok rendkivili mdédon megoszlanak a vilagbBelgiumban a
leggyakoribb szerotipusok a 2, 3, 5b, 8 és 10 (Ghkis mtsai, 2002), amely azért érdekes, mert egy
szintén belga, de 10 évvel korabbi vizsgalatbarg elég gyakorinak szamitott a 9-es szerotipus is
(Dom és mtsai, 1994). Daniaban a 2-es szerotinisatleggyakoribbnak, tovabba ezen orszagban
készult publikacié az 5a és 5b szerotipusok megkiddtetéséid, valamint foglalkoztak a 2-es
biotipusba tartozdA. pleuropneumonia&rzsekkel is (Nielsen 1986b; Nielsen és mtsai, 7199
Csehorszagban ezzel szemben a 9-es szerotipugyakegbb (46,5%), ezt koveti a 2-es és a 11-es
(Kucerova és mtsai, 2005). Mig Spanyolorszagbanes, 24-es és 7-es szerotipusok okoznak
megbetegedéseket (Gutiérrez-Martin €s mtsai, 2dP@)Opaban a 2-es és a 9-es szerotipusok
dominalnak, tehat 1-es szerotipus ezen publikaaig@ijan nem is volt detektalhat6. Ezzel szemben
az USA-ban az l-es, az 5-0s és a 7-es szerotipfiosdllnak eb gyakrabban (Marsteller és
Fenwick, 1999), mig a vildg masik oldalan Tajvansenaz 1l-es szerotipus fordul6eddont

tobbségben (Yang és mtsai, 2011).
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Magyarorszagon az 1990-es években tortént vizegakatt mutattak, hogy a 2-es, a 8-as, a
10-es és a 11-es szerotipusok a gyakoribbak (Mal®&0). Ezen kivul hazankban sikerultoéknt
szerotipizalni a 2-es biotipusba tartoz6 két szgust (Fodor és mtsai, 1989b). Egy 1992-es kutatas
szerint azonban a leggyakoribb szerotipusnak ag @ugtatkozott hazankban (70,2%), majd ezt
kovette a 1l-es (12%), ésé@rdult még 3-as, 7-es, 9-es és 11-es szerotip(Makga és mtsai,
2007).

3.5. Antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok

A betegség gyogykezelésére kulonféle antibiotikumoklkalmaznak. Ezeket célsier
injekcios formaban adni az allatoknak, ugyanis sglyosan beteg, lesovanyodott, lazas sertés
valosziriileg nem tud elegeiddgyogyszert a takarmannyal vagy a vizzel magahonivi@louser,
2007; Yang és mtsai, 2011). AA. pleuropneumoniaa Pasteurellaceae csaladba tartozo tébbi
baktériumfajhoz hasonloan kulonlomertékben rezisztens egyes antibiotikumokra. &aben is
vizsgaltdk mas-mas orszagban (Nedbalcova és Ma@@h, Yoshimura és mtsai, 2002; Kucerova és
mtsai, 2011; Dom és mtsai, 1994).

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokra két aktfy modszert hasznalnak: a gyakorlati
szempontbdl érdekes és gyors eredményt add korftiggds eljaras, illetve a pontosabb vizsgalat,
az ugynevezett minimalis gatléo koncentracié (MiIGghatarozasa. Tébb tanulmany is foglalkozik
ezzel a kérdéssel, ugyanis a rezisztencia kialauhiiatt sok esetben nem hatdsos a kezelés
(Nedbalcova és mtsai, 2005; Yang és mtsai, 2011).

Az A. pleuropneumoniaekozta pleuropneumonia kezelésére tdbbféle anidoimiot
hasznalnak: penicillineket, cephalosporinokat, kinokat, tetraciklineket, makrolidokat,
aminoglikozidokat, szulfonamidokat, pleuromutilietk stb. Az izolalt A. pleuropneumoniae
torzsek a vilag legnagyobb részén a tetraciklingkrgatnak rezisztenciat (Nedbalcova és mtsai,
2005; Yoshimura és mtsai, 2002; Kucerova és mi€dil; Yang és mtsai, 2011).

Az egyik, hazankban is alkalmazott antibiotikumaatiamulinra, az izolalt térzsek 72,7%-a
mutatott rezisztenciat az alabbi tanulmanyban. Kaseég tovabba ugyanebben az értekezésben,
hogy a tetraciklinekre vizsgalt rezisztencia méstékil-evre rott: 2001-11%; 2002-36,4%; 2003-
81,8% (Nedbalcova és mtsai, 2005).

Tobb kutato allitja, hogy nincs kapcsolat az aotikim-érzkenység €s a szerotipusok kozaott,
de néhanyan véltek felfedezni némi egyezést azbiatikum-rezisztencia és néhan.
pleuropneumoniaszerotipus kozétt (Yoshimura és mtsai, 2002).
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Egy 2010-es tajvani tanulmanyban a korongdiffuziogsgalat soran o6sszesen 10
antibiotikumot vizsgaltak (amoxicillin, ampicillin, ceftiofur, cephalotin, chloramphenikol,
doxyciklin, gentamicin, lincospectin, nitrofuramon oxitetraciklin). A korongdiffaziés vizsgalat
eredményeként a ceftiofurra mutatott érzékenysé@%it0s, mig az oxitetraciklinre mutatott
erzekenység 47,4%-os lett. Ezek utan végezték MIGa vizsgalatokat mikrotiter lemezeken. A
tanulmany iréja szerint komoly problémét jelentgh@zzel szemben az oxitetraciklint orszagaban
prevenciora hasznaljak, pedig a nagymértédzisztencia miatt nem szabadna (Yang és mtsai,
2011).

Egy dan értekezés szerint a korongdiffazioval ngatlasi zonak alapjan rezisztensnek
bizonyultak a vizsgaltA. pleuropneumonia¢drzsek a penicillin, az enrofloxacin és a ceftiof
antibiotikumokra is. A MIC vizsgalatok eredményedrielaltak a korongdiffazioval elveégzett
tesztekkel (Aarestrup és mtsai, 1999).

Ezekl®dl az eredmeényekih arra kovetkeztettiink, hogy hazankban is fontosohk
vizsgalatok elvégzése, hogy a mar fellépett regrszifit megallapitva sikertljon a gyogykezelést
hatékonyabba tenni.
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4. Anyag €s modszer

4.1. A vizsgalatokba bevont vagéhidak

Vizsgalatainkhoz mintat Magyarorszag két legnagyeddpohidjardl ggjtottink. A Szegeden
taldlhatd Pick Zrt., valamint a Kiskunfélegyhaz&nol Hungary-Meat Kft. vagohidjara az orszag

kalonboz megyéildl szallitanak vagosertést. A megvizsgalt mintaifkiegyéBl szarmaztak.
4.2. Mintavétel

A mintavétel a vdgohidakon a tulajdonos, illetvieaddsagi allatorvos engedélyével tortént. A
makroszkopikus elvaltozast, vérzéses-elhalasoslagiadt, fibrines mellhartya-gyulladast mutaté
tidoket vagohidi sorszammal ellatvétéladakba helyeztiks. dbra), és a Szent Istvan Egyetem,
Allatorvos-tudomanyi Kar, Jarvanytani és Mikrobigidi Tanszékének laboratériumaba

szallitottuk. Az azonnal fel nem dolgozott $lét —20 °C-on taroltuk.

5. abra: Vagohidi mintavétel, egy kortani elvaltatanutato sertéstiifla vagoésoron
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4.3. Baktériumizolalas, elédleges tesztek

Harminc kérbonctani elvéltozast mutaté dtidvizsgaltunk meg. Az elvaltozast mutato
tertletet felforrositott szikével leégettiik, majerg szikepengével felnyitottuk6. abra) és steril

oltékaccsal kis mennyiségnintat vettlink.

6. 4bra: Lokalisan helyaefdd A. pleuropneumoniae okozta gyulladdsos goc metspis, a
mintaveétel helye

A mintat tripszin-sz6ja agar (TSA) alapu, 10% jutiviéartalmazo6 véres agarra oltottuk. A
lehetséges NAD-fudigég miatt a szélesztést kddem Staphylococcus aurewszal tortéd
athuzassal dajkatenyészetet készitettiink. A leoté#s a tdptalajokat aerob kortlmények kozott 24
oraig 5% CQ jelenlétében 37°C-os termosztatban inkubéltuk.edetek nagy részében a primer
tenyészet kizar6lag NAD-dependefidhemolizist okozo kulonb&zméreti sziirkésfehér telepeéb
allt, amelyek kozll egy-egy telepet tobbszor egyrntén 1% sirt NAD-ot tartalmazd TSA

csokoladé agarra oltottunk tovabb és ezzel sziasamet hoztuk Iétre.

Megvizsgaltuk a NAD-dependens izolatumok édleges morfologiai, tenyésztési eés
biokémiai tulajdonsagait, és ezek eredménye alapjdlamennyi izoldtumotActinobacillus
pleuropneumoniael-es biotipusként hataroztunk meg, amelyeket tovéddhasznalasukig 25%
steril glicerint tartalmazo6 taplevesbe szuszperalaélyhitoben (80°C-on) taroltunk. Az
elssdleges morfoldgiai, tenyésztési és biokémiai tuaghgokat a standard leirasoknak

megfeleben végeztik el (Barrow és Feltham, 2003).
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4.4. Az izolalt torzsek szerotipizalasa

A vizsgalataink soran a harminc sertéstitd izolalt A. pleuropneumonia&rzset indirekt
haemagglutinacioval szerotipizaltuk. A szerotipdgal vizsgalatokhoz hazinyulakban termeltetett
hiperimmunsavot hasznaltunk. A szerotipizalasi gédatokat 96 Iyukd U-alakd mikrotitralo
lemezeken végeztik. Az antigént, ez esetben aaltiziohktériumot 5 ml fiziolégias séoldatba
szuszpendalva 56°C-os vizfatien 60 percig inkubaltuk. Ezutan 50 pl mosott jdindgvértest-
szuszpenziot adtunk hozzd és 60 percre 37°C-odirddbe helyeztik. A vorosvértesteket a
felhasznalas étt haromszor mostuk fizioldégias séoldattal. A viu@destekre adszorbealt antigént
a 60 perces vizfutdutan haromszor 15 percig centrifugaltuk és a fsliibt eléntve fiziologias
sboldattal mostuk. Végul az érzékenyitett vorossdeket 10 ml fiziolégias sbéoldatban
szuszpendaltuk.

A lemez minden mélyedésébe mértiink 50 pl fiziol®gaoldatot, majd a tipustdrzsekkel
szemben termelt savokbol 50-50 ul-t adtunk a# ekzlopokba, amelyet felézigitassal (log 2
alapu higitasi sor) higitottunk. Ezt koden tettlik bele a 96 mikraéise az 50 pl antigént, azaz az
izolalt baktériumot. Az utolso sort kontrollkéntdzaaltuk, abba nem tettlink savot, csak antigént.

A lemezeket 2 o6ran at szoldmhérsékleten taroltuk, majd 24 orarétdbe (+4°C) tettlk, €s

csak 24 ¢dra elteltével biraltuk @1. és 8. abra)
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7. és 8. abra: A szerotipizalas 96 lyuku U-alakukmatitralé lemezeken tortént, a képeken egy 8-
as szerotipusu A. pleuropneumoniae szerotipizaldssgalatanak eredménye lathato
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4.5. Antibiotikum-érzékenyseégi vizsgalatok

Az A. pleuropneumoniaegy igényes baktérium, ezért a gatlbkoncentraizisgalatahoz egy
specidlis, az NCCLS Altal javasolt tapfolyadékosattettiink. A veterinary fastidious medium
(VFM) alapja a Miuller-Hinton taptalaj, amit éle§kivonattal, CaCldal, MgCh-dal valamint stirt
NAD-dal egészitettlink ki. A baktériumtenyészetdkdr4 ml VFM tapfolyadékban 0,5 MacFarland
sirisédi szuszpenziot készitettiink.

A MIC vizsgalatot is 96 lyukd mikrotitralé lemezerégeztik. A mélyedésekbe 100 pl
fiziologids sooldatot és 100 pl munkaoldatot mékttiamelyl®l log 2 alapu higitasi sort
készitettiink.

A MIC antibiotikum-érzékenységi vizsgalathoz azilaiotikumokat Ugy oldottuk fel, hogy a
torzsoldatunk 12,8 mg/ml legyen. Eibtkészitettik a munkaoldatokat, amelybe a torzdbtda
annyit mértiink, hogy az antibiotikumonként kiszadmbigitasi sort érjuk el. Az alkalmazott

antibiotikumok vizsgalt log alapu higitasi sorai dz tablazaban lathatok.

pg/ml 1] 2 3 4, 5 6 7 8 9 10 11
CTF 1] 0,5 0,25/0,125/0,66| 0,03| 0,015 0,008 0,004 0,002 0,001
ERFX 1| 0,5/ 0,25/0,125/0,66| 0,03| 0,015 0,008 0,004 0,002 0,001
PEN 8 4 2 1] 0,5 0,25 0,125 0,66, 0,03/ 0,015 0,008
OoTC 16| 8 4 2 1] 0,5 0,250,125 0,66] 0,03 0,015
TAM 128| 64| 32 16| 8 4 2 1| 0,5 0,25 0,125

1. tablazat: A vizsgalatunk soran alkalmazott antibiaimok higitasi sora

Az altalunk kivalasztott husA.pleuropneumonia¢drzs antibiotikum-érzékenységét (MIC-
érték) ot kilonbdé antibiotikum esetén vizsgaltuk meg. A vizsgalatdkaes-higitasos modszerrel
az NCCLS standard protokollnak (M31-A2) megfédsl végeztik.

A MIC vizsgalatokra vonatkozo hatarértékeke?.dablazaban foglaltuk 6ssze az NCCLS
M31-A2 alapjan:

Antibiotikumok Erzékeny Mérsékelten érzékeny Rezistens
CTF < 0,002 pg/ml 0,015-0,004 pg/ml > 0,03 pg/mi
ERFX < 0,008 pg/ml 0,06-0,015 pg/ml > 0,125 pg/ml
oTC < 0,125 pg/mi 2-0,25 pg/ml >4 pg/ml
PEN < 0,06 pg/mi 1-0,12 pg/ml > 2 pg/mi
TAM <4 pg/ml 8-32 pg/mi > 64 pg/ml

2. tablazat: A MIC vizsgalatokra vonatkozé hatarértdk@NCCLS M31-A2)
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Az elkészitett baktérium-szuszpenziobdl 100 pl-trtimk a mikrotitrald lemez minden
valyulataba, kivéve az utols6 sorba, amelyet kdiktnot hasznaltunk. Ebbe a tisztan elkészitett
Muller-Hinton levesBl mértiink 100-100 ul-t. Az eltérantibiotikum-tartalmu levestaptalajokban
tortérd baktérium-szaporodast szabad szemmel, 24 Or&&€-@7 torté inkubaciot koveien

biraltuk el.

Az antibiotikum-érzékenységet korongdiffuzios maatsel is vizsgaltuk, amely soran
NAD
csokoladéagarra szélesztettik, majd erre helyezilkz adott koncentraciéju antibiotikummal

baktérium-szuszpenziét készitettiink szintenyééketbs 1% tartalma TSA alapu
atitatott korongokat. A Petri-csészéket 24 6raigG3adn inkubaltuk, majd ezutan biraltuk el. Az
elbiralas a gatlasi zéna mérésével tortént.

A korongdiffuzios vizsgalat géatlasi zondjanak hétékeit a NCCLS M31-A2 részéb
gyijtottik 6ssze. A hatarértékekeBatablazaban foglaltuk dssze:

Antibiotikum  Rezisztens| Mérsékelten rezisztens| Erzékeny
CFT <33 mm 34-42 mm >43 mm
ERFX <30 mm 31-38 mm > 39 mm
OoTC <22 mm 23-30 mm >31 mm
PEN <28 mm 29-36 mm > 37 mm
TAM <11 mm 12-19 mm >20 mm

3. tablazat: A korongdifflzids vizsgalat gatlasi zonak hatarértékei
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5. Eredmeények

5.1. Szerotipizalas

Vizsgalataink soran djtott mintak a kdvetkez 10 megyébl szarmaztak: Baranya megye,
Békés megye, Fejér megye, Hajdu-Bihar megye, JaspAin-Szolnok megye, Komarom-
Esztergom megye, Gy-Moson-Sopron megye, Somogy megye, Tolna megyée8gprém megye
(9. abra).
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9. abra: Magyarorszag megyéi, mintaink a vilagosbaval szinezett megyéllbszarmaztak

A kiszéllas soran a vagohidakrdl igtt harminc koértani elvaltozasokat mutatd dud
mindegyikélél izolaltunk A. pleuropneumonide Az izolalt toérzseket szerotipizaltuk.

Eredményeinket 4. tAblazaban foglaltuk 6ssze:
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Szam | Faj Szerotipus| Telep/Szallitd Szarmazas Szarmazéasi megye | Datum
1. 8/12 App 9 Barcs Somogy 2012. 05. 28.
2. 196/12 | App 2 Fioracs Kift. Kingos Veszprém 2012. 05. 28.
3. 246/12 | App 2 Fioracs Kift. Gybmore Gyoér-Moson-Sopron | 2012. 05. 28.
4. 249/12 | App 2 Fioracs Kift. Mocsa Komarom-Esztergom| 2012. 05. 28.
5. 262/12 | App 2 Fioracs Kift. RéabaszentandrasGyor-Moson-Sopron | 2012, 07. 02.
6. 263/12 | App 2 Fioracs Kift. Kingos Veszprém 2012. 07. 02.
7. 270/12 | App 1] Boly Mg. Zrt Koméarom Komarom-Esztergom| 2012. 07. 02.
8. 272/12 | App %) Fioracs Kift. Csém Koméarom-Esztergom| 2012. 07. 02.
9. 276/12 | App 2 Bély Mg. Zrt Beremend Baranya 2012. 07. 02.
10. 286/12 | App %) Olmos és Toth Kft. | Elek Békes 2012. 07. 31.
11. 287/12 | App 12 Bély Mg. Zrt Komarom Komarom-Esztergom| 2012. 07. 31.
12. 309/12 | App 2 Numero 2 Felgcikola Fejér 2012. 08. 30.
13. 316/12 | App 2 Numero 2 Felgcikola Fejér 2012. 08. 30.
14, 322/12 | App 2 Alfold Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
15. 323/12 | App 8 Alfold Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
16. 327/12 | App 9 SM Hus Marcal® Veszprém 2012. 08. 30.
17. 329/12 | App 2 SM Hus Marcal® Veszprém 2012. 08. 30.
18. 335/12 | App 2 SM Hus Magyarkeszi Tolna 2012. 08. 30.
19. 346/12 | App 2 Tiszantuli Tiszateny Jasz-Nagykun-Szolng 2012. 08. 30.
20. 350/12 | App 8 Alfold Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
21. 317/12 | App 2 Numero 2 Felsicikola Fejér 2012. 08. 30.
22. 324/12 | App 2 Alféld Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
23. 325/12 | App 2 Alféld Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
24, 328/12 | App 9 SM Hus Marcal® Veszprém 2012. 08. 30.
25. 330/12 | App 8 Alféld Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
26. 331/12 | App 2 Alféld Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
27. 332/12 | App 2 Alféld Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2012. 08. 30.
28. 347/12 | App 2 Tiszantuli Tiszateny Jasz-Nagykun-Szolng 2012. 08. 30.
29. 348/12 | App 2 Tiszantuli Tiszateny Jasz-Nagykun-Szolnd 2012. 08. 30.
30. 349/12 | App 2 Tiszantdli Tiszateny Jasz-Nagykun-Szolng 2012. 08. 30.
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4. tablazat: Az izolalt
A. pleuropneumoniae
torzsek, szerotipizalas
eredménye
(Jelmagyarazat:
.2"= nem lehetett
szerotipizalni, a fehér
héattérrel jelzett
torzsek antibiotikum-
erzekenységi
vizsgalatat végeztik
el)



Izolalt
mennyiség
1 -

2 20

Szerotipusok

10 -
11 -
12 1
13 -
14 -
15 -
0] 3
Osszesen 30

5. tablazat: Az altalunk izolalt A. pleuropneumoniaérizsek szerotipizalasanak dsszefoglald

tablazata (Jelmagyarazat: ,@"=nem tipizalhato toms; ,-"=nem fordult eld)

A 5. tablazaban lathatd, hogy a leggyakoribb szerotipusok a,2ae8-as, a 9-es voltak, és
egy esetben talalkoztunk 12-es szerotipussal. ¥iasgnk soran 3 torzset nem lehetett
szerotipizalni. 2-es szerotipust 20 esetben ddtekiq 8-as szerotipust 3 esetben, 9-es szerotipust
szintén 3 esetben, mig 12-es szerotipust 1 esetbéamttunk ki. Az alabbi diagramofi0. abra)
szemléletesebben lathatéak eredményeink.

Kortani mintakbdl izolalt APP torzsek szerotipizalasa

30

20

10
0 | =
1 2 3 4 5a 5b 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Szerotipusok

Mennyiség (db)

10. abra: Kortani mintakbdl izolalt APP (A. pleurapeumoniae) térzsek szerotipusainak

eloszlasabdl készitett diagram
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Meghataroztuk az élordult szerotipusok szazalékos aranyat, és a kégeteredményeket
kaptuk: 2- es szerotipus 66,7%-ban, 8-as szerofip¥sban, 9-es szerotipus szintén 10%-ban és
12-es szerotipus 3,3%-ban volt kimutathatd, mig izdalt eseteink 10%-at nem lehetett

szerotipizalni6. tablazat) Ehhez tovabbi vizsgalatok szikségesek.

SZEROTIPUS | Toérzsek szama

2 20 (66,70%)
8 3 (10%)

9 3 (10%)
12 1 (3,30%)
@ 3 (10%)

OSSZESEN 30 (100%)

6. tablazat: A vizsgalatunkban éfordult szerotipusok szazalékos eloszlasa (Jelmeagat:

2"=nem tipizalhato torzsek
Az imént emlitett eredményeinket kordiagrangbh. abra)is szemléltetjik.

Az izolalt szerotipusok szazalékos el6fordulasa

10%
3,30%

10%
10%'

O2ms80O9012m0

66,70%

11. dbra: Kordiagram a szerotipusok szazalékos &l
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Keresztreakciokkal tobb esetben is talalkoztunk.327/12-es térzs a 9-es és a 1ll-es
tipustérzsekkel, mig a 330/12-es térzs a 6-0s é8-a szerotipussal szemben termeltetett
hiperimmunsavoéra is adott reakciot.

Elvégeztik a szerotipusok allomanyonkénti megoénkils elemzését is, melyet &

tablazatban tuntettiink fel. A tablazatban lathatdo a szaésiahely, megye, valamint az ott

eléforduld szerotipusok és azolktrduldsi esetszamaik az adott hélyr

7.

Szerotipusok megoszlasa allomanyonként
Szarmazas Szarmazasi megye . Szerqtipusgk
(eléfordulasi szamuk)
Marcalt 6 Veszprém 2(1);9 (2
Kingos Veszprém 2 (2)
Gyomore Gybr-Moson-Sopron 2 (1)
Rabaszentandrag Gyér-Moson-Sopron 2 (1)
Mocsa Komarom-Esztergom 2 (1)
Koméarom Komarom-Esztergom @ (1); 12 (1)
Csém Komarom-Esztergom @ (1)
Beremend Baranya 2 (1)
Elek Békés a (1)
Felsicikola Fejér 2 (3)
Nagyhegyes Hajdu-Bihar 2 (5); 8 (3)
Barcs Somogy 9 (1)
Magyarkeszi Tolna 2 (1)
Tiszatenyé Jasz-Nagykun-Szolnok 2 (4)

tablazat: Az Aaltalunk izolalt A. pleuropneumorgatdrzsek allomanyonkénti megoszlasa

szerotipusok szerint (Jelmagyarazat: ,@"=nem tipizato torzsel
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5.2. Antibiotikum-érzékenyseég

Korongdiffuziés antibiotikum-érzékenységgel vizégdA. pleuropneumonae torzsek
érzékenységének megoszlasét tablazaban foglaltuk 6ssze. A tablazatban megjelenitetioky

hany tbrzs tartozott az adott csoportokba, és ry &azaléka a vizsgalt térzseknek.

Antibiotikum | Rezisztens| Meérsékelten rezisztens Erzékeny
CFT 5 (25%) 15 (75%) -
ERFX 9 (45%) 9 (45%) 2 (10%)
OoTC 14 (70%) 6 (30%) -
PEN 2 (10%) 18 (90%) -
TAM - 2 (10%) 1890%)

8. tablazat: Korongdiffuzids eljarassal végzett anbbkum-érzékenységi vizsgalat husz

altalunk izolalt A. pleuropneumoniae torzs esetén

Ez alapjan a ceftiofurra 75%-0s mérsékelt reziszéanmértiink, a tobbi tdrzs ezen
antibiotikumra rezisztenciat mutatott (25%). Enoaficinra az izolalt térzsek 45%-a mérsékelten
rezisztensnek bizonyult, szintén 45%-a rezisztdgsb@%o-a pedig érzékenynek. Az oxitetraciklin
vizsgalata soran a torzsek 70%-a rezisztenciattottit®80%-a mersékelt rezisztenciat. A penicillin-
G vizsgalatakor 10%-0s rezisztenciat és 90%-0s ékélisrezisztenciat tapasztaltunk. Tiamulinra
pedig a vizsgalt torzsek 90%-ban érzékenyek volkak 10%-ban bizonyultak mérsékelten
rezisztensnek.

MIC antibiotikum-érzékenysegi vizsgalataink eredyeira9. tablazaban foglaltuk dssze.

Antibiotikumok Erzékeny Mérsékelten érzékeny| Rezisztens
CTF < 0,004 pg/mi 0,008-0,125 pg/ml| > 0,25 pg/ml
ERFX < 0,015 pg/mi 0,03-0,5 pg/ml >1 pg/ml
OTC <0,5 pg/mi 1>32 pg/ml > 64 pg/ml
PEN < 0,125 pg/mi 0,25:16 pg/ml > 32 pg/ml
TAM <8 ug/ml 16-32 pg/mi > 64 pug/ml

9. tablazat: MIC vizsgalataink eredménye

A minimalis gatlé koncentraciora vonatkozé vizsgdilak eredmeényeként a kovetkez
mérsékelt érzékenysegi zonakat allapitottuk mefjiobar 0,008-0,125 pg/ml, enrofloxacin 0,03-
0,5 pg/ml, oxitetraciklin 232 pg/ml, penicillin-G 0,25216 pg/ml és tiamulin 16-32 pg/ml. Ezek

alapjan kdnnyen meghatarozhatéak az érzékenysegiéztencia hatarértékei.
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MIC vizsgalataink soran megfigyeltik, hogy néhangtiotikum esetén tébb tbrzs is

rezisztensnek bizonyult. Ezeket az eredményelét gablazaban foglaltuk dssze.

Antibiotikum Re2|szte'ns torzsek SzazaléK Szerotipusok]
szdma

CFT 1 5% 2
ERFX 0 0% -
oTC 6 30% ?,2,9
PEN 2 10% )
TAM 0 0% -

PEN+OTC 2 10% %)

10. tablazat: MIC vizsgalataink soran rezisztensnekdnyult térzsek (Jelmagyarazat:

D"=olyan A. pleuropneumoniae torzs, amelyik nemesptipizalhatd)

Azt tapasztaltuk, hogy 1 torzs volt rezisztens &iaferra, ami a vizsgalt térzsek 5%-at
jelenti, ez a 2-es szerotipusba tartozott. Oxitékliare 6 tdrzs mutatott rezisztenciat, ami az
altalunk izolalt és vizsgaA. pleuropneumoniatrzsek 30%-a. Ezek kdz6tt megtalalhato volt a 2-
es, a 9-es szerotipusu és olyan torzsek is, anetlysm lehetett szerotipizalni. Az oxitetraciklin
rezisztenciat mutato térzsek 50%-a a 2-es szeslifgyB3,3%-a a nem szerotipizalhatd térzsekbe és
16,7%-a a 9-es szerotipusba tartogbit tdblazat) Rezisztencia mutatkozott a penicillinre is 10%-
ban, ezek a torzsek azokhoz a térzsekhez tartcenadlyeket nem lehetett szerotipizalni. Ez utobbi
két torzs azonban megegyezik azzal ackett amely az oxitetraciklinre is rezisztensnekobigult.

Az enrofloxacinra és a tiamulinra semmilyen rezsztat nem talaltunk.

oTC .
. . Szerotipus
rezisztencia
50 % 2
33,30 % %]
16,70 % 9

11. tablazat: Oxitetraciklinre rezisztenciat muéatorzsek szazalékos megoszlasa
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6. Megbeszélés

Az A. pleuropneumoniadazankban is éfordul és a szakirodalomban leirt elvaltozasok
alapjan izolalni lehet a korokozot a kortani elealis helyéil. Szerotipizalasi vizsgalatainkkal
igazoljuk, hogy a leggyakoribb Magyarorszagon & 2=zerotipus, dedbrdul a 8-as, 9-es és a 12-
es is. A megyénkénti eloszlas vizsgalatahoz esaiseam nem elegefidA harminc szerotipizalt
A. pleuropneumonia¢drzstdl 20 izolatum 2-es, 3 torzs 8-as, 3 torzs 9-es ézolatum 12-es
szerotipusként lett meghatarozva. Keresztreakaoggyes szerotipusok kozott vizsgalatunk soran
is ebfordultak a 9-es és 11-es szerotipusok, és a 6-8sad szerotipusok k6zott, ahogyan ezzel a
szakirodalomban is talalkoztunk (Marsteller és FHehkw1999). Ezen eredményeink valtozast
mutatnak az eddig leirt szakirodalomhoz képest,0aéte végzett szerotipizalasi vizsgalatok
ugyanis még nagy szamban jeleztek 1-es szeroigpligyarorszagon (Varga és mtsai, 2007).

A szerotipizélast kovéen kivalasztottunk hasz izolalt torzset, ugy, hagynintdk minél
tobb megyébl szadrmazzanak és leliség szerint kulon alloméanybdl. Az 6t vizsgalandd
antibiotikumot a szakirodalombaA. pleuropneumonia®kozta tidgyulladas gyodgykezelésére
ajanlottak kozul valasztottuk: @laktam antibiotikumok kézul a penicillin-G-t, a faosporinok
kozil a ceftiofurt, a tetraciklinek kdzul az oxraatiklint, a fluorokinolonok kdzul az enrofloxacint
valamint a pleuromutilinek kézul a tiamulint.

Az antibiotikum-vizsgalataink soran azt tapasztaltoaogy a korongdiffauzids eljarassal az
altalunk vizsgalt antibiotikumokra a legtoébb esetiéezékenyek, illetve mérsékelten rezisztensek a
torzsek. Vizsgalatainkban a tiamulinra nem mutabkiorezisztencia, amely a szakirodalmakban
fellelhe® volt. (Nedbalcova és mtsai, 2005, Kucerova és imfd 1). Ez talan visszavezettiet
kulénbo® orszagokban valé eli@&gydgyszerhasznalatra.

Az oxitetraciklinre nagymeérték rezisztenciat tapasztaltunk, ami megegyezik a
szakirodalomban leirtakkal (Dom és mtsai, 1994;hviosira és mtsai, 2002; Yang és mtsai, 2010).
A penicillinre is mutatkozott vizsgélatunkban rezéncia, ami korrelal a szakirodalommal
(Yoshimura és mtsai, 2002).

A penicillin MIC vizsgéalata soran mért érték nagytékben hasonlit Gutiérrez-Martin és
mtsai altal irt 2006-os értekezéséhez (GutiérregiNlaés mtsai, 2006). Az enrofloxacin és az
oxitetraciklin mérsékelt érzékenységi hatarértéhegegyeznek a szakirodalomban megismertekkel
(Dom és mtsai, 1994).

A ceftiofur vizsgalatakor meglépn nagymérték mérsékelt rezisztenciat és 25%-ban
rezisztenciat allapitottunk meg. A szakirodalomplemzéen nagy érzékenysdgrszamolnak be

(Yoshimura és mtsai, 2002; Yang és mtsai, 2011e#taup és mtsai, 1999).
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Osszességében elmondhato, hogy vizsgalataink alapletegség kezelésére a tiamulin a
legalkalmasabb antibiotikum, hiszen rezisztencig m&m detektalhatd. A rezisztencia elkertlésére
azonban szikséges a korokozo kitenyésztése édtc@lrpia kialakitasa, valamint a gyogyszer

megfeleb ideig tartd és megfeléimennyiségben tortérfelhasznalasa.
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7. Osszegzés

Az Actinobacillus pleuropneumoniaegy Gram-negativ, fakultativ anaerob, igényes
baktérium, amely kizarélag a sertést betegiti megbaktérium vildgszerte, igy hazankban is
eléfordul, vérzéses-elhalasos tigyulladassal és fibrines mellhartyagyulladassal 6 jar
megbetegedést okoz, &®rban a 12-16 hetes sertésekben. Fakultativ patog@kozordl leévén
sz0, a hajlamositd tényinek nagy szerepe van a betegség kialakulasabbakt&rium a tonsilla
cryptéiban képes tulélni, és az allat élete vépéiglozza és uriti a kdrokoz6t.

A baktérium tenyésztése soran bizonyos torzsez#ldgonatot igényelnek, ezek az un.
NAD-dependens, 1-es biotipusba tartozé torzsek, enigNAD-independens tdrzseket a 2-es
biotipusba soroljak. A korabbi szerotipizalasi rexeteket egyesitve 15 szerotipust kilonbdztetlink
meg.

A vizsgalataink célja, hogy adatokhoz jussunk aalait torzsek szerotipizalasanak és
antibiotikum-érzekenységének vizsgalata révén dhont ebforduld tdrzsek szerotipusanak
gyakorisadgarol, sajatsagairdl, és egyes, a betegpaigykezelése szempontjabdl fontos
antibakterialis szerekkel szembeni érzékenysgesetlegesen kialakult rezisztenciarol.

Munkank soran harmin&. pleuropneumoniatrzset vizsgaltunk meg, amelyeket harminc,
vagohidrol szarmazo, koértani elvaltozasokat mutatértéstidbsl izolaltunk klasszikus
bakteriologiai modszerekkel. A mintdk tiz kilonBomegyeéldl szarmaztak. Az izolalt torzsek
tenyésztési és biokémiai tulajdonsagai alapjanraséiet a NAD-dependens, 1l-es biotipusba
soroltuk. Az izolatumok szerotipusat indirekt heglagnacioval, a fellleti antigénjeik alapjan
hataroztuk meg. Ennek eredményeként 20 torzs as2erstipusba, 3 térzs a 8-as, 3 térzs a 9-es,
valamint 1 térzs a 12-es szerotipusba tartozottond&dorzset nem sikerult egyik szerotipusba sem
besorolni.

Az izolélt tbrzsek antibiotikum-érzékenységének sgalatat korongdiffuzios és
leveshigitasos maddszerrel (MIC) végeztik el 6t mlgatibiotikummal szemben, amelyeket az
allatorvosi gyakorlatban alkalmazn@k pleuropneumoniaekozta tidgyulladas kezelésére. Az
elvégzett antibiotikum-érzékenyseégi vizsgélatok asora kovetkez eredményeket kaptuk: a
baktérium érzékeny a penicillin-G-re, ceftiofurra&nrofloxacinra és tiamulinra, viszont

rezisztensnek bizonyult az oxitetraciklinnel szembe
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8. Summary

EXAMINATION OF SEROTYPES AND ANTIBIOTIC SUSCEPTIBIUTY OF
ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE STRAINS ISOLATED FROM SWINE

Actinobacillus pleuropneumoniaes a Gram-negative, facultative anaerobic, fastidi
bacterium which causes respiratory disease in stiroeighout the world. Haemorrhagic-necrotic
pneumonia and fibrinous pleuritis can be seen iowgrg pigs. The bacterium is facultative
pathogenic, it is present on the mucous membrarbeofespiratory tract of swine and can cause
disease in case of different predisposing factors.

On the basis of NAD requirement for grows pleuropneumoniadiotype 1 (NAD-
dependent) and biotype 2 (NAD-independent) canisinguished. After combining the previous
typing systems 15 serotypes can be differentiated.

The aim of the study was to collect data on thguemncy of the different serotypes and their
antibiotic susceptibility

Thirty pneumonic samples were collected in two gldarhouses representing ten counties.
Primary and secondary cultural, morphological amathemical features of the bacterial isolates
were tested. According to the cultural and biocloaincharacteristics thirty biotype 1 (NAD-
dependentp\. pleuropneumoniastrains were identified.

The isolated strains were serotyped on the basisusface antigens with indirect
haemagglutination test. As a result of serotypifgsfains proved to be of serotype 2, 3-3 strains
were serotypes 8 and 9, 1 strain was serotype 2 3amstrains could not be serotyped by
hyperimmun sera.

Antibiotic susceptibility of the isolated. pleuropneumoniastrains were tested using the
disc diffusion method and broth dilution method @I The most widely used antibiotics were
chosen for the examination with the following reésul

The strains were susceptible to penicillin-G, oéftr, enrofloxacin and tiamulin, but
resistante for oxytetracycline.
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9. Alkalmazott roviditések jegyzéke

APP;A. pleuropneumoniad\ctinobacillus pleuropneumoniae
Apx: Actinobacillus pleuropneumoniae altal ternteltin

CFU: colony-forming units, telepformal6 egység

CTF: ceftiofur

ELISA: enzyme-liked immunosorbent assay

ERFX: enrofloxacin

IHA: indirekt hemagglutinacié

LPS: lipopolyszacharid

MIC: minimum inhibitory concentration, minimalis & koncentracio
NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

OTC: oxitetraciklin

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz lanciéakc
PEN: penicillin-G

TAM: tiamulin

TSA: tripszin-sz6ja agar

30



10. Irodalomjegyzék

AARESTRUP, F. M., JENSEN, N. E.: Susceptibilitytieg of Actinobacillus pleuropneumoniae
in Denmark. Evaluation of three different mediaMiC-determinations and tablet diffusion tests.
In: Veterinary Microbiology1999. 64. vol. p. 299-305.

BARROW, G. I., FELTHAM, R. K. A.: Cowan and Steaftmanual for the identification of medical
bacteria. InCambridge University Pres2003.

BORNHORN, R.: AzActinobacillus pleuropneumonid@PP) fertzéttség stratégiai antibiotikum-
terapiaja a Baytril® készitménnyel egy észak-némsetmi kombinalt szaporito-hizlalo tipusu

sertéstelepen Uzemi korilmények kdzott.Rraktisher Tierarzt2008. 89. vol. 1. no. p. 46-57.

BOSSE, J. T., JANSON, H., SHEEHAN, B. J., BEDDEK,JA RYCROFT, A. N., KROLL, J. S.
AND LANGFORD, P. R.:Actinobacillus pleuropneumoniag@athobiology and pathogenesis of
infection. In:Microbes and Infectior2002. 4. vol. p. 225-235.

BROES, A., MARTINEAU, G. - P., GOTTSCHALK, M.: Ddab with unexpectedctinobacillus
pleuropneumoniaserological results. Irtournal of Swine Health and Productid2007. 15. vol. 5.
no. p. 264-269.

CHIERS, K., DONNE, E., OVERBEKE, I. V., DUCATELLER., HAESEBROUCK, F..
Actinobacillus pleuropneumoniaénfections in closed swine herds: infection paiserand
serological profiles. InvVeterinary Microbiology2002. 85. vol. p. 343-352.

CHIERS, K., WAELE, T. D., PASMANS, F., DUCATELLE,.RHAESEBROUCK, F.: Virulence
factors ofActinobacillus pleuropneumoniarvolved in colonization, persistence and inductain

lesions in its porcine host. INeterinary Researgt2010. 41. vol. 5. no. p. 65.

COSTA, G., OLIVEIRA, S., TORRISON, J.: Detection Attinobacillus pleuropneumonia@
oral-fluid samples obtained from experimentallyerted pigs. InJournal of Swine Health and
Production.2012. 20. vol. 2. no. p. 78-81.

DOM, P., HOMMEZ, J., CASTRYCK, F., DEVRIESE, L. AAND HAESEBROUCK, F.:
Serotyping and quantitative determination of inroviantibiotic susceptibility ofActinobacillus
pleuropneumoniastrains isolated in Belgium (July 1991 - Augus92p In: Veterinary Quarterly.
1994. 16. vol. p. 10-13.

31



FODOR, L., HAJTOS, I, GLAVITS, R., VARGA, JActinobacillus pleuropneumonia®-es
biotipusi torzsei okozta ttidyulladas sertésallomanyokban. INtagyar Allatorvosok Lapja
1989a. 44. évf. 11. sz. 0. 669-674.

FODOR, L., VARGA, J., MOLNAR, E., HAJTOS, I.: Bioemical and serological properties of
Actinobacillus pleuropneumoniaediotype 2 strains isolated from swine. IN/eterinary
Microbiology. 1989b. 20. vol. p. 173-180.

GUTIERREZ-MARTIN, C. B., DEL BLANCO, N. G., BLANCOM., NAVAS, J., RODRIGUEZ-
FERRI, E. F.: Changes in antimicrobial susceptipitif Actinobacillus pleuropneumoniasolated
from pigs in Spain during the last decade Materinary Microbiology2006. 115. vol. p. 218-222.

KLAUSEN, J., ANDERSEN, L. O., BARFOD, K., SORENSEN,: Evaluation of an enzyme-
linked immunosorbent assay for serological deoxyrixleic acid relatedness .Imternational
Journal of Systematic Bacteriolagy983. 33. vol. 3. no. p. 510-514.

KUCEROCA, Z., HRADECKA, H., NECHVATALOVA, K., NEDBA.COVA, Z.: Antimicrobial
susceptibility of Actinobacillus pleuropneumoniaesolates from clinical outbreaks of porcine

respiratory diseases. eterinary Microbiology2011. 150. vol. p. 203-206.

KUCEROVA, Z., JAGLIC, Z., ONDRIASOVA, R., NEDBALCOX, K.: Serotype distribution of
Actinobacillus pleuropneumoniasolated from porcine pleuropneumonia in the CzBepublic
during period 2003-2004. IMeterinary Medicina - Czecl2005. 50. vol. 8. no. p. 355-360.

MARSTELLER, T. A., FENWICK, B.:Actinobacillus pleuropneumonialisease and serology. In:
Swine health and productiph999. 7. vol. 4. no. p. 161-165.

MITTAL, K.R., HIGGINS, R., LARIVIERE, S.: Identifiation and serotyping offaemophilus
pleuropneumonia®y coaglutination test. Itournal of Clinical Microbiology 1983. 18. vol. 6. no.
p. 1351-1354.

MOLNAR, E.: Survey ofActinobacillus (Haemophilus) pleuropneumoniaéection in swine by
different methods. InActa Veterinaria Hungarical990. 38. évf. 4. sz. p. 231-238.

MOUSER, P. (ed.)Actinobacillus pleuropneumoniaa swine. University West Lafayette. 2007.
URL.: https://www.addl.purdue.edu/newsletters/200i&er/SwineAPP.htrletéltés ideje: 2012.
05.27.

32



NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS: Performance
Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Suptbility Tests for Bacteria Isolated from
Animals; Approved Standard - Second Edition. Docaim@&CCLS M31-A2. Clinical and
Laboratory Standards Institute. Wayne Pennsylvatiag.

NEDBALCOVA, K., SATRAN, P., JAGLIC, Z., ONDRIASOVA,R., KUCEROVA, Z.
Monitoring of antibiotic resistance in isolates A€tinobacillus pleuropneumoniae the Czech
Republic between 2001 and 2003. \teterinary Medicina - Czec005. 50. vol. p. 181-185.

NIELSEN, R., ANDRESEN, L. O., PLAMBERK, T., NIELSEN. P., KRARUP, L. T., JORSAL,
S. E.: Serological characterization A€tinobacillus pleuropneumonidaotype 2 strains isolated

from pigs in two Danish herds. INeterinary Microbiology1997. 54. vol. p. 35-46.

NIELSEN, R.: Serological characterization @fctinobacillus pleuropneumoniastrains and
proposal of a new serotype: serotype 12 Alcta Veterinaria Scandinavicd986a. 27. vol. p. 453-
455.

NIELSEN, R.: Serology oHaemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniserotype 5 strains:

establishment of subtypes A and B. Atta Veterinaria Scandinavicd986b. 27. vol. p. 49-58.

PERRY, M. B., ANGEN, @., MACLEAN, L. L., LACOUTURE,S., KOKOTOVIC, B.,
GOTTSCHALK, M.: An atypical biotype Actinobacillus pleuropneumoniarotype 13 is present
in North America. InVeterinary Microbiology2011. 24. vol. p. 1-8.

SEBUNYA, T. N. K., SAUNDERS, J. R.,, OSBORNE, A. [Dose response relationship of
Haemophilus pleuropneumoniaerosols in pigs. InCanadian Journal of Comparative Medicjne
1983. 47 vol. p. 54-56.

STHITMATEE, N., SIRINARUMITR, T., MAKONKEWKEYOON, L, SAKPUARAM, T. AND
TESAPRATEEP, T.: Identification dActinobacillus pleuropneumoniaerotype using PCR based-
apxgenes. InMolecular and Cellular Probe2003. 17. vol. p. 301-305.

TUBOLY, S. (szerk), MEDVECZKY, |, RUSVAI, M., VARG, J.: Allatorvosi jarvanytan I.
Allatorvosi mikrobioldgia. Bakteriologia, virolégiammunologia. Budapest. Mégazda Kiado.
1998. p. 444.

VARGA, J. (szerk.), TUBOLY, S., MESZAROS, J.: A ldatok fer6zé betegségei. Allatorvosi
jarvanytan ll.Budapest. Meigazda Kiadd, 2. kiadas. 2007. p. 183-186.

33



YANG, C.-Y., LIN, C.-N,, LIN, C.-F., CHANG, T.-C.CHIOU, M.-T.: Serotypes, antimicrobial
susceptibility, and minimal inhibitory concentratg of Actinobacillus pleuropneumoniasolated
from slaughter pigs in Taiwan (2002-2007). Journal of Veterinary Microbiology2011. 73. vol.
2. no. p. 205-208.

YOSHIMURA, H., TAKAGI, M., ISHIMURA, M. AND ENDOH, Y. S.: Comparative in vitro
activity of 16 antimicrobials agents againAttinobacillus pleuropneumoniadn: Veterinary
Research Communicatior002. 26. vol. p. 11-19.

34



11. Készonetnyilvanitas

Ezuton szeretnék koszonetet mondani témageretk, Dr. Sarkozi Ritanak, tirelméért, a

lelkiismeretes és figyelmes munkajéért, tamogatésaé

Halasan kdszonom Prof. Dr. Fodor Laszldénak, tanszzd® egyetemi tanarnak, hogy
leheBséget biztositott a SZIE-AOTK, Jarvanytani és Mikotogiai Tanszéken végzett munkam

kivitelezéséhez.

Kodszonettel tartozom Prof. Dr. Fodor Laszl6nak és Makrai Laszlénak, akik kivalo

meglatasaikkal segitették ezen dolgozat elkésziilésé

Koszonetemet fejezem ki a SZIE-AOTK, Jarvanytani Bskrobiologiai Tanszék
dolgozdéinak, kulon koszondm a segitségiket a hakbgiai laboratériumban dolgoz6

asszisztenseknek, Halasi Teréznek és Kolozsvandkva

A szakirodalmi adatok Osszdgiesében nyujtott 6nzetlen segitségéert karunk ld&iva

koényvtara valamennyi dolgozoéjanakként Olah Editnek szeretnék kdszdnetet mondani.

Ezen kival kilon koszonet illeti a CEVA-Phylaxiat@r. Tenk Miklos altal nyujtott
segitséget, illetve a vagohidak egyiitkiidését.

Kdszonodm csaladdom és barataim segitségét, tamagatikitartasat.

A vizsgalatainkhoz nyuljtott anyagi tamogatasért @AMDP-4.2.2.B.10/1-2010-0011

palyazatot és a 2012-es évi Normativ kutatasfinemeasi palyazatot (NKB 15716) illeti kdszonet.

35



