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Roviditések jegyzéke

AGP - agargél-precipitacios proba

Apx - Actinobacillus pleuropneumoniae altal termelt toxin
apx - Actinobacillus pleuropneumoniae toxint kdédol6 gén
ATE - Allatorvostudomanyi Egyetem

CAMH - kationnal beallitott Miller-Hinton taptalaj
Co-A - koagglutinacios proba

CPS - burokpoliszacharid

DNS - dezoxiribonukleinsav

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA - enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalatok
IF - immunfluoreszcencia

LPS - lipopoliszacharid

MH - Maller-Hinton

MIC - minimalis gatlé koncentracio

NAD - nikotinamid-adenin-dinukleotid

OmlA - kilsé membran protektiv lipoprotein

OMP - kulsémembran-fehérje

PalA - peptidoglikan-egyesitett lipoprotein

PBS - foszfattal pufferolt séoldat

PCR - polimeraz lancreakcio

PFGE - pulzalé mezejl gélelektroforézis

PRDC - sertések légz6szervi tiinetegylttese

PGA - poli-N-acetil-D-glikézamin

PHA - passziv hemagglutinacio

QC - min6éségellendrzés

RNS - ribonukleinsav

SXT - szulfametoxazol + trimetoprim

TE - 100 mM Tris + 250 mM EDTA puffer

TfbA/B - transzferrin-kétd fehérje

TFE - telepformal6 egység

TSA - tripton szdja agar

VFM - allatorvosi tapigényes baktériumok taptalaja
V-faktor - vitamin faktor (NAD)



1. Osszefoglalas

A szerz§ vizsgalatai soran sertésekbdl és vaddisznokbol izolalt Actinobacillus
pleuropneumoniae torzsek Osszehasonlitd vizsgalatat végezte el. Magyarorszag 18
megyéjének 70 sertésallomanyabdl 634 sertéstidét gylijtott, és ezekbdl 255 tdrzset
tenyésztési, morfolégiai és biokémiai tulajdonsagai alapjan A. pleuropneumoniae-ként
hatarozott meg. Heveny esetekben az elhullott allatok kora legtébbszor 12-16 hét kdzé esett,
de a szerz6 els6ként irt le hazankban egyhénapos valasztas korili malacokban heveny
actinobacillus pleuropneumoniat. A térzsek koézott 227 torzs az l-es, 28 torzs a ll-es
biotipusba tartozott.

A torzsek szerotipizalasat passziv hemagglutinacios probaval végezte el, amelynek
soran hét allomanybdl egyidében két-két kildnb6zd szerotipust is izolalt. Ezek alapjan
meghatarozta a Magyarorszagon el6fordulé szerotipusok gyakorisagat és 6sszehasonlitotta
a 2012 el6tt izolalt szerotipusok gyakorisagaval. Napjainkban a 2-es szerotipus a
leggyakoribb (38,9%). Megjelent a 8-as és a 16-os szerotipus (10,4-10,4%), valamint a
korabbi eredményekhez képest visszaszorult a 13-as szerotipus (10,4%). Eléfordul még
Magyarorszagon a 9-es, a 11-es, a 12-es és az 5-6s szerotipus is. Nem besorolhat6 térzsek
kézul harom a ll-es biotipusba tartozott, kilenc pedig NAD-ot igényel tenyésztésekor.

Munkaja soran az Osszes vizsgalt torzs kdzll 56 torzset egyik ismert szerotipusba
sem tudott besorolni. Ezek kdzul hattal szemben hiperimmun savot termeltetett nyulakban,
és ennek eredményeként Ot torzset a 16-os szerotipusba sorolt. 16S rRNS gén PCR
vizsgalattal igazolta, hogy a térzsek az A. pleuropneumoniae fajba tartoznak. A hatodik térzs
is egy Uj szerotipust képviselhet, de azt még nem besorolhatoként ismerteti.

A szerotipizalast toxingéneken alapuld6 PCR probaval is elvégezte hatvan A.
pleuropneumoniae torzs esetében. Ennek eredményeként igazolta, hogy bar valoban szoros
korrelacid van a szerotipusok és a toxintermelés kozott, a szerotipus egy fenotipusos
tulajdonsag, aminek kifejez6dése nem a toxingénekben kodolt. Az Uj 16-0s szerotipus
torzseinek, valamint kett, még nem publikalt szerotipusba tartozd tdrzsnek a toxingén
mintazatat is leirta.

A Biolog Microstation™ D System rendszerével elvégezte 67, az Allatorvostudomanyi
Egyetem Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszékének tdrzsgyljteményében talalhatdé A.
pleuropneumoniae toérzs, valamint a 16-os tipustdrzsként leirt térzs szénforras-
hasznositason alapulé azonositasat, amelynek soran a rendszer az A. pleuropneumoniae
torzsek 44,8%-nak fajszinti meghatarozasat tette lehetévé. A Biolog Microstation™ 1D
System rendszerével végzett anyagcsere-ujjlenyomat vizsgalatok eredményeit valamennyi
torzs esetében elemezte, és 20 kilonbdzé szénforrast a térzsek 100%-a képes volt

hasznositani.



A pulzalé mezeji gélelektroforézis vizsgalat eredményeinek 6sszehasonlité elemzése
soran a ll-es biotipusba tartozé térzsek genetikai zartsagat, és a 2-es szerotipusba tartozé
torzsek diverzitasat igazolta. A 9-es, a 16-os és még a nem publikalt Uj szerotipusba tartozé
térzsek kilénalld csoportot alkotnak.

A minimalis gatlé koncentraci6 meghatarozasa soran az A. pleuropneumoniae
torzsek érzékenységét tapasztalta a béta-laktam, a fluorokinolon, a fenikol, a makrolid és a
tiamulin antibiotikumokra. A térzsek 40-50%-a rezisztens volt aminoglikozidokkal, a
penicillinnel, az eritromicinnel, az oxitetraciklinnel és a szulfametoxazol-trimetoprimmel
szemben. Az Gsszes torzs rezisztens volt szulfametoxazollal szemben.

A korongdiffuziés vizsgalat eredményét 6sszehasonlitva a MIC-értékekkel, a szerz6
azt talalta, hogy a korongdiffuzids vizsgalat soran kapott eredményeket csak tajékoztato
jelleglinek szabad tekinteni.

Két szelektiv taptalajt vizsgalt munkaja soran és vaddiszné- és sertés-tonsillakbdl a
szakirodalomban leirt Osszetevbket tartalmazé szelektiv taptalajon izolalt A.
pleuropneumoniae baktériumot.

A vaddiszndbdl izolalt térzset a 12-es szerotipusba sorolta, és antibiotikum-
érzékenységi profilja hasonlésagot mutatott a sertésbdl izolalt A. pleuropneumonaie térzsek

érzékenységével.



Summary

Comparative examination of 255 Actinobacillus pleuropneumoniae strains isolated
from swine in Hungary was carried out between 2012 and 2016. Bacterial cultures were
made from 634 swine lungs collected from 70 herds representing different parts of the
country and 255 strains isolated from them were identified as A. pleuropneumoniae
according to their cultural, morphological and biochemical characteristics.

The animals were generally older than 12-16 weeks of age and showed clinical signs
of acute pleuropneumona before they died. In some cases similar clinical signs and post
mortem lesions were seen in young piglets around weaning age and the aetiological role of A.
pleuropneumoniae in these cases was described by us. Out of the 255 A. pleuropneumoniae
strains 227 strains belonged to biotype 1 and 28 could be allocated into biotype 2.

Serotyping of the strains was done using the indirect haemagglutination test and
frequency of the serotypes was compared with that of isolated before 2012. Nowadays
serotype 2 is the most common serotype (38.9%). Serotype 8 and 16 became more frequent
(10.4-10.4%), and prevalence of serotype 13 (10.4%) decreased compared to previous data.
Serotypes 9, 11, 12 and 5 have also been found in Hungary in the recent years. A total of 56
strains proved to be untypable. Hyperimmun sera were produced against six of them, five
strains could be serotyped and they were described as serovar 16 by us recently. Their
identity was proved by examination of 16S rRNA, too. The sixth examined strain can
represent an other new serotype. Out of the remaining 12 untypable strains 3 belonged to
biotype 2 and nine of them needed nicotine amide adenine dinucleotide to growth.

Serotypes of 60 A. pleuropneumoniae strains were defined by detecting toxin genes
with PCR. The results confirmed close correlation between serotypes and toxin production,
however new serotypes could not have been recognised without using IHA because toxin
gene profiles of serotype 16 and serotype 5 are identical. According to our results the new
serotype has moderate virulence and the protective effect of a toxoid vaccine against it was
proved in a Hungarian swine farm.

Utilization of carbon sources of 68 field strains and 6 reference strains was
characterised with the Biolog Microstation™ ID System. Altogether 44.8% of the strains were
identified as A. pleuropneumoniae by the system and the strains were able to metabolize 20
different carbon sources.

Genetic relationship of A. pleuropneumoniae strains was analysed using pulse field
gel electrophoresis. A. pleuropneumoniae serotype 2 strains proved to be highly diverse,
while strains of biotype 2 were really closely related. Serotype 9, 16 and the untypable

strains formed separated clusters.



Antibiotic resistance of 60 A. pleuropneumoniae strains was tested using the broth
dilution and the disc diffusion methods. On the basis of the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the different antibacterials most strains were susceptible to beta-lactams,
fluorokinolons, phenicols, macrolides and tiamulin. Fourty-fifty % of strains were resistant
against gentamycin, spectinomycin, penicillin, erythromycin, oxitetracyclin and
sulphametoxazole-trimetoprim. All of strains were resistant against sulphametoxazole.
Examination of the antibiotic susceptibility of A. pleuropneumoniae with the disc diffusion
method proved to be less sensitive, so the results of the disc diffusion test have to be
interpreted carefully.

Two selective media were compared; medium “A”, the reference one, contained
bacitracin, lincomycin, crystal violet and nystatin while in medium “B” vancomycin, polymyxin-
B, cycloheximid and crystal violet were the inhibitory agents. A total of 68 tonsils of wild
boars were inoculated on both selective media and one A. pleuropneumoniae strain was
isolated on medium “A”. The strain belonged to serotype 12 and its MIC profile was similar to

that of A. pleuropneumoniae strains isolated from domesticated pigs.
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2. Bevezetés és célok

A vilag szamos orszagaban a haztdji sertéstartast részben, vagy teljesen felvaltotta a
nagylzemi tartastechnolégia. Gazdasagi szempontbdl a legfontosabb az, hogy a termelés
hatékony és gyors legyen. Az intenziv tartastechnoldgianak kdoszénhetéen szamolni kell a
sertés légzdszervi tunetegylttesének (Porcine respiratory disease complex, PRDC)
kialakulasaval (Brockmeier és mtsai., 2002), melyben igen fontos kéroktani szerepet jatszik
az Actinobacillus pleuropneumoniae (A. pleuropneumoniae) baktériumfaj. A baktérium
okozhat heveny jarvanykitorést, amely nagyszamu allat elhullasaval és magas
gyogyszerkoltségekkel jar, mig kronikus esetben a csokkent étvagy és a csdkkent testtomeg-
gyarapodas miatt a hizlalasi id6szak megnyulik, az allomanyban szétndvés figyelheté meg,
és ennek kdvetkeztében jelentés gazdasagi karral szamolhatunk. A baktérium szubklinikai
jelenlétének diagnosztizalasa is fontos, hiszen ennek ismeretében elkertilhetd a heveny vagy
idalt kérkép kialakulasa. A kérokozé irant kizardlag a sertés fogékony, féként 12-16 hetes
korban okoz heveny megbetegdést, ami a tidében savos-vérzéses, majd veérzéses-
elhalasos tuddégyulladassal és fibrines mellhartyagyulladassal jar. Fakultativ patogén
baktériumrdl 1évén sz6, a hajlamositd tényezdknek igen nagy szerepik van a jellegzetes
betegség kialakulasaban. Az actinobacillus pleuropneumonia nagy problémat jelent
vilagszerte a sertéstartasban (Gutiérrez-Martin és mtsai., 2006).

A baktériumfajnak két biotipusat és 16 szerotipusat kildnbdztetjik meg (Sarkdzi és
mtsai., 2015). Hazankban az elmult 30 évben féleg az I-es biotipusba tartozd szerotipusok
fordultak el6, de a ll-es biotipus is nagy jelentéséggel bir, hiszen a 13-as szerotipust el6szor
Magyarorszagon izolaltak (Fodor és mtsai., 1989a és 1989b) és jelenleg is elég gyakran
talalkozunk ezzel a szerotipussal, mig mas orszagokban nagyon ritkan fordul elé (Gottschalk
és mtsai., 2003).

Az A. pleuropneumoniae torzsek négyféle toxint termelnek (ApxI-lI-llI-1V), melyek
hemolitikus és citotoxikus hatasu fehérjék, a baktérium virulenciafaktorai, jelentés szerepuk
van a tud6ében megtalalhatd vérzések és elhalasok kialakitasaban. Az ApxIV toxint kizardlag
ez a baktériumfaj termeli, az ellene képz6dott ellenanyag kimutatasaval igazolhatd, hogy az
allat A. pleuropneumoniae baktériummal fert6zott.

A betegség gyogykezelésére leggyakrabban béta-laktam, fluorokinolon, pleuromutilin,
makrolid és tetraciklin antibiotikumokat hasznalnak, mig megel6zésre kereskedelmi
forgalomban 1évé inaktivalt bakterin vagy toxin-alapu vakcinakat valamint telepspecifikus
vakcinakat alkalmaznak. Nagyon fontos emellett a hajlamosité tényez6k (zsufoltsag, a
kedvezébtlen istalloklima, a takarmanyozasi hibak, és szovédményként mas baktériumok és

virusok okozta megbetegedések) kiiktatasa.
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Célok

Munkank elsédleges célja volt, hogy az A. pleuropneumoniae elterjedtségét és
klldnbdzb szerotipusainak eléfordulasat vizsgaljuk hazai sertésallomanyokbdl gydjtétt tidé-
és tonsillamintakbal.

Célunk volt, hogy a mintagy(ijtés soran izolalt, valamint az Allatorvostudomanyi
Egyetem Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszékének torzsgyljteményében megtalalhatd A.
pleuropneumoniae torzsek szerotipizalasat a klasszikus modszerek kozil passziv
hemagglutinaciéval és toxingéneken alapulé molekularis biolégiai médszerrel (polimeraz
lancreakcié, PCR) elvégezziik.

A tanszéki torzsgyljteményben [év6 A. pleuropneumoniae térzsek szénforras-
hasznositason alapulé fajszintli azonositasat, a Biolog Microstation™ ID System
rendszerének segitségével terveztlk elvégezni. Az anyagcsere-ujjlenyomat vizsgalatok
eredményei alapjan a vizsgalt torzsek hasonldsagat, a biotipusok és szerotipusok kozotti
lehetséges eltérést kivantuk meghatarozni. Célunk volt, hogy kideritsiik, megbizhatéan
mikoédik-e ez a modszer az A. pleuropneumoniae azonositasaban, mas Actinobacillus
fajoktdl elkuldniti-e a rendszer, és alkalmazhat6-e a diagnosztikaban.

Céljaink kodzott szerepelt, hogy a szénforras-hasznositds alapjan vizsgalt és az
altalunk izolalt A. pleuropneumoniae térzsek egy részének a teljes genom makrorestrikcids
mintazatat a térzsek eredete szerint, valamint dsszesitett elemzésével jellemezzik.

A vizsgalataink soran gyUjtott, az orszag kulonb6zd sertésallomanyaibdl izolalt A.
pleuropneumoniae  térzsek  antibiotikum-érzékenységét korongdiffuzios és leves-
mikrohigitasos moddszerrel kivantuk vizsgalni, és az eredményeket a mdbdszerek
Osszehasonlitasaval terveztik elemezni.

A korokozé tonsillabol torténd izolalasa céljabol szelektiv taptalajok készitését
terveztik és sertésekbdl szarmazo tonsillak vizsgalataval kivantuk a taptalajok
hatékonysagat tesztelni. Célul tlztik ki, hogy vaddisznokbdl gydjtétt tonsillamintakbdl A.
pleuropneumoniae-t izolaljunk szelektiv taptalajon, a tdrzsek szerotipusat és antibiotikum-
érzékenységét meghatarozzuk és a sertésbdl izolalt torzsek tulajdonsagaival

osszehasonlitsuk.
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3. lIrodalmi attekintés
3.1. Az Actinobacillus pleuropneumoniae rendszertani besorolasa

Az A. pleuropneumoniae rendszertani besorolasa és elnevezése hosszu idén at
kérdéses volt, egészen az 1980-as évek masodik feléig a Bergey-féle baktérium
rendszertanban is a Haemophilus nemzetség tagjai kozott talaljuk (Kilian és Biberstein,
1984). Shope 1964-ben irta le azt az ismeretlen baktériumfajt, ami patogenitasat tekintve
alapvetden klldénb6zott a Haemophilus influenzae suis-t6l, amely kizardlag a sertésinfluenza
virusaval egyutt volt képes klinikai képet kialakitani. A jellegzetes korkép miatt Shope a
Haemophilus pleuropneumoniae nevet javasolta. Ugyanakkor 1978-ig a kérokozdé
megjeldlésére a Haemophilus parahaemolyticus nevet is hasznaltak, mivel a koérokozé
tulajdonsagai Iényegében megegyeztek a korabban sertésekbdél és mas allatfajokbdl, illetve
emberbdl izolalt H. parahaemolyticus térzsekével (Szazados és Kadas, 1979; Molnarné és
Glavits, 1981). 1978-ban biokémiai és szeroldgiai vizsgalatokkal sikerllt a rendszertani
besorolast elvégezni és a nevezéktanba hivatalosan is a Shope altal javasolt H.
pleuropneumoniae kerult (Kilian és mtsai., 1978).

Az 1970-es évek végén Svajcban, majd az 1980-as évek elején Németorszagban
olyan tlidbgyulladasos eseteket észleltek sertésekben, amelyek koérbonctani elvaltozasai
azonosak voltak a H. pleuropneumoniae okozta tid6- és mellhartyagyulladas esetén
tapasztaltakkal. A megbetegedett tudéteruletekrél izolalt baktériumot azonban a tenyésztési
és morfologiai sajatsagai alapjan Pasteurella haemolytica-szerd, illetve kdzelebbrél be nem
sorolt Actinobacillus fajként irtak le. 1983-ban a szamos kdzds biokémiai tulajdonség,
valamint a DNS-hibridizacié eredményeként a H. pleuropneumoniae-val valé genetikai
rokonsag miatt javasoltdak a P. haemolytica-szerii t6rzsek besorolasat a H.
pleuropneumoniae fajba, ez utdbbi nevét pedig Actinobacillus pleuropneumoniae-ra
valtoztattak. Ez az ujonnan elnevezett faj egy, a ndvekedéséhez V-faktort igényld I-es (a
korabbi H. pleuropneumoniae) és egy V-faktort nem igényld ll-es (a korabbi P. haemolytica-

szerti torzseket magukba foglald) biotipusbdl all (Pohl és mtsai., 1983).
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Az A. pleuropneumoniae jelenlegi rendszertani besorolasa a kévetkez:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=715&IvI=3&lin

=s&keep=1&srchmode=1&unlock&log_op=lineage_toggle)

Orszag Baktériumok orszaga

Torzs Proteobaktériumok torzse

Osztaly Gammaproteobaktériumok osztalya
Rend Pasteurellales

Csalad Pasteurellaceae
Nemzetség Actinobacillus
Faj Actinobacillus pleuropneumoniae

3.2. Foldrajzi elterjedés

A kérokozé altal okozott megbetegedés vilagszerte el6fordul. Jarvanyszerd,
légz6szervi megbetegedések voltak megfigyelhetéek az 1960-as években Nagy-
Britanniaban, Kaliforniaban és Argentinaban is, ahol Shope 1961-ben egy sulyos, nagy
elhullassal és gazdasagi veszteséggel jaré tud6é- és mellhartyagyulladas jarvanyt
tanulmanyozott. A betegséget - elssorban a jarvany jellege miatt - sertésinfluenzanak
gondoltak. A sertésinfluenza virusanak kortani szerepét kizartak, majd egy Haemophilus-
szer(i baktériumot izolaltak, amellyel a betegség tipikus klinikai tlineteit és koérbonctani
elvaltozasait el6 tudtak idézni, és a mesterségesen fert6zott sertéseknek a fele elhullott
(Shope, 1964; Molnarné és Glavits, 1981).

Ugyanezekben az években, Svajcban is volt hasonld jarvanykitorés (Nicolet és Konig,
1966), majd Danidban (Nielsen,1973), Nagy-Britanniaban (Little és Harding, 1980),
Kanadaban (Thomson és Ruhnke, 1963), Ausztraliaban (Mylrea és mtsai., 1974), és Eszak-
Amerikaban (Biberstein és Spencer, 1962) irtak le Haemophilus okozta tud6- és
mellhartyagyulladast. Hazankban Szazados és Kadas (1979) izolalta és irta le az akkor még
H. parahaemolyticus néven ismert korokozot, majd Molnar Laszloné és Glavits Robert (1981)
kisérleti allatfertézés soran kapott kérbonctani eredményeiket publikaltak.

A ll-es biotipusba tartozé A. pleuropneumoniae-t el6szoér az 1970-es évek végén
Svajcban, majd az 1980-as évek elején Németorszagban izolaltak. Hazankban a 13-as
szerotipusba tartozé kérokozot Fodor és munkatarsai (1989a) irtak le elészor, mig az USA-
ban 1992-ben szamoltak be errél a biotipusrdl (Frank és mtsai., 1992). A baktérium
napjainkban vilagszerte ismert (Gottschalk, 2012).
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3.3. Jarvanytan

Az A. pleuropneumoniae irant kizarélag a sertés fogékony, a betegség minden koru
sertést érinthet (Chiers és mtsai,, 2010). A koérokozé széles korben jelen van a
sertésallomanyokban, a konvencionalis sertéstelepek egy vagy tobb szerotipussal
fert6zottek, ennek koszonhetben az endémiasan fert6zott allomanyokban az ujszulott
malacok anyjuktél vagy tarsaiktol fert6z8dnek kdzvetlen érintkezés soran (Gottschalk, 2012).
Az ellenanyagokat tartalmazo focstej felvételével a malacok passziv védettséghez jutnak,
amely nagyjabdl 5-9 hetes korukig tart. llyen allomanyokban rendszerint a 4 hetesnél
fiatalabb malacok tonsillairdl is kimutathaté a baktérium, de tid&elvaltozasokat tébbnyire
csak 12 hetes kortol okoz.

Ahogy csokken a védelem, ugy né a fert6zott malacok aranya (Tobias és mtsai.,
2014a és 2014b), majd hajlamositd tényezék hatasara altalaban 3-4 hénapos kortdl
kezd6d6en enyhébb vagy sulyosabb formaban megjelenhetnek az A. pleuropneumoniae
okozta tudé- és mellhartyagyulladas tlinetei, amelyek a toérzsek virulenciajatél is fliggenek
(Cruijsen és mtsai., 1995; Chiers és mtsai., 2002; Vigre és mtsai., 2002). A hizlalas alatt all6
12-16 hetes sertések bizonyulnak a legfogékonyabbnak (Marsteller és Fenwick, 1999), a
szopos vagy valasztas koruli malacokban kialakult pleuropneumonia nagyon ritka (Takacs és
mtsai., 2015). A tonsillak kriptaiban hordozott baktérium tlidébeli kolonizacidjat kivalté okok
nem teljesen tisztazottak, de a stressz, a zsufoltsag, az atcsoportositasok, a kérnyezet- és
klimavaltozasok hozzajarulhatnak a klinikai tiinetek kialakulasahoz. Egyéb tarsfertézéseknek,
példaul Mycoplasma hyopneumoniae fert6zésnek szintén szerepe lehet a folyamatban
(Chiers és mtsai., 2010).

A betegséget atvészelt allatok baktérium-hordozékka valnak, és a kdrnyezeti
valtozdsok okozta stressz Ujabb heveny kitorést valthat ki. Krénikus esetben elvaltozast
mutato tudével a vagoéhidon talalkozhatunk (Bossé és mtsai., 2002; Yoshurima és mtsai.,
2002).

Az A. pleuropneumoniae vaddiszné-populaciobeli eléfordulasarél kevés szerzé
szamol be, habar a vaddiszn6 szintén fogékony a koérokozoéra, és annak potencialis
rezervoarja. A vaddiszné (Sus scrofa) igen elterjedt eurdpai nagyvadfaj, allomanya
hazankban is intenziven novekszik. Haziasitott rokonatol szaporasaga és sulygyarapodasa
messze elmarad, a zarttéri tartasara és tenyésztéseére tett kisérletek komoly nehézségekrol
szamolnak be (Ujvary és Szemethy, 2011). Németorszagban végzett vizsgalatok soran a
helyi vaddisznéallomany 35,8%-abdl mutattak ki PCR vizsgalattal a korokozot, elsésorban a
garatmandulakbdl (Reiner és mtsai., 2010). Gérégorszagban extenziven tartott vaddisznok
vizsgalata soran azt az eredményt kaptak, hogy az A&llatok 90,5%-a szeropozitiv A.
pleuropneumoniae-ra (Marinou és mtsai., 2015). Eszak-amerikai vizsgalatok eredményei

szerint az A. pleuropneumoniae-ra vizsgalt vaddisznok majdnem 70%-a volt szeropozitiv,
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ami szinte megegyezik a Kanadaban vizsgalt sertések fert6zottségének aranyaval (Baroch
és mtsai.,, 2015). Magyarorszagon még nem végeztek vaddisznok A. pleuropneumoniae

hordozasat felméré vizsgalatot.

3.4. A baktérium tenyésztése és azonositasa

Az A. pleuropneumoniae igényes, mezofil mikroorganizmus. A baktérium izolalhaté
az orrlregbdl, a tonsillakbdl, a felsé légutak nyalkahartyajarél és a fertézott allat tlidejébdél
(Bossé és mtsai., 2002). Ujabb kutatasok szerint szajbdl vett mintabdl is ki lehet mutatni az A.
pleuropneumoniae térzseket (Costa és mtsai., 2012). A kdérokozé a heveny megbetegedést
atvészel6 allatokban, vagy a kevésbé virulens torzsek esetében eleve a tonsilla kriptaiban
telepszenek meg, ennek kdszdnhetbéen a fert6zott sertés élete végéig hordozza és Uriti a
kérokozét (Bossé és mtsai., 2002).

Tenyésztése csokoladé- vagy véresagaron torténhet, utdbbin a virulens torzsek béta-
hemolizist okoznak (Marsteller és Fenwick, 1999). A legtdbb A. pleuropneumoniae torzs
ureaz-pozitiv, de 1993-ban mar irtak le ureaz-negativ térzseket is (Blanchard és mtsai.,
1993).

Két biotipust kulonboztetink meg a baktériumtorzs V-faktor igényének megfeleléen.
A V-faktor nikotinamid-adenin-dinukleotidot (NAD), nikotinamid-mononukleotidot és
nikotinamid-ribozidot tartalmaz (Niven és Levesque, 1988.). Az l-es biotipusba tartoznak
azok a toérzsek, amelyek NAD-ot igényelnek ndvekedéslikhdz, ll-es biotipusba pedig a
(korabban Pasteurella haemolytica-szerli torzseknek nevezett) NAD-ot nem igénylé A.
pleuropneumoniae torzsek (Fodor és mtsai., 1989a és 1989b; Tuboly és mtsai., 1998). A
tenyésztés soran a NAD-igényt figyelembe kell venni. Diagnosztikai minta esetén célszeri
Staphylococcus aureus dajkatenyészettel keresztbe oltani a kioltast, hogy a dajkavonal
mellett lathatd legyen a NAD-fligg8ség és a béta-hemolizis.

Az A. pleuropneumoniae csillé nélkuli, Gram-negativ kokkoid, révid palcika, vékony,
poliszacharid burokkal rendelkezd igényes, fakultativ anaerob baktérium. Az A.
pleuropneumoniae  torzsek kataldz-negativak, oxidaz-pozitivak, szénhidrat-bontasuk
fermentativ, a nitratot nitritté redukaljak és ureaz-pozitivak (Tuboly és mtsai., 1998).

Az A. pleuropneumoniae a kornyezetben rendkivil érzékeny, éppen ezért a sertések
kozotti fert6z6dés kdzvetlen aton, orrvaladékkal vagy aeroszol formajaban, belégzéssel
torténik (Velthuis és mtsai., 2002). Fiziolégias konyhaséoldatban a baktérium alacsony
hémérsékleten (5 °C vagy 25 °C) tobb mint 8 6ran keresztll életképes. A hémérséklet
emelkedésével a tulélés csdkken (Morozumi és Hiramune, 1982). Vizes kézegben jobban
tulél a koérokozd, mint beszaradva, de a tulélést nagyban befolyasolja a hémérséklet.
Ugyanigy a sék és a nyalka is befolyasoljak a tulélést (Assavacheep és Rycroft, 2013).

A korokozé a sertések itatévizében is jol tulél, klinikai tineteket nem mutaté, de PCR-rel
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pozitiv sertések itatovizébdl is kimutattak a baktériumot, amley még biofilm-képzésre is

képes volt, ezzel is ndvelve a tulélés esélyeit (Loera-Muro és mtsai., 2013).

Szelektiv taptalaj

Az A. pleuropneumoniae kimutatasa hagyomanyosan az elvaltozott tidéteriletekbdl
torténik. Ez az eljaras nem igényel szelektiv taptalajt, mert ezeken a teruleteken a baktérium
jellemzéen nagy szamban, szennyez6 fléra nélkil van jelen (Jacobsen és Nielsen, 1995).
A szubklinikai fert6zést okozd alacsony virulenciaju térzsek megtalalhatok a tonsillak
kriptaiban is, ezért a tinetmentes hordozok és a szeroldgiailag negativ sertések kiszlirése
érdekében célszerili a tonsillat vizsgalni, és onnan izolalni a baktériumot (Mgller és mtsai.,
1993; Sidebé és mitsai., 1993). A tonsillaban nagy szamban talalkozunk mas, az A.
pleuropneumoniae baktériumnal gyorsabban névekvd mikroorganizmussal (Gilbride és
Rosendal, 1983), ezért a szelektiv taptalaj hasznalata elkerilhetetlen a baktérium izolalasa
érdekében (Jacobsen és Nielsen, 1995). Magas foku rezisztenciat mutat az A.
pleuropneumoniae linkomicinnel szemben (Nadeau és mtsai., 1988.; Eaves és mtsai., 1989),
mig a tonsilldban megtalalhatdé Gram-pozitiv baktériumok érzékenyek bacitracinra (Shimizu
és mtsai.,, 1982). Ezeket az antibiotikumokat kulon-kulon vagy egyuttesen kristalyibolyaval
kombinalva hasznaltak a korabbi leirasok szerint (Csukas, 1980.; Gilbride és Rosendal,
1983.; Sidebé és mtsai., 1993).

Lowe és munkatarsai (2011) a sertések tonsillajanak kolonizal6 flérajat elemezték,
vizsgalataikhoz kilénb6z allomanyokbdl valasztottak 18-20 hetes, egészséges (I1égzdszervi
tineteket korabban nem mutatd) egyedeket. Megallapitottak, hogy az allatok 50%-anak
mintdjabdl izoldlhaté volt Pasteurella multocida, kildonbdzd Actinobacillus fajok, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus suis, Streptococcus dysgalactiae és Escherichia
coli. A tonsillat kolonizalé alapflérat az allomanyra jellemzének talaltak.

Mgller és munkatarsai orrtregbél, valamint a tonsilla fellletér6l és metszéslapjardl
vett mintat oltottak bacitracin tartalmu csokoladéagarra és 10% borjuvért, NAD-ot és
bacitracint tartalmazé véresagarra A. pleuropneumoniae izolalasa céljabdl. A tonsillak
metszéslapjarol szarmazé mintakbdl torténd izolalast talaltak a legeredményesebbnek, a
taptalajok kdzul a csokoladéagar bizonyult megfelelébbnek (Mgller és mtsai., 1993).

Jacobsen és Nielsen (1995) négyféle taptalajon tenyésztették az A.
pleuropneumoniae baktériumot, és a tenyésztés eredményeit hasonlitottdk 6ssze. Munkajuk
soran a baktérium ndvekedését szelektiv és nem szelektiv véresagaron, valamint szelektiv
és nem szelektiv csokoladéagaron vizsgaltak. Medfigyeléseik szerint a szelektiv véresagar
bizonyult a legkedvezébbnek tenyésztési és szelektivitdsi szempontokbdl is. Az 5% borjuvert
tartalmazé taptalajhoz a szelektivitas elérése érdekében bacitracint (100 pg/ml),

kristalyibolyat (1 ug/ml) és linkomicint (1 pg/ml) adtak a Gram-pozitiv baktériumok gatlasa
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miatt, és nisztatint (50 pg/ml) a gombak névekedésének gatlasa érdekében. A négy vizsgalt
taptalajra PBS oldatban homogenizalt tonsillaszOvetet oltottak, melyet szélesztés utan 37 °C-
on 24 éran keresztll inkubaltak. A telepek kdzil az 1 mm-es, domboru és sima felszind, éles
széll, sziurkésfehér telepeket valogattak ki, amelyek véresagaron hemolizéltak és NAD-
fuggbének bizonyultak, ezutan Gram-szerint festették és kilénbdzd biokémiai vizsgalatok
segitségével azonositottak a baktériumtdrzseket. Az A. pleuropneumoniae fajba soroltak az
oxidaz-, glikéz-, xiléz-, mannit- ureaz- és béta-galaktozidaz-pozitivitast, és katalaz-, indol-,
arabinéz-, raffindz-, melibiéz-, szorbit- és inozit-negativitast mutaté torzseket.

A szerotipizalast passziv hemagglutinaciés prébaval végezték.

A szénforras-hasznositas vizsgalata - anyagcsere-ujjlenyomat

A Biolog MicroStation™ ID System (Biolog Inc, California, USA) rendszere egyidében
95-féle egyediili szénforras hasznositasat elemzi és ez alapjan a vizsgalt baktériumtorzsrél
anyagcsere-ujjlenyomatot készit.

A rendszert sikeresen alkalmaztak az allatorvosi patogén baktériumok jellemzésére
és fajszintl azonositasara (Wong és mtsai., 1992; Janosi és mtsai., 2009; Gyuranecz és
mtsai.,, 2010), de A. pleuropneumoniae tdrzsekre vonatkozé szénforras-hasznositasi

mintazatrél adatok nem allnak rendelkezésre.

3.5. Az A. pleuropneumoniae virulenciafaktorai

Az A. pleuropneumoniae térzsek megbetegitd képessége virulenciafaktorokra
vezethetd vissza. A virulenciafaktorok k6zé tartoznak az A. pleuropneumoniae altal termelt
exotoxinok (ApxI-lI-IlI-1V), az adhézios faktorok, a membranproteinek és a biofilmképzés-

képessége (Sthitmatee és mtsai., 2003; Chiers és mtsai., 2010).

Exotoxinok

A baktérium citotoxinjai sejtkarositoé fehérjék, az RTX, un. pérusképzd (pore-forming)
toxincsaladba tartoznak, melyek szamos Gram-negativ baktériumban megtalalhatok (Frey,
1995). Jelent6s membrankarositd, hemolizald, endothelt, makrofagokat, fagocitakat karositéd
hatasuk van, valamint jelent6s szerepet jatszanak a tudébeli elvaltozasok kialakitasaban
(Varga és mtsai., 2007). A szerotipusok négy kulonbdzd Apx toxint termelnek (ApxI, Apxll,
Apxlll és ApxlV), melyeket kildbnb6z6 kombinacidban képesek az egyes szerotipusok
elGallitani (Beynon és mtsai., 1993; Frey, 1995; Frey és Kuhnert, 2002; Sthitmatee és mtsai.,
2003) (1. tablazat).

Az ApxIV toxint minden A. pleuropneumoniae szerotipus termeli (Schaller és mtsai.,
1999), de csak in vivo, az éllatok fert6z8dése soran termelédik az exotoxin (Schaller és

mtsai., 2001). A tdbbi toxint egyéb Actinobacillus fajok (A. rossii, A. suis) is képesek
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eléallitani (Schaller és mtsai.,, 2000; Cho és Chae, 2003; Gottschalk és mtsai., 2003;
Rayamajhi és mtsai., 2005), ezért a velik szemben megjelend szeropozitivitds nem mindig

jelent A. pleuropneumoniae fert6zottséget.

1. tablazat: A toxintermelés szerotipusonkénti eloszlasa (Sthitmatee és mtsai., 2003)

Toxintermelés

Szerotipus
ApxI Apxll Apxlll ApxIV
1,5,9, 11 + + - +
2,3,4,6,8,15 - + + +
10, 14 + - - +
7,12,13 - + - +

A Kkilénbdz6 szerotipusokba tartozé A. pleuropneumoniae torzsek a toxinok
valtozatos kombinacidit termelik, eltéré virulencidjuk is ezen alapul. Az Apxl toxin a
legtoxikusabb, azonban azok a szerotipusok, amelyek tobb kulénbdzé Apx toxint termelnek
(az ApxIV-en felll), még virulensebbek (Frey, 1995). Az Apxl és az Apxll toxin okozza az un.
oxidativ stresszt a neutrofil granulocitakban (Jansen és mtsai., 1995).

Az  Apx

virulenciafaktoraként

exotoxinokat az A. torzsek
tartjak

bizonyitottak. A kisérleti uton el6allitott 5a szerotipusu torzs elvesztette az egész apxl

pleuropneumoniae elsédleges

szamon, amelyet avirulens mutansok Iétrehozasaval
operonjat, igy Apxll toxint sem volt képes termelni apxIBD gének hianyaban. Ezzel a térzzsel
fertbzve a sertést, nem alakult ki az Apxll elleni immunvalasz és megbetegedés, tehat a
toxinok jelenléte szikséges a koérfolyamat kialakuldsdhoz és az él6 szervezet
immunrendszerének aktivalédasahoz, az ellenanyag termeléséhez is (Frey, 1995). Az Apx
toxinok kivalé antigének, ezért erés ellenanyagvalaszt valtanak ki a fertézott allatokban. Az
Apx toxinok okozzak a betegség jellegzetes vérzéses elvaltozasait a tiddben, illetve fontos
szerepet jatszanak a korfejlédésben is (Bossé és mtsai., 2002). A kilénb6zb toxinok
sejtkarositd tulajdonsaga eltérd (Tascoén és mtsai.,, 1994; Sthitmatee és mtsai., 2003)

(2. tablazat).

2. tablazat: Az Apx toxinok hemolizal6 és sejtkarosito aktivitasa
(Sthitmatee és mtsai., 2003).

Toxinok Aktivitas
Hemolizis Citotoxicitas
ApxI erés erés
Apxll gyenge mérsékelt
Apxll nincs er6s
ApxIV gyenge nem meghatarozott
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Spontan mutacio a természetben barmikor megtorténhet, ennek soran Iétrejott
példaul egy olyan 7-es szerotipusu A. pleuropneumoniae térzs, amely elvesztette az Apxll
toxintermel6 képességét, ezaltal apatogénné valt (Anderson és mtsai., 1991). Gottschalk és
munkatarsai 2003-ban olyan 2-es szerotipusu toérzseket irtak le, melyek csak ApxlIl toxint
képesek el6allitani, csak apxlICA gént hordoznak, amely nagyon ritka az A.
pleuropneumoniae torzseken belll. Ezek a 2-es szerotipusu torzsek nem vagy alig
virulensek, mig az Eurdpaban eléforduld és gyakori 2-es szerotipusu térzsek Apxll és Apxlll
toxint termelnek, és magas virulenciat mutatnak (Gottschalk és mtsai., 2003, Gottschalk,
2012).

Adhézios faktorok/feliileti poliszacharidok

A baktérium az alsobb légutak nyalkahartyajahoz, fehérjéihez és sejtjeihez koétédik,
beleértve a véghorgbécskéket és az alveolaris epithelsejteket is (Dom és mtsai., 1994a).
Ebben kilénb6z6 adhézidés faktorok nyujtanak segitséget (fimbriak, lipopoliszacharidok,
burokpoliszacharidok). Az adhézidés faktorok fehérjék, amelyek a gazdasejt szénhidrat-
receptoraihoz kotédhetnek (Sauer, 2000).

Négy kuldnbdz6 tipusu fimbria talalhatd az A. pleuropneumoniae baktérium fellletén.
Bebizonyitottak, hogy a négy kulonbdzd fimbria termelédése elésegiti a kapcsolodast in vitro
korulmények kozott, és ugyanennek kdszdnhetéen képes kapcsolddni in vivo a tudé sejtes
elemeihez is (Chiers és mtsai., 2010). Dom és munkatarsai (1994a) fert6zéses kisérlet soran
ramutattak arra, hogy az A. pleuropneumoniae megtelepedése az alsébb l|égutakban
(hérgbeskék, alveolusok) nagyon gyors, és gyakoribb, mint a felsé Iégutakban.

A lipopoliszacharidok (LPS) a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjat alkotjak,
melyek O-specifikus oldallancbdl, oligoszacharidbdl és egy ugynevezett Lipid A-bdl allnak
(Jacques, 1996; Jacques, 1998). A poliszacharid résznek készdénhetéen az LPS vizoldékony,
valamint immunvalaszt indukal. Kisérletek bizonyitjdk, hogy az LPS lipid része felelés a
toxicitasért és a Lipid A részt vesz a hemoglobinhoz toérténé koétdédeésben, ezaltal az A.
pleuropneumoniae vas ellatasaban is szerepet jatszik. A Gram-negativ baktériumok
szétesésekor felszabaduld LPS, mint endotoxin, okozza a szeptikus sokkot. A légcsé
nyalkahartyajahoz, valamint a légcsdgyirikhoz ezen anyagok segitségével kot6dik a
baktérium, receptorként a glikoszfingolipideket irtak le (Chiers és mtsai., 2010).

Az A. pleuropneumoniae burka f6leg poliszacharidokbdl all, és egy védéréteget képez
a baktériumsejt korul. A burokpoliszacharidok (CPS) nagy része hidrofil, és negativ fellleti
toltéssel rendelkezik, ami segit megakadalyozni a fagocitézist (Haas és Hacker, 2000).
A kulénbdz6 szerotipusok virulenciaja nagyban fiigg a burok szerkezetétél, és igy hozzajarul
a szerotipus-specifikus védelem kialakulasahoz. Toébb szerz6 megallapitotta, hogy a

vastagabb burokkal rendelkezé A. pleuropneumoniae tdrzsek virulensebbek, mint a
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vékonyabb burokkal rendelkez6 torzsek (Jensen és Bertram, 1986; Rosendal és Maclnnes,
1990).

Egy harmadik fellleti poliszacharidot is leirtak, amely mint biofilm matrix jatszik
szerepet a baktériumok befedésében és Osszekottetésében (Kaplan és mtsai., 2004).
Anyaga a poli-N-acetil-D-glikozamin (PGA), és ezt a polimer matrixot a baktérium nagyon
rovid id6 alatt képes kialakitani (Labrie és mtsai., 2010). A biofilmben 1év6 baktériumsejtek
antibiotikum-rezisztenciaja 100-szorosa, de akar 30.000-szerese is lehet a normal
planktonikus formanak (Archambault és mtsai., 2012). Az A. pleuropneumoniae toérzsek ma
még nem teljesen ismert mechanizmus révén képesek biofilmképzésre, de a kézelmultban
egy 1-es szerotipusu torzsdon bizonyitottak, hogy létrejottét a lipopoliszacharidok és

burokpoliszacharidok is szabalyozzak (Hathroubi és mtsai., 2015).

Kiilsémembran-fehériék (OMP)

Szamos kllsdmembran-fehérjét azonositottak, és néhany kozilik szerotipus-

specifikus (Rapp és mtsai., 1986), de tobb tanulmany is ramutat arra, hogy néhany OMP
mindegyik szerotipusban megtalalhaté. Ide tartoznak a transzferrinkété fehérjék (TfbA vagy
B) (Rapp és Ross, 1986; Gerlach és mtsai., 1992; Gonzales és mtsai., 1995; Wilke és mtsai.,
1997), a maltéz indukalhaté fehérje (Deneer és Potter, 1989), a peptidoglikan-asszocialt
lipoprotein (PalA) (Frey és mtsai., 1996), valamint a protektiv lipoprotein OmIA (Gerlach és
mtsai., 1993).

Egy fajspecifikus PCR rendszer ennek a protektiv lipoproteinnek az omlIA génjének
kimutatasara épul, amely segitségével azonositani lehet az A. pleuropneumoniae térzseket,

valamint a 15 szerotipust kilenc csoportba tudja besorolni (Rossi és mtsai., 2013).

Vaskétb-rendszer

A baktériumnak a gazdaszervezetben valé szaporodasahoz elengedhetetlen a vas
megkotése, amely egyben mas virulenciafaktorok termeléséhez is sziukséges (Jacques,
2004). Az A. pleuropneumoniae megkéti a gazdaszervezet transzferrinjét (Gerlach és mtsai.,
1992, Gonzales és mtsai.,, 1995, Wilke és mtsai., 1997) a transzferrin-k6té receptorai
segitségével (TbpA/TbpB), amelynek 60 kDa lipoproteinje a szerotipusokon belll igen nagy
eltérést mutat, és ez altal a szerotipus-specifikus védelemhez hozzajarul (Wilke és mtsai.,
1997). A klls6 membranon talalhatok a hemoglobin-két6 fehérjék (Hgbp) is (Jacques, 2004),
amelyek nagy hasonlésagot mutatnak mas, a Pasteurellaceae csaladba tartozé baktériumfaj

hemoglobin-k6té fehérjéivel (Srikumar és mtsai., 2004).
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3.6. Az A. pleuropneumoniae altal eléidézett korképek

Egy konvencionalis telepen a kocak altalaban szeropozitivak, ezaltal a focstej és az
anyatej nagy mennyiségben tartalmaz A. pleuropneumoniae specifikus ellenanyagot, amely
a valasztasig védi a malacokat. A malacok nagyjabdl 4 hetes korban vesztik el az anyai
ellenanyag nyujtotta védelmet, és 9 hetes korukra kimutathatatlanna valik az anyai
ellenanyag a vérikbél. Az ujszilétt malacok légutaiban mar megtelepedhet az A.
pleuropneumoniae, ha az anya fert6zott volt, de gyakoribb a horizontalis fert6z6dés a
valasztast kovetéen (Marsteller és Fenwick, 1999).

A fert6z6dés aerogén uton torténik, de a megbetegedéshez hajlamositd tényezdk
szlkségesek, igy a zart tartastechnoldgia, a zsufoltsag, a rossz szell6zés, a tartasi és a
takarmanyozasi hianyossagok mind kozrejatszhatnak a betegség megeredésében.
A betegség megjelenési formaja lehet szubklinikai, idult, félheveny, heveny és tulheveny.
A betegség lefolyasat az allat immunallapota, a baktérium szerotipusa (virulenciaja), és a
baktérium mennyisége hatarozza meg (Sebunya és mtsai., 1983).

Tulheveny esetben a leggyakoribb a 4-12 éran belili elhullas, mig heveny lefolyas
esetén magas laz, sulyos, nehezitett l1égzés, cianosis, kdhdgés, ataxia, hasmenés és
étvagytalansag jelei lathatdéak. Az allatok kutyamédra lGlnek, majd elfekszenek és néhany
nappal a klinikai tinetek megjelenését kévetden elpusztulnak (Molnarné és Glavits, 1981).
A betegséget atvészelt allatok baktérium-hordozokka valhatnak, ezeket nagyon nehéz
észrevenni, ugyanis a tinetmentes baktérium-hordozok nem mutatnak nyilvanvalé klinikai
tuneteket (Bossé és mtsai., 2002; Yoshurima és mtsai., 2002). A heveny megbetegedések
nagyszamu elhullast okoznak és magas gyodgykezelési koltséggel jarnak, mig kronikus
esetben a csdkkent étvagy és testtdmeg-gyarapodas miatt a hizlalasi id6szak megnyulik, az
allomanyban szétndvés figyelhetd meg, ezaltal jelentds gazdasagi karral szamolhatunk
(Ozsvari és Buza, 2015).

3.7. Korfejlédés

A megtelepedés a koérokozo azon képessége, amely lehet6évé teszi, hogy a
gazdaszervezet sejtjeinez kot6djon és elkezdhesse szaporodasat, igy a korképet kialakitsa
(Bossé és mtsai., 2002). Az A. pleuropneumoniae baktérium gyorsan szaporodik fogékony
allatban. Annak ellenére, hogy a tonsilla kriptainak epithel sejtjein is megtelepedik és onnan
kimutathatd, a megbetegedés soran az alsébb légutak nyalkahartyajahoz kotédik (Bossé és
mtsai., 2002). Ott citotoxinokat (ApxI-ll-lll-IV) termel, és LPS tartalmi membranrészecskék
szabadulnak fel a baktériumsejt szétesése soran, amelyek kildn is sejtkarositd hatassal
birnak (Chiers és mtsai., 2010). A baktérium fimbriaknak kdészdnhetéen tapad meg a
nyalkahartyakon és az alsébb légutak sejtjeiben (Utrera és mtsai.,, 1991; Dom és mtsai.,
1994a; van Overbeke és mtsai., 2002).
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Minden légz8szervi bakterialis fertézés elleni védekezés a gazdaszervezet részérdl
azon mulik, hogy milyen gyorsan képes a baktériumot megsemmisiteni a légutakban (Bossé
és mtsai., 2002). Az A. pleuropneumoniae proteazokat valaszt ki, melyek lebontjak a sertés
IgA és IgG ellenanyagait (Negrete-Abascal és mtsai., 1994; Negrete-Abascal és mtsai.,
1998). Az Apx toxinok a neutrofil granulocitakat és a makrofagokat 6lik meg, az alveolaris
makrofagok apoptdzisat okozzak, karositjak a makrofagok kemotaktikus és antigénfelismeré
képességét és a fagocitotikus tulajdonsagukat is (Cruijsen és mtsai., 1992; Dom és mtsai.,
1992; Tarigan és mtsai., 1994; Chien és mtsai., 2009).

A sejten bellili tulélést segiti az ureaz-aktivitas, mert ezzel gyengitik a makrofagokat,
készdnhetéen az ammonia-termelésnek, amely gatolja a fagoszéma-lizoszéma kapcsolddast
a makrofagokban (Klitgaard és mtsai., 2012).

A burokban talalhaté szénhidratok és az LPS-ek is segitik még a sejten belili tulélést
(Bilinski, 1991), valamint a hé-sokk fehérje (Fuller és mtsai., 2000) és a réz-cink szuperoxid-
dizmutaz termelése is (Langford és mtsai., 1996). A burok poliszacharidoknak antifagocita
hatasuk van (Bandara és mtsai., 2003), valamint a biofilm-képz&6déssel is védi magat a

baktérium (Donlan és mtsai., 2002).

3.8. Korbonctani és koérszovettani elvaltozasok

A kérbonctani vizsgalatkor a legsulyosabb elvaltozasok a rekeszi lebenyben lathaték,
de idénként a csucs- és szivlebenyben is, valamint a tompaszél mentén sététvords vagy
feketevords, tomott tapintatu gyulladasos gocok észlelhet6k, amelyeket altalaban fibrinréteg
borit. El6fordulhat lokalisan vagy multifokalisan az egész tudére kiterjedve. A tid6é a
fibrinkivalas miatt a mellkas faldhoz tapadhat, és fibrines mellhartya-gyulladas alakul ki
(Fodor és mtsai.,, 1989a). A légcsdben és a tidbében habos, véres exsudatum lathatéd
(Molnarné és Glavits, 1981; Fodor és mtsai., 1989a). A nyirokcsomok megnagyobbodnak és
a vorosveérsejt infiltracié miatt bévériek.

A korszovettani vizsgalat esetén er6sen megszélesbedett interlobularis sovényeket
lathatunk, amelyek koét6szovettel atszéttek. Az interstitium vérerei korul is kifejezett savos
beszlrédés lathatd, az erekben pedig trombus-, illetve embdlusképzédés figyelhetd meg.
Az alveolusokban vérzéseket, 6démat, gyakran gyulladasos sejteket talalunk (Fodor és
mtsai., 1989a; Varga és mtsai., 2007). A tiddben vérzések, elhalasos teriletek, neutrofil
beszlrédés és makrofagok, valamint fibrines exsudatum lathaté (Marsteller és Fenwick,
1999).
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3.9. Szerotipizalas

Klasszikus moédszerek

A szerotipizalasi vizsgalatok a fellleti oldhaté burokpoliszacharid antigének
elkUlénitése alapjan torténnek (Perry és mitsai.,, 2005; Gottschalk és Lacouture, 2014).
A koérokozénak 15 szerotipusa volt sokaig ismert, a 16-os szerotipus a kézelmultban kerdlt
leirdsra (Sarkdzi és mtsai., 2015). Az 5-0s szerotipus 5a és 5b altipusokra oszthat6 (Nielsen,
1986b). A ll-es biotipus torzsei Eurdpaban jellemzéek, hagyomanyosan kevésbé virulensnek
tekintik 6ket (Gottschalk, 2012; Frey, 1995; Fodor és mtsai., 1989a).

A burokantigén virulenciafaktornak szamit, de a virulencia és a klinikai tlinetek A.
pleuropneumoniae torzsenként is valtozhatnak (Marsteller és Fenwick, 1999). Virulencia
szempontjabol a kovetkezOképpen lehet csoportositani az I-es biotipusba tartozé A.

pleuropneumoniae szerotipusokat:

= |egvirulensebb: 1
= kozepesen virulens: 2, 5, 9, 10, 11

= legkevésbé virulens: 3, 6, 7, 12 szerotipusok (Marsteller és Fenwick, 1999).

A szerotipizalasi prébak elbiralasat megneheziti, hogy egyes A. pleuropneumoniae
torzsek kozott keresztreakciok johetnek Iétre. Ha az egyébként egyedi szerkezetl antigének
(O-antigén) tulsagosan hasonlitanak egymasra két szerotipus kézétt, akkor tapasztalhatunk
immunoldgiai keresztreakciokat (Tuboly és mtsai., 1998). Ezeket mar tobb szerotipus kdzott
is igazoltak: 1-9-11, 3-6-8 és 4-7 szerotipusok kdzott (Marsteller és Fenwick, 1999).

Az A. pleuropneumoniae térzsek szerotipizalashoz tébbféle mddszer alkalmazhato: a
targylemez-agglutinaciés, a gydriprecipitaciés, az immundiffuziés, a komplementkotési
préba, az immunelektroforézis és a passziv hemagglutinaciés (PHA) proba (Mittal és mtsai.,
1983b; Nielsen, 1986a és 1986b; Kucerova és mitsai.,, 2005; Perry és mtsai., 2011).
A szerz6k tobbsége a passziv hemagglutinacids probat talalta a legalkalmasabb eljarasnak
specificitas és érzékenység szempontjabdl (Mittal és mtsai., 1983a; Mittal és mtsai., 1983b;
Molnar, 1990; Nielsen és mtsai., 1997).

A PHA préba Iényege, hogy oldott CPS antigéneket kdtnek vordsvértestek fellletéhez,
és pozitiv préba esetén az ellenanyagoknak a vorosvertestekhez kotott antigénekhez torténd
kapcsoldédasa agglutinaciot eredményez. Ellenkez6 esetben a vorosvértestek éles hatarral
jelzetten lellnek a csé aljara (Nielsen, 1986a és 1986b). Tébb korabbi vizsgalatban is nyulak
altal termelt hiperimmun savéval dolgoztak (Mittal és mtsai., 1983a; Nielsen, 1986a és
1986b; Fodor és mtsai., 1989a és 1989b; Dom és mtsai., 1994b; Nielsen és mtsai., 1997;
Aarestrup és Jensen, 1999; Kucerova és mtsai., 2005; Yang és mtsai., 2011). Figyelembe

kell venni, hogy kulonb6z6 teszteket egymas mellett végezve sosem kapunk teljesen

24



egységes eredményt. A koagglutinaciés proba (Co-A), a direkt immunfluoreszcencias
modszer (IF) és az agargeél-precipitacios préba (AGP) Osszehasonlitasakor a Co-A teszt
bizonyult a leginkabb érzékeny eljarasnak (Molnar, 1990).

Nem szerotipizalhatd torzseket gyakorta izolalnak kértani esetekbdl, aminek oka lehet
az, hogy ezek a tdrzsek elvesztik a burok poliszacharidjukat, viszont a genetikai mintazatuk
egyezik az adott tipustdrzzsel, és igy besorolhatéak molekularis bioldgiai modszerekkel

(Kokotovic és Angen, 2007). Masik gyakori ok, hogy ezek a térzsek nem kertilnek leirasra.

Molekularis biol6giai mdédszerek

A Kklasszikus szerotipizal6 mddszereknél tapasztalt keresztreakcidk eléfordulasan
kivil, a laboratériumi koérilmények megléte, az iddigényesség és a specifikus antitestek
jelenlétének szuksége miatt egyre inkabb el6térbe kerllnek a molekularis biologiai
modszerek (Klausen és mtsai., 2002; Sthitmatee és mtsai., 2003; Rayamajhi, és mtsai.,
2005; Broes és mitsai.,, 2007; Perry és mtsai., 2011). Kilonb6zé gének felhasznalasan
alapulo szerotipizald PCR technikak ismertek a szakirodalomban (Zhou és mtsai., 2008a).

Az omlA gén alapjan torténd szerotipizalas eredményeként az 1-9-11-es, az 5a-5b-10,
3-4-6, valamint a 2-8-as szerotipus nem kuildnithetd el egymastdl, viszont az egyéb
szerotipusok azonosithatok (Cho és Chae, 2003; Rossi és mtsai., 2013). A gyakran
elé6forduld, a toxin termelése miatt legvirulensebb szerotipusként szamon tartott 1-es
szerotipus (Gram és Ahrens, 1998) elkilénitése rendkivil fontos a diagnosztikai munkaban.
A késObb kifejlesztett omIA gén és az apx toxingének kimutatédsanak kombinaciojara
készitett rendszer eredményeként az 1-9-11-es és a 2-8-as szerotipus nem kulénithet6 el
(Jessing, és mtsai., 2003). A cps gén (burokpoliszacharidok) és az om/A gén kombinaciéban
torténé felhasznalasaval multiplex PCR proba kifejlesztésével a 2-5-6-os szerotipust
hataroztak meg és kulonitették el. Késébb a 3-6-8-as és 1-7-12-es szerotipusra is
kibOvitették a rendszert, a 3-6-8-as szerotipusok elkulonitésére a 3-as szerotipus cps
génjére specifikus PCR-t kombindltdk az apxIV toxingén kimutatasaval (Zhou és mtsai.,
2008a és 2008b). A rendszer specifikussagat kérddjelezi meg az a tény, hogy egyes
esetekben A. lignieresii-re pozitiv eredményt hozott a rendszer (Angen és mtsai., 2008).

Szintén cps gén kimutatasan alapuld6 PCR felhasznalasaval 1-2-8-as szerotipus
elkilonitése soran nem mutattak ki mas Pasteurellaceae csaladbdl szarmazo térzsek pozitiv
reakciojat (Schuchert és mtsai., 2004). Az aroA gén (egy szintazt kodolé gén) alapjan torténd
szerotipizalassal mind a 12 szerotipus megkulonboztethetd az I-es biotipusbdl. A nemzetség
tagjai kdzll egyedil az Actinobacillus equuli reagalt, viszont ez a baktériumfaj nem igényel
NAD-ot in vitro tenyésztése soran, igy kdnnyen elkllonitheté az I-es biotipusba tartozd A.
pleuropneumoniae toérzsektél (Moral és mtsai., 1999). Egy masik lehetéség az Apx

exotoxinokat kodoldé gének segitségével torténé szerotipizalas. Az Apxl és ApxIll exotoxinok
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operonja 4 gént tartalmaz. A C gén egy aktivator gén, az A gén egy inaktiv pretoxint kédold
strukturgén, a B és a D gén pedig membranhoz két6dé fehérjéket kddold gének, amelyek az
exotoxin sejtbél vald kijutasat segitik. Az Apxll toxin operonjardl hianyzik a B és a D gén,
expresszalasahoz szikséges fehérjéket az Apxl-es operonon jelen lévé B és D gének
kodoljak (Frey, 1995).

Rayamajhi és mtsai (2005) 15 szerotipusbdl 11-et tudtak elkuloniteni 5 kulonb6zé
primerpar felhasznalasaval. Az ApxIA és ApxIB primerpar hasznalata azért sziikséges, mert
majdnem mindegyik szerotipusban megtalalhaté az apxIB szekvencia, igy nem ad elegendé
informaciot, hogy a szerotipusokat elkulonitsik, viszont az apxIA fragmentumok sok esetben
nem lathatéak agarézgélen futtatva (Frey, 1995). Az ApxIl és ApxIll primerparok az ApxIl és
az Apxlll toxinok jelenlétét mutatjak meg. Az Apx4DWN-L/ApxIVA1R primerpar az operon
k6zépsd és '3 végét tartalmazza, mivel a DNS '3 vége adja a toxingén fajspecifikussagat
(Schaller és mtsai., 2001). Ez az egyetlen apxlV toxingénre specifikus primerpar, amely négy
kilénb6zdé molekulatomegl fragmentumot amplifikal, ezaltal a szerotipusonkénti eltérés
megfigyelhetd. Az 6t killonb6z8 primerparbdl alldé rendszer a 2-8-15-6s, az 5a-5b, a 9-11-es
és a 12-13-as szerotipust nem tudja elklldniteni egymastol, viszont multiplex PCR

rendszerben is mikddik (3. tablazat) (Rayamajhi és mtsai., 2005).

3. tablazat: A 15 A. pleuropneumoniae tipustdrzs apxl, apxll, apxlll és apxlV gének PCR-rel

tértént amplifikalasa soran kapott eredmény (Rayamajhi és mtsai., 2005)

P aoxlA  apdB  apxl ol apxdV apeIV oaeeIV geedV
types  TX3bp Bllbp D65hp 306bp 14500bp 2000bp 2400bp 2800bp
1 ! i ! i

2 ¥ + ! 4

3 + + 4

4 i t t t

Za + ¥ ¥ +
5h B + + +
[ t t t t

7 ¥ ¥ +
] 4 4 4 +
9 i i { i

10 1 1 1
11 + + i +

12 | | i

13 4 4 4+

14 4 + +

15 | i | i

A toxingéneken alapulé multiplex PCR technikaval egyszerre lehet meghatarozni és
szerotipizalni az adott tdrzseket, ugyanis szoros korrelaciét figyeltek meg a szerotipusok és a
toxintermelés, és az ebbdl adddo virulencia kézétt (Bossé és mtsai., 2002; Jessing és mtsai.,

2003) (4. tablazat). Lehetéség van az adott szerotipus virulenciajat megbecsilni, esetleges
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mutaciéval |étrejott atipusos térzseket kimutatni, amelyek elveszthették egyes apx

toxingénjeiket, igy akar avirulensekké is valhattak (Frey, 1995).

4. tablazat: A szerotipusok altal termelt Apx toxinok és azok operonjaban talalhato

klonb6zd funkcidval bird génszakaszok és méreteik (Bossé és mtsai., 2002).

Operon Molekulatomeg Szerotipus
Aktivator | Strukturalis | Export (kDa)
ApxI apxIC apxIA apxIBD 105-110 1, 5a, 5b, 9, 10, 11
Apxll apxlIC apxI1A - 103-105 mind, kivéve 10
ApxIll apxllC apxlIllA apxI11BD 120 2,3,4,6,8
ApxIV ORF1 apxIVA - 200 Mind

A DNS-polimorfizmus meghatarozasa soran (AFLP vizsgalatot alkalmazva) hisz
csoportot kulonitettek el és a 15 korabban ismert szerotipus kulén csoportokba lett besorolva,

mig a nem tipizalhaté térzsek is alkottak egy-egy csoportot (Kokotovic és Angen, 2007).

3.10. Szerotipusok el6fordulasi gyakorisaga

Az A. pleuropneumoniae szerotipusok rendkivul valtozatos médon oszlanak meg a
vilagban. Husz éve Eurdpaban a 2-es és a 9-es szerotipusok dominaltak, ezzel szemben
Eszak-Amerikaban az 1-es, az 5-6s és a 7-es szerotipusok fordultak elé leggyakrabban
(Marsteller és Fenwick, 1999). Eszak-Amerikaban az 1-es szerotipus visszaszorult, helyette
megnétt a 8-as és a 12-es szerotipus gyakorisaga, de tovabbra is az 5-6s és a 7-es a
leggyakoribb (Gottschalk és Lacouture, 2015). Németorszagban a 2-es, 7-es és a 9-es
szerotipusok dominalnak (Dubreil és mtsai., 2000). Belgiumban a leggyakoribb szerotipusok
a2, 3, 5b, 8 és 10 (Chiers és mtsai., 2002), amely azért érdekes, mert egy szintén belga, de
10 évvel korabbi vizsgalatban, még elég gyakorinak szamitott a 9-es szerotipus is (Dom és
mtsai., 1994b). Daniaban a 2-es szerotipus t(int a leggyakoribbnak, azonban itt késziilt
publikacid az 5a és 5b szerotipusok megkilonbdztetésérél, valamint foglalkoztak a ll-es
biotipusba tartozé A. pleuropneumoniae tdrzsekkel is (Nielsen 1986b; Nielsen és mitsai.,
1997).

Csehorszagban ezzel szemben a 9-es szerotipus a leggyakoribb (46,5%), ezt koveti
a 2-es és a 11-es (Kucerova és mtsai.,, 2005). Spanyolorszagban a 2-es, 4-es és 7-es
szerotipusok okoznak megbetegedéseket (Gutiérrez-Martin és mtsai., 2006, Maldonado és
mtsai., 2009). Nagy-Britanniaban és Brazilia dél-keleti részén a 8-as szerotipus dominal
(Bossé és mtsai., 2016). Taiwanon az 1-es szerotipus fordul el6 donté tdbbségben (Yang és
mtsai., 2011). Ausztraliaban harminc évvel ezel6tt az 1-es, 2-es, 3-as és 7-es szerotipusok

dominaltak (Eaves és Blackall, 1988), kés6bb a 12-es szerotipus terjedt el (Blackall és mtsai.,
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1999), és ahhoz hasonlitott, de nem volt egyértelmlen szerotipizalhaté a 15-6sként leirt Uj
szerotipus, amelyet eddig csak Ausztraliaban izolaltak (Blackall és mtsai., 2002).

Magyarorszagon az 1990-es években tortént vizsgalatok azt mutattadk, hogy a 2-es, a
8-as, a 10-es és a 11-es szerotipusok voltak a leggyakoribbak (Molnar, 1990). Ezen kivul
hazankban sikerilt elséként szerotipizalni a ll-es biotipusba tartozd 13-as szerotipust (Fodor
és mtsai., 1989a és 1989b).

3.11. Az A. pleuropneumoniae genomjanak vizsgalata

A telies genom vizsqalata pulzald mezejlii qgélelektroforézissel (PFGE) és a teljes

genomszekvencia

A PFGE mobdszernek koszdonhetéen vizsgalhatd a teljes baktérium genom
makrorestrikcios mintazata (Chevallier és mtsai., 1998). Az izolatumok genetikai
hasonlésagat a PFGE prokariotak esetében a genomban megtalalhaté restrikcids hasitasi
helyek megléte vagy hianya alapjan vizsgalja (Kardos és Kiss, 2005). Filogenetikai és
rendszertani kdvetkeztetések ugyan nem vonhatoéak le, de a PFGE-vel torténd tipizalas, mint
molekularis biologiai modszer, kivaléan alkalmas a vizsgalt izolatumok kozti genetikai
rokonsag vizsgalatara a kapott mintazatok hasonlésagai és kildnbségei alapjan (Riley,
2005).

Foote és mtsai. (2008) az 5b tipustdrzs teljes genomszekvencigjanak vizsgalata
soran nem talaltak DNS plazmidot, amely mas A. pleuropneumoniae térzsben eléfordul, és a
kromoszéma nem tartalmazott duplikalé régiokat. Bossé és mtsai. (2016) egy kortani
mintabdl izolalt térzs teljes genomszekvencigjat irtdk le (8-as szerotipus), és ebben a
torzsben sem talaltak plazmidot. El6zetesen megvizsgaltak, hogy a referenciatorzsek milyen
mértékben képesek a természetes atalakulasra és a 8-as tipustdrzs igen alacsony
hajlandésagot mutatott erre. Az 5b tipustérzsh6z hasonléan ez a sajat izolatum is
tartalmazza a teljes génkészletet, ami az atalakulast kodolja, de a természetes atalakulas

mégsem hatékony az izolatum esetében.

A 16S rRNS gén

A 16S rRNS gén szekvendldsa kivald eszkdéz a baktériumok filogenetikai

rokonsaganak feltérképezéseére, a kildonb6z6 forrasokbdl, kdrnyezeti mintakbdl vagy klinikai
anyagokbol szarmazdé Dbaktériumok azonositasara. Napjainkban a laboratériumok
rutinszerlien alkalmazzak, féleg, ha az azonositandé baktérium igényes, nehezen
tenyészthetd és lassan ndvekszik, hagyomanyos modszerekkel nehezen azonosithato.
A 16S rRNS gén egy konzervativ régio, jellemzd sok baktériumra és az erre tervezett
univerzalis primer lehetévé teszi, hogy a baktériumot fajszinten azonositsuk (Vandamme és

mtsai., 1996). Relman altal 1993-ban leirt Escherichia coli konzervativ régiéra (egy 440 bp-
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bdl allé génszakasz (930-1370)) tervezett primerpar jol alkalmazhaté a baktériumok, igy az A.
pleuropneumoniae fajszintl meghatarozasara is. Univerzalis primerpart terveztek (16S-up és
16S-do), melyek az Actinobacillus nemzetségre specifikusak (da Costa és mtsai., 2004), de
nem csak nemzetségekre, hanem baktériumfajokra, mint pl. a Histophilus somni-ra is

terveztek specifikus primert (Angen és mtsai., 1998).

3.12. Az A. pleuropneumoniae elleni ellenanyagok kimutatasa

A szubklinikai fertézés vizsgalatara alkalmas a vérbdl torténd ellenanyag kimutatasa
ELISA moddszerrel. A negativ allomanyok rendszeres szlirése is nagyon fontos, mert igy
elkerulhetd, hogy pozitiv allatok keriljenek be egy mentes allomanyba (Gottschalk, 2015).
Kereskedelmi forgalomban tobbféle ELISA kit kaphatdé. A szerotipus-specifikus ELISA
rendszerek, amelyek a hosszi lancu lipoliszacharidok elleni specifikus ellenanyagokat
mutatjak ki, a leggyakrabban el6forduld szerotipusokra késziiltek (Costa és mtsai., 2011).
Az ApxlV toxin ellen termelt ellenanyag kimutatasa is lehetséges ELISA rendszerrel, de
ebben az esetben csak azt tudjuk, hogy A. pleuropneumoniae-val fert6zott az allomany, az
hogy milyen szerotipus lehet, arrol nem kapunk informaciét. A legtdbb hagyomanyos
allomanyban egy vagy tobb, altalaban alacsony virulenciaval rendelkezd

A. pleuropneumoniae torzs fordul el (Gottschalk, 2012).

3.13. Gyogykezelés, védekezés

Antibiotikum-érzékenyséq

A betegség gyogykezelésére egyedi és allomanyszinten adott kullénféle
antibiotikumokat alkalmaznak. Az A. pleuropneumoniae a Pasteurellaceae csaladba tartozo
tobbi baktériumfajhoz hasonléan kuldonb6zd mértékben rezisztens egyes antibiotikumokkal
szemben (Dom és mtsai., 1994b; Yoshimura és mtsai., 2002; Nedbalcova és mtsai., 2005;
Kucerova és mtsai., 2011). A gyogykezelésnél mindig szem el6tt kell tartani, hogy az
antibiotikum-rezisztencia orszagonként, de még sertésallomanyonként is valtozhat a
felhasznalt hatéanyagoknak megfeleléen, éppen ezért a koértani esetekbdl a kérokozéd
izolalasa és az antibiotikum-érzékenység meghatarozasa elengedhetetlen a helyes kezelés
kivalasztasahoz.

Az A. pleuropneumoniae okozta pleuropneumonia kezelésére tobbféle antibiotikumot
hasznalnak, amelyek osztalyozasa humangyogyaszati fontossagi sorrend alapjan torténik.

Bizonyos antibiotikumokra az A. pleuropneumoniae toérzsek kozel 100%-ban
érzékenyek (pl. ceftiofur, amoxicillin-klavulansav, florfenikol, enrofloxacin).
Humangyogyaszati érdekeket is szem el6tt tartva az elsédlegesen alkalmazott szerek azok
az antibiotikum csoportok, amelyek human felhasznalasra nem, vagy alig kerllnek

(pl. florfenikol, spektinomicin, szulfonamidok). Ide soroljak a tetraciklineket is, amikkel
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szemben az A. pleuropneumniae torzsek szerte a vilagban egyre fokozodo rezisztenciat
mutatnak. Masodik vonalbeli szerek kdézé azokat a csoportokat soroljuk, amelyeket csak
rezisztencia-vizsgalatot kovetéen lenne szabad alkalmazni, de ennek ellenére gyakorta
torténik vellk kezelés egyedileg, ill. allomanyszinten. Ebbe az osztalyba tartoznak a
makrolidok (tilmikozin, tulatromicin, tildipirozin), amelyek a tudében baktericiddé alakulnak, a
penicillinek (penicillin, amoxicillin, ampicillin), az 1. és 2. generaciés cefalosporinok, valamint
a gentamicin és linkomicin.

Harmadik vonalbeli szerek osztalyaba azokat a hatdanyagokat soroljuk, amelyek
kizarélag diagnosztikai és rezisztencia-vizsgalatot kovetéen kerilhetnek felhasznalasra,
ezzel is dvva a humangyogyaszati érdekeket. Idetartoznak a fluorokinolonok (enrofloxacin,
marbofloxacin) és a 3. és 4. generacioés cefalosporinok (cefquinom).

Az izolalt A. pleuropneumoniae térzsek a vilag legnagyobb részén a tetraciklinekkel
szemben mutatnak rezisztenciat, ez aldl kivételt Japan és Taiwan képez (Nedbalcova és
mtsai., 2005, Yoshimura és mtsai., 2002). A tiamulinnal szemben az izolalt térzsek 72,7%-a
mutatott rezisztenciat (Nedbalcova és mtsai., 2005). Tobb kutaté allitja, hogy nincs kapcsolat
az antibiotikum-érzékenyseg és a szerotipusok kdzott, de néhanyan véltek felfedezni némi
Osszefliggést az antibiotikum-rezisztencia és néhany A. pleuropneumoniae szerotipus kézott
(Yoshimura és mtsai., 2002).

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokra két alapvet6 modszert hasznalnak: a
gyakorlati szempontbdl érdekes és gyors eredményt add korongdiffuzids eljarast, valamint az
un. legkisebb gatlé koncentracié (MIC) meghatarozasara iranyuld leves- vagy agarhigitasos
modszert.

Taiwanban korongdiffuzios vizsgalat soran dsszesen 10 antibiotikumot vizsgaltak
(amoxicillin, ampicillin, ceftiofur, cefalotin, kiéramfenikol, doxiciklin, gentamicin, lincospektin,
nitrofurantoin, oxitetraciklin). A vizsgalat eredményeként a ceftiofurra mutatott érzékenység
100%-0s, mig az oxitetraciklinre mutatott érzékenység 47,4%-os lett. Komoly problémat
jelent, hogy az eredmények ellenére az oxitetraciklint orszagaban prevenciora hasznaljak,
pedig a nagyfoku rezisztencia miatt nem szabadna (Yang és mtsai., 2011).

A 2000-es évek elején Csehoszagban korongdiffuzios vizsgalatok alapjan
kismértékben névekvd rezisztencia volt megfigyelheté amoxicillin-klavulansavval szemben,
de erbteljesen nétt a rezisztencia tetraciklinekkel, norfloxacinnal és tiamulinnal szemben. Az
eritromicinnel szemben a vizsgalatba vont torzsek, az izolalas évétdl figgetlenul kézel 100%-
ban rezisztensek voltak (Nedbalcova és mtsai., 2005).

Ugyanez a kutatécsoport 2007 és 2011 kdzott izolalt A. pleuropneumoniae térzsekre
célzottan a béta-laktam antibiotikumokat vizsgalta. A MIC-érték meghatarozasa utan kis
mértékl rezisztenciat talaltak az izolalt térzsek koézott ampicillinnel és amoxicillin-

klavulansavval szemben, mig ceftiofurra és cefquinomra a térzsek kdzel 100%-a érzékeny
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volt, rezisztenciat nem talaltak (Nedbalcova és mtsai., 2014). Ceftiofurra régéta nagyon
magas érzékenyseégrél szamolnak be kilénbdz6 orszagokban izolalt A. pleuropneumoniae
torzsek esetében (Chang és mtsai., 2002). 2002 és 2006 kozoti A. pleuropneumoniae
izolatumok érzékenységét vizsgaltdk egy nagy paneuropai monitoring MIC-vizsgalat
keretében. Minden tOrzs érzékeny volt amoxicillin-klavulansavra, ceftiofurra, florfenikolra,
tiamulinra és tilmikozinra, enrofloxacinnal szemben kevesebb, mint 1% volt rezisztens.
Potencionalt szulfonamiddal (SXT) szemben a torzsek 4,5%-a rezisztens volt, mig tetraciklin-
rezisztencia elérte a 14,7%-ot (de Jong és mtsai., 2014).

2009 és 2012 kozott hasonlo vizsgalatot végeztek tiz eurdpai orszagbdl izolalt, 158
A. pleuropneumoniae torzs esetében. A kapott eredmények alapjan tovabbra is minden
vizsgalt térzs érzékeny amoxicillin-klavulansavra és ceftiofurra, mig florfenikollal és
tiimikozinnal szemben a tdorzsek kevesebb, mint 1%-a volt rezisztens. Enrofloxacinnal
szemben 0,4%-r6l 1,3%-ra nétt a rezisztencia. Potencialt szulfonamiddal szemben (SXT)
viszont csokkent a rezisztencia, valamint tetraciklinekkel szemben az elmult tiz évben a
rezisztencia novekedését allapitottdk meg. Ebbe a vizsgalatba mar a tulatromicint is
bevontak, amire minden torzs érzékenynek bizonyult (El Garch és mtsai., 2016).

A korongdiffuziés moddszer és a leveshigitdsos mikromddszer eredmeényeit
Osszehasonlitva Daniaban szoros korrelaciét allapitottak meg penicillin, enrofloxacin,
spektinomicin, tiamulin és tilozin esetében, viszont ceftiofurral és SXT-vel szemben tébb
térzs is rezisztens volt korongdiffuzidés vizsgalat soran. Ezt a nem megfeleléen beallitott
standard zénahatarértékekkel magyaraztak, hiszen a MIC-értékek ezekre az
antibiotikumokra joval a hatarérték alatt voltak (Aarestrup és Jensen, 1999).

Az allomany szinten elengedhetetlen a takarmanyba, illetve ivévizbe kevert
antibiotikumos kezelés, de heveny megbetegedés esetén célszeri az antibiotikumot
injekcios formaban adni az allatoknak, ugyanis egy sulyosan beteg, lazas sertés
valdszinlleg nem tud elegendd gyogyszert a takarmannyal vagy a vizzel magahoz venni

(Yang és mtsai., 2011).

Antibiotikum-rezisztenciagének

Az A. pleuropneumoniae antibiotikum-rezisztenciajanak hatterében szamos tényez6
mellett sokszor rezisztenciagének allnak. A béta-latam antibiotikumokkal szembeni
rezisztencidért a béta-laktamaz enzim termelését szabalyoz6 gének a felel6sek (pl. blaros-1)-
A tetraciklin rezisztencia kialakulasaban is tobbféle gén széba johet (tetA, tetB, tetC, tetl,
tetK, tetH, tetO), amelyek mas-mas rezisztenciaért felelés részt kédolnak és ezek a gének
nem csak az A. pleuropneumoniae fajban talalhatéak meg (Levy és mtsai.,, 1999).

A makrolidokkal szembeni rezisztencia hatterében is sokszor kimutathatok a
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rezisztenciagének (ErmA, ErmC) (Wasteson és mtsai., 1996; Dayao és mtsai., 2016a és
2016b).

Vakcinak hasznalata

A betegség megel6zésére kulonbozé torzskonyvezett, kereskedelmi forgalomban
lévé vakcinak hasznalhatok. Vakcinazaskor figyelembe kell venni, hogy a fellleti antigénekre
alapozott esetben a védelem szerotipus-specifikus. Endémiasan fert6z6tt nagyobb
tenyészetekben a betegség kartételeinek megel6zésére érdemes az adott allomanyban
el6forduld leggyakoribb szerotipusu torzseket tartalmazo inaktivalt telepspecifikus vakcinat
hasznalni, de a forgalomban lévé oltdbanyagok is alkalmasak, ha tartalmazzak az adott
allomanyban eléfordulé szerotipust, szerotipusokat (Haesebrouck és mtsai., 2004).

Az inaktivalt bakterin tipusi vakcinak hével vagy formalinnal eldlt teljes
baktériumsejtet tartalmazzak. Nagy elénye ennek a tipusu vakcinanak, hogy sejtes
antigéneket és immunogéneket nagy szamban tartalmaz, de nem okoz karosodast a
szOvetekben. Hatranya, hogy csak a homoldg szerotipussal szemben ad védelmet, mas
szerotipusokkal szemben nem (Thacker és Mulks, 1988; Fenwick és Henry, 1994; Satran és
mtsai., 2003).

Az alegységvakcinak olyan specifikus fehérjéit vagy szénhidratjait tartalmazzak a
baktériumnak, amelyek a protektiv immunitasért felelnek. Az A. pleuropneumoniae esetében
ezek a fellleti 0sszetevék a burokban talalhatok, ide tartoznak a lipopoliszacharidok és a
membranfehérjék.

A legnagyobb probléma az, hogy a szerotipusok rendkivil nagy heterogenitast
mutatnak a burok- és a lipopoliszacharidokat illetéen (Perry és mtsai.,1990; Dubreuil és
mtsai., 2000), emiatt az ilyenfajta alegységvakcindk nem biztositanak heterolég védelmet
(Rioux és mtsai., 1997). A PalA kulsémembran-fehérje vakcinaban valé alkalmazasahoz
nagy reményeket flztek (Frey és mtsai., 1996), de késébb kiderllt, hogy az immunrendszer
A. pleuropneumoniae-val szembeni védekezését negativ iranyba befolyasolja (van den
Bosch és Frey, 2003).

Az Apx toxinok rendkivil jo immunogének, igy a bel6luk készult, inaktivalt toxinokat
tartalmazo, un. toxoid vakcinak jo ellenanyagvalaszt indukalnak a szervezetben (Byrd és
Kadis, 1992; van den Bosch és mtsai., 1992; Madsen és mtsai., 1995). A toxoid vakcinak
standardizalt mennyiségben tartalmaznak Apxl, Apxll és/vagy Apxlll inaktivalt toxint (Chiers
és mtsai., 1998; van Overbeke és mtsai., 2001; Habrun és mtsai., 2002; van den Bosch és
Frey, 2003; Tumamao és mtsai., 2004; Meeusen és mtsai., 2007). Az A. pleuropneumoniae
1-es szerotipusa Apxl és Apxll toxint is termel. Egy egerekkel végzett kisérlet soran azt
talaltak, hogy az Apxl toxin N-termindlis része j6 védelmet biztosit heteroldg toérzsekkel

szemben is (Seah és mtsai., 2002). Késébbi vakcinazasi kisérletekben az Apxlll N- és C-
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termindljai szintén magas védelmet biztositottak, ami azzal magyarazhatd, hogy ezek a
részek felelések a citotoxin-neutralizalo aktivitasért (Seah és Kwang, 2004).

Az él6, attenualt vakcindk mindig magukban rejtik azt a veszélyt, hogy teljes
virulenciaval biré fenotipussa alakulhatnak. Viszont a gyengitett, de él6 baktérium sokkal
nagyobb keresztvédelmet képes kivaltani, aminek az oka az, hogy a legtobb protektiv
antigén in vivo expresszalodik. Viszont ha ez elegendd lenne a teljes védelemre, akkor azt is
gondolhatnank, hogy egy vadvirulens tdrzzsel valé fert6z6dés elegendd ahhoz, hogy az
ellene termelt ellenanyagok a késébbiekben megvédjék a sertést a homoldg és heterolog A.
pleuropneumoniae szerotipusokkal szemben (Nielsen, 1984; Cruijsen és mtsai., 1995;
Haesebrouck és mtsai., 1996).

A telepspecifikus vakcina egyszerre tébb bakterialis betegség kérokozoéjaval szemben
tudja emelni az egyedek és igy az allomany védettségét és az adott foldrajzi terlleten
(telepen, telepllésen) el6forduléd szerotipusi korokozékkal szembeni immunvalasz
kialakulasat szolgalja. Ennek koészonhetd, hogy az A. pleuropneumoniae szerotipusokkal
szemben esetleg jobb védelmet biztosithat a kereskedelmi forgalomban [évé,
torzskdnyvezett vakcinakhoz képest. A modszert (autovakcina) a human gyogyaszatban is
nagy sikerrel alkalmazzak (Zagolski és mtsai., 2015).

Jelenleg nincs olyan alegységvakcina a piacon, amely teljes és teljesen kielégit6
védelmet nyuljtana a 16 A. pleuropneumoniae szerotipussal szemben. Ennek oka abban
keresend6, hogy a legtdbb virulenciafaktor csak az allatban expresszalodik (Schaller és
mtsai., 1999).

Magyarorszagon jelenleg kereskedelmi forgalomban torzskdnyvezett, inaktivalt,
bakterin tipusu, valamint inaktivalt, standardizalt mennyiségben A. pleuropneumoniae
toxinokat és kulsé membran fehérjét tartalmazé vakcinak vannak. Ezeken kivil elérheték az
allatallomanyra szabott, az adott allatallomanyban megtalalhato, kortani esetekbdl szarmazoé
szerotipusUl tdrzseket tartalmazé telepspecifikus vakcinak is. Uj A. pleuropneumoniae
szerotipus felbukkanasa és az altala okozott heveny kérkép egy allomanyban mindig kihivast

jelent az allatorvos szamara, hiszen a vakcinazasi protokolt ennek megfeléen kell alakitani.
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4. Anyag és modszer
41. Mintagyiijtés

Az A. pleuropneumoniae térzsek gyljtése soran arra térekedtiink, hogy térzseink az
orszag minél tdbb sertésallomanyabdl szarmazzanak. A mintagytijtés telepi kiszallasok és
vagohidi vizsgalatok keretében 2012. januar és 2016 juniusa kdzott tértént. Magyarorszag
két nagy vagohidjan tobbszor is gyUjtéttink tonsilla- és tudémintat (1. abra). Tobb
gyogyszerforgalmazd cég terileti képvisel6je, valamint sertéstelepeket ellatdé allatorvosok
segitettek, hogy azokrél a sertéstelepekrél, ahol heveny jarvanykitdrés miatt

pleuropneumonia tineteit kdvetden elhullas tértént, a tidéminta laboratériumunkba érkezzen.

1. dbra: Tudévizsgalat vagohidon, (nyil: idult actinobacillus pleuropneumonias goc)

4.2. A mintak eredete
Tiidé és tonsilla

A mintagydjtés négy és fél éve alatt 18 megyébdl 70 sertésallomanybdl gydijtottink
tidét. Osszesen 634 tiidéminta alapjan vizsgaltuk az A. pleuropneumoniae eléfordulasat.
Egy-egy allomanybdl gyakran tdébb tidét is gydjtéttink, illetve tébb teleprél egy éven belll
tobbszor érkezett be tudéminta, ahogy vagohidi gylijtések soran is eléfordult, hogy
ugyanabbdl az allomanybdl tdbbszér vettink mintat. Ha a szerotipus a mintagy(jtések
idépontjaiban nem valtozott, akkor csak egy izolatumot vizsgaltunk a tovabbiakban egy
allomanybdl.

Munkank soran 40 sertés tonsilldjat vizsgaltuk meg, melyek kozl
6 Hajduszoboszlorél (4 tonsilla vagoéhidi gydijtésbél, 1 hizé telepi elhullasbdl bekildve,

1 tonsilla 28 napos malacbdl, telepi elhullas), 14 Ormandlakrél (mind heveny actinobacillus
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pleuropneumoniaban elhullott hizé mandulaja) és 20 Derecskérdl (selejt kocak tonsillaja) lett
vizsgalatra kildve. A Derecskérél szarmazé mintak kivételével a tudét is vizsgaltuk, és
azokbdl A. pleuropneumoniae baktériumot izolaltunk.

2016 februarjaban Soponyardél, egy vadbegyijté helyrél 68 vaddisznobdl szarmazo
tonsillat gydijtéttink. A mintak 8 kilénb6zd megyebdl (Baranya, Fejér, Gydér-Moson-Sopron,
Komarom-Esztergom, Somogy, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Tolna, Veszprém) szarmaztak.
A tonsillakat kilén-kialdon csomagolva hitétaskaban szallitottuk a tanszék laboratériumaba,
ahol azonositészamuk feljegyzését kdvetéen egyedi sorszammal lattuk el 6ket és egyenként
csomagolva fagyasztoladaban -20 °C-on taroltuk a bakterioldgiai vizsgalat megkezdéséig.

Egy Hajdu-Bihar megyei sertéstelepen a heveny actinobacillus pleuropneumoniat egy
nem besorolhaté szerotipusba tartozé térzs okozta, és emiatt felmerilt a gyanu, hogy az
addig alkalmazott bakterin tipusu vakcina nem alkalmas a betegség megel6zésere. Toxoid
tipusu vakcinara valtottak, és fél évvel késébb vagohidon gydijtott, idult elvaltozasokat mutaté

tudémintakat hoztak a laboratoriumunkba a korokozo izolalasa céljabdl.

Korabban izolalt A. pleuropneumoniae térzsek

Vizsgalatainkba bevontuk azt a 47, l-es biotipusba és 28, ll-es biotipusba sorolt
A. pleuropneumoniae torzset, amelyeket tanszékinkoén 1995 és 2010 kdzétt izolaltak és a
tanszék torzsgydljteményében -80 °C-on taroltak. Csak 28 térzs pontos eredete ismert, ezek
9 megyébdl 12 sertésallomanybdl szarmaznak, két allomanybdl izolaltak két-két kilénbdzd
szerotipust. Igy Osszesen 14 izolatumot hasonlitunk az altalunk izolalt torzsek
szerotipusahoz. A tdorzsek az els6dleges biokémiai tulajdonsagaik alapjan lettek

A. pleuropneumoniae fajként meghatarozva.

Tipustdrzsek
A hiperimmun savo eléallitasahoz, valamint vizsgalomodszereink

minéségellenérzéséhez a tipustdrzseket Dr. O. Angen bocsatotta felhasznalasra (Dan

Allategészségligyi Intézet, Mikrobioldgiai Osztaly, Koppenhaga) (5. tablazat).

5. tablazat: A 15 tipustorzs referencia szama

Referencia szam | Szerotipus | Referencia szam | Szerotipus

Shope 4074 1 405 8
S1536 2 CVI13261 9
S1421 3 D13039 10

M62 4 56153 11

K17 5a 8329 12

L20 5b N273 13

Femd 6 3906 14
WF83 7 HS143 15
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4.3. A szervmintak feldolgozasa

A telepi és vagohidi kiszallasok alkalmaval a tudémintakat hiitétaskaban szallitottuk
az ATE Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék bakteriolégiai laboratériumaba. Abban az
esetben, ha a telepen elhullas tértént, a bekildé allatorvosok a szerveket 4 °C-ra hiitve, vagy
-20 °C-on taroltak a bekulldésig. A laboratériumban az elvaltozast mutatd tudérészt forro
szikepengével leégettik, majd steril szikével megnyitva egy kacsnyi mennyiséget vettlink a
metszéslapra 0ml6 véres valadékbol és a tud6é allomanyabdl. A mintat 10% juhvért
tartalmazo tripton-szdja agarra (TSA, Biolab Zrt.) oltottuk. A lehetséges NAD-fligg8ség miatt
a szélesztést kdvetben S. aureus-szal torténé athuzassal dajkatenyészetet készitettliink. A
leoltas utan a taptalajokat aerob kériimények kozott 24 6ran at 5% CO, jelenlétében 37 °C-
os termosztatban inkubaltuk, majd szintenyészetet allitottunk el6. A morfologiai, tenyésztési
és biokémiai tulajdonsagai alapjan A. pleuropneumoniae l-es vagy ll-es biotipusnak bizonyult
torzseket tovabbi felhasznalasukig 25% steril glicerint tartalmazé taplevesbe szuszpendalva
mélyh(tében (-80 °C-on) taroltuk (Barrow és Feltham, 2003).

A tonsillat forré szikepengével leégettik, majd steril szikepengével rametszettink és
az allomanyabdl kb. 100 pl mennyiséget kikapartunk és 600 pl fiziologias konyhasooldatba
szuszpendaltuk. A Jacobsen és Nielsen (1995) altal leirtak alapjan a szuszpenziébdl 50 pl-t
tettlink a taptalajra, ezt steril Gvegbottal szélesztettliik, majd az Uvegbottal egy masodik
taptalajra is oltottunk. A tenyészeteket 24 déran keresztll 37 °C-on inkubaltuk. A telepek
elbiralasat, morfologiai, biokémiai és tenyésztési sajatossagainak vizsgalatat standard

leirdsok alapjan végeztik (Barrow és Feltham, 2003).

4.4. A koérokozé azonositasa tenyésztési, morfolégiai és biokémiai tulajdonsagai
alapjan

Az A. pleuropneumoniae-ra emlékeztett torzsek esetében vizsgaltuk a NAD-
fluggbséget, a hemolizist, majd a biokémiai és a morfoldgiai tulajdonsagaikat klasszikus,
standard bakteriologiai médszerek segitségével vizsgaltuk. A baktérium alakjat és festédését
24 6ras baktériumtenyészetekbdl készitett Gram-szerint festett kenetek 1000x-es
nagyitasanak fénymikroszkopos vizsgalataval hataroztuk meg.

Az izolalt torzseknél elvégeztik zsirtalanitott targylemezen a katalaz-probat. Kacsnyi
mennyiségl baktériumra 3%-o0s hidrogén-peroxidot (H.O,) cseppentettiink és az elbiralast
szabad szemmel végeztiuk a gazképzddés (O,) meginduldsa vagy hianya alapjan.

A citokrom-oxidaz C enzim kimutatasat (oxidaz préba) szlrépapiron, steril mianyag
Petri-csészében végeztik. A 4-5 telepnyi baktériumot steril, miianyag kaccsal vettik fel és
kentlk a sz(irépapir fellletére, majd tetrametil-parafenilén-diamin (Sigma) vizes oldatat tettik

ra, amelyet mindig frissen készitettlink, és 10 masodpercen bellll szabad szemmel elbiraltuk
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a pozitiv eredményt jelz6 kék szinvaltozas meglétét vagy hianyat. (Barrow és Feltham,
2003).

4.5. A baktérium azonositasa a 16S rRNS gén részletének vizsgalataval
Egyes klasszikus szerotipizalhaté modszerrel nem besorolhatd térzsek (2. fliggelék)

vizsgalatat 16S rRNS génszakasz kimutatasan alapulé6 PCR modszerrel végeztuk el.

4.5.1. DNS-kivonas

A DNS-kivonas soran a kereskedelmi forgalomban kaphaté QIAGEN QlAamp® DNA
Mini Kit, DNS-kivonét hasznaltuk (Qiagen Inc., USA) és a gyartd ajanlasait (Protocol C és
Tissue protocol) kévettik. A friss izolatumbdl szintenyészetet hoztunk létre, vagy a -80 °C-on
tarolt baktériumtorzseket véresagarra vagy NAD-ot tartalmazd csokoladéagarra oltottuk,
majd 24 oras inkubacié elteltével kivontuk a DNS-t. Egy-egy oltékacsnyi telepet 180 ul ATL
pufferbe (szovetoldd puffer) szuszpendaltuk, hozzaadtunk 20 ul Proteinaz K-t (Fermentas,
Litvania), majd Osszerazas utan 56 °C-on a teljes feloldédasig inkubaltuk (2-3 6ra) 6ket.
Az inkubaciot kovetéen a csé kupakjarol centrifugalassal tavolitottuk el a cseppeket, majd
200 plI Buffer AL-t (old6 puffer) adtunk a mintahoz, 15 masodpercig kevertik és 70 °C-on 10
percig inkubaltuk. A centrifugalast kdvetéen 200 pl etil-alkoholt (96%) adtunk az elegyhez, 15
masodpercig kevertik, majd lecentrifugaliuk és athelyeztik egy specialis sz(ir6bdl és
gy(ijtéesdbdl allé 2 ml-es csébe (QAIAAmMp Spin Column). A mintakat 6000 g-vel (8000 rpm)
centrifugaltuk 1 percig, a szlrletet tartalmazé gyUijtéesévet Ujra cseréltik, 500 ul Buffer AW
(viz puffer1) oldatot pipettaztunk a sz(ir6s csdébe és megismételtlik a centrifugalast.
A gyUjtécsd cseréjét kovetéen 500 pl Buffer AW2 (viz puffer2) oldatot adtunk a mintahoz és
20000 g-vel (14000 rpm) 3 percig centrifugaltuk. A gy(ijtécsévet 1,5 ml-es mikrocentrifuga
csére cserélttk és a mintdhoz 100 pl Buffer AE (kivoné puffer) oldatot adtunk,
szobah6mérsékleten 1 percig inkubaltuk és centrifugaltuk. A miveletsor befejeztével 100 pl

kivont DNS-t kaptunk, melyet tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltunk.

4.5.2. Az A. pleuropneumoniae térzsek 16S rRNS gén részletének amplifikalasa

A PCR soran egy 440 bp méretli 16S rRNS génszakaszt amplifikaltunk, amely az E.
coli DNS-ének 930-1370 helyez6désének felel meg. A 91E forward primert (5-
GGAATTCAAAKGAATTGACGGGGGC-3)) és a 13B reverz primert  (5'-
CGGGATCCCAGGCCCGGGAACGTATTCAC-3’) hasznaltuk (Mignard és Flandrois, 2006).

A PCR elegy Osszetevéit a 6. tablazat tartalmazza.
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6. tablazat: A PCR reakcidelegy 0sszetétele:

Reakciodelegy Térfogat (ul)
H,O: MilliQ 27,5
Puffer: GoTaq 10
MgCl, (25 mM) 5
dNTP (10 mM) 1
(10 uM) primer F1 2
(10 yM) primer R1 2
Taq: GoTaq (5 U/ul) 0,5
DNS 2
Végsé térfogat 50

A PCR soran hasznalt vegyszerek eredete: Taq puffer, dANTP, MgCl, (Fermentas, Litvania),
primerek (Sigma), polimeraz (Thermo Scientific).
A PCR reakciét a Biometra T-personal 48 Thermal Cycler (Biocompare®, USA)

készllékkel végeztik. A PCR programot az 7. tablazatban foglaltuk dssze.

7. tablazat: A 16S rRNS gén PCR soran alkalmazott program:

95 °C 2 perc

95 °C 30 masodperc

55°C 30 masodperc } 40x
72 °C 1 perc

72 °C 5 perc

4.5.3. Agardzgél elektroforézis

A PCR termékeket agarozgél elektroforézissel mutattuk ki. DNS-hez kot6dd
GRGreen Nucleic AcidGel Stain festéket (Thermo Scientific, USA) hasznaltunk. A 2%-os
agardzgel dermedését kdvetben a zsebekbe 15-15 ul terméket, a kiértékelés segitésére a
legszélsd zsebbe pedig 3,5 yl molekulatémeg-markert (GeneRuler 1kb DNA ladder, Thermo
Scientific, USA) pipettaztunk. A gélelektroforézis TAE (40 mM Tris-acetat és 1 mM EDTA; pH
8,3) pufferben 100 V-os feszlltségen 30 percen keresztll tartott. A termékeket UV fény
segitségével tettlk lathatova, és egy digitdlis kamera (Kodak, USA) segitségével

elektronikusan rogzitettuk és leolvastuk az eredményeket.

4.5.4. A PCR termékek kivonasa az agarozgélbdl

QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen Inc., USA) DNS tisztitdé kit segitségével
tisztitottuk ki a gyarto ajanlasa szerint.

Az agardzgélbdl egy steril szikepengével kivagtuk azt a legkisebb géldarabot, ami
tartalmazta a PCR terméket és meghataroztuk a tdmegét - 100 mg ~ 100 pl dsszefliggést
alkalmazva - és ezt kdvetéen haromszoros QG oldopuffert adtunk hozza. A géldarabot az

oldépufferben 50 °C-on inkubaltuk a gél feloldodasaig (altalaban 10 perc), amikor az
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oldatunk sarga szinlvé valt. Ezutdan egyszeres mennyiségl izopropil-alkoholt adtunk az
elegyhez és alaposan elkevertuk. A homogén keveréket 2 ml-es gyljtécsé szlrével ellatott
centrifugacsévébe pipettaztuk és 1 percig =210.000 g-n (~ 13.000 rpm) centrifugaltuk.
A centrifugazott és igy atszlrt folyadékot eldntéttik, majd 500 yl QG mértink ra és ujbdl 1
percen keresztil centrifugaltuk. Eldntve az atszlrt folyadékot a szirére 750 uyl PE
mosopuffert pipettaztunk, 5 percen keresztil szobahdn inkubaltuk, majd lecentrifugaltuk
10.000 g-n (~ 13.000 rpm). Elontéttik a szlrletet és Ujabb egy percig centrifugaltuk. Ezutan a
centrifugacsoévet 1,5 ml Grtartalm{ mikrocentrifugacsébe helyeztiik 50 ul EB kioldé puffert (10
MmTris-Cl; pH 8,5) mértink ra, 5 percet szobah6én inkubaltuk és 1 percen keresztil a
legmagasabb fordulatszamon ~ 20.000 g (~ 15.000 rpm) centrifugaltuk, amelynek soran a
DNS a szir6é membranjardl a folyadékfazisba kerilt. Az agarézgélbdl kitisztitott PCR

termékeket -20 °C-on taroltuk.

4.5.5. A 16S rRNS génrészlet bazissorrendjének meghatarozasa, vizsgalata

A kitisztitott PCR termékek bazissorrendjét a Magyar Természettudomanyi Mdzeum
Molekularis Taxondmiai Laboratériumaban hataroztattuk meg. A BLAST algoritmuson
(Altschul és mtsai., 1997) alapul6 elemzéprogramok segitségével dsszevetettilk a 16S rRNS

génrészlet szekvenciajat az NCBI honlapjan elérhet6 adatbazissal.

4.6. Az A. pleuropneumoniae torzsek szerotipizalasa

Hiperimmun savo termelése

Az A. pleuropneumoniae 15 tipustérzsével, valamint 6 altalunk izolalt nem
besorolhato térzzsel szemben nyulakban hiperimmun savét termeltettink Biberstein (1978)
modszerével. Az eljaras soran az l-es biotipusba tartozé A. pleuropneumoniae tdérzseket
pedig TSA alapu véresagarra oltottuk, és 24 ¢6ran keresztil 37 °C-on inkubaltuk. Ezt
kdvetéen 40 ml fizioldgias konyhaséoldatba szuszpendaltuk a baktériumokat (nagyjabdl 3 x
10"° telepformalé egység/ml (TFE/ml)) és 0,5% formaldehidet adtunk hozza.

A szuszpenziét 1 6ran keresztll szobahédmérsékleten inkubaltuk, majd az inaktivalt
baktériumokat centrifugalas utan fizioldgias konyhaséoldatban szuszpendaltuk és 4 °C-on
taroltuk a felhasznalasig. Mind a 15 tipustdrzs antigénjével harom-harom, mig a 6 nem
besorolt torzs antigénjével két-két, kb 3 kg-os nyulat oltottunk. Az els6 oltas alkalmaval
0,5 ml-t injektaltunk bér ala, majd 3-4 napos idékdzdkkel 1,0; 2,0; 3,0; 3,0; 3,0 ml kdvetkezett
intravénasan beadva. Az utolsé oltast kdvetéen egy hét elteltével kerilt sor a nyulak
elvéreztetésére, amely teljes anesztézia mellett toértént (kisérleti engedély szama:
22.1/2703/003/2009). A savot kis adagokban -20 °C-ra fagyasztottuk a késébbi

felhasznalasig.
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A passziv hemagqgqlutinacios probaba bevont A. pleuropneumoniae térzsek

2012 és 2016 kozott izolalt A. pleuropneumoniae baktériumtorzseket, egy teleprdl
akar tobb izolatumot is, passziv hemagglutinacios probaval szerotipizaltunk. Ezzel kivantuk

vizsgalni, hogy egy telepen belll milyen szerotipusok fordulnak el6.

A passziv hemaqgqglutinaciés proba (PHA)

A szerotipizalasi vizsgalatokat 96-valyulatu U-alju mikrotitrald lemezeken (Kartell
Labware, Olaszorszag) végeztik. Az A. pleuropneumoniae minden tipustérzsét mindegyik
hiperimmun savéval reagaltattuk.

A PHA lépései:
- 5 ml fiziolégias konyhasdéoldatba szuszpendaltuk a baktériumtorzseket (antigén),
majd 56 °C-os vizfirdében 30 percig inkubaltuk
- 50 pl mosott (haromszor fizioldgias konyhasooldattal) juh vorosvértest szuszpenzidjat
adtunk a fizioldgias konyhasoéoldat-baktérium szuszpenzidhoz
- 60 percre 37 °C-os vizfurdébe helyeztik,
- haromszor 15 percig centrifugaltuk és a fellluszét eldntve a vordsvértesteket
fizioldgias konyhasooldattal mostuk
- az utols6 mosas utdn az érzékenyitett vordsvértesteket 10 ml fiziologias
konyhasooldatban szuszpendaltuk.
A lemez minden mélyedésébe mértink 50 pl fiziologias konyhasodoldatot, majd a
tipustdrzsekkel szemben termelt savokbdl 50-50 ul-t adtunk az elsé oszlopokba, amelyet
felez higitassal (log, alapu higitasi sor) higitottunk. Ezt kovetben tettlk bele a
96 mikrocsébe az 50 pl érzékenyitett vordsvértest szuszpenzidét. Az utolsdé oszlopot
kontrollként hasznaltuk, abba nem tettink savét, csak antigént. A lemezeket 2 6ran at
szobah6mérsékleten taroltuk, majd 24 6rara hitébe (+4 °C) tettlk, és csak 24 6ra elteltével
biraltuk el. Kivalasztottuk a legmagasabb titerértékeket ado savokat és a tovabbiakban a

kortani esetekbdl izolalt torzseket ezekkel a savokkal vizsgaltuk.

4.7. Genomvizsgalatok (PCR)

Toxingének meghatarozasa

A molekuléris biologiai modszerek kozul a toxingének kimutatasan alapulé PCR-rel
tettink kisérletet 60, altalunk izolalt térzs szerotipusanak (2. fuggelék) meghatarozasara.
A médszer miikddését a tipustdrzsek PCR vizsgalataval ellendriztik. A PFGE vizsgalatokba
bevont |-es biotipus 2-es szerotipusba és ll-es biotipusba tartozoé térzsek toxingén mintazatat

is ezzel a PCR médszerrel vizsgaltuk (1. figgelék).
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DNS-kivonas az A. pleuropneumoniae térzsekbdl és a PCR reakcio lIépései

A mobdszer megegyezik a 4.5.1. pontban leirtakkal. A PCR-es vizsgalat soran

5 primerpart hasznaltunk a 4 apx gén amplifikalasara (Rayamajhi és mtsai., 2005)

(8. tablazat).

8. tablazat: A szerotipizalashoz felhasznalt primerek és nukleotid szekvenciajuk (Rajamayhi

és mtsai., 2005)

Primer név Szekvencia (5’-3’°) GénBank Helyezddés
ApxIAF ATC GAA GTA CAT CGC TCG GA X52899 275-295
ApxIAR CGC TAATGC TAC GAC CGA AC X52899 968-998
ApxIBF TTATCG CACTACCGG CACTT X68595 4102-4121
ApxIBR TGC AGT CAC CGATTC CAC TA X68595 4893-4913
ApxIIF GAA GTATGG CGA GAA GAA CG AY736188 973-993
ApxIIR CGT AAC ACC AGC AAC GAT TA AY736188 1918-1938
ApxIIIF GCAATCAGT CCATTGGCGTT X80055 9558-9578
ApxIlIR GAC GAG CAT CAT AGC CAT TC X80055 9934-9954

Apx4DWN-L GCG AAA CAATTC GAA GGG AF021919 6459-6442
ApxIV-IR GGC CAT CGA CTC AAC CAT AF021919 4111-4128

A Rajamayhi és munkatarsai altal leirt kdzleménytél eltéréen két PCR programot

hasznaltunk az ApxIA, ApxIB, Apxll, Apxlll-as primereknél (8 primer) és az ApxIV

primerparnal (9. tablazat).

9. tablazat: A reakcidelegyek 6sszetevli az egyszeri (1.) és multiplex (2.) PCR-hez

1. Reakcidéelegy (ApxIV) 2. Reakcidelegy (ApxI, ApxIl, ApxIil)
Osszetevédk ul | Osszetevbk ul
H,O: MilliQ 39,4 |H,O: MilliQ 33,35
10x dream Taq puffer 5 10x dream Taq puffer 5
dNTP (10 mM) 1 dNTP (10 mM) 1,25
primer F (10 uM) 1 primerek F (10 pM) -
primer R (10 M) 1 primerek R (10 uM) -
Taq: GoTaq (5 U/ul) 0,6 |Taqg: GoTaq (5 U/ul) ,
templat DNS 2 templat DNS 2
Végs6 térfogat 50 |Végso térfogat 50

A PCR soran hasznalt vegyszerek eredete: Taq puffer és a dNTP (Fermentas, Litvania),

primerek (Sigma), polimeraz (Thermo Scientific).

Az Apx4DWN-L és az ApxIV-IR primerek 4 kilonb6zd méretli DNS-szakaszt képesek
amplifikalni, melyek egy-egy szakaszai az apxIV génnek (1600 bp, 2000 bp, 2400 bp, 2800
bp). A specifikussag javitdsa érdekében gradiens PCR segitségével (52,2 °C és 62 °C kozott

vizsgaltuk) meghataroztuk a primer optimalis tapadasi hémérsékletét, valamint a cikktdl
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eltéréen 0,1 mM MgCl, helyett 1.2 mM MgCl, koncentraciot hasznaltunk és még ilyenkor is
lattunk aspecifikus termékeket.

Az ApxIA primer altal amplifikalt génszakasz mérete (723 bp), az ApxIB (811 bp), Apxll
(965 bp) és az ApxlIll (396 bp). A PCR programokat a 10. és a 11. tablazat tartalmazza.

10. tablazat: PCR program (primer: ApxIV)

94 °C 5 perc

94 °C 30 masodperc

62 °C 30 masodperc } 35x
72 °C 2,5 perc

72 °C 10 perc

11. tablazat: PCR program (multiplex 4 primerpar)

95 °C 10 perc

95 °C 30 masodperc

55 °C 45 masodperc } 35x
72 °C 60 masodperc

72 °C 10 perc

A PCR termékek kimutatasa agarozgél elektroforézissel a 4.5.3. pont alapjan tortént,
annyi kidldnbséggel, hogy 1%-os gélt készitettink az ApxIV primerekkel készitett és 2%-os
gélt a négy primerpar PCR termékeinek futtatdsahoz. A gélelektroforézis TAE (40 mM Tris-
acetat és 1 mM EDTA; pH 8,3) pufferben 100 V-os fesziltségen 50 percen keresztul tartott a
nagymeretli termékek esetében, mig 35 perc elég volt a multiplex rendszer termékeinek
futtatasashoz.

Abban az esetben, ha az apxIV toxingén amplifikaciok nem voltak besorolhatdak
egyik Rayamajhi és mtsai. (2005) altal megadott csoportba sem, akkor a kapott PCR reakcio

termékeket a 4.5.4. pontban leirtak szerint kitisztitottuk.

Az apxlV génrészlet bazissorrendjének meqghatarozasa, vizsqalata

Az agar6zgélbdl kitisztitott PCR termékek szekvendldsa és a kapott szekvenciak

leolvasasa a 4.5.5. pontban leirtak szerint tortént.

Teljes genomszekvenalas

Uj szerotipusba tatozd térzseink tejes genomijanak szekvenalasa egyittmiikddés
keretében a Section of Paediatrics, Imperial College intézetében tortént. A teljes genom a

Microbes NG Sequencing Facility (www.microbesng.uk) szerint tortént. A buroktermelésért

felels lokuszt tartalmazé részt a BLASTn program segitségével vetettik 6ssze a cpxD
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génnel (accession AIA09380) amely minden szerotipusban megtalalhaté. Szerotipus-

specifikus primerpar készilt az Uj szerotipusra (Bossé és mtsai., 2014 és 2017).

4.8. Atorzsek szénforras-hasznositasanak jellemzése

A torzsek szénforras-hasznositasat 96-valyulati Biolog MicroLog MicroStation ™ ID
System GN2 mikrolemezeken vizsgaltuk (Biolog Inc, California, USA). A rendszer 95-féle
szénforras hasznositasat képes egyidében vizsgalni, ezaltal baktériumok fajszinti
azonositasara alkalmas. A szoftver sajat adatbazissal rendelkezik, amelyet 6sszevet az
altalunk bevitt adatokkal, és ez alapjan szazalékos valdszinliséggel megad 10 lehetséges
fajt, mely a vizsgalt t6rzsh6z a legkdzelebbi hasonlésagot mutatja, és benne van az

adatbazisaban.

4.8.1. A vizsgalt térzsek

Az anyagcsere-ujjlenyomat vizsgalatokba 68 A. pleuropneumoniae torzset vontunk be,
melyek koézll 67 a tanszék torzsgyljteményébdl szarmazott, egyet pedig frissen izolaltunk.
Ezek kozil 41 térzs az I-es biotipusba, 27 pedig a ll-es biotipusba tartozott. Elvégeztik még
6 tipustdrzs (5a, 5b, 9, 10, 11, 13) vizsgalatat is (1. fliggelék).

4.8.2. A torzsek tenyésztése és el6készitése a vizsgalathoz

A vizsgalatba vont toérzsek szintenyészeteibdl a tdrzsek biotipusatdl fliggben
2-2 telepet oltottunk at NAD-os csokadé vagy véresagarra ugy, hogy a taptalaj teljes
felszinén legyen noévekedés. A tenyészeteket 37 °C-on, 5% CO,-0s kdzegben 24 éran
keresztul inkubaltuk. Az inkubacios id6 utadn a taptalajok felszinén kialakult vékony
Osszeflggd baktériumtelepekbdl allé rétegbdél egy steril tampon segitségével a telepeket
Osszegy(jtottik és 18 ml oltéfolyadékba (GN/GP IF) szuszpendaltuk, és alaposan
Osszerazva egy homogén szuszpenziot hoztunk létre. A baktérium szuszpenzio tomeénységét
Biolog turbidimeterrel mértik és 20+2%-ra allitottuk be. A GN2 lemezek mélyedéseibe
(MicroPlate) 150-150 ul baktériumszuszpenziét mértink és 37 °C-on, 5% CO, kdzegben
inkubaltuk.

4.8.3. A Biolog vizsgalatok eredményei és kiértékelése

A torzsek anyagcsere aktivitasat 24 oraval késObb szabad szemmel olvastuk le.
A pozitiv eredményeket manualisan vittik be a Biolog MicroLog2 (release 5.20) szoftver
(Biolog Inc, Hayward, CA, USA) munkafellletére. El6zetesen kivalasztottuk a lemeztipust
(GN2), megadtuk a torzs tipusat (GN-FAS) és a tenyésztési id6t (16—24 h). A baktériumtorzs
azonositasat a szoftver végezte. A Biolog adatbazisban megtalalhaté az A.

pleuropneumoniae, A. lignieresii, A. hominis, A. equuli, A. suis, de nem Kképes
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megkUldénbdztetni az A. pleuropneumoniae biotipusokat és szerotipusokat. A Biolog rendszer
adatbazisa alapjan a GN2 lemez 95-féle szénforrasa kdzll az A. pleuropneumoniae térzsek
45 kulonboz6 szénforrast képesek hasznositani (3. fuggelék).

A torzsfat a szoftver a torzsek anyagcsere rokonsaga alapjan késziti egy modositott

UPGMA analizis segitségével (Microlog software).

4.9. Az A. pleuropneumoniae torzsek pulzalé mezejii gélelektroforézissel (PFGE)
torténd vizsgalata
4.9.1. A vizsgalt tbrzsek

A vizsgalatba bevontuk harom Kkivételével azokat a korabban izolalt torzseket,
amelyek anyagcsere-ujjlenyomatat (Biolog) vizsgaltuk (4.8.1.), valamint még 6t 2012 el6tt
izolalt torzset és 40 A. pleuropneumoniae torzset, amelyeket 2012 és 2014 kozott izolaltunk
(1. és 2. fiiggelék). Otven 2-es szerotipusba tartozé A. pleuropneumoniae tdrzset vizsgaltunk
meg, amely torzsek 26 foldrajzilag kilonallo teleprél szarmaztak. A 13-as szerotipusba
25 izolatum tartozott 11 kllonb6zd teleprdl, a 9-es szerotipusba 7 izolatum 4 sertésteleprél
szarmazott. Hét tdrzs a 16-os szerotipust képviselte 6 allomanybdl. Sporadikusan eléforduld
szerotipusokat (8, 12 és 14) is bevontunk a vizsgalatba, valamint két nem tipizalhato torzset,

amelyek ugyanabbdl az allomanybdl lettek izolalva, de két év kilénbséggel.

4.9.2. A térzsek emésztése Apal restrikcios endonukleazzal

A felhasznalt térzseket a 4.8.2. pontban leirtak szerint kioltottuk taptalajokra,
melyekrél egy nagy steril mUanyag kaccsal lekapartuk az 6sszes baktérium telepet, azt
300 pl TE (100 mM Tris, 250 mM EDTA) pufferbe (pH 8,0) szuszpendaltuk és keveréssel
homogenizaltuk. Ebbdl a baktériumszuszpenzidébdl 50 ul-t 450 ul fotométerhez valé oldathoz
tettink egy 2 ml-es mlanyag csébe. Ezt az 500 pl-t lemértik spektrofotométerrel, majd a
végs6 csiraszamot 4x108 TFE/ml allitottuk be.

A szuszpenzidbdl kivettink 100 ul-t egy Eppendorf csébe és hozzaadtunk 100 ul 2%
SeaPlaque agar6zt (Cambrex). A keverék 1 mg/ml Proteinaz K-t (Sigma) és 1% natrium-
lauril-szarkozil-szulfatot is tartalmazott. A baktérium-agaroz szuszpenziot
2 mm x 4 mm x 8 mm-es Ontéformaba pipettaztuk buborékmentesen és 4 °C-on 30-40
percen keresztll hagytuk dermedni. Kézben reakcid/lizispuffert készitettink (100 mM EDTA,
1% natrium-lauril-szarkozil-szulfat, 0,2% natrium-dezoxikolat, 1 mg/ml Proteinaz-K, pH 8,0),
amelynek 1-1 ml mennyiségébe 1-1 dermedt agaréz ,dugot” tettink és 20 oran keresztul
50 °C-on emésztettik. Az emésztést kdvetben szobahémeérsékleten, 15 percen keresztul
steril duplan desztillalt vizzel mostuk az agaréz ,dugdkat’, majd ezt tovabbi négy, egy-egy

o6ras, 37 °C-on végzett TE pufferes mosas kovette. Az elsé TE pufferes mosas alkalmaval a
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Proteinaz-K inaktivalasa miatt a mosopufferhez 0,35 mg/ml fenil-metil-szulfonilfluoridot
adtunk.

A négyszeri mosas utan az agar6z ,dugokat” azonnal emésztettik, vagy friss
mosopufferben 4 °C-on taroltuk 6ket, és egy héten belll feldolgoztuk. Az emészteni kivant
agaroz ,dugo” felét 1 oran keresztil, 37 °C-on TE pufferben ismételten mostuk, majd az
alkalmazni kivant enzimhez a gyarté altal ajanlott restrikciés pufferben 1 6ran keresztil,
37 °C-on inkubaltuk. Ezutan a dugokat 20 NE restrikcios enzimet és 150 ul restrikcids puffert
tartalmazé 2 ml-es mikrocentrifuga csodvekbe tettik, majd az enzimnek megfeleld
hémérsékleten 15 6ran keresztlil inkubaltuk. Apal restrikcios enzimet hasznaltunk az A.
pleuropneumoniae torzsek kromoszomainak izolalasara és emeésztésére.

Az emésztés utan az agardz ,dugdkat” TE mosopufferben szobahémérsékleten 30
percen keresztll Ujra mostuk, aminek kdszénhetéen a pufferben 1évé EDTA megszintette a

restrikcids enzim hatasat.

4.9.3. Pulzalé mezejii gélelektroforézis (PFGE)

Emésztés utan a futtatast azonnal megkezdtik, amihez SeaKem (Cambrex) 1-1,2%
toménységli agarozt hasznaltunk. A futtatdast CHEF DRIl PFGE (BioRad) készllékben,
0,5xTBE pufferben, 14 °C-on végeztik. A futtatdas 6 V/cm feszlltség mellett, 120°-o0s
reorientacios szodggel, 24 oran keresztll zajlott és a pulzusid6é 2 masodpercrdl

15 masodpercre emelkedett az elektroforézis ideje alatt.

4.9.4. Az eredmény dokumentalasa és kiértékelése

A 24 6ras futtatas utan az agarézgélt 30 percen keresztil etidium-bromiddal festettlk,
majd legalabb 2 o6ran keresztul desztillalt vizzel mostuk. A futtatés eredményeként kapott
mintazatokat UV fényben hivtuk eld, és egy digitalis kamera (Kodak, USA) segitségével
rogzitettik az eredményeket a szamitégépes rendszerben.

A kapott PFGE mintdzatok elemzését a Fingerprinting Il szoftver (BioRad)
segitségével végeztik. A hasonlésagok leirdséra a Dice koefficienst, a csoportanalizisre
UPGMA-mddszert alkalmaztuk. A pozicio-tolerancia és az optimalizacio értéke 1% volt.
Az eredmények elemz8programmal torténd statisztikai elemzését fliggetlen szakértd végezte.
A 80%-os vagy annal kézelebbi hasonlésagot mutatd izolatumokat tekintettik egy rokonsagi
csoportba tartozénak, mig az alcsoportokat a legalabb 85% hasonlésagot mutaté izolatumok
adtak.
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4.10. Az A. pleuropneumoniae torzsek antibiotikum-érzékenységének vizsgalata
4.10.1. A vizsgalt A. pleuropneumoniae térzsek

2012 és 2015 kdzott, 55 kuldnbdzé allomanybdl szarmazé 60 A. pleuropneumoniae
torzs  antibiotikum-érzékenységét vizsgaltuk leveshigitdsos  mikromddszerrel  és
korongdiffuzios eljarassal husz kiulénb6z8d antibakteridlis szer felhasznalasaval. A vizsgalt
torzsek kozil 52 torzs az l-es biotipusba, 8 torzs a ll-es biotipusba tartozott. A vizsgalt
torzsek adatait az 2. fluggelék tartalmazza. Megvizsgaltuk 40, 2012 elétt izolalt térzs
antibiotikum-érzékenységét is nyolc antibiotikumra nézve (1. fliggelék). A vizsgalatba vont
baktériumok tenyésztése a 4.8.2. pontban leirtak szerint tértént azzal a kiulénbséggel, hogy
nem a taptalaj teljes felszinére oltottunk, hanem 6nall6 telepek létrehozasara toérekedtink.

Minden esetben 24 éras baktériumtenyészeteket hasznaltunk.

4.10.2. Az antibiotikum-érzékenység meghatarozasa korongdiffiuziés modszerrel

A korongdiffluziés vizsgalatainkhoz a CLSI VET01-A4 (2013a) ajanlasa alapjan MH
alapu csokoladéagart készitettink, amely 0,06 mg/ml NAD-ot tartalmazott.
A baktériumtdrzseket MH csokoladéagarra oltottuk és 24 6ra inkubaciét kovetéen néhany
telepet 1 ml fiziolégias konyhaséoldatba szuszpendaltunk, igy 0,5 McFarland slriségi
oldatot hoztunk létre. A vizsgalatok kalibralasahoz csiraszamot szamoltunk, mert a
szuszpenzidnkat egységesen 1-2x10® TFE/ml allitottuk be. Az elkészitést kdvetSen
15 percen belll felhasznaltuk az inokulumot, egy steril vattapalcaval a taptalajok teljes
felszinét beoltottuk a mintaval. A Petri-csészék méretébdl addddan hat antibiotikum-korongot
tettlink egy taptalajra és egymastdl legalabb 24 mm-re helyeztik a korongokat. Ezutan
37 °C-on 16-18 o6ran keresztll inkubaltuk a tenyészeteket. Az inkubacids id6é utan vonalzéval
lemértik a gatlasi zénakat

Az S1536 szamu A. pleuropneumoniae tipustorzset alkalmaztuk a korongdiffuzios
modszernél minéségellendrzésre (QC) standard rendszerekben, és a kialakult gatlasi
gylriket a CLSI VET01-S2 szdmu dokumentum iranymutatédsa alapjan értékeltik
(CLSI, 2013a ). Az eredmények értékelését a CLSI altal sertés A. pleuropneumoniae, ennek
hianyaban a hasonlé korfejl6dése miatt szarvasmarha Mannheimia haemolytica |égz&szervi
korokozokra megadott gatlasi zonak alapjan végeztuk, kivéve a gentamicint, mert ott csak
l6ra megadott értéket tudtunk hasznalni. Eritromicin esetében a Staphylococcus spp.-re
vonatkoz6 értékeket vettik figyelembe. A szulfonamidok esetében a Haemophilus

influenzae-re vonatkozé hatarértékeket hasznaltuk (12. tablazat).
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12. tablazat: A CLSI VET01-S2 sz. dokumentumban megadott hatarértékek

Antibiotikum E ME R cLsI

gentamicin =16 13-15 <12 L6, Actinobacillus spp.

spektinomicin 214 11-13 <10 M. haemolytica

penicillin =18 15-17 <14 M. haemolytica
amoxicillin 217 14-16 <13 A. pleuropneumoniae
amoxicillin-klavulansav =18 15-17 <14 A. pleuropneumoniae
ampicillin 217 14-16 <13 A. pleuropneumoniae
ceftiofur 221 18-20 <17 A. pleuropneumoniae
cefoperazon 221 18-20 <17 A. pleuropneumoniae
enrofloxacin 223 19-22 <18 A. pleuropneumoniae
marbofloxacin 223 19-22 <18 A. pleuropneumoniae

kloramfenikol =18 13-17 <12 Enterobaktérium
florfenikol 222 19-21 <18 A. pleuropneumoniae
eritromicin 223 14-22 <13 Staphylococcus spp.
tilmikozin 211 - <10 A. pleuropneumoniae
tulatromicin 210 - - A. pleuropneumoniae

szulfametoxazol 217 13-16 <12 H. influenzae
SXT 217 13-16 <12 H. influenzae

doxiciklin 219 15-18 <14 A. pleuropneumoniae
oxitetraciklin =19 15-18 <14 A. pleuropneumoniae
tiamulin 29 - <8 A. pleuropneumoniae

E: érzékeny; ME: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens

4.10.3. Az antibiotikum-érzékenység meghatarozasa leveshigitasos mikromodszerrel

Antibiotikum-érzékenységi vizsgalataink soran a CLSI ,Eljarasi szabvanyok allatokbol
izolalt baktériumok antibotikumokkal szembeni érzékenységének kororongdiffuziés és
higitasos vizsgalatahoz” ciml VETO01-A4 jelzési kiadvanyaban megadott, standard leves-
mikrohigitasos eljarasra, valamint korongdiffuziés modszerre vonatkozé ajanlasokat kdvettik
(CLSI, 2013a és 2013Db).

A vizsgalat elvégzéséhez a CLSI VET01-A4 dokumentum altal ajanlott, igényes
korokozok tenyésztéséhez szukséges levestaptalajt (VFM) éllitottunk 6ssze, melynek alapja
Muiller-Hinton tapleves volt. A levest felhasznalasig 4 °C-on taroltuk. A VFM levestaptalaj
kationkiegészitést igényel, amihez 10 mg/ml végkoncentracioju Ca*- és Mg**-térzsoldatokat
készitettlink (CaCl,x2H,O Spektrum-3D Kft. és MgCl,x6H,O Scharlab Magyarorszag Kift.),
amelyeket membransziréssel baktériummentessé tettik és felhaszndlasukig 4 °C-on
taroltuk. A MH levestaptalaj 1000 ml-hez 1,9 ml Ca™ és 0,81 ml Mg™* térzsoldatot adtunk és
igy CAMH taplevest kaptunk. Az |-es biotipusu torzsek ndvekedése NAD-ot igényel, ezért
1000 ml CAMH leveshez 67 ug/ml koncentracioju szirt NAD-ot adtunk.
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4.10.4. A vizsgalatba bevont antibiotikumok és alkalmazott higitasuk
Az A. pleuropneumoniae tdrzsek antibiotikum-érzékenységét 20, az allatorvosi
gyakorlatban hasznalt antibiotikum felhasznalasaval vizsgaltuk, melyeket a 13. tablazatban

foglaltunk dssze.

13. tablazat: A vizsgalatokba bevont antibiotikum-csoportok és hatdéanyagok (*a

térzsgylijteményben |évd torzsek MIC vizsgalatahoz felhasznalt antibiotikumok)

Csoport Antibiotikum

Aminoglikozidok gentamicin

spektinomicin

amoxicillin-klavulansav
amoxicillin*
, , DL enicillin*
Béta-laktam antibiotikumok P
ampicillin
ceftiofur

cefoperazon®

. enrofloxacin*
Fluorokinolonok

marbofloxacin

kléramfenikol

Fenikolok
florfenikol*
eritromicin
Makrolidok tilmikozin
tulatromicin

szulfametoxazol
SXT

doxiciklin*®

Folsavszintézist gatlok

Tetraciklinek
oxitetraciklin*

Pleuromutilin tiamulin*

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokhoz kivalasztott antibiotikumok oldhatosagi
tulajdonsagait és tisztasaganak adatait a kataldgusszam és tételszam alapjan, a gyarto

honlapjardl letolthetd analitikai mibizonylat tartalmazta (14. tablazat).
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14. tablazat: A vizsgalt antibiotikumok kereskedelmi adatai

Antibiotikum Kataléogusszam Gyarté Tételszam
amoxicillin 8523 Sigma 84H0450
amoxicillin-klavulansav | OGYI-T-5063/09 Richter Gedeon Nyrt.
ampicillin 60977 Alfa Aesar 1257044
penicillin-G PENNA Sigma 086K1286
ceftiofur 11065000 Dr. Ehrenstorfer GmbH 30204
cefoperazon 4292 Sigma 17HO873
enrofloxacin 17849 Fluka 19782
eritromicin 6376 Sigma 128H1232
marbofloxacin 14755000 Dr. Ehrenstorfer GmbH 10405
florfenikol 1427 Sigma 081K1680
kléramfenikol 0378 Sigma 110K1606
doxiciklin 44577 Fluka 20355
oxitetraciklin 4875 Sigma 77H1531
spektinomicin 85555 Fluka 12741
szulfametoxazol 7507 Sigma 50K1144
trimetoprim 7883 Sigma 80K1401
tilmikozin 33864 Vetranal 7045x
tulatromicin 110229-QCS-5 Pfizer Global Supply TULA11016K
gentamicin 1264 Sigma 1405410
tiamulin 46959 Fluka SZBC026XV

Az A. pleuropneumoniae S1536 torzset alkalmaztuk minéségellenérzésre (QC)
standard rendszerekben.

Az antibiotikum-tdrzsoldatok koncentracidja 12,8 mg/ml volt. 200 ul-es egységekben
-80 °C-on taroltuk a felhasznalasukig, de maximum 6 hoénapig. Az egyszer felolvasztott
térzsoldatbdl a sziikséges mennyiséget kivettik, és ezekbdl a kilénbdzd antibiotikumok
esetében eltér6 koncentracioju munkaoldatokat készitettlink, majd a felolvasztott
torzsoldatok maradékat kiontottuk.

4 ml taplevesbe 4-5 baktériumtelepet oltottunk, mellyel 5x10° TFE/ml szuszpenzi6t
kaptunk. A csiraszamot minden alkalommal meghataroztuk. Az antibiotikum-higitas utan
minden mélyedésbe 50-50 ul-t mértiink a baktérium szuszpenzidbdl és a lemezeket 37 °C-on
24 6ran keresztil 5% CO, jelenlétében inkubaltuk.
(Kartell

pleuropneumoniae torzs rezisztenciajat egy antibiotikummal szemben vizsgaltuk. A 96-lyuku

Egy U-alji mikrotiter lemezen Labware, Olaszorszag) nyolc A.

lemez mélyedéseibe 50-50 pl VFM taplevest mértiink, majd az elsd oszlop mélyedéseibe a

50-50 pl  munkaoldatot mértink a vont

lemezeknek megfeleléen vizsgalatba

utolsd, 12. oszlopba nem mértlink antibiotikumot, azt pozitiv kontrollként hasznaltuk.
Az antibiotikumokat tartalmazé lemezeket és a torzs-, ill. munkaoldatokat felhasznalasuk

soran ovtuk az erés fénytél, napsugarzastol.
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4.10.5. Az eredmények elbiraldsa, a minimalis gatlé koncentracié (MIC) meghatarozasa

A 24 oras inkubacids id6t kovetben az eredményeket ELISA (Multiskan EX,
Labsystems, MTX Lab Systems Inc.) leolvasoval értékeltuk. Meghataroztuk az egyes
antibiotikumok azon legkisebb koncentracidjat, amely képes gatolni a baktérium névekedését
(MIC). Eredményeink alapjan meghataroztuk a vizsgalt A. pleuropneumoniae torzsek
50%-anak (MICs) és 90%-anak (MICg) nOvekedését gatolni képes antibiotikum-
koncentraciot (ug/ml) is.

Az eredmények értékelését a 4.10.2. pont alapjan végeztik a CLSI altal megadott
MIC-értékek alapjan (CLSI VET01-S2, CLSI 2013a) (15. tablazat).

15. tablazat: A CLSI altal megadott standard MIC adatok a felhasznalt antibiotikumokra

Antibiotikum E ME R CLsI
gentamicin <2 4 >8 L6, Actinobacillus spp.
spektinomicin <32 64 2128 M. haemolytica
penicillin <0,25 0,5 >1 M. haemolytica
amoxicillin <0,5 1 22 A. pleuropneumoniae
amoxicillin-klavulansav <0,5 1 22 A. pleuropneumoniae
ampicillin <0,5 1 =2 A. pleuropneumoniae
ceftiofur <2 4 =8 A. pleuropneumoniae
cefoperazon <2 4 =8 A. pleuropneumoniae
kléramfenikol <2 4 =8 A. pleuropneumoniae
florfenikol <2 4 =8 A. pleuropneumoniae
enrofloxacin <0,25 0,5 =1 A. pleuropneumoniae
marbofloxacin <0,25 0,5 21 A. pleuropneumoniae
eritromicin <0,5 1-4 =8 Staphylococcus spp.
tilmikozin <16 - =32 A. pleuropneumoniae
tulatromicin <64 - - A. pleuropneumoniae
szulfametoxazol <256 - 2512 H. influenzae
SXT <0,5 1-2 24 H. influenzae
doxiciklin <0,5 1 22 A. pleuropneumoniae
oxitetraciklin <0,5 1 22 A. pleuropneumoniae
tiamulin <16 - 232 | A. pleuropneumoniae

E: érzékeny; ME: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens

4.10.6. Rezisztenciagének vizsgalata PCR modszerrel

PFGE vizsgalatokba bevont 115 A. pleuropneumoniae térzs koézul nyolcvanban
vizsgaltuk a tetraciklin rezisztenciaért (tetA, tetB, tetl, tetH, tetK) és a béta-laktam
rezisztenciaért felelés géneket (bla,op, blap:).

A DNS-kivonas a 4.5.1. pontban leirtak alapjan tértént. A PCR vizsgalatok soran hét
primerpart hasznaltuk (16. tablazat).
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16. tablazat: A felhasznalt tetraciklin és a béta-laktam rezisztenciaért felelés génekre

specifikus primerek adatai.

gén primer Szekvencia 5’-3’ hossz | termék forras
tet(A) tet(A)-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 20 210 bp
tet(A)-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 20
tet(B) tet(B)-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 20 659 bp
tet(B)-R GTAATGGGCCAATAACACCG 20 Ng és mtsai.,
tet(K) tet(K)-F TCGATAGGAACAGCAGTA 18 169 bp 2001
tet(K)-R CAGCAGATCCTACTCCTT 18
tet(L) tet(L)-F TCGTTAGCGTGCTGTCATTC 20 267 bp
tet(L)-R GTATCCCACCAATGTAGCCG 20
tet(H) tet(H)-F ATA CTG CTG ATC ACC GT 17 1076 bp Blanco és mtsai.,
tet(H)-R TCC CAATAAGCG ACG CT 17 2006
bla(rob) rob-1F TGTTGCAATCGCTGCC 16 821 bp Moleres és
rob-1R TTATCGTACACTTTCCA 16 mtsai., 2015
bla(bro) bro-bla-F | TTTGGATTGGGGTGAATGAT 20 235 bp Levy és Walker,
bro-bla-R | TGGGGCTGGGTGATAAATAG 20 2004

A 17. és 18. tablazat a tetraciklin rezisztenciaért felelés gének kozil a tetA, tetK és tetl

kimutatasara szolgalé PCR elegy 6sszetevéit és a PCR programot tartalmazza.

17. tablazat: PCR reakcidelegy dsszetétele (tet(A), tet(K), tet(L)), Fermentas Taq KCI

pufferrel
Reakcidelegy Térfogat (ul)
H,O: MilliQ 14,4
Puffer: GoTaq 2,5
MgCl, (25 mM) 2
dNTP (10 mM) 0,5
BSA (1 mg/ml) 2,5
(25 pmol/ul) primer F 0,25
(25 pmol/ul) primer R 0,25
Taq: GoTaq (5 U/ul) 0,1
DNS 2,5
Végso térfogat 25

18. tablazat: A PCR soran alkalmazott program:

} 35x

95 °C 2 perc
94 °C 30 masodperc
55 °C | 30 masodperc
72 °C 30 masodperc
72 °C 5 perc

A 19. és 20. tablazat a fetB gén kimutatasara szolgalé PCR reakcidelegy dsszetevoit

és a PCR programot tartalmazza.
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19. tablazat: PCR reakcidelegy 6sszetétele (tet(B)), Fermentas Taq (NH;)SO,

pufferrel
Reakciéelegy Térfogat (ul)

H.O: MilliQ 15
Puffer: GoTaq 2,5
MgCl, (25 mM) 2

dNTP (10 mM) 0,5
BSA (1 mg/ml) 2,5
(25 pmol/ul) primer F 0,2
(25 pmol/ul) primer R 0,2
Taq: GoTaq (5 U/ul) 0,1
DNS 2

Végso térfogat 25

20. tablazat: A PCR soran alkalmazott program:

95 °C 2 perc

94 °C 60 masodperc

55 °C 60 masodperc

72 °C 90 masodperc 35x
72 °C 5 perc

A 21. tablazatban a tetH rezisztencia gén kimutatasat szolgalé PCR elegy 6sszetevdit

tlntettik fel és a hozza tartozé PCR programot (22. tablazat).

21. tablazat: A PCR reakcioelegy Osszetétele (tet(H)), Fermentas Taq (NH4)SO; pufferrel

Reakcidelegy Térfogat (ul)
H.O: MilliQ 12,5
Puffer: GoTaq 2,5
MgCl, (25 mM) 4
dNTP (10 mM) 0,5
BSA (1 mg/ml) 2,5
(25 pmol/ul) primer F 0,2
(25 pmol/ul) primer R 0,2
Taq: GoTaq (5 U/ul) 0,1
DNS 2,5
Végs6 térfogat 25

22. tablazat: A PCR soran alkalmazott program:
95 °C 2 perc
94 °C | 60 masodperc
48 °C 60 masodperc } 35x
72 °C 60 masodperc
72 °C 5 perc

A béta-laktam antibiotikum-rezisztenciaért felelés Rob1 gének kimutatasara szolgalo
PCR elegy 6sszetevéit a 23. tédblazat, mig a Bro-bla gének kimutatasat szolgalé PCR elegy
komponenseit a 25. tablazat tartalmazza. A két PCR program a 24. és 26. tablazatban

talalhato.
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23. tablazat: PCR reakcioelegy 0sszetétele (Rob1), Fermentas Taq KCl pufferrel

Reakciéelegy Térfogat (ul)
H,O: MilliQ 6,5
Puffer: GoTaq 2,5
MgCl, (25 mM) 5
dNTP (10 mM) 0,5
BSA (1 mg/ml) 2,5
(25 pmol/ul) primer F 2,7
(25 pmol/ul) primer R 2,7
Taq: GoTaq (5 U/ul) 0,1
DNS 2,5
Végso térfogat 25

24. tablazat: A PCR soran alkalmazott program:

95 °C 2 perc

94 °C 30 masodperc

50 °C 60 masodperc

72°C | 40 masodperc } 35x
72 °C 5 perc

25. tablazat: PCR reakciéelegy 0sszetétele (Bro-bla), Fermentas (NH4)SO, pufferrel:

Reakcidelegy Térfogat (ul)
H.O: MilliQ 13,4
Puffer: GoTaq 2,5
MgCl, (25 mM) 2
dNTP (10 mM) 0,5
BSA (1 mg/ml) 2,5
(25 pmol/ul) primer F 0,75
(25 pmol/ul) primer R 0,75
Taq: GoTaq (5 U/pl) 0,1
DNS 2,5
Végso térfogat 25

26. tablazat: A PCR soran alkalmazott program:

95 °C 2 perc

94 °C 30 masodperc

55 °C | 60 masodperc 1 35x
72 °C | 40 masodperc J

72 °C 5 perc

A gélelektroforézis a 4.5.3. pont alapjan tértént, annyi kulénbséggel, hogy etidium-
bromidot hasznaltunk DNS festékként és 8-8 ul terméket kevertlink el 2-2 pl gel loading
pufferrel (Fermentas, Litvania). A gélelektroforézis TAE pufferben 100 V-os fesziltségen
40-60 percen keresztul tartott. A felhasznalt vegyszerek eredete: agaréz (SeaKem LE

Agarose, Lonza), dNTP, Taq Polymerase (Thermo Scientific), BSA, primerek (Sigma-Aldrich).
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4.10.7. Antibiotikumok vizsgalata (a szelektiv taptalaj készitéséhez)

A szelektiv taptalaj 0sszeallitasahoz tiz |-es és 6t Il-es biotipusba tartozo, 2006 és
2012 kdzott izolalt A. pleuropneumoniae térzs érzékenységét vizsgaltuk meg 90 kulénbdzé
antibiotikummal korongdiffuziés modszer segitségével (a modszer leirasa a 4.10.5. pontban

olvashatd). A vizsgalt antibiotikumcsoportokat és hatéanyagokat a 4. figgelék tartalmazza.

4.11. A szelektiv taptalaj 6sszeallitasa
4.11.1. Korongdiffiziés modszer és a MIC-értékek meghatarozasa

A szelektiv taptalaj dsszeallitasahoz a 4. fliggelékben szerepld antibiotikumok kozul
kivalasztottunk huszono6tét, és megvizsgaltuk hat, sertés felsé légutaibdl izolalt Gram-negativ
baktériumfaj rezisztenciajat velik szemben korongdiffuziés prébaval (Id. 4.10.5. pontban leirt
modszertant és CLSI hatarértékeit hasznaltuk).

Sertésekbdl izolalt két A. pleuroneumoniae, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Pasteurella multocida és Proteus mirabilis torzs érzékenységét néztik meg amikacinra,
apramicinre, bacitracinra, klaritromicinre, klindamicinre, doxiciklinre, eritromicinre,
klortetraciklinre, linkomicinre, meticillinre, minociklinre, neomicinre, oxacillinre, oxitetraciklinre,
pirlimicinre, polimixin B-re, polimixin E-re, rifampinra, rifamicin SV-re, spektinomicinre,
spiramicinre, sztreptomicinre, szulfiszoxazolra, tilozinra és vankomicinre.

A szelektiv taptalaj készitéséhez kivalasztott antibiotikumok és gombaellenes szerek
oldhatésagi tulajdonsagait és tisztasaganak adatait a katalogusszam és tételszam alapjan, a

gyarté honlapjardl letolthetd analitikai mibizonylat tartalmazta (27. tablazat)

27. tablazat: A vizsgalt antibiotikumok kereskedelmi adatai

Antibiotikum Katalogusszam Gyarté Tételszam
bacitracin 0125 Sigma 60K0828
vankomicin 2002 Sigma 118H0955
linkomicin 62143 Fluka 0876
polimixin-B 81334 Sigma
cikloheximid 7698 Sigma 78H3431
nisztatin 3503 Sigma 77H1531

Meghataroztuk a MIC-értéket (modszer leirasa a 4.10.2. pontban olvashato)
linkomicinre, polimixinre és vankomicinre 12 A. pleuropneumoniae térzs, valamint Gram-
negativ (E. coli, E. cloacae, Salmonella Typhimurium, P. mirabilis, P. multocida) és Gram-

pozitiv (S. aureus, Streptococcus suis) baktériumok esetében.
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4.11.2. NAD-fliggé A. pleuropneumoniae térzsek tenyésztési vizsgalata

A Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszék gyuUjteményébdl szarmazo 6t NAD-fuggd A.
pleuropneumoniae torzs novekedését, valamint az S1536 tipustorzset vizsgaltuk 67 pg/ml
Magyarorszag), Brain-Heart Infusion (BHI) (Biolab Ltd., Magyarorszag) és tripton szdja agar
(TSA) (Biolab Ltd., Magyarorszag) alapu véresagarokon élesztékivonat (Biolab Ltd.,
Magyarorszag) hozzaadasaval és anélkil (28. tablazat). Mindegyik taptalajhoz 5%

alvadasban gatolt juhvért adtunk.

28. tablazat: A szelektiv taptalajok alapjaul szolgalé véresagarok dsszetevdi

Alap 100 ml Elesztékivonat (g) NAD (mg/ml)
MH 1 0,004 | 0,06 | 0,3
BHI 1 0,004 | 0,06 | 0,3
TSA 1 0,004 | 0,06 | 0,3
MH - 0,004 | 0,06 | 0,3
BHI - 0,004 | 0,06 | 0,3
TSA - 0,004 | 0,06 | 0,3

4.11.3. A szelektiv taptalaj 6sszeallitasa

Mivel a NAD-fuggé A. pleuropneumoniae a legjobb névekedést a 0,3 mg/ml
mennyiségl NAD-ot és 0,01 g/ml élesztékivonatot tartalmaz6é Muller-Hinton véresagaron
mutatta (I. késdbb 5.6. pont), a szelektiv taptalajok alapja is ez lett. Az ,A” szelektiv taptalaj
Jacobsen és Nielsen (1995) nyoman készilt, a ,B” szelektiv taptalajt elézetes vizsgalataink

eredménye alapjan allitottuk dssze (29. tablazat).

29. tablazat: A szelektiv taptalajok dsszetétele

»A” szelektiv taptalaj ,»B” szelektiv taptalaj
bacitracin 100 pg/mi vankomicin 32 pug/ml
linkomicin 1 pg/mi polimixin-B 0,5 pg/ml

kristalyibolya 1 pg/mi kristalyibolya 1 pg/mi
nisztatin 50 pg/ml cikloheximid 50 pg/ml

A taptalajok hatékonysaganak vizsgalata céljabdl az A. pleuropneumoniae S1536
tipustorzset és 5, altalunk izolalt A. pleuropneumoniae térzset, valamint Gram-negativ
(E. coli, E. cloacae, P. multocida, P. mirabilis) és Gram-pozitiv (S. aureus, S. suis,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Rhodococcus equi), sertések garatiregében megtalalhato

baktériumokat oltottunk a taptalajokra.
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5. Eredmények

5.1. A vizsgalatba vont allatok kora, a kérbonctani elvaltozasok, a torzsek foldrajzi
eredete
Leggyakrabban a hizlaldaba atkerult allatoknal (12-16 hetes) tortént az elhullas, de
sokszor talalkoztunk a hizlalas vége felé kialakult heveny actinobacillus pleuropneumoniaval.
Heveny esetben multifokalis vérzéses tlddgyulladast és kezd6ddé fibrines
mellhartyagyulladast lattunk (2. abra), vagy az egyik, esetleg mindkét tlidoéfélre kiterjedd

diffuz vérzéses-elhalasos tlidégyulladast és fibrines mellhartyagyulladast (3. abra).

2. abra: A. pleuropneumoniae okozta heveny vérzéses-elhalasos tidégyulladas

12 hetes sertésben, tomaétt tapintatu gyulladasos gécok, fibrinkivalas
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3. abra: Heveny diffuz vérzéses-elhalasos tudégyulladas és fibrines mellhartya-

gyulladas, vagohidra szallitast kovetdéen elhullott

A vagohidon kotészovetes tokkal elhatarolt, idult vérzéses-elhalasos tudégyulladas
elvaltozasait mutaté tuddket gydjtottink (4. abra). A megvastagodott mellhartya miatt

sokszor ezen tidék egy része a melliregben maradt a tudd kivtele soran.

4. abra: Vagohidon gyujtott tidé, vastag fibrinréteggel boritott eltokolt elvaltozas

(idult actinobacillus pleuropneumonia)
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2016 januarjaban egy Hajdu-Bihar megyei 3000 kocas sertéstelepen 28 és 31 napos
malacok hullottak el heveny actinobacillus pleuropneumonia tineteit mutatva (5. abra).

NAD-flggb A. pleuropneumoniae térzseket (5 térzs) izolaltunk ezekbdl a tid6kbél.

5. abra: Heveny actinobacillus pleuropneumonia, egyhdnapos malacban
A mintagyljtés évei alatt 18 megyébdl 634 sertéstidét gydjtéttiink és 255 A.

pleuropneumoniae torzset izolaltunk. Az izolalt és a tanszéki torzsgyljteménybdél szarmazo

torzsek eredete a térképen lathato (6. abra).
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6. abra: A 2012 el6tt izolalt torzsek (zOld) és a 2012 utan izolalt torzsek (sarga) foldrajzi

eloszlasa

5.2. Az A. pleuropneumoniae torzsek azonositasa tenyésztési, morfolégiai és
biokémiai vizsgalatok alapjan
A NAD-fuggés vizsgalata soran a S. aureus dajkatenyészet mellett 2 cm-es savban

ndvekedtek az I-es biotipusba tartozo térzsek (7. abra).

7. abra: NAD-fligg6 A. pleuropneumoniae telepek dajkatenyészet mellett

Er6s béta-hemolizis volt megfigyelheté a MH alapu véresagaron, de a TSA alapu
véresagaron nem volt er6s a béta-hemolizis. A MH és TSA taptalajokon nagy fényes telepek
voltak lathatok, mint a NAD nélkuli véresagarokon ll-es biotipusba tartozé torzsek esetében.

Tapasztalatunk szerint a szén-dioxid jelenléte javit a telepek névekedésén, de nem
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szlkségszer( a tenyésztés soran.

A NAD-os csokoladéagaron tobb szerotipus tdrzse is taptalajhoz tapadéd telepeket
képzett, kdztik az S1536 tipustorzs is, viszont NAD-ot tartalmazé MH véresagaron nem volt
megfigyelhetd a telepek tapadasa. NAD nélklli véresagaron egyik ll-es biotipusba tartozé
torzs telepe sem tapadt a taptalajhoz. Az l-es biotipusba tartozé térzsek nagy része
tébbszori atoltas utan kulénbdzé méretil telepeket képzett.

A torzsek morfolégiai és biokémiai tulajdonsagaik alapjan egységesen viselkedtek,

kivételt képezett a NAD-igény (30. tablazat).

30. tablazat: A 255 A. pleuropneumoniae torzs morfologiai és biokémiai vizsgalatanak

eredménye
Vizsgalt tulajdonsagok Eredmény
Hemolizis béta
NAD-fuggdseég 227 (89%)
Fest6dés Gram szerint negativ
Alak rovid, kokkoid palcak
Méret <2 uym
Mozgas negativ
Katalaz enzim termelés negativ
Citokrém oxidaz C termelés pozitiv

5.3. Szerotipusok
5.3.1. Passziv hemagglutinacioés prébaval kapott eredmény

Az Osszes izolalt A. pleuropneumoniae torzset szerotipizaltuk, és ennek soran
talalkoztunk olyan sertésallomannyal, ahol egy idében két kilonbdzd szerotipus is el6fordult,
vagy néhany év kuldnbséggel eltérd szerotipusokkal talalkoztunk. Volt ahonnan par honapon
belll tébbszdr kaptunk mintat, valamint vagohidi mintagydjtésink két hullamaban (2012 6sz
és 2014 8sz) is sikerult néhany allomanybdl mindkét esetben mintat gydjtenink.

A vizsgalt 255 A. pleuropneumoniae torzs kdziul 227 az l-es biotipusba, 28 tbrzs

pedig a ll-es biotipusba tartozott (31. tablazat).
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31. tablazat: A vizsgalt 255 A. pleuropneumoniae t6rzs szerotipusainak megoszlasa

Szerotipus 2012-2016 %
2 101 39,6
5a/5b 1 0,4
8 18 7
9 53 20,8
11 7 2,8
12 4 1,5
13 15 6
16 20 7,9
NB (l-es biotipus) 23 9
NB (ll-es biotipus) 13 5
Osszesen 255 (100%)

NB: nem besorolhat6
Ha a szerotipus nem valtozott, akkor a szerotipusok megoszlasara vonatkozé
értékeléslinkbe csak egy tdrzset emeltiink be. Hét allomanyban izolaltunk kulénb6zd
szerotipusokat, igy 6sszesen 70 allomany 77 térzse alapjan allapitottuk meg a hazankban

el6forduld szerotipusok gyakorisagat (32. tablazat).

32. tablazat: A. pleuropneumoniae szerotipusok eléfordulasi gyakorisaga Magyarorszagon

(passziv hemagglutinacioés proba)

Szerotipus 2012 elott 2012-2016 Osszesen
torzs % torzs % torzs %
2 6 43 30 38,9 36 39,5
5a/5b 0 0 1 1,3 1 1,1
8 0 0 8 10,4 8 8,8
9 1 7 4 5,2 5 5,5
11 0 0 3 3,9 3 3,3
12 0 0 3 3,9 3 3,3
13 6 43 8 10,4 14 15,4
14 1 7 0 0 1 1,1
16 0 0 8 10,4 8 8,8
NB 0 0 12 15,6 12 13,2
Osszesen 14 100 77 100 91 100

NB: nem besorolhaté

5.3.2. A térzsek szerotipizalasa molekularis biologiai médszerrel

A toxingének kimutatdsan alapuld multiplex PCR rendszer munkank soran nem
mikodott, ezért két PCR rendszerre bontottuk a vizsgalatot. Az ApxI-lI-lll toxinokért felelés
négy kulénbdzé méretli, de 1000 bazisparnal kisebb termékeket amplifikalé primerparokat

egy multiplex PCR rendszerben hasznaltuk (8. abra).
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Tipustérzsek

==
=0
[LE=]
o
@ o
-

8. abra: Az Apxl-1I-1ll PCR amplifikaciéi multiplex rendszerben

Az ApxIV toxint kédold apxIV toxingén négy kiilénbdzé meéretéhez (1600 bp, 2000 bp,
2400 bp, 2800 bp) kétédé primerparokat egy rendszerbe tettik (9. abra).

2800 bp
2400 bp
2000 bp

1600 bp

9. abra: Az ApxIV PCR kuldnb6zd méretl amplifikacioi

A primer kotédés optimalizalasa soran a hdémérsékletet 62 °C-ra allitottuk be.
A Rayamaijhi és mtsai. (2005) altal leirt multiplex PCR médszer primerparjaival végzett PCR
vizsgalat soran kapott eredményeket a 31. tablazatban foglaltuk 6ssze és ugyanezen térzsek
passziv hemagglutinaciéval kapott eredményét is feltintettuk (33. tablazat).
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33. tablazat: A PCR-rel kapott szerotipusok és az eredmény o6sszehasonlitasa a PHA

vizsgalat soran kapott eredménnyel

Szerotipusok (PCR) Szerotipusok (PHA)
db 2 8 9 12 13 16 NB
1 2 2
2/8/15 22 14 8
5a/5b 11 9
7 3 1 1 1
9/11 1 1
12/13 11 2 9
NB 10 8 2
o) 60 23 9 3 2 9 9 5
sszesen
(100%) | (38%) | (15%) | (5%) | (3,5%) | (15%) | (15%) | (8,5%)

NB: nem besorolhat6
A PCR-rel nem besorolhatd térzsek koézil kettében nem talaltunk apxlV gént, azok
PHA vizsgalattal sem voltak egyik szerotipusba sem volt besorolhatoak.
A PCR-rel nem besorolhaté masik nyolc térzsben talaltunk apxIV gént, de nem abban
a méretben, ami alapjan besorolhatdéak lettek volna. Mind a nyolc a 2-es szerotipusba

tartozott a PHA vizsgalat szerint.

5.3.3. Szekvenalas eredménye
Azt a nyolc torzset, amelyekben a 2400 bp termék volt lathaté a PCR-es vizsgalat

eredményeként a 2800 bp helyett, mindet A. pleuropneumoniae-ként hataroztuk meg.

5.4. Nem besorolhaté torzsek

A mintagyUjtés évei alatt 6sszesen 56, 17 kuldnb6z6 allomanybdl szarmazo, passziv
hemagglutinaciéval nem besorolhatd torzset izolaltunk. 2012-ben és 2014-ben hat olyan
torzset tenyésztettiink ki, amelyek egyik tipustorzs savojaval sem mutattak reakciot, ezért
ezekkel szemben hiperimmun savét termeltettiink. Ot torzs a homoldg savoval 1:2560 és
1:5120 titerértéket adott, és mind az 6t térzs a masik négy heteroldg savéval is ugyanezt a
magas értéket mutatta.

Ezeket a torzseket 16-os szerotipusként irtuk le és tipustdrzsnek az A-85/14 térzset
javasoltuk, amely a Biolog rendszer alapjan is A. pleuropneumoniae-ként lett meghatarozva,
és a 16S rRNS szekvencia analizis szerint pedig 99%-0s hasonlésagot mutatott az A.
pleuropneumoniae-vel (GénBank Accession No. SUB1098860 A-85/14 KT763387).
Mintagydjtésink soran harom masik allomanybdl is izolaltuk a 16-o0s szerotipust.

A 16-os tipustorzs teljes genomszekvenciajanak meghatarozasa is igazolta, hogy
valoban A. pleuropneumoniae baktériumrdl van szd, amelynek a burokképzéseért felel6s

l6kusz helyezddése teljesen eltér a korabban leirt 15 tipustdrzs burokképzésért felel6s
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l6kuszatdl, és nem mutat hasonlésagot mas Pasteurellaceae csalad tagjanak ezen
l6kuszaval sem. Tartalmaz géneket, amik hasonl6sagot mutatnak az Actinobacillus ureae,
P. multocida, Haemophilus parainfluenzae és E. coli cps génjeivel. A csoport utolsé génje
hasonlit az 5-0s szerotipus burokképzésért felelés I6kuszahoz, de a 16-os szerotipus ezen
génje csonkolt. Mindegyik 16-0s izolatumunk hordozza az apxIA, az apxIB, az apxll és apxIV
geént, és ezt a teljes genomszekvenalas is megerdsitette. A burokképzésért felelés 16kusz
eltérése miatt és az emiatti sajatos szekvencianak kdszénhetéen specifikus primert lehetett
tervezni a 16-os szerotipusra.

A hatodik t6rzs a homolég savéval 1:640 titerértéket adott, de a heterolég savokkal
nem reagalt. Az ez ellen termelt hiperimmun savo a 16-os szerotipusként leirt torzzsel is
1:640 titerértéket adott, de az a homoldg savojaval magasabb titerértékben reagalt. Emiatt
ez a torzs nem a 16-0s szerotipusba sorolandd, hanem valdszinlileg egy Uj szerotipusba
tartozo torzset izolaltunk.

A masik 11 torzs kozul nyolc NAD-ot igényelt tenyésztése soran, mig harom torzs a
ll-es biotipusba tartozott.

Az 6t, 16-0s szerotipusba sorolt térzsek egyikét 2014 tavaszan egy 1350 kocas
Hajdu-Bihar megyei sertéstelepen lezajlé heveny jarvanykitdrés okozta elhullasokbdl,
valamint vagohidi mintavétel soran izolaltuk. A telepen régéta kereskedelmi forgalomban
lévé, torzskdnyvezett bakterin tipusu vakcinat alkalmaztak, de az csak az 1-es és 2-es
szerotipusokat tartalmazta inaktivalt formaban. Javaslatunkra standardizalt mennyiségben
inaktivalt toxinokat tartalmazé vakcinara valé valtas tortént, ezt kdvetben a heveny
légzbszervi tinetek megsziintek. 2014 6szén mar csak idilt actinobacillus pleuropneumonia
elvaltozasai voltak lathaték vagoéhidi vizsgalatkor, amely gbécokbdl ismét a 16-o0s

szerotipusba tartozo A. pleuropneumoniae torzset izolaltuk.

5.5. A tdrzsek azonositasa Biolog rendszerrel, szénforras-hasznositas alapjan

A Biolog rendszer altali vizsgalatainkba bevont 68 kortani esetb6l szarmazo torzs és
6 A. pleuropneumoniae tipustdrzs anyagcseremintazatat elemeztik. A hat tipustorzs kézil a
9-es szerotipust a hasonldsagi listan az els6 helyen az A. pleuropneumoniae fajba sorolta a
rendszer, mig az 5a, a 10 és 13-as referenciatorzsek esetében az A. pleuropneumoniae faj a
2. helyen szerepelt. Az A. pleuropneumoniae faj a hasonlosagi listdn a harmadik helyen
szerepelt a 11-es tipustorzs esetében. Ezt a négy torzset a Biolog rendszer els6 helyen A.
lignieresii-ként azonositotta. Az 5b tipustdrzset Haemophilus paraphrohaemolyticus fajként
hatérozta meg, de a hasonlésagi listdin a masodik helyen az A. pleuropneumoniae Aallt.
Harminc kértani mintabdl izolalt térzset hatarozott meg A. pleuropneumoniae fajként a Biolog
rendszer 24 6ras inkubacios id6t kovetéen. Negyven izolatumot az A. lignieresii, harmat a

Haemophilus paraphrohaemolyticus és egy izolatumot pedig az A. equuli baktérium fajba
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sorolt. Azt, hogy a hasonlésagi listan hanyadik helyen szerepel az A. pleuropneumoniae 34.

tablazatban lathato.

34. tablazat: Az A. pleuropneumoniae térzsek szama a hasonldsagi listan.

Az A. pleuropneumoniae helyezédése a listan
App torzsek |[1. 2. 3. 4. 5. 6. |7. Osszes
I-es biotip 18 17 8 2 1 46
ll-es biotip 12 12 1 1 0 28
Osszesen 30 29 9 3 1 74

Az altalunk vizsgalt torzsek 100%-a 20 kulonb6z6 szénforréas hasznositasara volt

képes. A torzsek 1-99%-a 27 tovabbi szénforras felhasznalasara volt képes 24 6ras

inkubacid soran. A vizsgalatba vont torzsek szénforras-hasznositasanak 6sszehasonlitasat a
35. tablazat tartalmazza.
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I-es és ll-es biotipusra, valamint a tipustérzsekre

35. tablazat: A vizsgalt 68 A. pleuropneumoniae torzs altal felhasznalt szénforrasok, lebontva

Szénforrs Osszes I-es biotipus ll-es biotipus Tipustorzsek
(68) (41) (27) (6)
Dextrin 100" 100 100 100
Tween 40 0 0 0 0
N-Acetil-D-glikézamin 99 98 100 100
L-Arabinéz 99 98 100 100
D-Arabitol 4 5 4 0
D-Cellobioz 100 100 100 100
D-Fruktéz 100 100 100 100
L-Fruktéz 97 98 96 100
D-Galaktéz 100 100 100 100
Genciobioz 10 12 7 0
a-D-Glukéz 100 100 100 100
m-Inozitol 7 7 7 0
a-D-Laktoz 100 100 100 100
Laktuléz 100 100 100 100
Maltoz 100 100 100 100
D-Mannitol 100 100 100 100
D-Mannéz 100 100 100 100
D-Melibiéz 3 2 4 0
B-Metil-D-Gliikozid 0 0 0 0
D-Pszikéz 100 100 100 100
D-Raffinéz 100 100 100 100
L-Ramnéz 94 98 89 100
D-Szorbitol 100 100 100 100
Szukréz 100 100 100 100
D-Trehaléz 38 46 26 50
Turanéz 97 100 93 100
Xilitol 1 0 4 17
Piroszélésav-metil-észter 94 90 100 100
Borostyankésav mono- 56 71 33 83
Ecetsav 71 7 70 17
Hangyasav 100 100 100 100
D-Galakturonsav 54 54 56 33
D-Gliikonsav 93 90 96 83
D-Gliikozaminsav 19 17 22 17
D-Gliikuronsav 50 59 37 33
a-Hidroxivajsav 97 98 96 100
p-Hidroxi-fenilecetsav 1 0 4 17
a-Ketovajsav 99 100 96 83
a-Ketoglutarsav 40 41 37 50
a-Ketovaleriansav 1 0 4 0
D,L-Tejsav 100 100 100 100
Propionsav 1 0 4 0
Kinasav 1 0 4 0
Borostyank&sav 99 98 100 83
Brémborostyank&sav 49 51 44 17
Glikuronamid 74 76 70 33
L-Aszparagin 68 68 67 67
L-Asparaginsav 79 78 81 83
Glicil-L-aszparaginsav 1 2 0 0
L-Prolin 75 71 81 67
L-Treonin 84 83 85 83
Urokansav 68 61 78 50
Inozin 100 100 100 100
Uridin 100 100 100 100
Timidin 100 100 100 100
Feniletil-amin 4 7 0 0
Putreszcin 1 0 4 0
D,L,a-Glicerol foszfat 1 0 4 0
a-D-Glikéz-1-foszfat 57 49 70 83
D-Gliikoz-6-foszfat 100 100 100 83

(*a szénforras hasznositasi aranya szazalékban kifejezve)
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Az |-es biotipusba tartozé torzsek 100%-a 22 kulonbozé szénforrast, mig a ll-es
biotipusba tartoz6 torzsek 24 kulonb6z6 szénforrast tudtak hasznositani. A Biolog
adatbazisaban talalhaté standard adatokhoz képest a vizsgalt A. pleuropneumoniae térzsek
tiz plusz szénforrast hasznositottak (35. tablazat, sarga szin), viszont nem hasznositottak a
tween 40 és béta-metil-D-glukozid szénforrast 24 oras inkubaciot kovetben.

A vizsgalt ll-es biotipusba tartozé térzsek rokonsagi fokat az anyagcsereprofil alapjan

készitett torzsfa mutatja (10. abra).

Atlagos hasonlésagi érték

I 10 5 I 0 Bt Szt Megye Telepiilés Iquélés
éve
A142 1] 13 Tolna Dalmand 2006

p— A13 1] 13 tipustorzs

b—— A12 1] 282

A155 1] 2008
A157 1] 2006
J: A138 1] 13 GYMS Toltéstava 2006
A145 1] 2005
— A 165 1] 13 2008
A140 1] 13 Tolna Gerjen 2006
A16 1] 1998
A144 1] 14 2006
J: A125 1] 13 Tolna Dalmand 2006
J: A134 1] 13 BK Baja 2006
A137 1] 2005
b A185 1] 13 Tolna Dalmand 2009
p—— A184 1] 13 Tolna Dalmand 2009

I— A11 1] Zala Pétréte
A141 1] 13 Tolna Dalmand 2006
b A156 I 2006
— A 162 1] 2008
— A 164 1] 2008
- A148 1] 13 BK Hercegszént 2005
_E A163 1] 2008
A131 1] 13 JNKSZ  Kisujszallas 2006

_: A183 1] 13 Tolna Gerjen
—— A 150 1] 13 KE Babolna 2006
—— A 149 1] 14 2005
A143 1] 13 Tolna Dalmand 2006

10. abra: A ll-es biotipusba tartozo térzsek anyagcsereprofilja alapjan készitett

torzsfa
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A vizsgalt I-es biotipusba tartozé térzsek rokonsagi fokat az anyagcsereprofil alapjan

készitett térzsfa mutatja (11. abra).

Atlagos hasonlésagi érték

I 10 I 5 I 0 Bt Szt Megye Telepiilés  Izolalas éve
85/14 | 16 JNKSZ Karcag 2016
— 126 | 2 2006
A19
A133 | 2 Nograd Paszto 2006
AB7 | KE Babolna 2002
—% A130 | 2 Fejér Besnyé 2006
A42 | Nograd Paszto 2002
— A40 | 2002
— A4 | 2002
_E A129 | 9 2006
A167 | 2 KE Kerékteleki 2008
p—— A173 | 5b tipustorzs
A70 | KE Babolna 2002
b A 136 | 2 Nograd Paszto 2006
— A 186 | 2 BAZ Pirito
— A146 | 9 Békés Szeghalom 2003
— A72 | 2003
A122 | 2 2004
—E A7 | 1996
- AB8 | KE Babolna 2002
I_ A166 | 2 KE Kerékteleki 2008
A169 | 9 2009
e A27 | 2002
A127 | 2 Nograd Paszto 2006
A37 | 2001
_E A63 | 2 2002
—— A48 | Nograd Paszto 2002
A181 | 2 Nograd Paszto 2009
T—— a0 2002
A74 | \Y Papa 2003
I_ A174 | 9 Tipustorzs
A168 | 2002
A170 | 9 2009
_I_: A147 | 9 Békés Szeghalom 2003
A132 | 2 Fejér Sarbogard 2006
—— A5 | Fejér Lajoskomar 2002
I_ A182 | 2 BAZ Piritd 2009
A31 | 9 Zala Potréte 2002
A123 | 2005
_I_ A151 | BK Varosfold 2006
A89 | 10 Tipustorzs
A187 | 2 2009
__: Ad4 | KE Bana 2002
A172 | 5a tipustorzs
_: A78 | HB Hajdlszobo 2003
A175 | 11 Tipustorzs

11. &bra: Az |-es biotipusba tartoz6 térzsek anyagcsereprofilja alapjan készitett
torzsfa
Az Osszes vizsgalt térzs anyagcsereprofiljia alapjan készitett torzsfat a 12. abra

mutatja be.
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10 ‘ 5 ’ 0 Bt Szt Megye Telepiilés lzolalas éve
A170 1 9 2009
p— A\ 166 | 2 KE Kerékteleki 2008
A163 1] 2008
A78 | HB Hajduszoboszlé 2003
A165 1] 13 2008
_IE A168 . 2002
A187 | 2 fnnn
p— A173 | 5b tipustorzs
_: A67 | KE Babolna 2002
A142 1] 13 Tolna Dalmand 2006
h—— A70 | KE Babolna 2002
p—— A122 | 2 2004
p—— A172 | 5a tipustorzs
p— A169 | 9 2009
e A 140 1] 13 Tolna Gerjen 2006
A134 1] 13 BK Baja 2006
— A127 | 2 Négrad Pasztd 2006
A186 | 2 BAZ Pirité
p— A89 | 10 Tipustorzs
—— —— A131 1] 13 JNKSZ Kistiszallas 2006
A156 1] 2006
—: A71 | 2002
A42 | Noégrad Paszto 2002
p—— A37 | 2001
—_ A182 | 2 BAZ Pirité 2009
p— A3 1 13 tipustorzs
—— A31 | 9 Zala Potréte 2002
p— A146 | 9 Békés Szeghalom 2003
A68 | KE Babolna 2002
A125 1] 13 Tolna Dalmand 2006
e A 162 1] 2008
A11 1] Zala Potréte
e A157 1] 2006
h—— A16 1] 1998
p— A145 1] 2005
A136 | 2 Négrad Pasztd 2006
—— A181 | 2 Noégrad Paszto 2009
A138 1] 13 GYMS Toltéstava onne
— A2 1] 282
———— A133 | 2 Nograd Paszto 2006
A48 | Noégrad Pasztd 2002
_I__: AT2 | 2003
A45 | Fejér Lajoskomarom 2002
A164 1] 2008
 ———— A151 i BK Varosfold 2006
A167 | 2 KE Kerékteleki 2008
[ —) 71 I 14 2006
—— A7 | 1996
| — A130 | 2 Fejér Besny6 2006
A123 | 2005
— A4 | KE Bana 2002
A155 1] 2008
A148 1 13 BK Hercegszantd 2005
—l—: A137 I 2005
A149 1] 14 2005
p— A1 83 1] 13 Tolna Gerjen
A129 | 9 2006
—: A175 | 1 Tipustorzs
 —— A27 | 2002
A174 | 9 Tipustorzs
A150 I 13 KE Babolna 2006
—— A 19
A141 1] 13 Tolna Dalmand 2006
p— 35/14 | 16 JNKSZ Karcag 2016
A126 | 2 2006
el A74 | Vv Papa 2003
— A\ 143 1 13 Tolna Dalmand 2006
p— AG3 | 2 2002
h—— A4 ! 2002
A147 | 9 Békés Szeghalom 2003
— A132 | 2 Fejér Sarbogard 2006
A40 | 2002
A185 1] 13 Tolna Dalmand 2009
A184 1 13 Tolna Dalmand 2009

12. abra: A 74 A. pleuropneumoniae térzs anyagcsere-ujjlenyomata alapjan késziilt

torzsf
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5.6. Az A. pleuropneumoniae torzsek vizsgalata pulzalé mezeji gélelektroforézissel
A torzsek 41 allomanybdl szarmaztak és valamennyi izolatum tipizalhaté volt az Apal
restrikcios enzimmel. A szerotipusok hatarozott kulénbséget mutattak a makrorestrikcios

mintazatokban (13/a-b-c. abra).
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13/a abra: A ll-es biotipusba tartozé torzsek makrorestrikcios mintédzata zart (A és B
csoport)
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13/b. abra: A 16-os szerotipusba (D1-D2) és a feltehetéen uj szerotipusba (E) tartozé

torzsek makrorestrikcids mintazata
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13/c. abra: A 115 torzs PFGE vizsgalatanak eredményeként kapott teljes genom mintazata
alapjan kirajzolodott csoportok (13/a és 13/b)

A 2-es szerotipusu térzseknél kilenc csoportot kulonitettink el (G1-t6l K-ig), és ezen
szerotipus csoportjain belil a J1 alkotta a legnagyobb csoportot, amelybe 14 kulénb6z6
allomanybdl 27 izolatum tartozott. 8-as szerotipusu térzset a PFGE vizsgalatokig csak egyet
izolaltunk, melyet bevontunk a vizsgalatba és ezt a rendszer a G2 csoportba sorolta, amely
ezen kivll 2-es szerotipusu térzseket tartalmazott.

A 13-as szerotipus torzsei két alcsoportba keriltek, 14 és 11 toérzs talalhaté a két
alcsoportban, amelyek négy-négy kiilonbdzé allomanybdl szarmaztak. A 9-es szerotipus

torzsei egy csoportba kertltek, nem volt alcsoportra tagolédas, mig a 16-os szerotipusba
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tartozé térzsek nagy része a D1-es csoportba kertlt, egy térzs pedig a D2-es csoportba. Az
alcsoportra tagolodas ellenére genetikai zartsag figyelhet6é meg és lathato, hogy a nem
besorolhato térzsek kilén csoportba (E) kertltek.

Az 6sszes PFGE vizsgalatba bevont térzs hordozta a fajspecifikus apx/V gént, ami

megerésiti azt, hogy a térzsek valdéban A. pleuropneumoniae baktériumok.

5.7. Az A. pleuropneumoniae torzsek antibiotikum-érzékenysége
5.7.1. Az A. pleuropneumoniae térzsek antibiotikum-érzékenysége korongdiffuziés prébaval
vizsgalva
Az Osszes tOrzs érzékeny volt tulatromicinre és tiamulinra, nagymértékben
érzékenyek voltak amoxicillinre, penicillinre, ampicillinre, ceftiofurra, cefoperazonra,
enrofloxacinra és marbofloxacinra, kléoramfenikolra és florfenikolra, valamint szulfametoxazol-
trimetoprimra. A torzsek hasonlé aranyban voltak mérsékelten érzékenyek és rezisztensek
gentamicinre, spektinomicinre, penicilinre és ampicillinre. Nagymeértékii mérsékelt
érzékenységet mutattak torzseink eritromicinre, valamint nagyfoku rezisztenciat talaltunk

szulfametoxazollal szemben (36. tablazat).

36. tablazat: A korongdiffuzids vizsgalat eredményei

7

Antibiotikum E ME R
gentamicin 7% 47% 46%
spektinomicin 24% 41% 35%
amoxicillin-klavulansav 95% 5% 0
amoxicillin 88% 0 12%
penicillin 76% 12% 12%
ampicillin 86% 7% 7%
ceftiofur 91% 9% 0
cefoperazon 85% 15% 0
enrofloxacin 74% 21% 5%
marbofloxacin 83% 17% 0
kléramfenikol 98% 2% 0
florfenikol 95% 0 5%
eritromicin 0 72% 28%
tilmikozin 65% 0 35%
tulatromicin 100% 0 0
szulfametoxazol 0 17% 83%
SXT 91% 9% 0
doxiciklin 51% 38% 11%
oxitetraciklin 60% 16% 24%
tiamulin 100% 0 0

E: érzékeny; ME: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens
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5.7.2. A vizsgalt antibiotikumok minimalis gatlé koncentracioja (MIC)

A vizsgalatok soran az S1536 szamu A. pleuropneumoniae tipustdrzs MIC-értéke
minden antibiotikum esetében a CLSI dokumentumaban meghatarozott MIC-intervallumba
esett. A vizsgalatba vont A. pleuropneumoniae torzsek MIC-értékeit a vizsgalt

antibiotikumokra nézve a 37. tablazat tartalmazza.

37. tablazat: A vizsgalt antibiotikumok MIC, MICsy €s MICgy (ug/ml) értékei

Antibiotikum Torzsszam MIC MICs, MICq Rezisztencia (%)
gentamicin 60 0,25-32 4 16 46,7
spektinomicin 58 4-128 128 128 51
amoxicillin- 56 0,25-16 0,5 2 14,3
amoxicillin 57 0,125-32 0,5 2 12,3
penicillin 58 0,06-8 1 4 50
ampicillin 55 0,03-16 0,5 2 25,4
ceftiofur 58 0,06-8 1 4 1,7
cefoperazon 57 0,06-16 1 4 1,7
enrofloxacin 59 0,015-1 0,06 1 12
marbofloxacin 59 0,008-2 0,06 0,5 3,4
kléramfenikol 59 0,25-64 0,5 2 1,7
florfenikol 59 0,25-64 0,5 1 1,7
eritromicin 59 2-16 4 16 50,8
tilmikozin 59 2-32 8 16 3,4
tulatromicin 53 0,25-128 64 128 22,6
szulfametoxazol 58 100-1600 800 1600 100
SXT 58 0,015-16 2 4 43,1
doxiciklin 59 0,125-8 0,5 4 18,6
oxitetraciklin 55 0,25-64 1 32 38,2
tiamulin 59 4-64 16 32 13,6

5.7.3. 2012 elbtt izolalt tbrzsek antibiotikum-érzékenysége
A negyven, 2012 el6tt izolalt, térzsgyljteményben elhelyezett A. pleuropneumoniae

térzs MIC-értékeit a vizsgalt nyolc antibiotikummal szemben a 38. tablazat tartalmazza.

38. tablazat: A MIC-értékek, MICs, és MICq (ug/ml) @ negyven 2012 elétt izolalt tdrzsre

nézve

Antibiotikum | Torzsszam MIC MICs, | MICy, | rezisztencia (%)
amoxicillin 40 0,06-128 0,25 1 2,5
penicillin 40 0,03-64 0,5 4 27,5
cefoperazon 40 0,06-4 1 4 0
enrofloxacin 40 0,015-1 0,06 1 20
florfenikol 40 0,125-1 0,5 0,5 0
doxiciklin 40 0,25-8 0,5 4 25
oxitetraciklin 40 0,125-128 1 128 30
tiamulin 40 1-32 8 16 5
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A vizsgalt nyolc antibiotikumra mutatott érzékenység megoszlasa és valtozasa az elmult 20
évben izolalt torzsre nézve (14-21. abra). A tetraciklinek kozott keresztrezisztenciat

tapasztaltunk.

amoxicillin
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14-15. abra: A béta-laktamokra kapott érzékenységi eredmények valtozasa

oxitetraciklin
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16-17. abra: A tetraciklinekre kapott érzékenységi eredmények valtozasa
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florfenikol
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18-19. abra: A florfenikolra és cefoperazonra kapott érzékenységi eredmények valtozasa
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20-21. abra: A tiamulinra és az enrofloxacinra kapott érzékenységi eredmények valtozasa
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5.7.4. Antibiotikum-rezisztenciagének

A PFGE vizsgalatokba bevont 115 torzs kozul nyolcvanban antibiotikum-
rezisztenciagéneket is kerestunk. Béta-laktam rezisztenciagént nem talaltunk egyik torzsben
sem, pedig fenotipusos rezisztenciaval talalkoztunk (36., 37. és 38. tablazat).

A tetraciklin-rezisztenciagéneket hordozé torzseket a PFGE torzsfan tuntettuk fel
(13a., 13b. és 13c. abra). Azok a torzsek, amelyek csak oxitetraciklinnel mutattak
rezisztenciat, de doxiciklinre érzékenyek voltak, viszonylag alacsony MIC-értékkel
rendelkeztek (16 pg/ml) és sem a tetL gént, sem mas, altalunk vizsgalt tetraciklin
rezisztenciaért felelés gént nem hordoztak.

Az A2-es csoport tagjait (13-as szerotipus) a béta-laktamokkal szembeni rezisztencia
gyakoribb eléfordulasa jellemezte, 11 izolatumbdl 4 térzs volt rezisztens penicillin G-re és
amoxicillinre, mig 2 volt rezisztens cefoperazonra. Ugyanezen A2-es csoport tagjai nagy
aranyban mutattak rezisztenciat oxitetraciklinnel (11-bél 6 torzs, amelyek két allomanybdl
szarmaztak) és doxiciklinnel szemben (11-bél 5 toérzs). A doxiciklin rezisztens toérzsek
hordoztdk a tetlL gént. A tetraciklin rezisztencia az A1-es csoport tagjain belll is
megfigyelhetd volt, a 14 izolatumbdl hat volt rezisztens oxitetraciklinnel és doxiciklinnel
szemben. Ot, ugyanabbdl az allomanybdl szarmazé izolatum hordozta a tetl gént, a tetB
gén egy sporadikus 13-as izolatumban volt megtalalhaté.

Az 1-es biotipusu tdrzsek kézil, a C csoportban (9-es szerotipus) lévé egyik izolatum
hordozza a tetH gént, a D1-es csoport (16-0s szerotipus) egyik izolatuma a tetB-t, mig egy
masik a tetl gént hordozta. Az F csoport egyik izolatumabdl a tetB gént, az 11-es csoportban
lévd, kuldnbdzd allomanybdl izolalt két torzs a tetL gént hordozza. A J1-es csoport torzsei
kozul egy hordozta a tetB gént, egy masik pedig a tetL gént. A K csoportban lévé harom
izolatumbdl egy mutatott penicillin  rezisztenciat, amely mérsékelten érzékeny volt

amoxicillinre is. A tobbi torzs érzékenynek bizonyult a vizsgalt antibiotikumokra.

5.8. Szelektiv taptalaj fejlesztése
5.8.1. Az antibiotikum vizsgalatok eredménye

A szelektiv taptalajok alapjaul szolgalé kulonb6z6 NAD-koncentracioju véresagarok
kdzul a 0,3 mg/ml mennyiségli NAD-ot, 5% juhvért és 1 g/ml élesztSkivonatot tartalmazo

Muller-Hinton taptalaj bizonyult a legeredményesebbnek (22. abra).

77



L

22. abra: NAD-fligg6 A. pleuropneumoniae térzs ndvekedése a 0,3 mg/ml mennyiségld NAD-

ot tartalmazé MH véresagaron

A 90 kulénbozé hatéanyagtartalmu antibiotikum korongdiffuziés vizsgalatanak

eredménye, 15 A. pleuropneumoniae tdrzzsel vizsgalva, a 39. tablazatban talalhato.

39. tablazat: A 90 hatéanyag korongdiffuzids vizsgalatanak eredménye

Csoport Antibiotikum Erzékeny Mg:g:::;n Rezisztens

1. amikacin 80% 13% 7%
2. aminozidin 100% 0 0
3. apramicin 27% 60% 13%
4. gentamicin 100% 0 0
5. izepamicin 93% 7% 0

6. Aminoglikozidok kanamicin 93% 7% 0

7. neomicin 20% 27% 53%
8. netilmicin 100% 0 0
9. sisomicin 87% 13% 0
10. spectinomicin 100% 0 0
11. sztreptomicin 100% 0 0
12. tobramicin 100% 0 0
13. cefadroxil 100% 0 0
14. cefoperazon 100% 0 0
15. ceftiofur 100% 0 0
16. Cefalosporinok cefuroxim 100% 0 0
17. cefalexin 100% 0 0
18. cefalotin 100% 0 0
19. lorakarbef 100% 0 0
20. moxalaktam 100% 0 0
21. | Diamino-pirimidin trimetoprim 93% 7% 0
22. vancomicin 0 0 100%
23. Glikopeptidek teicoplanin 0 0 100%
24. novobiocin 0 0 100%
25. Hidrokinon optochin 87% 0 13%
26. Karbapenemek imipenem 100% 0 0
27. meropenem 100% 0 0
28. ciprofloxacin 100% 0 0
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29. enrofloxacin 100% 0 0
30. flumequin 100% 0 0
31. levofloxacin 100% 0 0
32. lomefloxacin 100% 0 0
33. marbofloxacin 100% 0 0
34. Kinolonok moxifloxacin 100% 0 0
35. nalidixsav 100% 0 0
36. norfloxacin 100% 0 0
37. ofloxacin 100% 0 0
38. oxolin sav 100% 0 0
39. perfloxacin 93% 7% 0
40. sparfloxacin 100% 0 0
41. kléramfenikol 27% 46% 27%
42. Kléramfenikolok florfenikol 100% 0 0
43. tiamfenikol 93% 0 7%
44, klindamicin 0 40% 60%
45, Linkézamidok linkomicin 20% 27% 53%
linkomicin+ 100% 0 0
46. spectinomicin
47. azitromicin 100% 0 0
48. klaritromicin 100% 0 0
49. eritromicin 20% 80% 0
50. oleésomicin 0 7% 93%
51. pirlimicin 87% 0 13%
52. Makrolidok pristinamicin 0 93% 7%
53. roxitromicin 7% 93% 0
54. spiramicin 0 80% 20%
55. tilmikozin 100% 0 0
56. tilozin 67 0 33
57. tulatromicin 100% 0 0
58. Nitrofuran nitrofurantoin 100% 0 0
59. Nitroimidazol metronidazol 0 0 100%
60. Oxazolidin linezolid 7% 7% 86%
61. amoxicillin-klavulansav 100% 0 0
62. amoxicillin 100% 0 0
63. ampicillin 93% 0 7%
64. azlocillin 100% 0 0
65. karbenicillin 93% 0 7%
66. mecillinam 87% 0,07 7%
67. meticillin 0 0,33 67%
68. Penicillinek mezlocillin 100% 0 0
69. nafcillin 7% 0 93%
70. oxacillin 33% 40 27%
71. penicillin 93% 0 7%
72. piperacillin 93% 0 7%
piperacillin+ 100% 0 0
73. tazobactam
74. ticarcillin 87% 7% 7%
75. ticarcillin+klavulansav 100% 0 0
76. Pleuromutilinek tiamulin 100% 0 0
77. bacitracin 0 46% 54%
78. Polipeptidek polimixin E 87% 13% 0
79. polimixin B 100% 0 0
80. Rifamicin rifampin 0 7% 93%
81. szulfiszoxazol 13% 40% 47%
82. szulfametoxazol 0 20% 80%
83. Szulfonamidok trimethoprim+ 93% 7% 0
szulfonamid
84. triple/szulfonamidok 0 0 0
85. doxiciklin 0% 53% 47%
86. klortetraciklin 46% 27% 27%
87. Tetraciklinek minociklin 27% 73% 0
88. oxitetraciklin 34% 20% 46%
89. tetraciklin 27% 27% 46%
90. Egyéb foszfomicin 100% 0 0
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A tetraciklinek kozott keresztrezisztencia volt megfigyelhetd.
A 90 hatéanyag kozul kivalasztott huszonottel végzett korongdiffuzids vizsgalat

eredményeét a 40. tablazatban tlntettik fel.

40. tablazat: A korongdiffuzidés vizsgalat soran kapott eredményeink a 25 kulonb6zé

hatéanyagra nézve

Antibiotikum E. coli E. cloacae | P. multocida P. mirabilis App | App 1l
1. | amikacin ME E R E R E
2. | apramicin ME E R R R E
3. | doxiciklin R ME R R ME E
4. | eritromicin R ME R R ME E
5. |fusidic sav E ME ME R ME E
6. | klaritromicin R ME R R R E
7. | klindamicin R ME R R R R
8. |klértetraciklin R ME R R E E
9. | linkomicin R R R R R R
10. | meticillin R R R R R R
11. | minociklin R ME R R R E
12. | neomicin R E R E R E
13. | oxacillin R R R E R R
14. |OTC R ME R R ME E
15. | pirlimicin R R R R R R
16. | polimixin E E E E R E E
17. | polimixin B E E E R E E
18. | rifampin R R ME R R E
19. | rifamicin SV R R R R R R
20. | spektinomicin E E R R ME E
21. | spiramicin R ME R R R E
22. | sztreptomicin ME E R R R E
23. | szulfisoxazol R ME R R R ME
24. |tilozin R R R R R ME
25. | vankomicin R R R R R R

E: érzékeny; ME: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens

A szelektiv taptalajpa szant harom antibiotikum kuléonb6zé Gram-pozitiv és Gram-negativ

baktériumokkal végzett MIC vizsgalatnak eredményeit a 41. tablazat tartalmazza.
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41. tablazat: MIC-értékek meghatarozasa a szelektiv taptalaj 0sszeallitasahoz

Baktérium fajok linkomicin (ug/ml) polimixin-B pg/ml | vankomicin pg/mi
A. pp. MICsq 32 4 128
A. pp. MICgo 64 16 128
E. coli 128 2 128
E. cloacae 32 4 128
P. mirabilis 128 128 128
S. Typhimurium 128 0.5 128
P. multocida 32 64 64
S. suis 0.06 0.06 4
S. aureus 0.06 0.06

5.8.2. A szelektiv taptalaj 6sszetevéinek hatékonysaga

A sajat fejlesztés(i szelektiv taptalajra oltott A. pleuropneumoniae térzsek névekedtek,
erbtelies hemolizisnek koszdnhetéen megkllonbdztethetéek voltak mas Gram-negativ
baktériumtol. Mindkét szelektiv taptalaj (,A” és ,B”) alkalmas volt A. pleuropneumoniae
tenyésztésére, de tonsillabdl csak az ,A” taptalajon izolaltunk A. pleuropneumoniae

baktériumot.

5.8.3. A sertés-tonsillak vizsgalata

Az A" taptalajon negyven sertés-tonsilla kdzll harombdl izolaltunk A.
pleuropneumoniae torzset (kettd 16-os szerotipus Hajduszoboszlordl (egy heveny telepi
elhullas, egy vagohidi minta), egy 13-as szerotipus Ormandlakrél (heveny elhullas)).
Mindharom esetben a tud6ékbdl is izolaltuk a kérokozot.

A selejtkoca-tonsillakbol nem sikerult izolalnunk egyik szelektiv taptalajon sem A.

pleuropneumoniae baktériumot.

5.9. Vaddisznébdl izolalt torzs vizsgalata

A vaddiszné-tonsillakbdl a Keselylsrél (Tolna megye) szarmazo mintabdl izolaltunk
egy NAD-fuggé A. pleuropneumoniae torzset, amelyet passziv hemagglutinaciéval a 12-es
szerotipusba soroltunk.

A vaddiszndbdl izolalt A. pleuropneumoniae t6rzs érzékenynek bizonyult ampicillinre,
amoxicillinre,  amoxicillin-klavulansavra, cefoperazonra, enrofloxacinra, tiamulinra,
doxiciklinre, kléramfenikolra és florfenikolra, mérsékelten érzékeny oxitetraciklinre, valamint
rezisztens penicillinnel, gentamicinnel, spektinomicinnel, tulatromicinnel és tilmikozinnal

szemben (42. tablazat).
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42. tablazat: A vaddisznobal izolalt A. pleuropneumoniae térzs MIC vizsgalat eredménye és

érzékenysége
Antibiotikum MIC (pg/ml) érzékenység
penicillin 1 R
amoxicillin 0.5 E
amoxicillin-klavulansav 0,5 E
ampicillin 0.125 E
cefoperazon 1 E
gentamicin 16 R
spektinomicin 128 R
oxitetraciklin 1 ME
doxiciklin 0.5 E
tilmikozin 32 R
tiamulin 16 E
kléramfenikol 2 E
florfenikol 0.5 E
enrofloxacin 0,06 E
tulatromicin 128 R

E: érzékeny; ME: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens
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6. Kovetkeztetések

6.1. Avizsgalatba vont allatok kora, a torzsek foldrajzi eredete

Heveny megbetegedést leggyakrabban a szakirodalomnak megfeleléen, 12-16 hetes
koru, hizlaldaban elhelyezett allatokban lattunk (Cruijsen és mtsai., 1995; Chiers és mtsai.,
2002; Vigre és mtsai., 2002), de az id6sebb korosztalyban is igen gyakran el6fordult a
heveny actinobacillus pleuropneumonia. A szubklinikailag fert6z6tt kocak maternalis
védelmet biztositanak a malacoknak az adott szerotipussal szemben, emiatt a szopds vagy
valasztas koruli malacokban kialakult pleuropneumonia nagyon ritka (Takacs és mitsai.,
2015). Ez a védelem 5-9 hetes korig tart, majd ahogy csdkken a vérben az ellenanyag, ugy
nd a fert6zo6tt malacok aranya (Tobias és mtsai., 2014a és 2014b).

Vizsgalataink soran a 11-es szerotipusu A. pleuropneumoniae koroktani szerepét
igazoltuk valasztas koérlli (28-31 nap) malacok tidé- és mellhartyagyulladasa esetében.
Valészinlsithetd, hogy ez a szerotipus a kdzelmultban kerult behurcolasra a sertéstelepre,
ezért a maternalis védettség csak a telepen régoéta megtalalhatd és tobbszor izolalt 16-os
szerotipussal szemben volt meg. Ennek hianyaban, ezzel a szerotipussal szemben a
malacok védtelenek voltak és a megszokottnal fiatalabb korban jelentek meg a betegségre
jellemzd klinikai tlinetek és korbonctani elvaltozasok. Ez a megfigyelés megerésiti a
szerotipus-specifikus védelem |étét.

Idult elvaltozasokat vagohidon gydjtott tudékben lattunk, ami meger6siti a
szakirodalomban leirtakat, hogy az idult pleuropneumonias elvaltozasokat csak vagohidi
vizsgalat soran lathatjuk, hiszen altalaban nincs elhullas, igy a veszteség sem az elhullas
miatt alakul ki, hanem az elhuz6dé hizlalasi idé és a megndvekedett takarmanykoltség miatt.
A mintagy(ijtésink évei alatt térekedtiink arra, hogy lehetéleg kilénbézb allomanyokbdl
izolaljuk a koérokozot, bar egy-egy teleprél néhany hét, hénap vagy év kildénbséggel uUjra
kaptunk vagy gydjtéttunk mintat, mert a betegség idérél idére fellangolt. Ennek is
készonhetd, hogy minden vizsgalatba bevont sertésteleprdél izolaltuk az A.
pleuropneumoniae koérokozoét, és igy nyomon kdvethettlk a szerotipusok valtozasat vagy
fennmaradasat egy-egy allomanyban, illetve megerésitettik a szakirodalomban leirtakat,
miszerint a konvencionalis sertésallomanyok fertézottek A. pleuropneumoniae-val és
egyszerre tdbb szerotipus is jelen lehet az allomanyban (Gottschalk, 2012).

A torzsek foldrajzi eredete j6l szemlélteti, hogy hazank mely részein folyik intenziv

sertéstenyésztés.
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6.2. Az A. pleuropneumoniae torzsek azonositasa

A kortani mintakbdl izolalt A. pleuropneumoniae tdrzsek 89%-a az l-es biotipusba,
mig 11%-a a ll-es biotipusba tartozott, amely korrelal a korabbi hazai és a jelenlegi eurdpai
adatokkal (Fodor és mtsai., 1989a; Molnar, 1990; Bossé és mtsai., 2016, Gottschalk és
Lacourite, 2015). Pontosan nem ismert, hogy Eurépaban, azon belll is Magyarorszagon
miért fordul el6 gyakrabban Il-es biotipusba tartozé A. pleuropneumoniae térzs.

A tenyésztési, morfologiai és els6dleges biokémiai vizsgalatok eredménye is

megegyezik a szakirodalomban leirtakkal (Tuboly és mtsai, 1998).

6.3. A szerotipusok elé6fordulasi gyakorisaga
6.3.1. Passziv hemagglutinacios proba, 2012 el6tt és utan

A szerotipizalashoz a klasszikus modszerek kozil a passziv hemagglutinaciés probat
valasztottuk, mert a szerzdk tdbbsége ezt tartotta leginkabb specifikusnak és érzékenynek
(Mittal és mtsai., 1983a; Mittal és mtsai., 1983b; Molnar, 1990; Nielsen és mtsai., 1997), bar
keresztreakciodkra itt is szamitani kell, de azok megléte sokszor segiti a pontos diagndzist.

A 2012 elétti vizsgalatok szerint a 2-es szerotipus volt a dominans (43%), ami
jelenleg is a leggyakrabban izolalt szerotipus (38,9%). Az elmult évek sordan nem toértént
szamottev valtozas a 2-es szerotipus gyakorisagaban. Azokban az orszagokban, ahonnan
a legtébb sertést importaljuk a 2-es (Marsteller és Fenwick, 1999; Chiers és mtsai., 2002;
Nielsen és mtsai., 1997, Dubreil és mtsai., 2000) és a 9-es szerotipus dominal (Dubreil és
mtsai., 2000; Kucerova és mtsai., 2005). Magyarorszagon a 9-es szerotipus gyakorisagaban
nem latni jelentds valtozast az elmult hisz év eredményei alapjan, hiszen 2012 elétt a
térzsek 7%-a tartozott a 9-es szerotipusba, a napjainkban tértént vizsgalatok alapjan pedig a
torzsek 5,2%-a.

A 8-as szerotipus megjelent hazankban is, amely Nagy-Britanniaban a leggyakoribb
szerotipus (Bossé és mtsai., 2016), valamint leirtuk a 16-os szerotipust, amelyet eddig csak
Magyarorszagon mutattak ki (Sarkdzi és mtsai., 2015; Bossé és mtsai., 2017).

A 13-as szerotipus nagyon gyakori volt (43%) 2012 elétt. Az elsé leirasok sporadikus
megjelenésrdl szamolnak be (Fodor és mtsai., 1989a), de a circovirus (PCV2) és a PRRS
megjelenésével egyidében gyakrabban jelentkezett a kérokozé. Napjainkban a PCV2 elleni
vakcinazasnak koszonhetéen a ll-es biotipus visszaszorulasat vartuk, és valéban az
izolatumoknak csak a 10,4%-a tartozott a 13-as szerotipusba, 14-es szerotipusba tartozé
torzset pedig nem izolaltunk. Ez még mindig magas aranynak szamit az europai és az
amerikai el6fordulashoz képest (Fodor és mtsai., 1989a; Frey, 1995; Gottschalk, 2012). Mind
a nyolc, 13-as szerotipusba tartozoé térzset heveny jarvanykitorésekbdl izolaltuk, amely

telepeken a PRRSV vagy Mycoplasma koéroktani hattere volt igazolhato.
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6.3.2. A passziv hemagglutinacios probaval és PCR-rel végzett szerotipizalas
eredményeinek 6sszehasonlitasa

Szoros korrelaciéo figyelhetd6 meg a szerotipusok, és a bennik megtalalhato
toxingének kozott, és ezt a korrelaciét hasznalja ki a Rayamajhi és munkatarsai altal 2005-
ben leirt multiplex PCR rendszere.

Hatvan torzset szerotipizaltunk ezzel a mdodszerrel is, és figyelembe vettik, hogy a
rendszer nem tud kilénbséget tenni a 2-8-15, 5a-5b, 9-11, 12-13 szerotipusok kozott. A 16-
os szerotipus hordozta azokat a toxingéneket (apxIA, apxIB, apxll, apxlV), amelyeket az
5a/5b szerotipusok (Sthitmatee és mtsai., 2003). Ha csak ezzel a rendszerrel torténik a
szerotipizalas, az hibas eredményt adhat, nem derul ki, hogy a burok poliszacharid és
lipopoliszacharidok alapjan egy mas, esetunkben példaul egy Uj szerotipust izolaltunk. Két
torzset szintén 5a/5b szerotipusként hatarozott meg a PCR rendszer, és az ellenuk termelt
hiperimmun savd alapjan nem a 16-os szerotipusba tartoztak. Ezt megerésitette a
makrorestrikcios mintazatuk eltérése is, ugyanis ezt a két torzset a PFGE az E csoportba

tette, mig a D1 és D2 csoportba kerultek a 16-0s szerotipusok.

6.3.3. Szekvenéalas

Nyolc A. pleuropneumoniae térzset a 2-es vagy 8-as szerotipusba kellett volna
sorolnia a PCR rendszernek, mert azokat 2-es szerotipusnak hataroztunk meg PHA teszttel,
és az Apxl-lI-lll termelésért felelés toxingén mintazat ezzel meg is egyezett (Rayamajhi és
mtsai.,, 2005). Ahhoz viszont, hogy ezekbe a szerotipusokba soroljuk az apxIV
génszakaszbol 2800 bp terméket kellett volna amplifikalnia. Vizsgalatunk soran mind a nyolc
térzsnél 2400 bp terméket kaptuk, és ilyen toxingén mintazattal egyik szerotipusba sem
tudtuk besorolni. Ezeket a szakaszokat megszekvenaltattuk és A. pleuropneumoniae fajként
hataroztuk meg 6ket, ami ramutat arra, hogy bizonyos torzseket a toxingén mintazat alapjan
nem lehet szerotipizalni.

Kettd, PCR-rel nem besorolhatd térzsben nem talaltunk apxlV gént. Ezt a két torzset
egyik szerotipusba sem tudtuk besorolni. A morfolégai és biokémiai tesztek alapjan az A.
pleuropneumoniae fajba tartoztak. Ezek alapjan mindkét torzs esetében az apxIV gén
megléte feltételezhetd volt. Elképzelhetd, hogy primer kotédési hibaval talalkoztunk, de az is,
hogy nem minden A. pleuropneumoniae torzs apxIV génjének kimutatasara alkalmas ez a

rendszer.
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6.4. Uj szerotipusok
6.4.1. 16-0s szerotipus és a 16-0s szerotipus teljes genom vizsgalata

Munkank soran 56 nem besorolhatd torzset izolaltunk, amelyek 17 allomanybdl
szarmaztak és a 15 tipustérzzsel szemben termelt hiperimmun savé kozil egyikkel sem
reagaltak. Ezen térzsek kdzll 6tét soroltunk a 2015-ben leirt 16-0s szerotipusba. Ezek a
torzsek kulonb6z6 allomanybdl szarmaztak, csak két torzs kozott allt fenn jarvanytani
kapcsolat, mivel az egyik teleprél kocasuldéket szallitottak a masik telepre. A 16-os
szerotipus leirdsa utan még harom torzset izolaltunk mas telepekrdl, amelyek szintén a 16-
os szerotipusba tartoztak.

A teljes genomszekvenalasa soran megallapitast nyert, hogy a 16-os szerotipusba
tartozé torzsek burokképzéséért felelés I6kuszanak utolsé génje hasonlit az 5-6s szerotipus
burokképzéséért felelbs l6kuszahoz, de az elébbinek ez a génje csonkolt (Bossé és mtsai.,
2017). A Rayamajhi és munkatarsai (2005) altal leirt toxingéneken alapul6d szerotipizalas
alapjan ezeket a torzseket az 5-0s szerotipusba soroltuk, igy ez is megerésiti az
eredményeket. A toxingén mintazata megegyezik a két szerotipusnak, ezért feltételezziik,
hogy ez az uj szerotipus képes termelni az Apxl és Apxll toxint, de az Apxlll toxint nem.

Az egyik Hajdu-Bihar megyében talalhaté sertéstelepen a 16-os szerotipus altal
okozott heveny jarvanykitorés rairanyitotta a figyelmet a vakcinazasi problémakra, amelyet
az uj szerotipusok megjelenése okozhat. Az A. pleuropneumoniae-val szembeni védelem
szerotipus-specifikus, ezért csak azok a bakterin tipusu vakcinak alkalmasak védettség
kialakitasara, amelyek tartalmazzak az allomanyban megtalalhatdo és tineteket okozdé
szerotipusokat (Jolie és mtsai., 1995; Satran és mtsai, 2003). A toxoid vakcinak a torzsek
altal termelt toxinokat tartalmazzak inaktivalt formaban. Ez az Uj szerotipus hordozza a
toxingéneket és termeli az Apxl és Apxll toxint, igy feltételezhet6, hogy a toxoid tipusu
vakcina védettséget nyujthat ezzel és akar mas Uj szerotipusokkal szemben is.
A vakcinavaltast kévetéen az allomanyban a heveny actinobacillus pleuropneumonias
légz6szervi klinikai tiinetek megsziintek, de a 16-0s szerotipusu A. pleuropneumoniae idult

elvaltozasokat okozott, melyek vagohidi vizsgalat soran voltak lathatok.

6.4.2. Meg nem erGsitett Uj szerotipus

A hatodik nem besorolhaté térzzsel szemben is termeltettliink hiperimmun savét
2014-ben, amelynek eredményeként lattuk, hogy a torzs nem a 16-os szerotipusba tartozik.
llyen torzset el6szor 2012-ben, majd 2014-ben és utana 2015-ben izolaltunk, és

feltételezéslnk szerint egy Ujabb szerotipust képviselnek.
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6.5. A torzsek azonositasa szénforras-hasznositas alapjan

A 68 vizsgalt A. pleuropneumoniae térzs kozil csak 30 térzset sorolt a rendszer elsé
helyen A. pleuropneumoniae fajba. Ennek oka az lehet, hogy a Biolog adatbazisat kevés
torzs szénforras-hasznositasa alapjan készitették (szobeli kozlés). A szervmintakbol izolalt
torzsek tobb szénforrast hasznositottak, mint amit az adatbazisban feltliintettek, ami azzal
magyarazhatd, hogy a tipustdrzseket gyakrabban atoltjak glikéz és aminosavakat
tartalmazo taptalajokra, és emiatt csdkken a szénforras-hasznositasi képességuk.

A rendszer negyven torzset A. lignieresii-ként hatarozott meg elsé helyen, aminek
oka az, hogy az A. pleuropneumoniae és az A. lignieresii szénforras-hasznositasi
anyagcsereprofilia nagyon hasonlé (23. abra). A két faj rendkivil szoros rokonsagi
kapcsolatban all egymassal, a 16S rRNS gén szekvenciai is szoros filogenetikai kapcsolatot
mutatnak. AFLP vizsgalatok igazoljak, hogy a két faj egyértelmiien eltér egymastdl
(Kokotovic és Angen, 2007).

23. abra: Az A. pleuropneumoniae, az A. lignieresii és a vizsgalt torzs szénforras-

hasznositason alapul6 rokonsaga

A Biolog rendszer altal kapott diagnosztikai hiba a kérokozok részletes morfoldgiai,
tenyésztési és biokémiai vizsgalataval kikiszobolhetd. A kortani elvaltozasok, amelyekbdl a
két baktériumot izolalhatjuk, igen fontos tampontja kell, hogy legyen a diagnosztikanak
(43. tablazat).
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43. tablazat: Az A. pleuropneumoniae és az A. lignieresii elkllonitését szolgald diagnosztikai

szempontok

Diagnosztikai
A. pleuropneumoniae A. lignieresii
szempontok

Kortani elvaltozasok: vérzéses-elhalasos tidégyulladas, | Ritkan granulomata képz6déssel
sertés fibrines mellhartya-gyulladas jaro tégygyulladas
(Markey és mtsai., 2013)

szarvasharha nem betegiti meg actinobacillosis, deszkanyelv
hemolizis béta nincs
NAD-fligg6éség I-es biotipusba tartozo térzsek nincs
katalaz-teszt negativ pozitiv
citokrém oxidaz-C pozitiv pozitiv

A Pasteurellaceae csaladon belll hasonl6 diagnosztikai nehézséget tapasztaltak Pasteurella
fajok szénforras-hasznositasanak vizsgalata soran (Sellyei és mtsai., 2011). Vizsgalataink
alapjan a Biolog rendszer adatbazisanak bévitését javasoljuk, a nagyobb térzsszammal

készitett adatbazis a pontosabb diagnosztikat szolgalna.

6.6. Az A. pleuropneumoniae torzsek vizsgalata PFGE-vel

A biotipusok, a szerotipusok és a csoportok kozoétti f6 kildnbség a toxingének
hordozasanak mintazataban rejlik.

A PFGE vizsgalatokba vont térzsek kdzel fele (44%) a 2-es szerotipusba tartozott,
ami jol tikrézi a 2-es szerotipus dominancidjat. Virulencigjat tekintve ez a szerotipus
Eurépaban kétféle toxint (Apxll és Apxlll) termel, aminek kdszénhetéen virulensnek
tekinthetd. A feltételezett genetikai zartsag helyett a PFGE vizsgalat kilenc csoportot (G1-t6l
K-ig) kulonitett el, ami a szerotipuson bellli nagy diverzitasra hivja fel a figyelmet.
Hazankban viszonylag nagy aranyban taldlkozunk 13-as szerotipussal, megjelenése
sporadikus, emiatt nagy genetikai diverzitasra szamitottunk. A vizsgalat eredményeként a
13-as szerotipus izolatumai két dsszefliggének tlind alcsoportba kerlltek, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ebbe a szerotipusba tartozo torzsek genetikailag egymashoz rendkivul
kozel allnak. Hasonld genetikai zartsag jellemzi a 9-es és 16-0s szerotipus torzseit, amelyek
egy-egy csoportba kerultek. Hazankban a 13-as, a 2-es és a 9-es szerotipusnak (melyek a f6
genetikai csoportokat képzik) a torténete igen régre nyulik vissza, hiszen az els6 izolalasok
az A1-es csoportbdl 1995-6s, az A2 és J1 csoportbdl 1998-as, mig a C csoport legrégebbi
izolatuma 2003-as gyljtés eredménye. Ezzel szemben a 16-0s szerotipus csoportjabdl, ami
szintén egy f6 csoport, az els izolatum 2012-bdl szarmazik.

A szakirodalmi adatoknak megfelel6éen az Osszes ll-es biotipusba tartozé térzsbdl
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(13-as szerotipus az A1 és A2-es csoportban, valamint a 14-es szerotipus a B csoportban,
mint sporadikusan el6forduléd térzsek) hianyzik az apxlll és apxIA gén, de hordozzak az apxll
és apxIB géneket, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek a térzsek csak az ApxIl toxint
képesek termelni. A 2-es szerotipusu térzsek hordozzak az apxIB, apxll és apxlll géneket
(G1-K), tehat keépesek Apxll és Apxlll toxinok termelésére, de nem tudnak Apxl toxint
termelni, ami a legtoxikusabb a toxinok kdzott. Az ApxIV toxinon feldl tébb toxint is termeld A.
pleuropneumoniae torzs virulensnek tekinthetd (Frey, 1995).

A K csoport 2-es szerotipusaiban csak az apxll és apxIB géneket talaltuk, ami arra
enged koévetkeztetni, hogy csak ApxIl toxint tudnak termelni, hasonléan a ll-es biotipus
torzseihez. Ez azért érdekes, mert Eszak-Amerikaban és Kanadaban olyan 2-es szerotipusu
torzsek honosak, amelyek csak egyféle toxint, az Apxll-6t képesek termelni, és azok az
apxlICA gént hordozzak (Gottschalk és mtsai., 2003). A sporadikusan eléforduld I-es
biotipusba tartozé izolatumok (12-es szerotipus) hasonléan viselkednek. Marsteller és
Fenwick (1999) virulencia szerint csoportositotta az I-es biotipus torzseit, amelynek alapjat a
toxintermelés adta. Ezt az eredményeink is megerésitik, mert a C (9-es szerotipus), a D1, a
D2 (16-o0s szerotipus) és az E csoport (nem tipizalhatd) tdérzsei hordozzak az apxIA, apxIB és
apxll géneket, igy ezek a térzsek képesek termelni és kivalasztani az ApxIl és az Apxll toxint.
A koézel 20 évvel ezelbtti cikkben még az Uj szerotipusok értelemszerlien nem szerepeltek,
ugyanakkor eredményink ramutat arra, hogy a toxingén és toxintermelési profil alapjan az U

szerotipusok is besorolhatok virulencia szerint egy-egy csoportba.

6.7. Az A. pleuropneumoniae torzsek antibiotikum-érzékenysége

Az A. pleuropneumoniae térzsek antibiotikum-érzékenységét a sertésallomanyokban
leggyakrabban alkalmazott antibiotikum csoportokra vizsgaltuk. Aminoglikozidokat, béta-
laktamokat, fluorokinolonokat, fenikolokat, —makrolidokat, folsavszintézist gatlokat,

tetraciklineket és egy pleuromutilint vontunk be kisérleteinkbe.

6.7.1. A MIC és a korongdiffuziés vizsgalat eredményeinek 6sszehasonlitasa

A korongdiffuziés prébaval végzett és a minimalis gatlé koncentracié meghatarozasa
alapjan torténé antibiotikum-érzékenység meghatarozasa kisebb-nagyobb mértékben eltérd
eredményeket adott. A torzsek mindkét vizsgalati modszerrel kdzel 100%-ban érzékenyek
voltak a ceftiofurra, a cefoperazonra, a kléramfenikolra, a florfenikolra, valamint a
marbofloxacinra. A tézsek 80-90%-a érzékeny volt az amoxicillinre, az amoxicillin-
klavulansavra, az enrofloxacinra, valamint a tiamulinra mindkét moédszer eredményeként.
Hasonlé mértékl rezisztenciat allapitottunk meg a két modszer eredményeként a
gentamicinnel, a spektinomicinnel, az eritromicinnel, a szulfametoxazollal, a doxiciklinnel és

az oxitetraciklinnel szemben.
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Lényeges eltérést tapasztaltunk a két vizsgalati médszer eredményének kiértékelése
soran a penicillin, a tilmikozin, a tulatromicin, az SXT és a tiamulin esetében.

A leveshigitdsos és korongdiffuziés vizsgalatok eredményeit 0Osszehasonlitva
igazoltuk, hogy a korongdiffuziés mddszerrel végzett antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokat
szamos tényez6 befolyasolja, az igy nyert eredményeket csak tajékoztaté jelleglinek szabad
tekinteni, mivel a mddszer szemikvantitativ. A térzsek antibiotikum-érzékenységének pontos
meghatarozasahoz a fenti eredmények tiikrében a higitasos eljarasokkal térténé MIC-mérés

elengedhetetlen.

6.7.2. A vizsgalt antibiotikumok MIC eredményei

Sajat vizsgalataink azt mutatjak, hogy az antibiotikumok nagy részére mindkét
vizsgalt mdodszerrel az utébbi évek soran hazankban izolalt 60 A. pleuropneumoniae térzs
legtdbbje érzékeny. A tdrzseket egymastdl flggetlen allomanyokbdl izolaltuk, igy jol
reprezentaljak a hazai A. pleuropneumoniae térzsek antibiotikumokra valé érzékenységét.
A vizsgalt A. pleuropneumoniae térzsek tdbbsége érzékeny volt az aminoglikozidokra, a
béta-laktam antibiotikumokra, a fluorokinolonokra, a fenikolokra, a makrolidokra, a
folsavszintézist-gatlokra és a tiamulinra. Jelentésebb aranyu rezisztencia a tetraciklinekkel
szemben mutatkozott.

Aminoglikozidok (gentamicin és spektinomicin): a gentamicinre a térzseink 50%-a
mérsékelten érzékeny volt, mig a masik fele rezisztens. Az dsszes vizsgalt torzs tobb mint
felének a ndvekedésének gatlasahoz 4 ug/ml koncentraciéju antibiotikum-higitas kellett, ami
a MIC értékek moddusza, igy a torzsek gentamicin érzékenysége nem tekinthetd
egységesnek. A spektinomicinre a torzsek fele rezisztens (128 pg/ml), mig a masik fele
mérseékelten érzékeny (64 pg/ml) lett. Aminoglikozidokra korabbi vizsgalat szerint az A.
pleuropneumoniae torzsek érzékenyek voltak (Yoshimura és mtsai., 2002).

Béta-laktdm antibiotikumok (penicillinek és cefalosporinok): a penicillin-G-vel
szemben a tdérzseink 53,6%-a rezisztens lett, amit magyarazhat az, hogy a
sertésallomanyokban a penillin-G-t nagyon régota és széles kérben hasznaljak. Az ampicillin
és az amoxicillin szerkezetileg megegyezik, de az amoxicillin kedvezébb farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezik, bar a takarmanybdol még ez a hatdéanyag is csak kismértékben
szivodik fel. Ampicillinre a tdrzsek 58,2%-a, amoxicillinre a 70,1%-a lett érzékeny.
Amoxicillin-klavulansavra a térzsek 93%-a érzékeny lett, viszont négy toérzs rezisztensnek
bizonyult.

A torzsek 90%-a érzékenynek bizonyult a vizsgalt cefalosporinokra, de azok, amelyek
amoxicillin-klavulansavra rezisztensek voltak, azok a cefalosporinokra is. Az elmult években
a béta-laktam antibiotikumok koézil amoxicillinnel, ampicillinnel és penicillinnel szemben

fokozodoé rezisztencia lathatdé (Dayao és mtsai.,, 2016a), amelyet sajat vizsgalataink is
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alatamasztanak. Amoxicillin-klavulansavval és ceftiofurral kapcsolatban csak mérsékelt
erzékenységrdl szamoltak be, rezisztenciarél nem (Nedbalcova és mtsai., 2005; de Jong és
mtsai., 2014; El Garch és mtsai., 2016).

Fluorokinolonok: térzseink 90%-a érzeékeny lett enrofloxacinra, de 6 térzset (10%)
csak a MIC-intervallum fels6 hatarahoz tartozé 1 pg/ml koncentracio tudta csak gatolni.
Marbofloxacinra 96,6%-a a vizsgalt torzseknek érzékeny volt. Két térzset gatolt csak a MIC-
intervallum felsé hataranal tobb antibiotikum. Ezek az eredmények korrelalnak a nemzetkozi
szakirodalomban olvashaté eredményekkel (EI Garch és mitsai., 2016), tehat kismértéki
rezisztencia-ndvekedés figyelhetd meg enrofloxacinnal szemben a korabbi vizsgalatokhoz
képest (Kucerova és mtsai., 2011; de Jong és mtsai., 2014). Ez a jelenség a flurokinolonok,
azon belll is az enrofloxacin gyakori hasznalataval magyarazhato.

Fenikolok: mar az 1990-es években egy fert6zési kisérletben bizonyitottak, hogy a
florfenikol még a kléramfenikol rezisztens A. pleuropneumoniae tdrzs okozta
gyogykezelésben is hatékony (Ueda és mtsai., 1995). A MIC vizsgalatunk eredményeként
mindkét antibiotikumra minden torzs érzékeny volt, amely eredmény korrelal egy korabbi
vizsgalat eredményével (Priebe és Schwarz, 2003), de felhivjak a figyelmet arra, hogy a
folyamatos felmér6é vizsgalat nagyon fontos az A. pleuropneumoniae esetében is.
Egy késébbi eurdpai felmérésben mar mérsékelt érzékenységrél szamolnak be (El Garch és
mtsai., 2016).

Makrolidok: az eritromicinnel szemben tapasztalt nagyfoku rezisztencia megegyezik
mas orszagok felmérd vizsgalata soran tapasztaltakkal (Dayao és mtsai., 2014 és 2016a).

Tillmikozin esetében a 16 ug/ml koncentraciéju leves még képes gatolni a baktérium
szaporodasat. A vizsgalt torzseink 100% érzékenységet mutattak tilmikozinra. Ez igen
hasonlé az eurdpai felmérések eredményeihez (Kucerova és mtsai., 2011; de Jong és mtsai.,
2014; El Garch és mtsai., 2016), de eltérést mutat az Ausztraliaban tapasztaltakkal, ahol a
vizsgalt térzsek negyede rezisztens tilmikozinnal szemben (Dayao és mtsai., 2016a).

A tulatromicin gyakran alkalmazott hatéanyag sertés légzdszervi megbetegedései
esetében. Mas makrolidokhoz képest igen magas a CLSI-ben megadott MIC-érték (64 ug/ml),
amely megegyezik azzal a legkisebb koncentracioval, aminél még érzékenynek szamitanak
a baktériumok. Torzseink egynegyede rezisztens volt tulatromicinnel szemben, pedig a
tulatromicinnel végzett vizsgalat soran minden szerzé telijes érzékenységrdl szamolt be
(Godinho, 2008; Kucerova és mtsai., 2011; Dayao és mtsai., 2014 és 2016a; El Garch és
mtsai., 2016), de a vizsgalatba vont Osszes torzs 2012 el6tt lett izolalva. A vizsgalt
térzseinket kés6bb izolaltuk, 2010 6ta a tulatromicin gyakorlati felhasznalasa jelentésen nétt
hazankban is, ezzel is magyarazhaté a nalunk megjelent rezisztencia.

Folsavszintézist gatlék (szulfonamidok és trimetoprim): a szulfametoxazollal szemben

minden vizsgalt A. pleuropneumoniae torzs rezisztens volt, mig a trimetoprim kombinaciéban
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mar a torzsek 27,6%-a érzékenynek bizonyult. A torzsek kozel felét (43,1%) csak a MIC-
hatarérték felsé zénaja (4 pg/ml) tudta gatolni. Ez az eredmény eltér a nemzetkdzi
irodalomban leirtakkal, ugyanis az eurdpai torzsek kozott alig tapasztaltak SXT rezisztenciat
(de Jong és mtsai., 2014; El Garch és mtsai., 2016).

Tetraciklinek (doxiciklin és oxitetraciklin): doxiciklinre a torzsek 54,3%-a érzékeny,
27%-a pedig mérsékelten érzékeny volt. Oxitetraciklinre a torzsek 29%-a volt érzékeny, a
torzsek felének gatlasahoz a MIC-hatarérték médusza (1 pg/ml) kellett. Oxitetraciklinnel
szemben nagyobb rezisztenciat tapasztaltunk, mint doxiciklinnel szemben.

Ez a nagyfoku rezisztencia a tetraciklinek széles koérben valé alkalmazasaval
magyarazhatd, és szerte a vilagban tapasztalhatd, hogy évrél évre ndvekszik a rezisztencia
a tetraciklinekkel szemben (Yang és mtsai., 2011; Nedbalcova és mtsai., 2005; de Jong és
mtsai., 2014; El Garch és mtsai., 2016).

Pleuromutilinek (tiamulin): a vizsgalt torzseink 86,4%-a érzékeny tiamulinra. El Garch
és munkatarsai (2016) eurdpai mintakra vonatkozo vizsgalatuk soran azt tapasztaltak, az A.
pleuropneumoniae torzsek tiamulinra teljes mértékben érzékenyek, ugyanezt tapasztaltak
korabban izolalt magyar és roman A. pleuropneumoniae torzsek vizsgalata soran is (Vaduva

és mtsai., 2011).

6.7.3. A 2012 el6tt és utan izolalt térzsek antibiotikum-érzékenységének 6sszehasonlitasa

Az A. pleuropneumoniae térzsek izolalasanak ideje alapjan tértént 6sszehasonlitas
soran lathatd, hogy a térzsek antibiotikum-érzékenysége csdkken, ami jellemzé Eurdpa mas
orszagaiban izolalt A. pleuropneumoniae térzsekre is (de Jong és mtsai., 2014; El Garch és
mtsai., 2016).

6.7.4. Az antibiotikum-rezisztenciagének el6fordulasanak feltérképezése

A vizsgalt 80 torzsbél csak 16-ban talaltunk tetraciklin rezisztenciat kodolé gént, ami
nem feltételezi azt, hogy mas, rezisztenciaért felelés gént ne hordozhatna a baktérium.
Vizsgalataink soran nem tudtuk az Osszes rezisztenciagénre vizsgalni a torzseket.
A fenotipusos rezisztenciaért nem csak a rezisztenciagének a felelések, hanem mas
mechanizmusok is, igy abban az esetben, ha nem tudjuk kimutatni a rezisztenciagéneket, a

baktérium még lehet rezisztens az adott antibiotikummal szemben (Dayao és mtsai., 2016).
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6.8. Szelektiv taptalajok
6.8.1. A szelektiv taptalajok hatékonysaga

Kétféle szelektiv taptalajt hasznaltunk, amelyekhez alaptaptalajt fejlesztettlink
(Muller-Hinton alapu, 5% juhvért, 1% élesztdkivonatot és 0,3 mg/ml mennyiségi NAD-ot
tartalmazo véresagar), amelyen az |-es biotipusba tartozé A. pleuropneumoniae torzsek is jol
nének és er6sen hemolizalnak. Ez a véresagar jol hasznosithatd lenne a mindennapi munka
soran, akar a tidébdl valo kioltaskor (bar ebben az esetben nem lehet elklléniteni a két
biotipust, igy célszerl ilyenkor a dajkatenyészet készitése mellett donteni), akar a térzsek
vizsgalatakor, szerotipizalaskor, DNS-kivonas soran.

Az “A” szelektiv taptalaj bacitracint, linkomicint, kristalyibolyat és nisztatint (Jacobsen
és Nielsen, 1995), mig a “B” taptalaj vankomicint, polimixin-B-t, cikloheximidet és
kristalyibolyat tartalmazott. A bacitracin vankomicinre torténé cseréje eredmeényesnek
bizonyult, hiszen a Gram-pozitiv baktériumok a sajat fejlesztésli szelektiv taptalajunkon sem
tudtak novekedni. A linkomicin is a Gram-pozitiv baktériumokat, valamint a Mycoplasmakat
gatolja, de a Gram-negativ baktériumok nagy része rezisztens vele szemben. A linkomicint
polimixin-B-re cseréltlk, mert a célunk az volt, hogy a tonsillaban nagy szamban
megtalalhaté Enterobacteriaceae csalad tagjait gatoljuk, az A. pleuropneumoniae-t pedig
nem vagy csak mérsékelten. A MIC vizsgalatok soran azt az eredményt kaptuk, hogy az
enterobaktériumok (a Proteus sp. kivételével), érzékenyebbek a polimixin-B-re, mint az
A. pleuropneumoniae. A taptalajra oltdskor novekedtek és hemolizaltak az

A. pleuropneumoniae torzsek.

6.8.2. Sertés-tonsillakbol izolalt A. pleuropneumoniae térzsek

A sertés tonsillakbdl izolalt A. pleuropneumoniae szerotipusok megegyeztek a
tudébél izolalt szerotipusokkal, és az eredmény alatamasztja azt, hogy amikor a tudében
elvaltozas (heveny esetben) lathatd, akkor nagyobb mennyiségben talalhaté a tonsillaban is
a korokozo, igy szelektiv taptalajon is konnyebben izolalhato.

A selejt kocak tonsillaibol nem izolaltuk a baktériumot, ami nem zarja ki, hogy nem
hordozzak az allatok az A. pleuropneumoniae baktériumot. Viszont hasonldéan a
vaddisznokhoz, nem volt a tudében elvaltozas, idésebb allatokrdl volt szd, igy ebben az
esetben a hordozas mértékének felmérésére PCR-es vizsgalat lett volna alkalmasabb.
A szerotipus megismeréséhez azonban mindenképp a baktérium izolalasa szikséges.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szelektiv taptalaj lehetéséget ad arra, hogy a

korokozot izolaljuk és szerotipusat, antibiotikum-érzékenységét megvizsgaljuk.
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6.8.3. Vaddiszno-tonsillabdl izolalt A. pleuropneumoniae térzs jellemzése

Vaddiszn6 szeropozitivitasat szamos orszagban vizsgaltak és mind a szeroldgiai,
mind a PCR-es vizsgalatok megerésitik azt, hogy az eurdpai és az észak-amerikai
vaddisznok hordozzak az A. pleuropneumoniae baktériumot, de klinikai elvaltozasokat,
tuneteket eddig nem irtak le (Reiner és mtsai., 2010; Baroch és mtsai., 2015; Marinou és
mtsai., 2015). A baktérium izolalasarol sem olvashatunk a szakirodalomban, valamint nem all
rendelkezésre magyarorszagi adat sem a vaddisznok A. pleuropneumoniae hordozasaval
kapcsolatban.

Els6keént izolaltunk szelektiv taptalajon I-es biotipusba tartozé A. pleuropneumoniae-t
vaddisznobol, amelyet a passziv hemagglutinacios probaval a 12-es szerotipusba soroltunk.
A 12-es szerotipus alacsony virulenciaval rendelkezik, az elmult években haromszor izolaltuk
ezt a szerotipust sertéstidokbdl.

Feltételeztik, hogy a baktérium érzékenyebb lesz a gyakorlatban hasznalt
antibiotikumokra, mint a sertésekbél izolalt A. pleuropneumoniae torzsek, de eredményeink
azt mutatjak, hogy az izolalt torzs antibiotikum-érzékenysége igen hasonlé az altalunk
vizsgalt, sertésekbdl szarmazo térzsek rezisztencia eredményeivel. Egyezett a vizsgalt
torzsekkel a tiamulinra és enrofloxacinra mutatott érzékenység, az oxitetraciklinre mutatott
mérsékelt érzékenység, valamint a penicillinre vonatkozo rezisztencia tekintetében.

A vizsgalt térzs tilmikozinnal szemben rezisztenciat, oxitetraciklinre mérsékelt
érzékenységet, tulatromicinnel szemben rezisztenciat mutatott, ami a legnagyobb eltérés az
eurdpai és a sajat vizsgalataink eredményeihez képest (El Garch és mtsai., 2016). A torzs
béta-laktdam antibiotikumokra és tiamulinra kifejezett érzékenységet mutatott. Ez a

rezisztenciaprofil azt feltételezi, hogy a vaddiszné sertéstél vette fel a korokozot.
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7.

Uj tudomanyos eredmények

Munkank soran elséként izolaltuk és jellemeztik a toxingén mintazatat az
A. pleuropneumoniae 16-o0s szerotipusanak hazai sertésallomanyokban.
Megallapitottuk a  hazankban el6forduldé szerotipusok gyakorisagat és
0sszehasonlitottuk a toxingének kimutatasan alapuldo PCR-rel végzett szerotipizalas
eredményét a passziv hemagglutinacios proba soran kapott eredménnyel.

Igazoltuk, hogy az A. pleuropneumoniae el6fordulhat valasztasi korban 1évé

malacokban.

Igazoltuk, hogy a Biolog Microstation™ ID System alkalmas az A. pleuropneumoniae
torzsek szénforras-hasznositdsanak vizsgdalatara, de a tdrzsek fajszinti
meghatarozasara csak korlatozottan hasznalhato.

Igazoltuk, hogy a PFGE vizsgalat alkalmas az A. pleuropneumoniae torzsek, azon
bellill a szerotipusok csoportositasara és jarvanylgyi nyomozasra. A PFGE vizsgalat
eredményeként 11 csoportba soroltuk az A. pleuropneumoniae torzseket.
Meghataroztuk hatvan kulonb6zé allomanybdl szarmazd A. pleuropneumoniae torzs
antibiotikum-érzékenységét vizsgaltuk meg standard eljarasok alkalmazasaval husz,

napjainkban alkalmazott antibiotikumra nézve.

. Szelektiv taptalajnak alkalmas alaptaptalajt fejlesztettiink és vaddiszné-, valamint

sertés-tonsillabdl szelektiv taptalajon izolaltuk az A. pleuropneumoniae baktériumot.

. Vaddisznobal A. pleuropneumoniae torzset izolaltunk és jellemeztink.
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10. Koszonetnyilvanitas

Halas koszonettel tartozom témavezetémnek, Fodor Laszlé professzor urnak, hogy olyan
témat biztositott, amely igen sokszin(i és fontos az allatorvosi teriileten. Kérdéseimre valaszt
adott, teret engedett utkeresésemnek, munkamat kitartdan tamogatta.

Kdszdnetet mondok Makrai Laszlénak, kivald kollégamnak, aki a bakteriologia szines és
érdekes vilagaba mar hallgaté koromban bevezett, és ezzel egy életre “megfertézott”.
Doktori munkamat kellé kritikaval, épit6 hozzaszolasokkal folyamatosan segitette, példat
mutatott a preciz laboratériumi munkavégzésben.

Kdszonettel tartozom Lérincz Martanak és Csagola Attilanak, akik a molekularis bioldgiai
mobdszerek kivitelezésében mindig segitségemre voltak.

Halasan koszéndm Kardos Gabornak a PFGE vizsgalatokban nyujtott poétolhatatlan
segitségét, a szakmai beszélgetéseket.

Kdszonettel tartozom Varga Janos és Tuboly Sandor professzor uraknak, akik egy-egy jo
szoval, kitlind meglatasokkal segitették munkamat.

Koszondm opponenseimnek, hogy rendkivil alaposan olvastak és biraltdak munkamat,
ezzel is segitve, hogy az, a kdvetelményeknek megfelel6 legyen.

Koszéndm Kovacs Eszternek, Gorfol-Sulyok Kinganak, Gyuranecz Miklosnak,
Kreizinger Zsuzsanak, Rénai Zsuzsannanak, hogy kérdéseimmel barmikor bizalommal
fordulhattam hozzajuk.

Halas szivvel gondolok mindazon kollégamra, akik a mintagyljtésemet, PhD munkamat
segitették. A teljesség igénye nélkil koszonet illeti Kalman Attilat, Buza Laszlét,
Vagé Laszlét, Gombos Laszlét, Hanké-Faragé Emesét, Olajos Sandort, Téth Gergelyt,
Biksi Imrét, Végh Akost és Csoman Akost.

Kdszb6ndm szakdolgozatos hallgatoim szorgalmas és alapos munkajat.

Kdszonettel tartozom Cseh Erikanak, aki tanszéklink tiindéreként engem is szarnyai ala vett,
és sokszor megkonnyitette életemet a doktori munka évei alatt.

Segitd kezek kisérték utamat, mindig volt friss taptalaj, egy j6 sz6 a laborban. Nagyon
koszonom mindezt Halasi Terikének, Kolozsvari Vicanak és Sods-Németh Evelinnek.
Rendesné Evi és Labbancz Tibor segitsége is pétolhatatlan volt munkam soran.
Kdszonettel tartozom koényvtarunk kivaldi dolgozoinak, kiléndsen Olah Editnek, aki a
szakirodalom dsszegyl(ijtésében hatalmas segitségemre volt.

Halas vagyok barataimért, akik tirelmukkel, szakmai észrevételeikkel tamogattak és hittek
bennem.

Végul, de nem utols6 sorban halaval és kdszdnettel tartozom Csaladomnak, amiért nyugodt

hatteret biztositottak munkamhoz, tdamogattak és biztattak.
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11. Flggelékek

1. fliggelék: A 2012 elétt izolalt torzsek adatai, a kildonbdzé vizsgalatokba bevont torzsek
(n.v.: nem vizsgalt, NT: nem tipizalhato)

2012 el6tti izolatumok Izolalas Vizsgalatok
Biotipus | Szerotip Helye Ideje | Biolog Apal apx gének | ATB
A11 n.v. Potréte ° ° ° °
A12 NT ° ° ° °
A122 I 2 2004 ° ° ° °
A123 I n.v. 2005 [ °
A125 I 13 [Dalmand _ [2006 . . . .
A126 2 2006 ° ° ° °
A127 | 2 Pasztd 2006 ° ° ° °
A129 9 2006 ° °
13 tipustorzs [ [ [ °
2 Besnyd 2006 ° ° ° °
1 Kisujszallas | 2006 ° ° ° °
2 Sarbogard | 2006 ° ° ° °
2 Pasztd 2006 ° ° ° °
13 Baja 2006 ° ° ° °
2 Pasztd 2006 ° ° ° °
n.v. 2005 ° . ° °
13 Toltéstava | 2006 ° ° ° °
13 Gerjen 2006 ° ° ° °
13 Dalmand 2006 ° ° ° °
13 Dalmand 2006 ° ° ° °
13 Dalmand 2006 ° ° ° °
14 2006 ° ° ° °
n.v. 2005 ° ° ° °
9 Szeghalom | 2003 ° °
9 Szeghalom | 2003 ° °
13 Hercegszan | 2005 ° °
14 2005 ° ° ° °
13 Babolna 2006 ° ° ° °
n.v. Varosfold 2006 ° °
n.v. 2006 °
n.v. 2006 °
n.v. 2006 °
n.v. 1998 ° ° °
n.v. 2008 ° ° ° °
13 2008 ° ° ° °
13 2008 ° ° ° °
13 2008 ° ° ° °
A166 | 2 Kerékteleki | 2008 ° °
A167 | 2 Kerékteleki | 2008 ° °
A168 | n.v. 2002 ° °
A169 I 9 2009 ° °
A170 I 9 2009 ° °
A172 | 5a tipustorzs ° °
A173 | 5b tipustorzs ° °
A174 | 9 tipustorzs ° °
A175 | 11 tipustorzs ° °
A181 I 2 Pasztd 2009 ° °
A182 | 2 Piritd 2009 ° °
A183 13 Gerjen ° ° °
A184 13 Dalmand 2009 ° ° ° .
A185 13 Dalmand 2009 ° ° ° °
A186 2 Piritd ° °
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A187 | 2 2009 ° °
A19 | 2 ° ° ° °
A27 | n.v. 2002 ° °
A31 | 9 Potréte 2002 ° °
A37 | n.v. 2001 ° °
A40 | 8 2002 ° ° ° °
Ad1 | 2 2002 ° ° ° °
Ad42 | 2 Paszto 2002 ° ° ° °
Ad4 | n.v. Bana 2002 ° °
A45 [ n.v. Lajoskomar | 2002 ° ° ° °
A48 | n.v. Paszto 2002 ° ° ° °
A63 | 2 2002 ° ° ° °
A67 | 2 Babolna 2002 ° ° ° °
A68 [ 2 Babolna 2002 ° ° ° °
A7 | n.v. 1996 ° °
A70 | 2 Babolna 2002 ° ° ° °
A71 | n.v. 2002 ° °
A72 | n.v. 2003 ° °
A74 | n.v. Papa 2003 ° °
A78 | n.v. HAGE 2003 ° °
A89 | 10 tipustorzs ° °
A109 | n.v. 2002 °
A171 | 2 tipustorzs °
A76 | n.v. Nagyigman | 2003 °
A79 | n.v. HAGE 2003 °
A96 | 5b tipustorzs °

2. fuggelék: A 2012-ben és utana izolalt térzsek adatai, a kilonb6z6 vizsgalatokba bevont
torzsek

(NT: nem tipizalhatd; az 51/95-6s toérzs 1995-ben lett izolalva, de liofilizalast kdvetéen 2014-
ben oltottuk ki ujra)

2012 utan izolalt torzsek Izolalas Vizsgalatok
Biotip | Szerotip Helye Ideje | Biolog | Apal | apx gének | ATB

8/12 I 9 Barcs 2012 ° ° °
196/12 I 2 Kingds 2012 ° ° °
246/12 I 2 Gybmore 2012 ° ° °
249/12 I 2 Mocsa 2012 ° ° °
262/12 I 2 Rabaszentandras | 2012 [ ° °
270/12 I 16 Komarom 2012 ° ° °
272/12 I 16 Csém 2012 ° ° °
276/12 I 2 Beremend 2012 [ ° °
286/12 I NT Elek 2012 ° ° °
287/12 I 12 Komarom 2012 ° ° °
309/12 I 2 Fels6cikola 2012 ° ° °
322/12 I 2 Nagyhegyes 2012 ° [ °
323/12 I 8 Nagyhegyes 2012 ° ° °
327/12 I 9 Marcalté 2012 ° ° °
329/12 I 2 Marcalté 2012 ° ° °
335/12 I 2 Magyarkeszi 2012 ° ° °
346/12 I 2 Tiszatenyd 2012 ° [ °
211/13 Il 13 Ormandlak 2013 ° ° °
320/13 I 2 Hoédmezévéséarhely | 2013 [ ° °
416/13 I 2 Tab 2013 ° ° °
16/14 I 9 Kérnye 2014 ° ° o
26/14 I 2 Hajdubdszdérmény | 2014 [ ° °
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32/14 Il NT Fabidnsebestyén |2014 [ ° °
51/95 Il NT nem ismert 1995 o o o
51/14 I 16 Hajduszoboszl6 2014 ° ° °
67/14 I 2 Hajdudorog 2014 [ ° °
84/14 Il 13 nem ismert 2014 [ ° °
85/14 I 16 Karcag 2014 [ ° °
86/14 I 2 Derecske 2014 ° ° °
107/14 I 16 Hajdunanas-Tedej | 2014 ° ° °
112/14 Il 13 Paspokladany 2014 ° ° °
145/14 I 16 Bajansenye 2014 [ ° °
198/14 I 2 Nagyigmand 2014 ° ° °
200/14 I 2 Lébény 2014 ° ° °
202/14 I 2 Kingos 2014 ° ° °
203/14 I NT Elek 2014 ° ° °
205/14 I 16 Hajduszoboszlo 2014 ° ° °
206/14 Il NT Bajansenye 2014 ° ° °
208/14 I 2 Tarkany 2014 ° ° °
209/14 I 2 Csillagpuszta 2014 ° ° °
267/14 I 2 Matyasdomb 2014 ° °
273/14 Il 13 Zalaegerszeg 2014 ° °
281/14 I 8 Sajbéecseg 2014 ° o
311/14 I 16 Békéscsaba 2014 ° °
313/14 I 8 Sajéecseg 2014 ° °
323/14 I NT Tiszaflred 2014 ° °
359/14 I 2 Hédmezévasarhely | 2014 ° °
1/15 11 13 Zalaegerszeg 2015 ° °
25/15 I 8 Nyarad 2015 ° °
42/15 I 8 Somogycsicso 2015 ° °
43/15 I 2 Somogycsicso 2015 ° °
53/15 I 12 Soponya 2015 ° °
60/15 I 12 Mezéberény 2015 ° °
108/15 I 2 Pdérszombat 2015 ° °
132/15 I 12 Mez8berény 2015 ° °
161/15 I 11 Zamoly 2015 ° °
175/15 I 8 Ormandlak 2015 o o
184/15 I 2 Likocs 2015 ° °
186/15 I 8 Kisujszallas 2015 ° °
189/15 Il 13 Kunhegyes 2015 ° o
194/15 I 2 Vérteskethely 2015

212/15 I 2 Mez8berény 2015

227/15 I 2 Bodony 2015

242/15 I NT Bacsalmas 2015

244//15 I 9 Sukdsd 2015

248/15 I 2 Paszto 2015

249/15 I 8 Csemé 2015

270/15 I 2 Tatahaza 2015

2/16 Il 13 Batya 2016

7/16 I 2 Kapoly 2016

129/16 I 5a/5b | Baracska 2016

130/16 I 11 Jészladany 2016

150/16 I 11 Hajduszoboszlé 2016

151/16 I 16 Mezéhék 2016
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190/16 1] 13 Perkata 2016
216/16 I NT Matyushaza 2016
286/16 Il NT Ormandlak 2016
370/16 | NT Borsodszirak 2016
457/16 1] 13 Tiszatenyd 2016
462/16 | NT Tiszatenyd 2016
472/16 I NT Békés 2016
503/16 I NT Nagyrabé 2016
594/16 I 8 Pakod 2016

. figgelék: Biolog adatbazisaban talalhaté standard értékek A. pleuropneumoniae-re
X: a szénforras hasznositasa aranya szazalékban kifejezve

Szénforras Adatbéazis* | Szénforras Adatbazis™
Dextrin 100 Turanéz 100
Glikogén 0 Xilitol 0
Tween 40 10 Pirosz6l6sav-metil-észter 100

Borostyank&sav mono-metil-
N-Acetil-D-Galaktézamin 0 észter 37
N-Acetil-D-Glikézamin 100 Ecetsav 3
Adonitol 0 Hangyasav 100
L-Arabinoz 73 D-Galakturonsav 3
D-Arabitol 0 D-Gliikonsav 3
D-Cellobiéz 93 D-Gliik6zaminsav 0
i-Eritritol 0 D-Gliikuronsav 3
D-Fruktéz 100 a-Hidroxivajsav 100
L-Fruktéz 43 a-Ketovajsav 100
D-Galaktéz 93 a-Ketoglutarsav 3
Genciobioz 87 D,L-Tejsav 100
a-D-Glukoéz 100 Borostyankésav 63
a-D-Laktéz 100 Brémborostyank&sav 0
Laktul6z 33 Glikuronamid 13
Maltéz 100 L-Aszparagin 3
D-Mannitol 100 L-Aszparaginsav 3
D-Mannéz 100 Glicil-L-Glutamatsav 0
D-Melibiéz 0 L-Prolin 3
B-Metil-D-Glikozid 33 L-Treonin 7
D-Pszik6z 100 Urokansav 23
D-Raffin6z 47 Inozin 87
L-Ramnéz 17 Uridin 100
D-Szorbitol 100 Timidin 100
Szukroéz 100 D-Glik6z-6-foszfat 90
D-Trehal6z 67
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4. fuggelék: A 90 antibiotikum, melyeket a

szelektiv taptalaj el6tanulmanyaban

vizsgaltunk
Csoport Antibiotikum Csoport Antibiotikum
1. amikacin 46. eritromicin
2, aminozidin 47. oleésomicin
3. apramicin 48. pristinamicin
4, gentamicin 49, roxitromicin
5. izepamicin 50. linkomicin+spectinomici
6. Aminoglikozidok kanamicin 51. pirlimicin
7. neomicin 52. Makrolidok azitromicin
8. netilmicin 53. klaritromicin
9. sisomicin 54. spiramicin
10. spektinomicin 55. tilmikozin
11. sztreptomicin 56. tilozin
12. tobramicin 57. tulatromicin
13. cefadroxil 58. Nitrofuran nitrofurantoin
14. cefoperazon 59. Nitroimidazol metronidazol
15. ceftiofur 60. Oxazolidinon linezolid
16. cefuroxim 61. amoxicillin-klavulansav
17. Cefalosporinok cefalexin 62. amoxicillin
18. cefalotin 63. ampicillin
19. lorakarbef 64. azlocillin
20. moxalaktam 65. karbenicillin
21, Diamino-pirimidin trimetoprim 66. Penicillinek mecillinam
22. vankomicin 67. meticillin
23. Glikopeptidek teikoplanin 68. mezlocillin
24, novobiocin 69. nafcillin
25. Hidrokinon optochin 70. oxacillin
26. Karbapenemek imipenem 71. penicillin
27. meropenem 72. piperacillin
28. ciprofloxacin 73. piperacillin+tazobaktam
29, enrofloxacin 74. tikarcillin
30. flumequin 75. tikarcillin+klavulansav
31. levofloxacin 76. Pleuromutilin tiamulin
32. lomefloxacin 77. bacitracin
33. marbofloxacin 78. Polipeptidek polimixin E
34. Kinolonok moxifloxacin 79. polimixin B
35. nalidixsav 80. Refamicin rifampin
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36. norfloxacin 81. szulfiszoxazol

37. ofloxacin 82. | Szulfonamidok szulfametoxazol

38. oxolin sav 83. trimetoprim+szulfonami
39. perfloxacin 84. tripIe/szquonamidok
40. sparfloxacin 85. doxiciklin

41. kléramfenikol 86. klortetraciklin

42, Kléramfenikolok florfenikol 87. Tetraciklinek minociklin

43. tiamfenikol 88. oxitetraciklin

44, Linkézamidok klindamicin 89. tetraciklin

45. linkomicin 90. Egyéb foszfomicin
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