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1. Bevezetés

Hazankban egyre nagyobb teret kap, ha csak nemméragyeduralkoddva valt a
hazai akvarisztikai piac a szomszédos orszagokboAzsiabol importalt halakkal valo
ellatasa. Az altalam vizsgalt halak eredetiket ntelei Sri Lankardl és Thaifoldr
szarmaztak. A kalfoldi szallitmanyokkal a legtolde#ven nem csak halakat importalunk a
hazai akvarisztikaba, hanem altalaban a betegségek& patogéen és fakultativ patogén
korokozOk a stresszes, néha hosszan tartd szafidéan legyengult, kimerilt halak
szervezetét kdonnyebben tamadjak meg és szaporadralalakon, s ezen példanyokat
mintegy kiindulé pontnak hasznalva terjednek sziéhzai akvarisztikai allomanyokban. A
leggyakrabban a hurcolt betegség csak az otthadiraknokban bukkan csak fel, mivel a
kereskedk vagy tudatlansagbél nem ismerik fel, vagy puszidleti érdekbl, az esetleges
veszteségekt eltekintve nem lépnek fel hatasosan a kérokkehszen. igy, a védekezés
és a kezelés az otthoni haltartokra harul. Ezerittatdsbol is vélasztottam ezt a
szakdolgozati témat, hogy az e téren mdireelsejtett allapotokat bizonyitva, majd
vizsgalva lehdiség szerint hasznos segitséget nyujtsunk ebbemabad mind a trépusi
akvarisztikai mind a kerti hal tartok szamara.

A vizsgalatokat friss 'érintetlen’ mintakbdl koziestul a megérkezésiket kogen,

a szallitmanyok felnyitdsa soran sikeril beszereemért véleményem szerint ezek a
mintak megfelglen reprezentaljdk a halak allapotét.

Az alapveb és elédleges vizsgalatainkat az Allatorvosi Egyetem Fafial
Tanszékén, majd a tovabbi labor specifikus vizdghit az egykori Magyar Kirdlyi
Bakteriologiai Intézetben az egyetem Jarvanytamligsobioldgiai tanszékén végeztem.

A mintadkbdl kitenyésztett baktériumndl az ellent&smmalt antibiotikumokkal
szembeni és az @ményeklbl ismert nagyfoku rezisztenciat szerettem volnazada,
vagy cafolni. Az orvoslas mas teriletein is fokozan kialakuld, egyre nagyobb
problémat jelent az antibiotikum rezisztenciara.hdzza nem ébk legtbbb esetben a
gyogyszer hatastalansagat a mennyiségével préobElgisulyozni, ami esetleges étkezési
célra tartott, vagy befogott €s kezelt halak esstatbveli a reziduum mennyiségét a piacra
szant halhtusban. Ezen tulnden az élelmiszer egészséguigyi varakozéskithlédasanak

figyelmen kivil hagyasaval is tovabb névekszik enn kbzegészségugyi kockazat.



2. Irodalmi 6sszefoglald

Ma mar a szakkdnyvek és szakcikkek formajabéséfesen all rendelkezésre
szakirodalom a halakban o6&brdulo, megbetegedéseket okozé baktériumok
rendszertanarél, tenyésztédér valamint a  gyogykezelések leliségéél,
problematikajarol.

Az egyik leghasznosabb forrds az Inglis és mts@PJ)l altal szerkesztett, az
édesvizi halak baktériumos betegséijeit szakkonyv, mely rendszertani beosztas saerint
felsorolasban targyalja a kulonkibbaktériumcsaladba tartozé patogén, fakultativ geio
és szaprofita fajok morfolégiai, biokémiai, tenyi&st és gyogyszer-érzékenysegi
jellemzit.

Az egyik legrégebbi ik Ota ismert hasvizkor okozojaként Schaperclaus egy
baktérium torzset jeldlt meg, de ma mar tudjuk,yhag elédleges kérokozd egy virus és
az Aeromonas hydrophilasak ehhez tarsul. A baktériumok okozta vérzésept&éemiat
(Septicemia heamorragiteacsillés Aeromonasok, vagy mas Gram-negativ bakték
okozzéak, amely megbetegedés kilondsen jelleanpontyfélékre és a harcsakra. A csillés
Aeromonasok okozta szeptikémia tunetei: veérzésakjk alehetnek fellletesek a
bérfekélyeknél, vagy a hasireg parenchimas szervelbdretegségre is, mint altalaban a
halak megbetegedésére nagyban hajlamosit a letorokdz vizmitiség, az anyagcsere
termékek feldusulasa.

A hadiri folyadék felhalmozédas lehet viztiszta, vagy hgiryes, de a
legjellemzbb a hvériség, a vérzések a szervekben valamint a hashddyaés a
bélfodorban. A szervek kozott fibrines dsszetapakias gyakran éifordulhatnak. A 1ép
megnagyobbodott, lekerekedett és cseresznye pinoegnagyobbodott vesékben gyakran
colliquatios necrosigalalhat6. 1zom elhalas szintén lehetséges, dél€mn terjed mélyre,
inkdbb csak fellletes és a fekélyekkel van 0sspefsigen. Ugyancsak. hydrophilat
lehet izolalni az Uszorothadas esetén. Az UszOkaa farkon barnas s#irelhalas van, az
Uszok alapjan idult vérzéses fekélyek lathatokuvéielsveniség a Br alatti erekbenA.
hydrophilg vagyA. sobriabaktériumokat lehet kimutatni a pikkely 6déma inéetegség
esetén is. A hatso test féluenisége és a pikkelyek borzaltsaga figyetheieg. Azt, hogy

milyen gydgyszereket hasznélnakazhydrophilafertézések ellen figg a korilményékt



a nemzeti szabalyoktol, a beszeregbégtl. (Fijan 1967) kloramfenikolt és nifurpirinolt
hasznalt, (Meyer 1964) oxitetraciklint, (Seaman 1)95zulfamerazint. A & gond az

Aeromonas hydrophileelleni antibiotikumos kezeléssel, a tobbi bakterikezeléshez
hasonldan, hogy igen kdnnyen rezisztencia alakaldasznalt antibiotikum ellen (Mitchell
és Plumb 1980; Aoki és Egusa 1971).

Megebzés: a halastavak, teny&szmedencék leengedése és dienitése a
lehaldszas utan. A szamtalan szerotipus miatt naldszirii, hogy valaha is hatékony
vakcinat sikerilne kifejleszteni ellene. A hangsidymegealzésre, hajlamositd tényik
megszintetésére, meérseklésére kell helyezni. Maveatsillés Aeromonasokubiquiter
kérokozo, nincs értelme antibiotikumokkal kezelni betegséget, 66 az Aeromonas
fertozések kezelésére alkalmazott antibiotikumok leg@ldlen mar leirtak rezisztens
tenyészeteket (Ansary és mtsai, 1991, Chang és rBd&B7), ahol a rezisztenciaért
atadhatdé R-plazmidok felidek. Szintén R-plazmidok altal hordozott rezisztered
foglalkozott (Hedges és mtsai, 1985; Aoki és mtsa86).

Baktérium rezisztenciarél altaldban

Az antibiotikumok alkalmazasanal elengedhetetl®aldériumok érzékenységének
és rezisztenciajanak ismerete. (Semjén, 1998) Aesepaktérium speciesek kilonboz
meértékben érzékenyek a baktériumellenes szerekkehlsen, de azonos speciesen belil a
kilonbo® torzsek, &t egy baktériumpopulacibban egyes variansok aritidion-
érzékenysége is eltérlehet. Az antibakteridlis szerek hatékonysagapvatien az
befolyasolja, hogy a korokozd érzékeny vagy reeiszta valasztott szerrel szemben. A
rezisztencia lehet éldleges vagy masodlagos.

Az elgidleges (természetes) rezisztencia azt jelenti, regges baktériumfajok
természetiknél fogva érzéketlenek bizonyos anikuotokkal szemben. Az egyes
kapcsolatos.

A masodlagos rezisztencia az addig érzékeny baktéjon belll rezisztens
torzsek kialakulasat jelenti. A szerzett rezisztergenetikai alapja mutacio vagy az un.
transzferalhat6 rezisztencia felvétele, amely tivgd transzformécioval, transzdukcioval
vagy konjugacioval. A szerzett rezisztencia az bamiikumok hasznalatabdl eréd

.Szelekcios nyomas” révén terjed, és kulondsen gyeinet plazmid atvitel esetén. Ezért
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klinikai szempontbdl a legnagyobb jelés¢ge a plazmidok (R-faktorok) atjan tejed
transzfer vagy infekcids rezisztencianak van. (3dhgs mtsai, 2001)

A mutécidé révén kialakult rezisztencia mértéke a&it lehet. A sztreptomicinnel
szemben egy pontmutacio teljes rezisztenciat hoiéia¢, ezt nevezzilegylépcds
rezisztenciaak. A fluorokinolonokkal szemben a rezisztencikofmatosan alakul ki
(tbbblépcés rezisztencia). A szerzett rezisztencia genetikBfirmacioja a kovetkdy

biokémiai folyamatokban fejédik ki:

A/ Megvéltozhat a baktérium sejtfalanak permeaisht vagy az antibiotikumnak a
sejtfalon keresztul valé transzportja, igy lehetatié valik az antibiotikum
bejutasa a baktériumsejtbe (pl. kloramfenikol,aeklinek esetében illetve a
szulfonamidok ellen is részben igy ,védekezik” &tbeaum).

B/ A baktérium anyagcseréje modosul 0(gy, hogy métey metabolikus ut
kialakulasaval, vagy a Iényeges metabolit termelgisétvelésével dyi le a
baktérium a kemoterapeutikum kompetitiv gatlasak @Grulfonamidok
esetében).

C/ Az antibakteridlis hatas létrejottéhez sziukség@shely modosulasa, aminek
eredményeként az antibiotikum nem ddik a receptorhoz (pl. a riboszéma
fehérje megvaltozasa a sztreptomicinrezisztenateben).

D/ Olyan enzimek termelése, melyek elbontjak vawpkiivaljak az antibiotikumot

(pl. béta-laktaméazok).

Ha ugyanazon baktériumtorzs tobbféle antibaktariglzerrel szemben ellenalld,
akkor polirezisztenciddl beszélliink. Keresztrezisztenaml azt értjik, ha valamely
antibiotikum  ellen  kialakult rezisztencia egyben @aktériumtérzs mas
kemoterapeutikummal szembeni ellenallast is jel@dbbnyire hasonl6 felépitésvagy
hatasmechanizmusu készitményekkel kapcsolatos.

A hal-patogén baktériumok széles korben elterjedisztenciaval rendelkeznek sok
altalanosan hasznalt antibiotikummal szemben. Rishas mtsai (1992) szerint tovabb
sulyosbitja a problémét, hogy a baktériumok képeadtdni kdzvetlenll egymasnak
rezisztenciat kodolo géneket, igy tobbszoroserszéamns baktérium térzsek alakulhatnak
ki. Bar mindeddig nem taléltak arra bizonyitékabgih ezen antibiotikumoknak halakon

tortérd alkalmazasa fokozna az emberi patogén baktériurenisztenciajat ugyanezen
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antibiotikumokkal szemben. Ennek ellenére a reerszb atviteléenek kockazata
elméletileg lehetséges Hedges és mtsai (1985)nszett, ahol rezisztenciat kédold
plazmidot hordoz6 hal baktériumok human koérokozékia. enterobaktériumokkal)
érintkeznek a vizi kdrnyezetben.

Kidorilés dinamikai vizsgalatokkal allapithatd mednogy egy gyogyszer
adagolasanak befejezése utdn mennjtieidvan sziikség ahhoz, hogy a reziduum szintje
statisztikailag nagy biztonsaggal az MRL értékecaldkkenjen. Azt az id, amely alatt ez
a kivanalom megvaldsul, nevezzik élelmezés-egésggegvarakozasi ifnek. A
vizsgalatok elvégzése a gyogyszergyarak feladata, MRL és a varakozasi dd
megallapitadsa hatésagi feladat. Halhls esetébétebmezés-egészségugyi varakozasi id
legkevesebb 500 napfok, ha az A&llatorvos maském mendeli (Bir6, 1993; G.

Vivekanandhan, mtsai, 2002)

A vizsgalatainknal hasznalt antibiotikus szerek:

A szakirodalomban dséges adat all rendelkezésre a napjainkban alkattnaz
antibiotikumokrél és kemoterapias szeftdkrAz aldbbiakban az altalunk felhasznalt

antibiotikum és kemoterapias szerek rovid leirasaetkezik

Amoxicillin

Széles spektrumu, baktericid hatasu, fél szintstilaminopenicillin szarmazeék.
Antibakteridlis hatasat a baktériumok sejtfalszigének gatlasa révén fejti ki. A
szerkezetileg ugyanebbe a csoportba tartozé ammuiél kedvesdbb farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezik, amely a para helyZgtroxil csoportjanak kdszonltet
Antimikrobialis hatdsa hasonld az ampicillinéhezZer hatékonysaganak vizsgalatahoz a
standard korong diffuzios modszert hasznaljak leggadr. Az amoxicillint gyakran
kombinaljak klavuldnsavval, egy béta-laktaméaz iitbilbal. Ezzel kivédhét a béta-
laktamaz okozta rezisztencia, és a gyogyszer tGhmeegativ organizmus ellen lesz
hatasos. (Semjén, 1998)



Amplicillin

Fél szintetikus penicillin (béta-laktdm antibiotth)y amely baktericid, illetve
bakteriosztatikus hatasd.  Mint béta-laktdm antibioh, penicillinkétt ~ fehérjékhez
kapcsolodva inaktivalia a baktériumsejtfal felépéiden szerepet jatszé peptidazokat.
Foképp Gram-pozitiv, de néhany Gram-negativ baktéridehérjeburokkal védett
membranjan is at tud hatolni. Ezzel hatasspektrsmééesebb, mint a penicilliné. (Semjén,
1998)

Cephalexin

Elsé generaciés Cephalosporin-ok csoportjaba tartokzéziétetikus antibiotikum.
F6 hatasat a bakteridlis sejtek osztdédasakor a lsgjtitézis enzimeinek gatlasaval éri el.
(Semjén, 1998)

Ciprofloxacin

Egy szintetikus, a fluorokinolonok csaladjaba tadtantibiotikum. A
ciprofloxacin baktericid hatast fejt ki a baktériokn szaporodasi fazisara azaltal, hogy
gatolia a bakteridlis DNS-giraz (topoizomerdz) emti Ezen enzim gatlasaval
lehetetlenné valik a DNS replikacio valamint azés transzlacio is, igy a baktérium nem
képes a szaporodasra és a fehérjeszintézise izimégsA fluorokinolon antibiotikumok

100-szor szelektivebbek a bakterialis DNS-girazrere, mint a gazdaszervezet enzimeére.

A fluorokinolon-karbonsav antibiotikumokat — igy @profloxacint is — széles
antibakterialis hatasuk, specialis tamadaspontjtarnaint az alacsony bakterialis

rezisztencia miatt széles koérben alkalmazzak. (8&enij998)

Clindamycin

Fél szintetikus antibiotikum, a baktérium proteingzzisét gatolja a riboszoma 50S
alegységéhez kédése révén. Az antibiotikum koncentraciéjatol émieiroorganizmus
erzekenysegét fuggéen bakteriosztatikus vagy baktericid hatasu lelkailséleg és
belssleg egyarant alkalmazhatééként Gram-pzitiv baktériumok, és néhany érzékeny
anaerob torzs ellen hatékony. &lsorban bakteriosztatikus hatassal bir, ezért alész

idétartama rendkivil fontos e szer esetében, hogygygyer koncentracié mennyi ideig



van a MIC (Minimum Inhibitory Concentration) feletA klindamicinnel szembeni
rezisztencia kialakulasanak elve az, hogy a metiportok efsebben kdtdnek a 23S
rRNS-hez (Ggynevezett konstitutiv.e MLSB tipusu retgscia), aminek hatasara a

klindamicin sokkal kevéshé képes &dhi a riboszémahoz. (Semjén, 1998)

Doxycyclin

A Tetracyklinek csoportjdba tartozé antibiotikumzéfes hatas spektrummal bir
Gram-pozitiv és -—negativ baktériumokra és a segfwlili mikroorganizmusokra.
(Plasmodiumsp.) El$sorban bakteriosztatikus, fehérje szintézis gaafasat az 30S

riboszoman fejti ki. (Semjén, 1998)

Enrofloxacin

Az enrofloxacin a fluorokinolonok csoportjaba tadoszintetikus antibiotikum.
Antibakteridlis hatdsa a baktériumok gyraz enzimfégatlasan alapszik. A Gram-pozitiv
eés Gram-negativ baktériumokkal és a Chlamydiakskaimben baktericid hatasu. (Semjén,
1998)

Erythromicin

A makrolidok csoprtjaba tartoz6 antibiotikum. A Iledkalis riboszéma 50S
alegységéhez kédve gatolla a ra érzékeny baktériumok fehérjeézinét.
Koncentraciojatél fuggen bakteriosztatikus, illetve baktericid hatasukahas néhany
protozoon fexizés kezelésére is. Nem hat a Gram-negativ béllnakigk tobbségére és
nem fermentalhaté Gram-negativ baktériumokRsdudomonaspp.,Acinetobactespp. )
(Semjén, 1998)

Florfenicol

Széles spektrumd antibiotikum mind a Gram-pozititndna Gram-negativ
baktériumok tobbségére hatdsos. vizben kevéshekhair j6I oldodik. Hatasat a fehérje
szintézisre a riboszomak peptidyltranszferaz-am kej Az eukaryota sejtekre is hatassal
van. (Semjén, 1998)



Kanamycin

Aminoglikozidok csoportjaba tartozoStreptomyces kanamycetigudtal termelt
antibiotikus vegyilet csoport. Pseudomonas aursgimtien kifejezetten és Gram-negativ
baktériumok ellen hatékony. Tamadas pontja a fetgzintézis gatlasa a 30S-riboszéman.
(Semjén, 1998)

Metronidazol

Erés baktericid hatassal rendelkezik éelsorban az anaerob baktériumokkal és
protozoonokkal szemben, a bakteridlis DNS karositésén. A metronidazol molekula
athatol a baktérium sejtfalan és nitro-csoportjeatellularisan redukalodik, valéstiag
hidroxilaminna alakul. A metronidazol nitrocsopéartak redukcioja soran citotoxikus
intermedierek képidnek, amelyek kovalensen kdhek a baktériumok DNS-éhez és
gatoljak az anaerob kérokozok nukleinsav szintézigg a sejt DNS szintézise me¢nik,
mely egyben a sejt pusztulasat is jelenti. Kdzéamannyi obligat anaerobbal szemben
hatékony (kiv. Propioni bakt., Actinomycetes). Kamdxioban hatékony néhany fakultativ
anaerobra, valamint néhany spirochetara is. Hgtéktsima kiterjed Gram-pozitiv és

negativ baktériumokra. (Semjén, 1998)

Neomycin

A neomicin is egy baktericid aminoglikozid antibkatm, a Streptomyces fradiae
termeli. Stabil bazis, vizben jol oldédik, semlegssalkalikus kdzegben rendkivil stabil.
A riboszoma 30 S és50 S alegységeéhez egyaraatikotElsisorban a fehérjeszintézis
elongacids fazisat gatolja és a baktérium sejtménjét is karositja. Hatasspektruma a
sztreptomicinéhez hasonld. Keresztrezisztenciat amgyakran sztreptomicinnel és

kanamicinnel. (Semjén, 1998)

Nitrofurantoin

Ez egy szintetikus antibiotikum meglebstn széles bakterialis spektrummal. (
Staphylococcus, Eshericia, Klebsiella ) A baktésidejtekbe sokkal gyorsabban jut be
mint a gazda sejtekbe. Hatasa a baktériumra me@bkdre egyedi és komplex. A
bakteridlis DNS karositasaval megakadéalyozza aoflenteinek szintézisét, ami a sejten

belili antibiotikum lebontasért lenne fdisl



Tovabba tdmadja a riboszémakat, a DNS-t, a sefeliga piruat metabolizmusat

is. Ezen kivul még tovabbi sejten bellli funkcedijtik a kutatdék. (Semjén, 1998)

OoTC

Az oxitetraciklin a Streptomyces rimosuterméke, a tetraciklin fél szintetikus
szarmazék. Soi vizben jol oldédnak, alkalikus kimsggyorsan, savas kézegben lassan
bomlanak. Hatasmechanizmusukat a riboszéma 30 §ys#lgéhez és a MRNS-hez
kapcsoldédva fejtik ki, a fehérjeszintézist gatoljdkatasuk bakteriosztatikus. Aktiv
transzporttal jutnak at az érzékeny baktériumadptizima membranjan. Hatasspektrumuk
rendkivil széles, hatékonyak a Gram-pozitiv és @Gmnagativ baktériumok széles koreére.
Az egyes tetraciklinek spektruma és vitro hatékonysaga lényegében azonos. A
rezisztencia viszonylag lassan (tobblécgpusu) alakul ki veliik szemben, és rendszerint
az aktiv transzport zavaran, azaz a sejtmembraresatképességének csokkenésén
alapul. (Samuelsen, mtsai. (1992) Mivel a rezisate genetikailag R-plazidhoz kotott,
hajlamos a gyors terjedésre, amit a tetracikliredes koii alkalmazasa is sajnosisegit.
Adott terlleten a kialakult rezisztencia hosszlUigdmegmarad. A tetraciklinek kdzott
keresztrezisztencia van. Halak furunkulosisa, pmtyavaszi viraemija soran kialakulo
masodlagos baktériumos fé&zések megékésére takarmanyba keverve adhatjuk. (Semjén,
1998)

Penicillin
A penicillin elnevezés f-laktam antibiotikumok egy csoportjat jelenti, ayeMet az erre
erzekeny, rendszerint Gram-pozitiv baktériumokl &lan hasznalnak.

Hatasa a  baktériumok sejtfaldban a peptidoglikd@aotti  keresztkdtések
kialakulasanak gatlasa. A penicillin  p-laktdm része ahhoz
a transzpeptidaz enzimhez &dik, amely a baktérium peptidoglikAn molekulait k@&t
0ssze. Az enzim igy nem tud megfél niikddni €s a baktérium sejtfala osztdodas soran
elveszti funkciéjat, a baktérium citolizist szedveEzen felil a felhalmozddott
peptidoglikdn prekurzorok a baktériumban aktivaljak sejtfal hidrolazok iikddéseét,

amelyek tovabb bontjak a baktérium megdl@eptidoglikanjat. (Semjén, 1998)
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SXT (Szulfametoxazol-trimethoprim)

A szulfonamidok enyhén savas karakterizben rosszul oldodo amfoter anyagok.
Hatasmechanizmusuk lényege, hogy meggatoljak aéhaktok folsavszintézisét, ugyanis
a para-amino-benzoesav (PABA) kompetitiv antagénidtiatdsuk bakteriosztatikus. A
szulfonamidok hatasspektruma lényegében azonoské&myek iranta a Gram-pozitiv
coccusok és néhany palca, egyes anaerobok és s@ramsnegativ baktérium is. Gyakori
irAntuk a szerzett rezisztencia, mely rendszerintmagnévekedett PABA-szintézis
eredménye. A szulfametoxazol a szisztémas szulfmukmcsoportjdba tartozik, hatas
tartamat tekintve kdzepes hatasu. (Semjén, 1998)

A trimetoprim (TMP) egy diaminopirimidin, amely kifezetten potencionalja a
szulfonamidok hatékonysagéat. Zsir oldékony vegyilézben alig oldédik. A TMP
bakteriosztatikus hatasat a dihidro-folsav-reduld¢ézim gatlasa révén fejti ki. A TMP
hatékony a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériusm¥es korével szemben. Mutécid
révén kromoszomalis és R_faktor altal kozvetitetteszonylag lassan terj@dezisztencia
egyarant kialakulhat, mely tdbbnyire egyitt jar aul®namid-rezisztenciaval is.
Onmagaban csak elvétve alkalmazzak. (Inglis mi££i5)

A szulfonamidokat és a diaminopirimidineket egytdatkalmazva hatasuk
baktericiddé valik, és az antibakteridlis spektrisnkiszélesedik. Tovabbi @&@ye a
kombinacionak, hogy attori a szulfonamid-rezisztéhés viszonylag kisebb adagban is
hatasos.

A disz- és haszonhalon végzett baktériumellenegyigzelések a mindennapi
tégazdasagi és akvarista gyakorlatban megiskatelterjedtek. Etetéssel a halakba juttatva
altalaban 40-60 mg/ttkg dozisban érhetjik el aibakterialis kezeléét vart hatast, ami a
legtobb halfaj esetében kb. 0.1 %-o0s tapnak fetsj.rklengedhetetlen szempont a kezelés
legalabb 5-7 napon at val6 végzése, mivel a kezélddebb idtartama nem hozza meg a
vart hatast, valamint hozzajarul a rezisztenciagpiob kialakulasahoz (Roberts, 1993). A
diszhal praxisban mérvadd Bassleer (1997) az akwakban a tartés flrosztés (1.5 — 2
g/100 liter 4-5 napig) modszerét ajanlja, mig ndfpydest diszhalaknal (koi, tenyész
anyak, aranyhal, diszkoszhal, nagyobb slgerek)ntiaperitonedlis és intramuszkularis
injektalas retard hatasu készitményekkel, szint®@r60! mg/ttkg/nap ddzisban lehet

eredmeényes.

-11 -



A mai magyar halas bakteriologia tudomanyat szikizardlag a budapesti
allategészségugyi intézetben (ADI-NEBIH) Halkortas Méhegészségiigyi részlegében
miivelik. Korabban a szarvasi Haltenyésztési Kutaézetben (HAKI-ban) a nyolcvanas
évek végeéig volt bakteriologiai kutatas, de ezramyzat sajnos azota megar, inkabb
csak vizélettani laborokban, illetve a tihanyi MBalatoni Limnoldgiai Kutatd Intézetben
folyik vizélettani-bakteriologiai kutatas, melyeleretében dleg a kékalgak és szaprofita

baktériumok vizélettani jelefségével foglalkoznak.
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3. Anyag és modszer

3.1. A mintak eredete

A szdllitmanyok egymastol szeparaltan termo-csotdaban egyenes (ton
repubvel, majd futarral szallitva Sri Lankarodl és Thditl érkeztek a nagykereskéubz,
az érdi TRIOKER Kift.-hez aki készségesen bocsajtahdelkezésiinkre a vizsgalatokhoz
szikséges halminta mennyiségeét.

Az frissen érkezett szallitmanyokbdl, a felnyitdsegy iddben igyekeztem a
legyengult, estelegesen mar elvaltozasokat mutgy@deket bedijteni, az esetlegesen
elhullott egyedekkel egyetemben, am ezeket kildrelke és csomagolva jutattam el a
tovabbi vizsgélatok helyszinére. Az &lpillantasra hibatlan tételekb az érkeztet

medencébe valo behelyezés utan vettik ki az ekdgdtonutatd példanyokat.
3.1.1. Halak vizsgélata, a boncolas menete

Az igy kivalogatott egyedeket leléstg szerint frissitett sajat viziikben egyesével,
de minden esetben csomagonként szétvalasztva, mgdaskdba oxigénnel dusitott
levedgivel csomagolva, admérséklet megtartasa végeitdtaskaban szallitottuk tovabb.

A tetemek, és a mégdsékegyedek boncolaséat a Szent Istvan Egyetem Allaserv
tudomanyi Kar Patoldgiai Tanszékének halkortaniotatbriumaban végeztik el. A
mintakat igyekeztlnk a lehietégekhez mérten leghamarabb feldolgozni, igy @al&tok
a boncolasig semmiféle egyéb beavatkozast nemagiéry

A vizsgélatra szant &lallatokat az altalanos kilvizsgalatot kovéten fejre mért
hatérozott Gtéssel kabitottuk el, majd a fej mogogerinc atvagasaval exterminaltuk. A
vago eszkozt minden hal k6zott a gadsen hevitettik, ezzel akadalyozva meg az egymast
kovetb mintdk egymdas A&ltali mikrobioldégia beszenrisét. Ezt kovette a béls
vizsgalat.

Az igy ebkészitett halak kopoltyu fedele aldlbebleg gazlangban vorés izzasig
hevitett, majd visszditott, és ez altal sterilizalt hegyes vétpakterioldgiai olté kaccsal a

kopoltyut magat kissé elroncsolva véres mintat (vedt a tovabbi bakterioldgia
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vizsgalatokhoz. Ez a fajta mintavételi mod megtedalreprezentalja magaban a halban, a
halon, és kdzvetlen kdrnyezetébeé Baktérium és mikroorganizmus florat. Jollehet ezen
eljaras eltéd a megszokott, melegvueremibsokidl valo mintavételi eljarastol, megis
esetlinkben megbizhaté eredményt szolgaltat a Varsdgateriletsl.

Ezutan a hasilreget megnyitva az ott talalhat6 ezl fiziologiai allapottol valo
eltéréseket a boncolasi napléba rogzitettik, majdtemet formaldehid vizes oldatéba
helyezve tartésitottuk a tovabbi vizsgalatokhoméhany esetben a nemek meghatarozasa

is ekkor tortént, ha az kifigegyek alapjan kordbban még nem volt eldorithet

3.2. Baktériumok izolalasa, tenyésztése

A bakterioldgiai vizsgalatok soran két vizsgalatdezert is elvégeztink. Az egyik
gyors, a mindennapi hal-allatorvoslasban haszrélhaidszer, a masik az ok-feltar@id
igényes laboratoriumi vizsgalatok voltak.

A boncolads soran steril oltékaccsal a kopoltyd mtsmlasaval vett véres
bakteriologiai mintakat véres-agarra oltva primenyeszetet készitettiink. A tenyészeteket
egyedi azonositdval lattuk el. A mintak inkub&até$zigorian szobasmérsékleten, 18-
25C° fokon végeztik, ezzel mintegy azééhalhoz hasonlé kornyezetet teremtve a
baktériumok szamara. Az inkubacio$ igégtobbszor két nap volt, ami alatt szép kulénallo

telepek fejbdtek a véres-agaron.

A) A praxis oriental kevésbé preciz, ambar gyorekak kezelésben hasznalhato,
bakterioldgiai rezisztencia vizsgalatot ezt kdeet végeztilk el. Ehhez a vegyes tenyészetet
felnasznalva azt a Miller-Hinton agaron megszéleszta leggyakrabban hasznalt
antibiotikum-korongokat helyeztik el a Petri csészré 24 6ras szobameérsékleten valo
inkubaciot koveien értékelhét eredményt kaptunk a vegyes kultira antibiotikum

érzékenységér.

B) A primer vegyes tenyészeteiriittkivalasztott, érdekesebbnelntt mintainkat
az egyetem Jarvanytani és Mikrobioldgiai tanszélsad@litottam a tovabbi vizsgalatok
elvégzése céljabdl. Az intézetben a vegyes baktétanyészeteinlkdd, tobbszori atoltassal

szintenyészeteket készitettlink, hisz ez aldpfadtétele volt a tovabbi tesztek, és &gisi
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baktérium-faj, illetve -csalad meghatarozasanakveMitbb esetben is vizsgalatainkhoz
friss tenyészetekre volt sziikség ezért mintadinkatnaponta oltottuk &t friss taptalajra. A
baktériumok tartdsat és tenyésztéset a legtoblbersetres agaron végeztik, kivéve az
antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat, amikhezllgtaHinton féle agart hasznéltunk. A
normal inkubacioét szoba émérsékleten 20-25C aluminium féliaba csomagoltan
végeztik. Etil eltérs homérsékletet csak a mintak taroldsdhoz és az atikimo
rezisztencia vizsgalathoz hasznaltunk. A tarolastmal Hitészekrényben aluminium
foliaba csomagoltan végeztik. A rezisztencia vilegg&hoz inkubatort vettiink igénybe a
vizsgalat standardizalasa végett. Tovabba a faj hatégozas céljabdl vizsgalt

baktériumainkat a vizsgélatok befejeztével -86-& helyeztik.
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3. abra: Vizsgalatra gjtott halak és az izolalashozkEszitett taptalaj.
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6. bra. Elbiralasra varo baktérium rezisztendagalatok.
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3.3. Fénymikroszkdpos vizsgalat

Tobb fénymikroszkopos vizsgalatot is végeztiinkzakdolgozat elkészitése soran.
Ezek kozll az egyik nagy jelésieggel bird vizsgalat, a még a boncolas soran &ebil
felszinébl, a bel$ vizsgalatot megékden, a pikkelyezettség irdnyaval megedyeganyba
,DOr’- kaparék minta vétele, amit nativan, fénymikiagz alatt vizsgaltunk etssorban
ekto-parazitak jelenlétét kutatva.

A Dbakteriologiai intézetben szintenyészetté kitsajgtt mintainkbdl izolalt
baktériumok fénymikroszkopos vizsgélatat is elvéglezEnnek soran a Gram-féle festési

eljarassal festettiik meg a mintankat. (8-9.abra)
Gram-festés

A szintenyészeteinkb egy-egy kilon allo telepet steril oltbkaccsal deg, azt a
mar ebre zsirtalanitott targylemezre helyeztiik, majd egpepp fiziolégias oldattal
szuszpendaltuk. Ezt kéven az oltokacsot a ntdegesen a targylemezre fektetve a
szuszpenziot a targylemez 3/4 részére szélesztdtldvegn vald szaritdst kovéen a
targylemezeket Bunsen @&dangjaban athudzva fixaljuk, csak ezt kdext kezdhetink
hozz4 a festéshez.

A festés menete:

(1) a kenetet Gentianta-ibolyaval festjik 3 percig

(2) a ledntést kovéen Lugol-oldattal festjuk 1,5 percig

(3) a kovetkeé 1épés a differencialas, az alkoholos 6blitést rhalgnja a festéket

a Gram (-) sejtek falabol, vizzel is 6blitjik a kst

(4) hig vizes fukszinnal 1 percig festiink, majdlgateben is vizzel dblitiink

- a kenet itatd papiros és leveg tortérd szaritdsa utan, készen alnak a
mikroszkopos vizsgélatra.

A festési eljaras a baktériumok etiérejtfal tulajdonsagan alapul. Mivel a Gentianayho
festék a mintdban szerépbsszes baktérium sejtfalat megfesti, ez 6nmagébanlenne
differenciald, de az ezt kovetugol-oldat hatasara —jod pararozanilin- keltelkeami

viszont csak a Gram (+) baktériumokban ik irreverzibilisen a sejtfalhoz, ezért a
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kovetked leépésben az alkoholos kezelés ezen sejtfalak&vé&ia festéket nagy részét
eltavolitja. igy a Gram (-) baktériumok sziniikes4k, halvanypirosas szinbeimnek fel
ellentétben a Gram (+) baktériumok sotétkék szinéve

A festett kenteket a mikroszkép 100x-0s nagyitésinerzidos objektiv lencséjét
hasznalva vizsgaljuk. Immerzios lencdéelévén sz6 a megfekeltorésmutatéju kdzeget
biztositandd, egy csepp cédrus olajat szikségedrgyldmezre cseppenteni, és ebbe

engedni az objektivet.

3.4. Preparatum jeldlés

A mintak, preparatumok, a primer-, k&é® szin-baktérium tenyészetek, kenetek
pontos jeldlése a vizsgalatok folyaman alafivébntossagu volt a preciz nyomon
kovethebség és a mintak, majd kb a tenyészetek nagy szdma miatt is.

A halak boncolasakor, minden egyed, egyedi vizég&arszamot, nem, és
szarmazasi hely jeldlést, és olykor kulon rovid estett is kapott, amit a munka napléba
pontosan datalva jegyeztink fel. A primer vegyelstdraum tenyészetek Petri csészéjére
igy a kégbbiekben mar elégség volt a minta sorszamat, é@ités datumat feljegyezni. A
Bakteriologiai Intézetbe tovabbi vizsgalatokra kasztott mintak az ottani
megérkezésiket kouven U] azonositd szamozast kaptak, mivel egy-egyyeseg
tenyészetl esetenként tobb baktérium is kioltasra kerilt. Atézetben viszont a
kUlénb6d vizsgalatok mar csak ezen jeldlés szerint folytakPetri csészék jelolését a

hatoldalukon alkoholos filccel, a kenetek jelolésétgkarcoloval végeztik.

3.5. Bakterialis anyagcsere vizsgalatok

Haemolizis

Mivel szandékunkban alt az egyes baktérium torzsekghatarozasa is,
megfigyeltik, hogy véres agar taptalajra kioltaglyes baktérium torzsek anyagcseréjuk
kozben jol lathatd haemolizist végeztek. Vizsgakukintaink haemolizald tulajdonsagait

is ahol harom & csoportot tudtunk elkiléniteni, alfa- béta- haaméddk, gamma-, vagy
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nem haemolizaldk. Az alfa-haemolisis kdvetkeztébdraktérium telepek kdrnyezetében a
taptalaj zoldes elszinédést mutat, ez annak a kovetkezmény, e hogy a rakté
anyagcseréje soran hidrogén-peroxidot allié,edimi az agarban talalhaté haemoglobint,
methaemoglobinna oxidalja. A béta-haemolizisnéhataj teljesen elvesztette szinét és
sargas-attetéwé valik a baktérium telepek kdrnyezetében, ez laradhatd be, hogy az
adott baktérium egy Streptolysin exotoxinttermeli amvorosvértestek teljes szétesését
idézi eb. Tobbnyire Stapyholcoccus, Clostridiuras Listeria fajok rendelkeznek efféle

tulajdonsaggal.

Oxidativ/Fermentativ (aerob/anaerob)

A szénhidrat metabolizmus oxidativ vagy fermentpilegének megallapitasara az
OF fél-folyekony taptalajt hasznaljuk. Amely 0,3 &part, peptont, glikézt (vagy mas
cukrot) és indikatorként bromtimolkéket tartalmak.vizsgalatot altaldban két d@gel
végezzilk, az egyik 6be lé\w taptalajt a vizsgalt mikroorganizmussal hegydskaics
segitségével beoltjuk (oxidativads A masik csdvet ugyanolyan modon beoltjuk, majd
taptalaj felszinére megolvasztott paraffint vagysei keverekét rétegezzik agy, hogy az a
taptalajt teljesen lezarja a 1égkdri oxigéinezaltal anaerob viszonyt teremtve (fermentativ
Ccs). 24-48 oOra inkubalas utan biraljuk el az eredmémymennyiben a baktérium
anyagcserét folytat az adott kérbiosn a taplalékanak szant cukrot bontja, a savtésnel
soran a brémtimolkék indikator szine zd@ldrsargara valtozik. A lezart csdvekben
egyértelnien megfigyelhét az esetleges gaztermelés is, gazbuborékok vagsadinugd
alatt kialakulo gaz felhalmozodasa révén. A tedkalmas Staphylococcus aureuds

Micrococcusssp. vizsgélatara. A proba elbiraldsat az aldtitarat tartalmazza:

Aerob tenyésztés | Anaerob tenyésztés Elbirdlas

+ - Oxidativ (obligat aerob)
- + Fermentativ (obligat anaerob)
+ + Oxidativ és Fermentativ (fakultativ anaerqb)

- - Nem bontja a glukdzt

1. tAblazat Az oxidativ/fermentativ vizsgalat edbdsa.
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Katalaz teszt

A katalaz teszt a baktériumtérzs hidrogén perdsahtd enzimének jelenlétét
vizsgalja. A kataldz enzim a hidrogén peroxidotzeigs oxigénné bontja. A teszthez friss
24-480r4s tenyészetet hasznalunk. A baktérium espjaszetinkdl egy telepet steril
miianyag oltokaccsal levéve azt egy tiszta Uveg tamgkre helyezve egy csepp 3%-0s
hidrogén peroxidot cseppentlink ra és figyeljik setleges apré gazbuborék kégest.
Szintén a fent emlitett toérzsétaphylococcus aureus, Micrococcssp ésEnterococcus

faecialisvizsgalatara alkalmas.

Oxidaz préba

Oxidaz-préba alatt az oxidativ anyagcserét fobytdtaktériumok terminalis
oxidaciojaban résztvévcitokrom-oxidaz enzim kimutatasat ertjuk. A kimids soran a
friss baktérium szintenyészéttsteril mianyag oltokaccsal egy telepet egyirézpapirra
kenlink, majd 1 %-o0s szintelen tetrafenilén-diamdattot cseppentink a mintara.
Amennyiben a mikroba termel oxidaz-enzimet ar&gapiron a baktériumoknal sotétkék

elszineddés lesz lathato.

BIOLOG teszt

Mikroba k6zdsségek szubsztrat hasznositasanaka&aoa szolgalo teszt. Egyes
izolalt baktériumainkat csalad meghatarozas céljatebettik ald e tesztnek, ahol a
BIOLOG mikrolemezek mind a 31 celldjaba ebténikrobialis tdpanyagot (szubsztrat) és
tetrazélium-vords indikatort helyeznek el a lemeyartasakor. A baktériumokbol
elokészitett és bemért oldatunkat a cellakba mérjidutdh a lemezeket termosztatba
helyezzik. A szaporodas soran a celldkbard Inikroorganizmusok vagy fel. tudjak
hasznalni a cellaba l8vtapanyagot, vagy nem. Ezt szinvaltozas jelzi. k§yonbos
anyagcsere mintdzatok alakulnak ki, melyek léhetteszik a mikrobakdzdsségek gyors
anyagcsere jellemzését. A tesztben mérisziinvaltozast a tetrazolium-voros indikéator

redukcidja szolgdltatja. Az indikator elsziddését a mikrobak légzése kovetkeztében
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keletkezett NADH valtja ki. A cella + vagy - mivalt vagy nfiszerrel, vagy szabad
szemmel is elbiralhatjuk. Az eredményeket egy kifiedlesztett szamitdgépes szoftverbe

bevive szinte azonnal megkapjuk a lehetséges ergaet.

3.6. Rezisztencia vizsgalat

A baktériumok antibiotikum és mas kemoterdpiagekre adott reakcidjanaia
vitro leggyakrabban végzett vizsgalat moédszere a koiffags modszer, ezért
vizsgélataink sordn mi is ezt alkalmaztuk.

A vizsgalandé torzs friss, altalaban egy naposteajeszetédi, steril oltokaccsal a
megfeleb baktérium mennyiséget levéve egy szintén sterill 2imiologias oldatot
tartalmazé kémdede mossuk, majd egy vortex segitségéve fél Mckadai homogén
oldatot készitink. Eli#b a méar ebkészitett Muller-Hinton agarokra egy steril tampon
segitségevel egyenletesen a Petri-csésze teljgetéal szélesztjilk a szuszpenziot. Ezt
koveben a vizsgélni kivant antibiotikumok szamétdl féegg 5-6 antibiotikummal atitatott
papirkorongot helyeziink el a Petri csészében edpmisrilbelil egyerdl tavolsagban
csipesz segitségével ugyelve arra, hogy a taptalkegipesszel ne érintsik, és a kiloiboz
mintakat tartalmazo csészék kdzott a csipeszt migdzlangban sterilizaljuk.

Az elkészitett mintakat ezutan inkubatorban 286n 24 éran keresztil hagytuk
novekedni egy minta kivételével ahol a korrekt @lldishoz 48 oOras tenyésztés volt
szlkséges.

Az inkubéaciés id alatt, az itatds korongokban t&vbaktérium ellenes szer
tulajdonsagaitél figéen a taptalajba diffundal és a baktérium szerré gatékenységének
fuggvényeben akadalyozza, illetve gatolja annalpezalasat. Ez a tenyésztésh mkegén
szabad szemmel lathatd gatlasiiiket eredményez. A d@yik léte, illetve nagysaga
szerint eldonthét hogy a vizsgalt baktérium tdrzs mely antibiotikamerzékeny,
mérsékelten érzékeny, vagy rezisztens. A gatla&itgymilliméterben meért atmépebol
szamszdien is kifejezhdét a rezisztencia illetve érzékenység mértéke. A stére
legegyszdibben egy vonalzé, milliméter beosztasanak segisédehet elvégezni. Ezen
adatok tudatdban mar egyértébn kiolvashatdé mely szer/szerek a leghatékonyallzak

adott baktérium torzs elleni kezelésben.
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Az antibiotikumok és mas kemoterapias szerek ir@riekenységin vitro
vizsgalatara szamos moédszer ismeretes. Ezek kyalibdati célokra a korongdiffizios
modszer a legalkalmasabb, vizsgalataink soran nezisalkalmaztuk. A vizsgalandé
baktériumtorzs friss tenyészetélegy leégetett oltbkaccsal mintat vettiink, amharéy ml
desztillalt vizben szuszpendaltunk. Majd egy staaihponnal a mintat Muller-Hinton
taptalajon szélesztettilk. Ezutan egymastél kozelerddy tavolsagra papirkorongokat
helyeztlnk.

A szélesztést és a korongok szakézdhelyezését kovéen a taptalajokat 24 vagy
48 oraig inkubaltuk. A korongokban I&wszer a taptalajba diffundal. A szerre jellémz
diffazié mértékédl és a baktériumfaj érzékenyséjdiiggoen kisebb-nagyobb mértékben
akadalyozza a baktériumok szaporodasat. A koronkfkil kialakult gatlasi gri
atmébje alapjan eldonthét hogy a vizsgélt baktériumtdrzs melyik gyogyszemwreékeny,
meérsékelten érzékeny vagy rezisztens, s kivalagztha adott betegség gyogykezelésére
szOba johdt leghatékonyabb szer.

A vizsgalt baktérium rezisztens az adott antibimtika, ha az antibiotikum korong
kordli gatlasi gyiri egyend vagy kisebb a megadott alsé értéknél. A baktérdurgékeny
ra, ha a gatlasi gyi egyend vagy nagyobb a megadott f@lérteknél. Az alsé és a féls

érték kozotti eredmények a mérsékelten érzékemgkatiba tartoznak.
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4.1. 1zolalt baktériumok

4. Eredmények

Munkam soran kozel 60 esetben izolaltam baktérkanoséres agaron majd

oltottam tovabb Miuller-Hinton agarra rezisztenciasgalat céljabdl. A TRIO-Ker kft. 6t

beszerzett mintakat az Allatorvosi

Egyetem kilodbdanszekein dolgoztuk fel.

Készitettlink béllik szintenyészetet végeztink kiulonbdezisztencia vizsgalatokat.

4.1.1. A Baktériumok anyagcsere vizsgalata

A fentebb részletesen leirt anyagcser vizsgalamkatalasztott baktériumainkon

elvégezve az alabbi eredményeket kaptuk.

Kenet (Gram

Minta/teszt | Kataldaz | Oxidaz OF Haemolizis szerint) Fénymikroszkdépban
BF1 - + Fg béta - palca bipol.test kbzepes
BF2 - + Fg béta - palca bipol.test kozepes
BF3 - + Fg béta - palca
BF4 + + Fg béta - palca kozepes
BF5 - + Fg béta - palca vastagabb
BF6 + + 0] - - palca hosszu karcsu
BF7 - + - - - palca bipoldris
BF8 + + 0 - - palca bipolaris
BF9 + + (0] béta - palca vékony karcsu
BF10 0 - 0/- - + palca vastag kerekitett végd

BF11A - + Fg béta - paca duzzadt bipolaros
BF11B + + 0] - - palca bipolaros

BF12 - + Fg béta - palca vaskos bipoldros
BF13 - + Fg béta - palca vaskos bipoldros

2. tablazat A részletesen vizsgalt mintaink anyagecsredmeényei.

Az eredményekdl kittinik, hogy baktériumaink tobbsége béta-haemolizist

folytatott, oxidaz pozitiv volt, és gaztermeléséetében fermentativ tulajdonsaggal is

rendelkezett. A tdblazatban szirkével jelolt mirkakiiltek a késbbi térzs meghatarozasi

vizsgélatra.

baktériumokat kivalasztani

Ezek kivalasztasanal

igyekeztiink atogatos anyagcsere profill
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4.2. Betegsegek

4.2.1. Guppi myxobacteriozisa, flavobacteridzisa: @pi-betegség

Egyes vizsgalt guppikban a Guppi betegségként tisrtiamet egylttes volt
megfigyelheb. Féleg a guppi himeknél a farok és Uszok rothadasg, anibstényeknél
tobbnyire a testfellleten szovethianyos terileteddyek a alapjat sargas stjnelhalt
szOvetmaradvanyok alkottak. A testfeliébtés a kezddo elvaltozasok széli részidra
jellegzetes myxobaktériumok és flavobaktériumokwntelhoit lehetett 1atni mikroszkdpos
vizsgalattal, melyeket kioltva azok véres agaroh fgjlédtek és velik a kébbi
rezisztencia vizsgalatok is konnyen végeéblket voltak. Egysejt csillésok kozil a
Tetrahymena pyriformisés a Coleps hirtus csillésok nagyfoku elszaporodasa esetén

okozhatnak elvaltozasokat, fordulhattaé alhalakon.

sz

A megvizsgalt és a felboncolt beteg halaknal a #@®# tinetek és elvaltozasok
voltak lathatdéak: a halak lomhan a vizfelszin kéheh Uszkaltak, bagyadtnak és
egészséges tarsaikhoz képest fakobhiseintintek. A halakra az étvagytalansag és idult
esetben a lesovanyodas volt jellédmaHeveny esetekben vérzések és erdziok voltak
fellelhetk a kbron és az izmokban, Usz6 és farok elhalas (Ushadés, farok rothadas)
fordult eb, exophtalmus, ha#ri folyadékgyllem és helyenként a pikkelyek levalas
megfigyelhed volt, tovabb4 a kopoltyuban is vérzések mutatdozfabels szervekben
apré verzeések voltak, a hastregben vérhenyes f@kyhdlmozodott fel. A |ép és a vesék
megnagyobbodottak voltak. Tul heveny esetekdfoadultak, amikor az elhullott halakon
nem mutatkoztak elvaltozasok. A betegség idult fpéiban szenvédhalakon talyogok és
fekélyek voltak megfigyelhék, ezek a fekélyek, mint bemeneti kapuk, esetenként
felllfert6zédtek halpenésszebSéprolegnid. Kannibalizmus jelei is megfigyellik voltak

a farkon és az Uuszokon. (Roberts, 2001)
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4.2.3 Gyrodactylosis - hamférgesség

Egy korulbeltl fél milliméter hosszusagot élghoréloskod laposfereg. Mely
elsssorban az édesvizi halak hamjaban és nyalkaba#l6ékddik. Masszivabb feftés
esetén bemeneti kaput hoz létre a masodlagazéseknek. Sos vizben nem él tul ezért
behurcolasanak medekse viszonylag egysfer(Horn Péter és mtsai 1976, Bailey és
mtsai, 1999) Schlotfeldt, Alderman, 1995)

4.2.4 Trichodina csillésok

Ez az egysejt ectoparazita csak mikroszkoppal lathato 30-90 aretélsl
kifolyolag. Csill6ival mozgésra képes, a hdilrfielszinén, pikkelyein és nyalkgjaban él.
Massziv ferdzottség esetén legyengiti a gazda allatot, és betimémput teremt a
méasodlagos bakterialis betegségeknek. A pikkelytakako szine, szlrkés elsziddeése,
szapora légvétel hivhatja fel a figyelmet adedttségre. A szapora légvétel a hal védékez
reakcioja miatt alakul ki, mi szerint igyekszik nvaegtagitani teste nyalka takarogjat, de

ezzel jelenisen rontja a test gazcseréjét.
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4.3. Rezisztogram

4.3.1. Mintaink rezisztogramja (Patoldgiai tanszéke)

Patologiai tanszéken végzett egysiz@zisztencia vizsgélatokat a gyakorlatban hasirsila
és jol bevalt modszerrel végeztik. A primer vegiesyészetinkll kiszélesztettik a
baktériumait Muller-Hinton agarra majd erre azlai& vizsgalt antibiotikumok korongjait

helyeztik fel. Egy-egy mintabol tébb kulonlédzaktériumot is hasznaltunk.

Anitb./ Mintak 3Xipho /1 3Xipho /2 6Guppi/l 6Guppi/2 6 Guppi/3 6Guppi/4
Clindamicin (DA) 0 0 0 0 0 0
Enrofloxacin (ENR) 9 8 12 11 8 7
Florfenicol (FFC) 2 2 14 14 13 12
Oxytetraciclin (T) 0 0 0 0 0 0
Pradofloxacin (S) 10 8 11 11 8 8

3. tdblazat Az adott baktérium izoldtumok rezisetertulajdonsagai (a szamok a gatlasi
z6na milliméterben megadott atriigr.)

Ebbsl a vizsgalatbdl lathaté, hogy a Clidamicin és @trdciclinre adott
bakterialis valasz teljes rezisztenciat mutatodiktériumtol figgetlenil. Gatlo hatas volt
megfigyelhed Enrofloxacin és Pradofloxacin korongok koérnyezetéb mig a

leghatasosabb szernek e vizsgalatban a Florfemigtatkozott.

4.3.2. Mintaink rezisztogramja (Mikrobiologiai tanszéken végzett

laboratériumi kérulmények kozott)

Mintainkbdl fél McFerlin-es oldatot készitve, azt GNér-Hinton agaron
megszélesztve, a standardizélas végett 24 oérasztale80C —on inkubaltuk, kivéve a

BF7-es mintankat, amely elbiradlasoz 486ras tengészi/olt sziikség.
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BF1 BF2 BF3 BF4 BF5 BF6 BF7*

Amoxacillin 0 0 0 0 23
Ampicillin 0 0 0 0 14
Cephalexin 0 0 18 0 20 0 0
Ciprofloxacin 8 8 28 16 16 18 24
Clindamycin 0 0 0 0 10 11 32
Doxycyclin 0 0 21 9 19 21 30
Enrofloxacin 0 0 25 20 18 24 29
Erythromycin 0 0 17 0 12 0 8
Florfenicol 28 24 34 11 21 12 27
Kanamycin 13 9 13 0 11 0 0
Metronidazol 0 0 0 0 0 0 0
Neomycin 7 10 9 0 0 0 0
Nitrofurantion 20 19 20 22 0 0 18
oTC 0 0 8 0 22 14 24
Penicillin 0 0 0 0 0 0 10
SXT 18 15 17 0 0 0 14

4. tdblazat Az adott baktérium izolatumok rezisetertulajdonsagai (a szamok a gatlasi

z6na milliméterben megadott atrger (1-7 minta)

BF8 BF9 BF10 BF11A BF11B BF12 BF13
Amoxacillin 0 0 27 0 0 0 0
Ampicillin 0 0 21 0 0 0 0
Cephalexin 0 0 17 15 0 16 17
Ciprofloxacin 24 26 16 20 16 22 23
Clindamycin 0 0 17 0 0 0 0
Doxycyclin 0 0 29 14 0 18 13
Enrofloxacin 11 21 18 22 14 21 24
Erythromycin 0 0 18 13 0 15 10
Florfenicol 0 0 22 35 0 33 33
Kanamycin 18 18 18 13 17 15 11
Metronidazol 0 0 0 0 0 0 0
Neomycin 12 12 15 10 12 10 12
Nitrofurantion 0 0 15 16 0 17 13
OoTC 0 0 20 0 0 0 0
Penicillin 0 0 21 0 0 14 0
SXT 0 0 15 14 0 20 15

5. tdblazat Az adott baktérium izoldtumok rezisetertulajdonsagai (a szamok a gatlasi

z6na milliméterben megadott atrgr (8-13 minta)
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A szintenyészeteinket végzett 16 antibiotikumrariéh vizsgalat eredményéb
lathatd, hogy rezisztenciat legtobbszor a régotayalomban €6 antibiotikumokra
kaptunk. (penicillin csoport). Tovabba a Metromidiaz is teljes rezisztencia volt
kimutathat6. Egyeduli szerként csak a Ciprofloxaesialt az, melyre minden baktérium
érzékenyseget mutatott. Ezen kivil relativ nagkgsiadggal a Kanamycin, Neomycin, és
a Florfenicol valtott ki negativ reakciot a baktén kultarainkban. A tobbi antibiotikus
szer valtoz6 hatasfokkal fejtette ki hatasat adrakinok szaporodasara.

A mintak febl vizsgalva is eltgr eredményeket kaptunk hisz voltak rendkivl
ellendllé torzsek (BF8,BF11B) és majd csaknem mindatibiotikumra érzékenységet
mutato torzs is (BF10).

A vizsgélt 14 baktérium mintdnk koézlul a legtobb Metromidazolrae volt
rezisztens, bar az Amoxacillin és Amplicillre isggéoku rezisztencia volt tapasztalhato.
szam szerint 14 rezisztens és 4 mérsékelten érzétiers fordult eb. Bar a neomycinre
csak 1 volt rezisztens, de 8 torzs mérsékelt erg@éget mutatott. A sztreptomicinnél 4
rezisztens és 3 meérsékelten érzékeny izolatum aksdtoxilinsav, szulfametoxazol-
trimetoprim és a kléramfenikol esetében a rezistEmzsek szama egyarant 4 volt. A
leghatékonyabban még a flumequin alkalmazhatd, tdeasi volt 2 rezisztens és 2
meérsékelten érzékeny torzs. Diszhalaknéfoetlultak polirezisztens baktériumok is. Az
adatokbdl lesirhe®, hogy a gazdasagi halakbdl izolalt baktériumoknél nem alakult ki
annyi rezisztens térzs, mint a diszhalak esetémml gyakrabban hasznéalnak

antibiotikumokat és kemoterapias szereket.
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4.3.3. Mintainkbdl meghatarozott baktériumok faji szintii felsorolasa

Kivalasztott mintainkbdl az mikrobak anyagcsereétasagait vizsgalva BIOLOG
tesztel a kovetkdéz baktérium tdrzseket sikertlt meghataroznunk. Azderények
leolvasasakor figyelemmel kell lenni arra, hogy eaedmények az anyagcsere profil
alapjan legvaldsziibb torzseket jelenitik, meg igy nem adhatnak 108%&m@dmeényt. A
BF10 mintanknal példaul nem lehet nagybiztonsaggalenteni egyetlen térzset, ennek

eldontésére tovabbi vizsgélatok lennének szikskgese

Baktériumok neve Halfaj éfordulas gyakorisaga altalunk adott kéd
Aeromonas veronii Xipho 9 eset/17 hal BF2
Aeromonas Guppi lleset/31hal BF4
hydrophila
Chyseobacterium Guppi 7este/31hal BF6
glenum/indiogenes
Pseudomonas Guppi 13eset/31hal BF9
aureginosa
*Kurtia gibsonii // Diszkosz leset/3hal BF10

Brevibacterium casej

Aeromonas encheligd Szidmi harcos 2eset/5hal BF11A

Pseudomonas putida Sziami harcos leset/5hal BF11B

6. tablazat A kivalasztott mintainkbdl meghataroadserult baktérium torzsek.

Az altalunk meghatarozott 7 baktérium torzs koegiérzékenyebb kétségtelenll a
feltehetenKurtia gibsonii—nak meghatarozott térzs volt. A tébbi torzs éltézisztenciat
mutatott a kulonbdz szerek irant, Sajnos a tobbi térzsnél i§semultirezisztencia volt
lathatd. Ezen adatokbdl egyértélem lesirhet, hogy a gyijtott diszhalak esetében igen
gyakran hasznalnak antibiotikumokat és kemoteragz@seket, és azokat szukségtelenul

vagy nem megfelélmddon teszik.
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7. 4bra A BF11A mintank BIOLOG profilja

8. abra A BF10-es minta Gram pozitiv baktériumaimakroszképos képe

9. &bra Gram negativ baktériumok mikroszképos képe
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12. &bra A BF12-es minta érzékenysége mérsékelt
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15. dbra BF12es minta vegyes rezisztenciat mutgté ketbs gatlasi girivel

-33-



5. Megbeszélés

A munka befejeztével a kovetkekovetkeztetések vonhatdéak le a szakdolgozat
témajaban.

A tavol keleti import halszallitmanyok altal behaitc bakterialis betegségek
esetében, a kordbban mar sejtett, nagyfoku balseniulti rezisztencia jelen van, és fent
all. Ezt vizsgalatainkkal sikerult is kétséget k&@n bizonyitanunk. Tovabba a korokozo
baktériumok torzseinek azonositdsaval sikertlt hheggiéanunk, hogy ezek a baktériumok
legtobbszér a hal kornyezetébens dbkultativ patogén torzsek, melyek egészséges
adllomanyban nem jutnak megbetégizerephez. A betegség felszinre joveteléhez igy
mindenképpen hajlamosité korilmeényekre van szukdegtobbek kdzoétt lehet az azsiai
tenyész telepeken uralkoddé allapotok, parazitasédések, szikségtelen vegyszeres
kezelések, zsufolt tartas, €s nem utolsé sorbandkivil megterhélés hosszas utaztatas.
Az igy legyengiilt halak mar kénnyen szolgélnak dkiild pontként a tovabbi bakteriélis
megbetegedésekhez.

Tapasztalataink szerint a boncolas soran készipeitner’ vegyes baktérium
tenyészeteken korongokkal elvégzett korongdifflzids vitro rezisztenciavizsgalat
modszere megbizhatéan tajékozat az adott mintaldad kultira antibiotikum
rezisztenciajarol, antibiotikum érzékenységérlehetbvé téve az esetleges gyors
beavatkozéast. A terepen vételezett és kikent miatédménye is megbizhatdénak fsiilt,
mivel az esetlegesen szennyeghuman) baktériumflora, nem névekedik 35 —°@7nal
alacsonyabb dmérsékleten. Igy a szobérhérsékleten végzett inkubacio soran csak a vizi
élettérre jellem& szamunkra fontos baktériumok fognak taptalajunkononi. Az
esetleges kids szaprofita baktériumok mintaba valé kerllését #hadjik, ha a halak

testfellletét alaposan leégetjik a mintavétel, estEiregek megnyitasasl
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6. Osszefoglalas

Munkak soran a Tavol Keleti halszallitmanyokboti (Banka, Thaiféld) gyijtott
mintainkbdl végeztink altalanos korbonctani  vizag#iat, baktériumizolalast,
készitettlink szintenyészeteket és az izolalt bakték faj és torzsmeghatarozasat.

Azért valasztottuk ezen, messzi régiot vizsgatktasélteriletéil, mert mind a
hazai, mind az Eurépai akvarisztika, és tavi distadgas mara mar nagyrész, ha nem
kizarolagos jelleggel, e terlléty import révén van ellatva halakkal. Témank a kiedd
behurcolt betegségek rezisztencigjara fokuszaltiggskezett megésiteni vagy éppen
cafolni azon alapos feltételezést miszerint, a dtdibl importalt halakkal rendkivdil
ellenalld betegségeket is importalunk Eurépabaa e€8adg mas részeibe. Tovabba az igy
behurcolt betegség igen nagy pusztitast képesakeehi az otthoni haltartdé mar megtev
allomanyaban, igy a legnagyobb Kar itt keletkezik.

Tobb szinl vizsgalataink soran egyértalen beigazolddott a mar régota fent allo
gyanu, miszerint az importalt halakkal behurcoltebségek, és ezeket okozé baktérium
térzsek igen magas foku multi rezisztenciaval réremek a legtobb altalunk kivalasztott
és vizsgalt antibiotikumra. Ennek oka valOsikg tobbréfi. A tenyészetekben, és a
szallitas soran indokolatlanul, szinte adalékangagkhasznalt, szaksz#enil, nem
megfeleb ddzisban esetleg ideig alkalmazott kemoterapidiatikus szerek hasznalata.
De ennek pontos feltarasa tovabbi kutatasokat gjary

Eredményeinkkel segitséget szeretnénk nyujtanagyar és Eurdpai akvaristaknak
és mas haltartoknak, felhivva figyelmiket eme &geroblémara, mivel végre
egyértelnien sikerllt bizonyitanunk, és tényként reprezeoténe tényt. Reméljik e
kutatassal €és annak eredményeivel sikerilt felkifrgyelmiket a megékeés fontossagara.
Tovabba ha mar megtortént az allomanyotasse, kutatasaink a szakdzés eredményes

kezelésben is segitséget nyujthatnak.
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7. Summary

While we were working, we collected samples froshfivhich was shipped from
far East (Sri Lanka, Thailand) and we made genaatthological examinations, bacterial
isolation, colour cultures and we also determirtesl Species and tribes of these isolated
bacteria.

The reason why we choosed this region as our tanget of our examinatoins
beacuse as the interior and as the european aguand the keeping of the ornamental
lacustrine fish is supplied in most of the casedh®se regions. Our subject focused on
resistance of the diseases which is brought in waitported fish. We try to confirm or
confute with hard work these thorough suppositiwhjch is about the imports of the
extremly resistant diseases with shipped fish tmf® and through and around the whole
world. Furthermore, this imported disease can ns&kmusly damage to the holders whose
fish can be infected by these fish so they sufferltest.

During our multilevel analysises, the fact is prdweithout doubts that these
disease and the bacterial trigels which is bringedvith imported fish and cause the
symptomes, have high level of multiresistence ts¢hantibiotics which were choosed and
tested by us. The reason is probably complex.Tkeymaterials causeless, unprofessional,
as additive, inappropriate dose, and also for dends chemotherapeutic and antibiotical
substance in the cultures during the shipping. Hewemore research need to explore the
exact reasons.

We are willing to help to european and hungariaraekts and to other person who
keeps fish with our results to draw attention tis ffroblem which is very serious and we
finally could represent the facts and details. Vépehthat we could draw the attention to
the importance of the prevention with this reseaaiold these results. Moreover, if the

infection is happened, our research can help \Wwehatorkmanlike and successful treatmen.

-36 -



8. Szakirodalom

Ansary, A., Haneef, R. M., Torres, J. L. és Yadil, (1992) Plasmids and antibiotic
resistance ideromonas hydrophilalournal of Fish Biology, 15, 191-6.

Aoki, T., Egusa, S. (1971) Drug sensitivity sieromonas liquefacienssolated from
freshwater fishes. Bulletin of the Japanese Sock8cientific Fisheries, 37, 176-
85.

Aoki, T. , Mitomoa, Y., Crosa, J. H. (1986) The daerization of a conjugative R-
plasmid isolated fromheromonas salmonicid&lasmid, 16, 213-218.

Bassleer, G. (1997) Colorguide of tropical fishedises. Bassleer biofish, Belgium, 271 pp.

Biré G. (1993) Elelmiszer-higiénia. Mégazdasagi Kiad6 262-266.

Chang, B. J. és Bolton, S. M. (1987) Plasmids &sistence to antimicrobial agents in A.
sobria andAeromonas hydrophilalinical isolates. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 31, 1281-2.

G. Vivekanandhan, K. Savithamani, A.A.M. Hathal. Bkshmanaperumalsamy (2002)
Antibiotic resistence of Aeromonas hydrofila iseldfrom marketed fish and
praw of South India . Ineternational Journal ofo&d/icrobiology 76 165-168

Hedges, R. W. , Smith, P. , Brazil, G. (1985) Reasise plasmids of Aeromonads. Journal
of General Microbiology, 131, 2091-5

Horn Péter, Zsilinsky Sandor (1976) Akvarisztiker Z810.

Inglis V, Cafini M, Yoshida T. (1995) The interamti of trimethoprim and quinolones
against gram-negative fish pathogens. J Appl B&xtté19(2):135-40

Inglis, V., Roberts, R.J., Bromage, N.R. (1993)ctBaal diseases of fish. Oxford:
Blackwell Scientific., 405 pp.

Mary Bailey, Gina Sandford (1999) Caring for yédwjuarium 113-116.

Meyer, F. P. (1964) Field treatmentsAd#romonas liquefacienafection in golden shiner.
Progressive Fish-Culturist, 26, 33-35.

Mitchell, A. J. és Plumb, J. E. (1980) Toxicity aefficacy of Furanace on channal catfish
infected experimentally witiAeromonas hydrophilaJournal of Fish Disease, 3,
93-100.

-37-



Richards, R. H. , Inglis, V. , Frerichs, G. N. ,IMli, S. D. (1992) Variation in antibiotic
resistance patterns dkeromonas salmonicidasolated from Atlantic salmon
Salmo salar L. in Scotland. In Proceedings of ONm@osium:Problems of
Chemotherapy in Aquaculture: From theory to realRaris 12-15 March 1991
(Ed. By D. J. Alderman, C. Mitchel) pp. 278-39. O International des
Epizooties, Paris.

Roberts, R.J. (2001) Fish Pathology. W.B. Saundi&i2 pp.

Samuelsen, O.B., Torsvik, V., Ervik, A. (1992) Lerange changes in oxitetracikline
concentration and bacterial resistance toward waitkline in a fish farm
sediment after medication. Sci Total Environ. 15435

Schlotfeldt, H.J., Alderman, D.J. (1995) What dddwdo? Handbook of the EAFP.,60 pp.

Schmidt, A.S., Bruun, M.S., Larsen, J.L., Dalsgaar®001) Characterization of class 1
integrons associated with R-plasmids in clinisaromonas salmonicideolates
from various geographical areas. J Antimicrob Chieo 47(6):735-43

Seaman, W. R. (1951) Notes on a bacterial disdasentow trout in a Colorado hatchery.
Progressive Fish-Culturist, 13, 139-41.

Semijén G. (1998) Allatorvosi gyogyszertan I, 3484

-38 -



9. Kdszbnetnyilvanitas

Szeretnék kdszonetet mondaniéslsrban a szakdolgozat elkészitésében nyujtott
segitségért téma vedatinek Dr. Baska Fernec-nek, hogy szakmai iranymsdatd és a
dolgozat lektoralasaval segitette annak elkészidtékezdetekii a végleges formaig
bezardlag.

Tovabba a TRIO-Ker kft.-nek az altala felajanlotalrintakért, az ott
dolgozdknak a mintagytésben nyujtott segitségukeért.

Dr. Makrai Laszl6-nak a Bakterioldgiai Intézetbeégrett munka szakszer
feligyeletéért és épitjellegi kritikajaért, mellyel igyekezett a dolgozatban éjzett
bakteriologiai vizsgalatok megismételbstgét és standardizalasat biztositani, valamint
Prof. Dr. Rusvai Miklésnak, hogy biztositotta a daék forrdsait az altalunk végzett

vizsgalatok elvégzéséhez.

Budapest, 2014-11-20.

Klébert Gergely

-39 -



Szerdi jogi nyilatkozat: HuVetA-SZIA

- 40 -



