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1 Absztrakt

A Pasteurella multocida egy széles gazdaspektrumi baktérium, amely gyakran
Klinikailag tiinetmentes allatok nyalkahartyain is eléfordul. Leggyakrabban a
légz6szervek megbetegedését okozza, amely komoly veszteségeket okoz a juh-
allomanyokban vilagszerte. A betegség kezelésére antibiotikumokat szoktak
alkalmazni, azonban az antibiotikumokkal szemben el6forduld rezisztencia miatt fontos
felmérni kiilonb6zd orszagokban, régidkban, allat-dllomanyokban eléforduld torzsek
antibiotikum-rezisztencia helyzetét. A jelen dolgozatban 25 db P. multocida torzs
antibiotikum-érzékenységét hataroztuk meg korongdifftizios és leves-mikrohigitasos
modszerrel is, melyek mind magyarorszagi juhok 1égzdszervi mintaibdl lettek izolalva.
A vizsgalatokhoz a kovetkez6 antibiotikumokat hasznaltuk: oxitetraciklin,
enrofloxacin,  penicillin,  amoxicillin,  ceftiofur,  florfenikol,  gentamicin,
szulfametoxazol+trimetoprim, tiamulin, tilmikozin, tulatromicin. Ezen
antibiotikumokat mas hasonl6d tanulmanyokban is vizsgaltak vildgszerte, és veliikk
szemben el6fordult rezisztencia a vildg kiilonbozd helyeirdl, juhok légzdszervi
megbetegedéseibdl izolalt P. multocida torzsekben. A mi vizsgalatunkban a MIC
(Minimum inhibitory concentration = Minimalis gatldo koncentracio) értékek alapjan
oxitetraciklint és florfenikolt kivéve mindegyik antibiotikumnal eléfordult rezisztencia
vagy  koOzepes  érzékenység.  Rezisztencia a  legnagyobb  mértékben
szulfametoxazol+trimetoprim-nal (10 torzsben), amoxicillinnél (9 torzsben) és
tiamulinnal (7 tdrzsben) fordult eld. A korongdiffiizids proba eredménye ettdl eltért, az
csupan szulfametoxazol+trimetoprim esetén- (7 torzsben) és penicillinnél (2 torzsben)
mutatott rezisztenciat. Ugyan a tiamulint kivéve minden antibiotikumnal az érzékeny
torzsek voltak tobbségben, a rezisztens és kozepesen érzékeny torzsek aranya mégsem
volt elhanyagolhato. Igy az antimikrobidlis rezisztencia ismerete az in vitro
eredményeink alapjan kiilonosen fontos a hatékony antibiotikum kivalasztisaban a

fertozés kezelésére.



Abstract

Pasteurella multocida is a bacterium with a broad host range that often occurs on the
mucous membranes of clinically asymptomatic animals. Most often it causes disease of
the respiratory organs, whit consequential serious losses in sheep flocks worldwide.
Antibiotics are usually used to treat the disease, however, due to the resistance to
antibiotics, it is important to assess the antibiotic resistance situation of strains found in
different countries, regions, and animal herds. In the present thesis, we determined the
antibiotic sensitivity of 25 P. multocida strains using the disk diffusion and broth
microdilution methods, all of which were isolated from respiratory samples of sheep in
Hungary. The following antibiotics were used for the tests: oxytetracycline,
enrofloxacin,  penicillin,  amoxicillin,  ceftiofur,  florfenicol,  gentamicin,
sulfamethoxazole+trimethoprim, tiamulin, tilmicosin, tulathromycin. These antibiotics
have been tested in other similar studies worldwide, and resistance to them has occurred
in P. multocida strains isolated from respiratory diseases in sheep from different parts
of the world. In our study, based on the MIC (Minimum inhibitory concentration)
values, resistance or moderate sensitivity occurred against all antibiotics except
oxytetracycline and florfenicol. Resistance occurred to the highest extent with
sulfamethoxazole+trimethoprim (in 10 strains), amoxicillin (9 strains) and tiamulin (7
strains). The results of the disc diffusion test differed from this, showing resistance only
in the case of sulfamethoxazole+trimethoprim (in 7 strains) and penicillin (in 2 strains).
Although sensitive strains were in the majority for all antibiotics except tiamulin, the
proportion of resistant and moderately sensitive strains was still not negligible.
Therefore, knowledge of antimicrobial resistance based on our in vitro results is

particularly important in choosing an effective antibiotic to treat the infection.
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3 Roviditések jegyzeke

ADI: Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosag
AMC: amoxicillin/klavulansav

AMEG: Antimicrobial Advice Ad Hoc Expert Group = Antimikrobialis Tanacsadé Ad Hoc Szakért6i
Csoport

AMP: ampicillin

AMX: amoxicillin

BRDC: Bovine respiratory disease complex = A szarvasmarhak 1égz6szervi betegségkomplexe
CARD: Comprehensive Antibiotic Resistance Database = atfogo antibiotikum rezisztencia adatbazis
CEF: ceftiofur

CFU: Colony-forming unit = telepformal6 egység

CHL: kléramfenikol

CLI: klindamicin

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CTET: klortetraciklin

DANO: danofloxacin

DNS: dezoxiribonukleinsav

DOX: doxiciklin

dsDNS: kettds szalit DNS

E. coli: Escherichia coli

ECOFF: Epidemiological cut-off value = Jarvanytani hatarérték

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay = enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalat
ENR: enrofloxacin

E-teszt: Epsilon teszt

FEN: florfenikol

GEN: gentamicin



Gl : Genomic Island = genomi sziget

H. influenzae: Haemophilus influenzae

H. somni: Histophilus somni

ICE: Integrative and Conjugative Elements = integrativ és konjugativ elemek
M. haemolytica: Mannheimia haemolytica

MH: Mueller-Hinton

MIC: Minimum inhibitory concentration = Minimalis gatl6é koncentracio

ml: milliliter

NAL: nalidixinsav

NEO: neomicin

OF teszt: oxidative-fermentative test = oxidacios-fermentacios teszt

ORDC: Ovine respiratory disease complex = A juhok 1égz6szervi betegségkomplexe
OXY:: oxitetraciklin

P. multocida: Pasteurella multocida

PEN: penicillin

RESAPATH: réseau de surveillance de l'antibiorésistance des bactéries pathogénes animales = the
French network for surveillance of antimicrobial resistance (AMR) in bacterial pathogens isolated
from diseased animals = a beteg allatokbdl izolalt bakterialis koérokozok antimikrobialis

rezisztenciajat (AMR) feliigyelo francia halozat
rRNS: riboszomalis RNS

SDM: szulfadimetoxin

SFL: szulfametoxazol

SPE: spektinomicin

STR: sztreptomicin

SXT: szulfametoxazol+trimetoprim

tet- gén: tetraciklin rezisztenciaért felelés gén

TET: tetraciklin



TIA: tiamulin

TIL: tilmikozin

tRNS: transzfer RNS

TSE: Transmissible spongiform encephalopathy = fertéz6 szivacsos encephalopathiak
TUL: tulatromicin

TYLT: tylosintartarat

VAN: vankomicin

pg: mikrogramm

ul: mikroliter



4 Bevezetés

Ebben a dolgozatban Pasteurella multocida torzsek antibiotikum érzékenységét vizsgaltuk,
melyek juhok 1égzdszervi mintaibol szarmaztak. Valamennyi térzs magyarorszagi juhokbol,
az elmult 9 évbdl szarmazott. Korongdiffuzids és leveshigitasos modszereket alkalmaztunk

az antibiotikum érzékenység meghatarozasara.

A P. multocida a Pasteurellaceac csaladba tartozik, a Pasteurella nemzetségbe, a
Mannheimia és Bibersteinia nemzetségekkel egyiitt, melyek korabban szintén a Pasteurella
nemzetségbe tartoztak[1]. Ezek a baktériumok a nyalkahartyakon fordulnak el6, leginkabb
a fels6 légutak valamint a szajiireg nyalkahartyain, gyakran klinikai tiineteket nem mutato
eml6sokben és madarakban [1, 2]. A pasteurellak okozta megbetegedést Gsszefoglaldo néven
pasteurellosisnak nevezziik, ami leggyakrabban a 1égzdszerveket érinti, illetve septicaemiat
is okozhat, de ritkabban egyéb szervek megbetegedésével is jarhat[1]. Mig a Mannheimia
haemolytica és a Bibersteinia trehalosi csak kérédzoket betegit meg, a P. multocida szamos
mas emlds allatfajt is megbetegit, ezen kiviil baromfiban a baromfikolerat okozza (féleg
ladban, kacsaban, pulykaban)[1-3]. A P. multocida zoonotikus is, amennyiben példaul
kutya, macska harapasa, karmolasa soran a sebbe keriil, ekkor képes sebfert6zést okozni[1,

4].

A pasteurelldk okozta léguti betegségek csokkent teljesitményt, ndvekvd mortalitast
okoznak, a kezel€s is pénzbe keriil €s ez a termelési koltségek novekedését, és nagy anyagi
veszteséget okoz a juhokban vilagszerte[4—7]. Amennyiben a koérokozo rezisztens az
antimikrobidlis szerre, amivel az allatokat kezelik, az fenyegeti a kezelés sikerességét[8]. Ez
felesleges antibiotikum felhasznalashoz vezet, amely noveli a kockazatat a rezisztens
korokozok kialakulasanak, emellett anyagi kart okoz, €és az allatjolétre is negativan hat.
Kiskérédzokben a felhasznalt antimikrobialis szerek nagy hanyadat a P. multocida valamint
a M. haemolytica okozta fertézések kezelése miatt alkalmazzak[9]. Az allatallomany
kezelése soran példaul sulyos, heveny esetben, vagy kis 1étszamu allomany esetén nem
mindig végeznek antibiotikum érzékenységi vizsgalatot. Az antibiotikum érzékenységi
vizsgalat id6igényes, leggyorsabb esetben is 2-3 nap alatt varhaté az eredménye. Sokszor
inkdbb azonnal meg kell kezdeni az antibiotikumos kezelést, nehogy stlyosbodjon a
betegség. Azonban ez nem zarja ki az antibiotikum érzékenységi vizsgalatot. Ilyen esetben

mintat vesznek amit laborba kiildenek, majd a korabbi ismeretek, tapasztalatok alapjan



kezdik el az antibiotikumos kezelést. Ha megjon az eredmény, esetlegesen modosithatnak

a valasztott szeren.

Ezért is célszerli adatokat gytijteni a korokozok antimikrobidlis szer érzékenységérdl, hogy
az azonnali antibiotikumos kezelés esetén el lehessen donteni, melyik szert érdemes
hasznalni az adott orszdgban. De még jobb ha régionként vagy allomany szinten ismerjiik a
rezisztencia helyzetét[10, 11]. A kiskér6dz6kbol izolalt P. multocida torzsek antibiotikum
érzékenységérol kevés informacio van vilagszerte[10]. Ezért is fontos err6l tovabbi adatokat
gylijteni. Altaldban magaban az antibiotikumos kezelés nem oldja meg a problémat, ha a
betegségre hajlamositd koriilményeket nem valtoztatjdk meg, a kezelés utan tobbnyire

visszatér a betegség[1].

Az antimikrobialis szerek tulzott hasznalata multirezisztens koérokozok kialakulasahoz,
szelekciojahoz ¢és terjedéséhez vezetett[12]. Az élelmiszertermelé allatokban az
antibiotikumok hasznalata mind a patogén, mind a kommenzalista baktériumokra szelekcios
nyomast fejt ki, ami noveli a rezisztens baktériumok aranyat. Ez megneheziti a betegségek
gyogyitasat, és a koltségeket is noveli. Tovabba az élelmiszereken keresztiil a fogyasztokhoz
is eljuthatnak a rezisztens baktériumok, melyek a rezisztenciagének rezervoarjaként
funkcionalhatnak, igy a human orvoslasban is megnehezithetik a fertézések eredményes

kezelését[11, 13].
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5 Szakirodalmi attekintés

5.1 A Pasteurella multocida tulajdonsagainak jellemzése

5.1.1 Morfolédgia

A P. multocida 0.3-1.0 mikrométer széles, és 1.0-2.0 mikrométer hosszi, Gram-negativ,
coccoid palca alakt baktérium. Csilléi nincsenek, igy nem képes mozgasra, sporat nem
képez. Egyes torzsek fimbriaval, a virulens torzseik poliszacharid burokkal rendelkeznek.
Friss tenyészetbdl, vagy kozvetleniil az allatbol szarmazé mintdbdl megfestve egyes

példanyok bipolaris festédést mutatnak [1, 2, 14].

5.1.2 Tenyésztés

A P. multocida tapigényes baktérium, tenyésztéséhez jo mindségli véresagart, vagy vérsavot
és élesztOkivonatot is tartalmazé taptalajt igényel. A korokozo az elvaltozott szervekbdl, a
beteg allatok orrvaladékabol is kitenyészthetd, az optimalis tenyésztési hdmérséklete 37 °C.
Aerob, fakultativ anaerob. Sziirkésfehér, fényld, sima sz¢éli telepei vannak, a telepei 24 oras
tenyésztés alatt kindnek. A tenyészeteinek jellegzetes, vadgesztenyére emlékeztetd szaga
van. Véres agaron nem mutat hemolizist. MacConkey agaron nem képes ndvekedni. Az

eml6sokbdl izolalt torzsek altalaban burkosak, a telepeik nyulosak, nyalkasak [1, 2, 14].

5.1.3 Biokémiai tulajdonsagok
A P. multocida, és a Mannheimia és Bibersteinia nemzetségek k6zos tulajdonsaga, hogy a
katalaz és oxidaz teszten pozitivak, a szénhidratokat fermentativ modon bontjak, a nitratot

nitritté redukaljak[2].

A fajszintli azonositast masodlagos tesztek segitségével lehet elvégezni[7]. A P. multocida

masodlagos biokémiai tulajdonsagait az 1. tablazatban jelolom:[14].

.tablazat

Madsodlagos tesztek a P. multocida azonositasara

ornitin indol ureaz gliikoz | laktdéz | szachardéz | maltéz | mannit | trehaldz
dekarboxilaz bontas | bontas | bontas bontas | bontas | bontas
+ + _ + _ + _ L valtozo
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5.1.4 Ellenall6 képesség
Ellenalloképessége alacsony, hiitében, taptalajon koriilbeliil 1 hétig marad életben. Erzékeny
a taptalaj kémhatasara, a semleges vagy a kissé lagos taptalajt kedveli, és ha folyékony

taptalajban a szénhidrat bontas miatt savas lesz a pH, gyorsabban elpusztul[2].

Elhullott allatokban, tavakban hetekig talél, viszont kiszaradva 2-3 nap alatt elpusztul. 60
°C- on par perc alatt elpusztul. Erzékeny a jod, a natrium-hipoklorit, és a formalin tartalm@
fert6tlenitészerekre[1]. Hosszabb ideig fenntartani -80°C-on lefagyasztva vagy liofilizalva
lehet.

5.1.5 Antigénszerkezet

Napjainkban leggyakrabban a Heddleston és a Carter -féle tipizalasi rendszer terjedt el. A
Carter féle rendszer szerint 5 tipus van, az A, B, D, E, és F. Ezeket a tipusokat passziv
hemagglutinacids proba segitségével, a poliszacharid burokantigénjeik szerint soroltak be.
A Heddleston féle rendszer szerint pedig 16 szerotipus van, ezt ugy hataroztak meg, hogy
agargél precipitacios proba segitségével vizsgaltak a torzsek kivonat-antigénjeit[1, 2, 15].
Juhokban, és egyéb kérédzokben, egyes baromfifajokban (féként kacsa, pulyka, lud),
sertésben, nyulban leggyakrabban a P. multocida A, ritkabban a D tipusu torzsek okoznak
betegséget[2]. A burokkal rendelkez6 térzsek altalaban virulensebbek, mint a burok nélkiili

valtozatok][3].

5.1.6 Patogenitas

A korokozo altalaban mas fertdzott allatok valadékainak belélegzésével, vagy szajon at
fertézi meg az allatot. Fakultativ patogén, altaldban el6fordul a klinikai tiineteket nem
mutato juhok felsé 1égutainak nyalkahartyain, valamint a manduldkban is. Féleg az alacsony
hajlamosité tényezdk hatasara betegséget okozhat, ilyenek példaul: szallitas, éhezés, stressz,
huzatos, hideg istallo, nedves alom, szelén hiany, mikotoxinok a takarméanyban, baranyoknal
az elvalasztas, és egyes virusos fertdzések, példaul adenovirusok, reovirusok, Parainfluenza

3 virus, Respiratory syncytial virus[1, 5-7].

A P. multocida juhokban foleg 1égzdszervi megbetegedést okoz. Kifejlett juhokban
tobbnyire félheveny, kruppos tiid6 és mellhartya gyulladas alakul ki, altalaban a cranialis
tiid6lebenyeken. Naluk a betegség hetekig eltarthat, az allatok nehezen vesznek levegét,

lefogynak, gyakori a kozépfiil gyulladas miatti egyensulyzavar és ferde fejtartas, emellett
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izliletgyulladasok alakulhatnak ki, emiatt gyakran santak lesznek az allatok. A betegség
tiinetei fliggenek tobbek kozott az allat koratdl, a baktérium patogenitasatol. A beteg allatok
lazasak, kohognek, gyors, feliiletes a 1égzésiik és gyors a pulzusuk. Kezdetben savos, késdbb
nyalkas-gennyes orrfolyast latunk, az allatok étvagytalanok[1]. A korokozé miutan
elszaporodott a fels6 légutakban, képes eljutni a horgékbe, a tiidébe, és igy képes

bronchopneumoniat okozni[6].

Ujsziilstt és szopos baranyban okozhat heveny septicaemiat is, ami miatt az allatok altaldban
par nap alatt elpusztulnak. A boncolasuk sordn a mell és a hasiliregben vorhenyes savo
felhalmozddas, megduzzadt, sokszor sotétvords nyirokcsomok, és apréd vérzések jellemzoek
a savoshartyak alatt, de a 1ép normalis. Meleg éghajlatii orszagokban feln6tt juhokban is

gyakran okoz heveny septicaemiat[1].

A koérokozoé a szarvasmarhak 1égzészervi betegségkomplexének (BRDC) is része lehet [16,
17]. Ezen kiviil a P. multocida B tropusi orszagokban a szarvasmarha, a bivaly, és egyéb
kér6dzOk vérzéses septicaemiajat okozza[l-3]. A P. multocida a juhok 1égzdszervi
betegségkomplexének (ORDC)- nek is tagja lehet[5].

5.1.7 Megel6zés, védekezés, kezelés

Javasolt az allatok atcsoportositdsanak, keverésének keriilése, és példaul a hizlalas céljabol
tartott, tobb helyrdl szarmazo allatok kisebb csoportokban tartasa[l, 5]. Uj allatok
allomanyba valo beallitasa elott fontos a karanténozas, tovabba a beteg allatok elkiilonitése.
Amennyiben lehetséges, célszerli zartan tartani az allatokat, hogy példaul vadon ¢16
allatokkal ne érintkezhessenek. A hajlamosito tényezdket meg kell sziintetni, mert kiilonben

a betegség altalaban Gjra kialakul[1].

Vakcinazni is lehet ellene, és antimikrobialis szereket alkalmazni terapias vagy metafilaxias
céllal[1, 5]. Viszont sajnos kevés juhokra engedélyezett vakcina elérhet6[5]. Egyes
orszagokban forgalmaznak az elolt korokozokat, vagy azok a kivonatat, valamint adjuvans
anyagot is tartalmaz6 vakcinakat. A vakcinak tobbnyire rossz hatékonysaguak, mert a sejtfal,
valamint a burok antigének gyenge antigenitastiak. Emellett az egyes P. multocida torzsek
valtozatos antigénekkel rendelkeznek, igy azok a tdrzsek, amelyekbdl a vakcindkat
készitették, sokszor nem nytjtanak védelmet az dllomanyban betegségeket okozé torzsekkel
szemben[1l]. Ennek a kikiiszobolésére lehet alkalmazni telepspecifikus vakcinakat

(autovakcindkat), amelyeket az adott dllomanybol izolalt, megbetegedést okozo torzsekbdl
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készitenek. Hizobaranyokban a P. multocida vakcindk egyes esetekben jelentdsen
csokkentették az elhullds aranyat, maskor viszont egyaltalan nem észleltek javulast[1]. Ezért

az antibiotikumok tovabbra is fontosak maradnak ennek a betegségnek a kezelésében[5].

Az antibiotikumos kezelést parenteralis beadassal kell végezni, igy, hogy a terapias
antibiotikum szint legalabb 7 napon keresztiil fennmaradjon. igy a betegség kezdeti
szakaszaban kezelve az allatok nagyobb része tléli a betegséget. Az antibiotikumos kezelés

ellenére a baktérium hordozasa tobbnyire fennmarad az dllomany jelent0s részében.
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5.2 A valasztott antibiotikumok jellemzése:

Az altalam vélasztott antibiotikumok lefedik a fontosabb antibiotikum csoportokat,
alkalmazhaté szerek a juhok pasteurellosisanak kezelésére. A P. multocidanak ezen

antibiotikumokkal szemben kialakult rezisztencia aranyait szamos cikkben is vizsgaltak.

5.2.1 Oxitetraciklin:

Az oxitetraciklin a tetraciklinek kozé, azon beliil a rovid hatasu tetraciklinek k6z¢é tartozik.
Bakteriosztatikus antibiotikum. Hatasmechanizmusat tekintve a fehérjeszintézist gatolja a
riboszéma 30S alegységén. Eredetileg széles antibakterialis spektrummal birt, szamos
Gram-negativ és pozitiv baktérium ellen hatdsos volt. Viszont az évtizedeken at tartd
hasznalat miatt, €s mivel sokaig alacsony doézisban hozamfokozésra is hasznaltak, nagyon

gyakori vele szemben a szerzett rezisztencia.[18]

5.2.2 Enrofloxacin

Az enrofloxacin a fluorokinolonok kdz¢é tartozik, azon beliil a 2.2. generaciéba. Kémiai uton
eléallitott anyag, Gram-negativ baktériumok ellen kifejezetten hatékony, igy a
Pasteurellaceae csaladba tartozd baktériumok ellen is. A baktériumok DNS-topoizomerdz
enzimjét gatolja, a hatdsmodja koncentraciofiiggd baktericid. A tal gyakori alkalmazas, a til
Kis dozisok alkalmazasa hozzajarul a fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia
kialakulasahoz. Altalaban a gyrA és parC-nevii géneken torténik mutacid, amely miatt
valtozas torténik a baktérium topoizomeraz enzim kotéhelyén, igy az antibiotikum nem tud

kot6dni hozza.[18]
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B-laktam antibiotikumok:

A B-laktam antibiotikumok kozé tartoznak tobbek kozott a penicillinek és a
cefalosporinok. Ezen antibiotikumoknak B-laktdm vaza van, és gatoljak a baktériumok

sejtfalaban a peptidoglikan vaz szintézisét.[18]

5.2.3 Penicillin

A penicillinek a B-laktdm antibiotikumok csoportjaba tartoznak. A benzilpenicillint
(=penicillin G) a penicillineken beliil a sziik spektrumu penicillinekhez soroljak. Féleg
Gram-pozitiv baktériumokra hat, de a Gram-negativ tapigényes baktériumok is érzékenyek
ra, igy a P. multocida is. Hatasmodja szerint id6fiiggd baktericid. Kiilonb6z6 soit, észtereit
hasznaljak, példaul benzilpenicillin-Na és K soja, benzilpenicillin-benzatin, és
benzilpenicillin-prokain. Nagyon gyakori a penicillinekkel szembeni rezisztencia, a szerzett
rezisztenciat vele szemben leggyakrabban a baktériumok B-laktaméz enzim termelése

okozza. A benzilpenicillin érzékeny ezekre a B-laktamaz enzimekre.[18]

5.24 Amoxicillin

Az amoxicillin a szélesitett spektrumu penicillinek kozé tartozik. A Gram-pozitiv
baktériumok mellett hatékony Gram-negativ baktériumokra is. [d6fliggd baktericid. Szintén
érzékeny a B-laktamaz enzimre, igy az ezt termeld baktériumok rezisztensek vele szemben.
Ezek ellen lehet kombinalni B-laktamaz gatlokkal, leggyakrabban klavulansavval
kombinaljak.[18]

5.25 Ceftiofur

A ceftiofur a cefalosporinokon beliil a 3. generacioba tartozik. A Gram-pozitiv
baktériumokkal szemben valtozé hatékonysag jellemzi, de nagyon jol hat Gram-negativ
baktériumokkal szemben. A Pasteurellaceae csaldd tagjai ellen is hatékony. Idoéfiiggd
baktericid. A szerzett rezisztencia cefalosporinokkal szemben leggyakrabban szintén a
baktériumok B-laktamaz termelése révén alakul ki. A ceftiofur kifejezetten ellenalld sok B-
laktaméazzal szemben. A ceftiofur hidroklorid s6ja, natriumsoéja gyors felszivodasu, a
ceftiofur-Na-ot P. multocida ellen a juhokban naponta egyszer kell alkalmazni. Ezzel

szemben a lassu felszivodasu ceftiofur kristalyos szabad sav- nevii forméaja lassan szivodik
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fel, 6 napon keresztiil is elegend6 mennyiségben van jelen a bronchusvaladékban, és a

vérplazmaban a pasteurellakkal szemben.[18]

5.2.6 Florfenikol

A florfenikol a fenikolok csoportjaba tartozik. Néhany patogén baktériumot kivéve a legtobb
Gram-pozitiv és Gram-negativ korokozdval szemben hatékony. Hatékony a Pasteurellaceae
csaladra is. A kléramfenikollal szemben a florfenikolt szabad élelmiszertermel6 allatoknak
adni. Hatasmechanizmusa a bakterialis fehérjeszintézis gatlasa, a riboszomak 50S-
alegységén. Bakteriosztatikus antibiotikum. Szerzett rezisztencia vele szemben kialakulhat
a permeabilitds csokkenése, vagy enzimek altali lebontds révén is, mindkét rezisztencia
génjei eléfordulnak plazmidokon. A permeabilitds csokkenése kromoszoman is

kédolodhat.[18]

5.2.7 Gentamicin

A gentamicin az aminoglikozidok kozé tartozik. Az aminoglikozidok koéziil az egyik
legfontosabb, legtobbszor hasznalt antibiotikum a allatorvosldsban, ¢és a human
gyogyaszatban is. Kifejezett Gram-negativ aerob baktériumok elleni, valamint
Staphylococcusok elleni hatas jellemzi. Csak aerob koriilmények kozott hatékony, igy
példaul 1éguti korképekben is hasznalhat6. (Fakultativ anaerob korokozok esetében nem hat,
ha a kornyezet anaerob.) A baktériumok riboszémdjanak 30S alegységén gatolja a
fehérjeszintézist. Misztranszlaciot okoz, nem rogton gatolja a transzlaciot, igy a keletkezd
hibas membranfehérjék okozzak fdleg a baktériumald hatast. Koncentraciofiiggd baktericid
hatasu. A szerzett rezisztenciat vele szemben leggyakrabban plazmidokon kodolt enzimek
okozzak, melyek inaktivaljak az antibiotikumot. Emellett a baktériumok sejtfalanak

ateresztoképesség-csokkenése is csokkentheti azok érzékenységét a gentamicinre.[18]

5.2.8 Szulfametoxazol+Trimetoprim

A szulfametoxazol+trimetoprim egy potencirozott szulfonamid, a szulfonamidok ko6zé
tartozo szulfametoxazol, és a diamino-pirimidinek koz¢ tartozo trimetoprim kombinacioja.
A szulfonamidokat altalaban igy, kombinaltan hasznaljak, diamino-pirimidinekkel egyiitt.
A szulfametoxazol széles antimikrobidlis hatasti, sok Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktérium ellen hatasos. A P. multocida viszont csak mérsékelten érzékeny vele szemben.

A trimetoprim is széles antimikrobidlis hatasu, szintén hatékony sok Gram-pozitiv és Gram-
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negativ baktériumra. Anaerob baktériumokkal szemben hatastalan. A két antibiotikum
kombinacioja, a szulfametoxazol+trimetoprim antimikrobialis spektruma szélesebb, mintha
kiilon-kiilon adnank Oket, egymas hatasat erdsitik, szinergistak. A P. multocida a
kombinaciojukra mar kifejezetten érzékeny. Mindkét anyag a baktériumok folsavszintézisét
gatolja, amely elengedhetetlen a nukleinsavak képzéséhez. A szulfametoxazol a
dihidropteroat-szintaz enzim kompetitiv antagonistaja, gatolja a para-amino-benzoesavbol
torténd dihidro-folsav képzését. A trimetoprim a dihidrofolat-reduktaz enzimet gatolva
akadalyozza a dihidro-folsav tetrahidro-folsavva torténd alakitasat, amely a folsav
biologiailag aktiv formédja. Kiilon-kiilon adva a szulfametoxazolt és a trimetoprimot
bakteriosztatikusak, egyiitt viszont id6fliggd baktericid hatdsuak. A szulfametoxazollal és a
trimetoprimmal szemben is igen elterjedt a szerzett rezisztencia, a rezisztencidt mindkét
anyaggal szemben kozvetithetik plazmidokon, ¢€s integronokon 1évd gének. A
szulfametoxazollal szembeni rezisztencia létrejohet a baktérium sejtfalanak csokkent
ateresztd képessége, a megnovekedett PABA termelés altal, és olyan dihidropteroat enzim
képzédése révén, amely jobban kotédik a PABA-hoz. A trimetoprimmal szembeni
rezisztencia kialakulhat olyan dihidrofolat-reduktaz enzim rermelésével, amely kevésbé
kotédik a trimetoprimhoz, valamint kialakulhat a nagyobb mennyiségli dihidrofolat-
reduktaz enzim termelésével. A két antibiotikum kombinacidjaval szembeni rezisztencia

ritkabb, mint kiilon-kiilon a szulfametoxazollal és trimetoprimmal szemben.[18]

5.2.9 Tiamulin

A tiamulin a pleuromutilinek kozé tartoz6 antibiotikum. Gram-pozitiv baktériumokra, és
Gram-negativ anaerob baktériumokra hatékony, nagyon hatékony mycoplasmak és
Brachyspira hyodysenteriae ellen, a Gram-negativ aerob baktériumok viszont csak
mérsékelten érzékenyek vele szemben. P. multocida ellen kevéssé hatékony. A tiamulin a
baktériumok riboszoméjanak 50S alegységén gatolja a fehérjeszintézist, hatdsmodja
bakteriosztatikus. A szerzett rezisztenciat vele szemben leginkabb kromoszoéman kodolt
rezisztenciagének okozzak, aranylag ritka. Ugyan a pleuromutilineket, igy a tiamulint sem
hasznaljdk a human orvoslasban, csak az allatgyogyaszatban, viszont egyirdnyl
keresztrezisztencia léphet fel a makrolidokkal. Ezéltal egy tiamulinra rezisztens kérokozo
rezisztens lehet egyes makrolidokra, amik fontosak lehetnek a human gyodgyaszatban is. A
tiamulinnal szembeni rezisztencia kialakuldsat altalaban konnyen meg lehet elézni a

koriiltekint6 hasznalattal.[18]
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Makrolid antibitikumok:

A makrolidok a baktériumok riboszomajanak 50S alegységén gatoljak a
fehérjeszintézist. Hatdsmodjuk bakteriosztatikus, azonban a légutakban fert6zést eldidézo
Gram-negativ tapigényes baktériumokkal szemben, igy a P. multocidaval szemben is a
legtobb hatoanyag baktericid hatdsu. A makrolidokkal szembeni rezisztencia 1étrejohet tigy,
hogy a baktérium enzimeket szintetizal, amelyek hidrolizaljak az antibiotikumot, 1étrejohet
ugy, hogy a baktérium riboszémajan 1évé kotéhely megvaltozik, valamint az antibiotikumot
fokozott mértékben kipumpalhatja a baktérium. Ez a folyamat, amely fokozott efflux-al

(kipumpalassal) jar, képes mobilis genetikai elemekkel terjedni.

A rezisztencia akar a kezelés alatt is, igen hamar ki tud alakulni. Legtobbszor
kromoszomalis mutacid okozza a rezisztenciat makrolidokkal szemben, viszont ez sokszor
instabil. Ritkan plazmidok utjan 1étrejovo rezisztencia is Kialakulhat. A hatéanyagok kozott
keresztrezisztencia fordulhat eld, ezért is fontos a szakszer(i hasznalatuk, hiszen a rezisztens

koérokozd a huméan gydgyaszatban is hasznalt antibiotikumokkal szemben is rezisztens

lehet.[18]

5.2.10 Tilmikozin

A tilmikozin makrolid antibiotikum. Hatékony a Gram-negativ tapigényes baktériumokra.
A P. multocidira nagyon hatékony, &m a rezisztencia is gyakran kialakul a
baktériumtorzsekben. Emellett hatékony Gram-pozitiv baktériumokra, mycoplasmakra is.
Egy subcutan adott injekcidval 3 napos terapids szint érhetd el a tiidoben, ujabb adagot

tobbnyire nem kell beadni. [18]

5.2.11 Tulatromicin

A tulatromicin szintén makrolid antibiotikum. Gram-negativ tapigényes baktériumok ellen,
mycoplasméak ellen jol hat, Gram-pozitivok ellen viszont kevésbé hatékony mint a
tilmikozin. A tiidében a vérplazméhoz képest 50-180-szoros koncentracidra duasul fel,
hosszt ideig hatékony koncentracidban van jelen, felhalmozddik az alveolaris

makrofagokban €s granulocitakban is. Lassan iiriil a szervezetbdl. [18]
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5.3 Az antimikrobidlis rezisztencia eléfordulasa a viladg kiilonbozo

részein €10 juh allomanyokban

Egy etidpiai tanulmanyban, Etiopia Haramaya korzetében végeztek antibiotikum
érzékenységi vizsgalatokat tlidogyulladasos juhokbol izolalt P. multocida és M. haemolytica
baktériumtorzsekbol.[7] 2007 november- 2008 aprilis- kozott végeztek mintavételt. A
tiidégyulladas klinikai tiineteit mutatd juhok orrvaladékabol vettek orrtampont, valamint
vagohidi tlidogyulladasos tiidokbdl vett tiidétampon mintakat vizsgaltak. A levagott allatok
nem mutattak vagas eldtt betegségre utald tiineteket. A vizsgdlatokat korongdiffiizios
modszerrel végezték. 256 mintdbdl dsszesen 64 juhbol izolaltak Pasteurellaceae csaladba
tartozo baktériumot, és a 64- bol 8 torzs volt P. multocida, mig a tobbi M. haemolytica volt.
P. multocidat csak orrtampon mintabdl izolaltak, tiiddbdl nem. Tehat a vagohidi mintakbol
nem izolaltak P. multocidat, csak ¢élo allatbol szarmazo mintabol. Az antibiotikum
érzékenységi vizsgalat eredményét tablazatban jelolom: (2. tablazat, [7]). Az eredmények
azt mutatjak, hogy a torzsek csak korlatozott mértékben voltak érzékenyek az
antibiotikumokra, ezért a kritikus eseteket kivéve kezelés el6tt antibiotikum érzékenységi

vizsgalatot kell végezni[7].

2. tablazat

A P. multocida torzsek antibiotikum érzékenysége a [7]-es tanulmdny alapjan. A roviditések a kovetkezd
antibiotikumokat jelolik: ampicillin: AMP, kioramfenikol: CHL, gentamicin: GEN, tetraciklin: TET,
penicillin: PEN, sztreptomicin: STR, szulfametoxazol: SFL, vankomicin: VAN.

antibiotikumok | AMP | CHL |GEN | TET PEN | STR SFL VAN
érzékeny 50% | 100% | 0% 87.5% | 25% |12.5% |87.5% | 0%
rezisztens 50% | 0% 100% | 12.5% | 75% |87.5% | 12.5% | 100%

Egy ijabb, 2023-ban megjelent, szintén Etiopiaban késziilt tanulmanyban orrtampon
mintakat vettek 1égzészervi tiineteket mutato és tiinetmentes juhokbdl is. A mintakbdl izolalt
P. multocida (és M. haemolytica) torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatat is
elvégezték, korongdiffizios modszerrel. 148 db orrtampon mintat vettek juhokbol, ebbdl 5
db P. multocida torzset izolaltak, amibél 2 torzs tiinetmentes allatokbol, 3 db pedig
1égz6szervi tiineteket mutatd juhokbol szarmazott.[19] A torzsek antibiotikum-

érzékenységét a 3. tablazatban jel616m:[19]
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3. tablazat

Az 5 db P. multocida torzs antibiotikum érzékenysége a [19]-es tanulmdany alapjan. A roviditések a kdvetkezd
antibiotikumokat jelolik: amoxicillin: AMX, kiéramfenikol: CHL, gentamicin: GEN, tetraciklin: TET,
penicillin: PEN, vankomicin: VAN, sztreptomicin: STR, szulfametoxazol+trimetoprim: SXT

antibiotikumok | AMX | CHL | GEN | TET PEN | VAN | STR SXT
érzékeny 20% | 100% | 80% 80% 20% 0% 20% 60%
rezisztens 80% 0% 20% 20% 80% | 100% | 80% 40%

Egy spanyolorszagi vizsgélatban tobbek kozott hazijuh 1éguti fertdézéseibdl vettek
orrtampon mintakat 24 juhbol, egy pireneusi nemzeti vadrezervatumban, ahol a legeltetési
id6szak alatt a vadon é16 allatok (példaul a Pireneusi zerge, a Rupicapra pyrenaica) egy
helyen élnek a hazi juhokkal. 2015 és 2017 kozott vették a mintakat. Leves-mikrohigitasos
modszerrel hataroztak meg a MIC- értékeket. Csak egy P. multocida torzset izolaltak a
juhokbol, és az az Osszes vizsgalt antibiotikumra érzékeny volt (ampicillin, ceftiour,
danofloxacin, enrofloxacin, florfenikol, klortetraciklin, oxitetraciklin, penicillin, tilmikozin,
tulatromicin) A pireneusi zergébdl izolalt 19 db P. multocida torzs kozott 7 db kdzepesen

vagy teljesen rezisztens torzs is el6fordult. [12]

Egy franciaorszagi tanulmanyban P. multocida antibiotikum érzékenységi adatokat
elemeztek, az antimikrobidlis rezisztencia francia nemzeti feliigyeleti haldzatanak
(RESAPATH) adatait. Ezek az adatok 2012 januarja és 2017 decembere kozott izolalt
torzsekbdl szarmaztak, tobb allatfaj légiti megbetegedéseibdl izolaltak a korokozot. A
laboratoriumok korongdiffiizids vizsgalatokkal nyertek adatokat. A juhokbdl izolalt torzsek
rezisztencia ardnya 10% alatt volt. A juhokbodl izolalt torzsek rezisztencia adatait a 4.
tablazatban jelolom.[4] A tanulmanyban a rezisztens és mérsékelten érzékeny torzseket
Osszevontak, és a rezisztens csoportba soroltdk. Csak olyan allatfajokat vizsgaltak a
tanulmanyban, amelyekbdl legalabb 100 db P. multocida torzset izolaltak, juhok esetén az

egyes antibiotikumonként eltér6 szamt, minimum 193, maximum 311 db torzset vizsgaltak.
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4. tablazat

Juhbdl izolalt P. multocida torzsek antibiotikum érzékenysége a [4]-€S tanulmany alapjan.. A roviditések a
kovetkezd antibiotikumokat jelélik: amoxicillin: AMX, gentamicin: GEN, tetraciklin: TET,
szulfametoxazol+trimetoprim: SXT, florfenikol: FFN, tilmikozin: TIL, nalidixinsav: NAL, enrofloxacin: ENR.

antibiotikumok | AMX | GEN TET SXT | FFEN | TIL | NAL | ENR

rezisztens 2.3% 6.7% | 45% | 7.1% | 0.0% | 7.3% | 2.7% | 1.4%

A tanulmany szerint Franciaorszagban 1995 6ta gyakran hasznalnak florfenikolt példaul P.
multocida ellen ¢élelmiszertermelé allatokban, am az mégis 1%- nal alacsonyabb
rezisztenciat mutatott vele szemben minden allatfajban. Viszont a bélben ¢é16 kommenzalista
E. coli— ban kiszelektalodtak a rezisztens torzsek. Tehat rendszeresen vizsgalni kell mind- a
patogén, mind a kommenzalista torzsek rezisztencidjat, mert egy antibiotikumos kezelés
mindegyikre szelekciés nyomast gyakorol. Ezért annak ellenére, hogy a pasteurellak
rezisztencia szintje altalaban alacsonyabb, az antibiotikumokat igy is koriiltekintden kell

alkalmazni.[4].

A kovetkezé tanulmanyban 60 spanyolorszagi és portugdliai juh hizlaldabol
szarmaz6 128 db juhbol vettek mintat. A mintakat 1€gzdszervi tiineteket mutato juhbol, vagy
boncolas soran tiidégyulladasos elvaltozasat mutato tiidokbdl vettek, 2015 februar és 2019
marcius kozott. Az €16 allatokbol tracheobronchialis lavage segitségével, egy esetben pedig
orrtamponnal vettek mintat. Minden teleprél, ahol 1égzdszervi betegségben szenvedd allatok
voltak, min.3, max. 5 juhbdl vettek mintat. Megallapitottak 6t véletlenszeriien kivalasztott
P. multocida torzs MIC értékeit, leves-mikrohigitasos modszer valamint Epsilon teszt (E-
teszt) segitségével is, amivel azt vizsgaltak, hogy nagyjabdl azonos eredményeket kapnak-e
a két technikaval. Mivel megfeleld szintli volt az egyezés a két modszer kozott, igy a tovabbi
torzsek esetén az E-teszet alkalmaztak. 60 db P. multocida torzset izolaltak, és vizsgaltak.
Meghataroztdk a MIC értékeket, €és rezisztensnek valoszintileg azok a torzsek szamitanak,
ahol a MIC érték az ECOFF- érték felett van. Ezek alapjan a torzsek érzékenységét az 5.
tablazatban jelolom[5]. Azért ezeket az antibiotikumokat vizsgaltak, mert ezeket adjak
ezekben az orszagokban legtobbszor a premixbe, vagy az ivovizbe juttatva, baranyok

kezelésére [5].

22



5. tablazat

A 60 db P. multocida torzs antibiotikum-érzékenysége az [5]-0s tanulmdany alapjan. A roviditések a
kovetkezd antibiotikumokat jelélik: szulfametoxazol+trimetoprim: SXT, tetraciklin: TET, enrofloxacin: ENR,

doxiciklin: DOX.
antibiotikumok SXT TET ENR DOX
rezisztens 16.7% 40% 15% 11.7%

Egy korabbi, spanyolorszagi vizsgalatban 87 db, juhokbol izolalt P. multocida torzs
antibiotikum-  érzékenységét  vizsgaltak  leves-mikrohigitisos =~ moddszerrel, 18
antibiotikummal. A mintakat 2001 és 2009 kozott vették, tobbségében tiidogyulladasos

megbetegedésekbol. A vizsgalt torzsek rezisztencia adatait a 6. tablazatban jelo1om[8].:

6. tabldzat

A 87db P. multocida tdrzs antibiotikum-érzékenysége a [8]-as tanulmany alapjan. A roviditések a kovetkezd
antibiotikumokat jelélik: : ampicillin: AMP, ceftiofur: CEF, klindamicin: CLI, klortetraciklin: CTET,
danofloxacin: DANO, enrofloxacin: ENR, florfenikol: FFN, gentamicin: GEN, neomicin: NEO,
oxitetraciklin: OXY, penicillin: PEN, szulfadimetoxin: SDM, spektinomicin: SPE,
szulfametoxazol+trimetoprim: SXT, tiamulin: TIA, tilmikozin: TIL, tulatromicin: TUL, tylosintartarat: TYLT.

antibiotikumok | AMP | CEF | CLI | CTET | DANO | ENR | FFN | GEN | NEO
rezisztens (%) | 100 0 100 0 0 0 0 0 0
antibiotikumok | OXY | PEN | SDM | SPE | SXT TIA | TIL | TUL | TYLT
rezisztens (%) | 16.1 | 1.2 | 73.6 0 0 310 | 299 | 1.2 | 96.6

Egy torokorszagi tanulmanyban tobb allatfajbol izolaltak P. multocida torzseket.
Koztiik volt 33db 1-7 honapos juh tiidejébdl izolalt torzs. Ezeket a juhokbol szarmazo
mintakat 2001-2004, 2006-2009, és 2011-2012 kozott gyljtotték. A mintak foleg a kozép-
anatoliai Konya tartomanybol szarmaztak, mindegyik kiilon allomanybdl. Mindegyik
tiildominta 1égzészervi megbetegedésben szenvedd juhbol szarmazott. A 33 torzs koziil 20-
bol végeztek antibiotikum-érzékenységi vizsgalatot, korongdiffizios modszerrel. A
kovetkez6 antibiotikumokra vizsgaltak: enrofloxacin, ceftiofur, eritromicin, florfenikol,

penicillin, spektinomicin, szulfametoxazol+trimetoprim, tetraciklin, tilmikozin. Csak egy
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vizsgalt, juhbdl izolalt térzs mutatott rezisztenciat, eritromicin-re és tilmikozin-ra volt

rezisztens[10].

Egy tanulmanyban a dél-indiai Karnataka tartomanyban, 1égzdszervi
megbetegedésben szenvedd, valamint ranézésre egészséges és egészséges allomanybol
szarmaz6 juhokbol izolalt P. multocida és M. haemolytica torzsek antibiotikum-
érzékenységét vizsgaltdk. A ranézésre egészséges, ¢S a tiineteket mutatd allatokbol
orrtampon mintakat vettek, valamint vagéhidon tiidé mintakat gytijtottek elvaltozast mutato,
és egészséges tiidOkbol is. 2015 aprilis - 2016 december kozott gyljtotték a mintakat.
Osszesen 28 db. P. multocida térzs antibiotikum érzékenységét vizsgaltak, korongdiffiizids

modszerrel[6]. Az eredményeket a 7. tablazatban jel616m[6]:

7. tabldazat

A 28 db P. multocida t6rzs antibiotikum-érzékenysége a [6].tanulmany alapjan. A roviditések a kdvetkezd
antibiotikumokat jelolik: amoxicillin/klavulansav: AMC, szulfametoxazol+trimetoprim:SXT, ampicillin:AMP,
penicillin:PEN, enrofloxacin:ENR, kléramfenikol: CHL, gentamicin:GEN, sztreptomicin:STR,
oxitetraciklin:OXY, tetraciklin:TET.

antibiotikumok AMC SXT AMP PEN ENR
mérsékelten érzékeny | 0% 0% 0% 0% 7.1%
rezisztens 3.6% 3.6% 0% 46.4% 0%

antibiotikumok CHL GEN STR OoXY TET
mérsékelten érzékeny | 0% 3.5% 3.5% 0% 0%
rezisztens 0% 7.1% 7.1% 7.1% 0%

1 antibiotikumra a torzsek 39.3%-a volt rezisztens, mig 3 vagy 3-nal tobb antibiotikumra az
izolatumok 7.1%-a (2 db torzs) volt rezisztens[6]. Az Osszes antibiotikumra érzékeny volt a
torzsek 53.6%-a, és nem volt olyan torzs amely pontosan 2 antibiotikumra lett volna

rezisztens[6].

PCR-rel antibiotikum rezisztencia géneket is szlirtek, azonban az igy kapott eredmények
nem mutattak egyezést a korongdiffiizios modszerrel kapott eredményekkel[6]. A PCR-rel
kapott eredményeket a 8. tablazatban jel616m[6]:
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8. tablazat

vizsgaltak.

PCR-rel kimutatott antibiotikum rezisztencia gének a[6]-os tanulmany alapjan. \tt is mind a 28 torzset

orrtampon mintabol

tlidé mintabdl izolalt

1zolalt torzsek torzsek

(6sszesen13db) (6sszesen 15db)
sztreptomicin (strA) 5 9
szulfametoxazol (sul2) 3 9

Tovabbi rezisztenciagénekre is szlirtek PCR-rel, azonban ezek nem fordultak eld a
torzsekben. Ezek a kovetkezd gének voltak: penicillin (blaoxa-2), ampicillin (blaros-1),
kléramfenikol (catAll), tetraciklin (tetH), gentamicin (aadB)[6].

25



5.4 Az antimikrobialis rezisztencia gének terjedése a Pasteurellaceae

csaladban:

5.4.1 A baktériumok kozotti géntranszfer formai:
A baktériumok horizontalis géntranszfer révén gyorsan szerezhetnek antibiotikum

rezisztencia géneket a kornyezetiikb6l, vagy a kornyezetiikben €é16 mas baktériumoktol[20].
A horizontalis géntranszfer formai lehetnek:[20]

Transzformacio: ekkor a kornyezetiikben talalhato oldott DNS-t veszi fel a

baktériumsejt kozvetleniil[20].

Transzdukcié: Ekkor egy bakteriofag virus visz at DNS-t egyik baktériumsejtbél a
masikba[20].

Konjugacid: llyenkor egy szexfimbria segitségével a donor baktériumbdl a recipiens

baktérium felé jut el genetikai informacio, egy iranyban, egy citoplazma hidon at[2, 20].

Fazi6: A citoplazma membranok egyesiilését jelenti egy masik sejttel, vagy olyan
vezikula membranjaval, amely DNS-t tartalmaz. A fuzio kevésbé gyakori folyamat mint az
elébb felsoroltak[2, 20].

Az antibiotikum rezisztencia géneket tartalmazo plazmidok atadasaban a konjugacionak van
a legjelentésebb szerepe. [21]. A klinikai koriilmények kozotti rezisztenciagén terjedésben
a transzformacionak és a transzdukcionak is szerepe van, de még nem tisztazott teljesen,

hogy milyen mértékben[21].

5.4.2 makrolidokkal szembeni rezisztencia:

A P. multocida és a M. haemolytica baktériumfajokban felfedeztek 3 gént, az erm
(42), az mph (E) és az msr (E) géneket. Ezen gének a baktérium kromoszoémajan vannak
kodolva, integrativ és konjugativ elemek (ICE-k)-ben. Ezek a gének rezisztenciat okoznak
az rRNS célhely metilacidja, a makrolid kidramlas, és a makrolidokat modositd enzimek

révén[22].

Az ICE-k kisebb egységekbdl allo, helyvaltoztatasra képes genetikai elemek, amelyek

beépiiltek a baktérium kromoszoméajaba, és a sejt osztddasa soran Ok is lemasolodnak, és
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bekeriilnek az utddsejtbe. Amikor indukalodik az ICE-k génexpresszidja, akkor kivagddnak
a baktérium kromoszomajabol, egy kor alaki dsDNS plazmidot képeznek, és ezzel
parhuzamosan termel6dik egy konjugacios gépezet (aminek a génjeit 6k kodoljak), és amivel
konjugacio révén atkeriilhetnek egy recipiens sejtbe[20]. Beépiilnek a recipiens sejt
genomjaba, és a donor sejt kromoszomajaba is visszaépiilnek. Tehat igy, horizontalis

géntranszfer révén a rezisztencia géneket képesek tovabbadni ezek a baktériumok[20].

Az elébb leirt 3 génen kiviil mas modon is 1étrejohet a makrolidok és linkézamidok széles
skalajaval szembeni rezisztencia P. multocidaban és M. haemolytica-ban. Beszamoltak
eurdpai szarvasmarhakbol izolalt P. multocida torzsekrél, melyekben nem volt meg a
korabban leirt 3 gén, mégis rezisztensek voltak a makrolidok (és a link6zamidok) széles
skalajaval szemben[22]. Ezekben a torzsekben a rezisztenciat 23S rRNS mutacio

biztositotta[22].

5.4.3 tetraciklinekkel szembeni rezisztencia:

Egy tanulmanyban 13 db, Spanyolorszagban , sertésekbdl izolalt P. multocida torzs
koziil 8 volt egyebek mellett tetraciklinre is rezisztens. 3 kiilonbozo, tet(B), tet(H), és tet(O)
gént hordoztak, kis plazmidokon. A tet(B)-t a pB1001 plazmid, a tet (H)-t a p9956 plazmid,
a tet(O)-t pedig a pB1006 plazmid hordozta[23].

Egy masik tanulmany, amely szarvasmarha és sertés 1éguti megbetegedéseibdl izolalt
P. multocida és 3 Mannheimia fajbol szarmazé torzseket vizsgalt, leirja, hogy szamos ,,tet”-
gén, azaz tetraciklin rezisztenciaért felelés gén transzpozonokhoz, vagy plazmidokhoz
kotodik, és ezen rezisztencia gének konnyebben at tudjak 1épni a nemzetségek és fajok
kozotti hatarokat. Az USA- bol és Németorszagbol szarmaztak a vizsgalt torzsek. Tet(H),
tet(B) ¢és tet(G) géneket talaltak a torzsekben. Minden tOrzs rezisztenciat mutatott
tetraciklinekkel szemben. A tet(H) gént 6 baktériumtérzsben mutattak Ki plazmidon, azt a
PMHT1-plazmid hordozta. Ez a plazmid az dsszes vizsgalt baktériumfajban jelen volt. 3 db
P. multocida torzs is hordozta ezt a plazmidot. Ez a plazmid csak tetraciklinnel szemben
biztosit rezisztenciat. A tovabbi torzsekben 1évo tet(B), tet(G) és tet(H) gének
kromoszoémalisak voltak. Amely torzsek hordoztak a pMHT1-plazmidot, azok
kromoszoémajan nem volt tet-gén. A tet gén tipusa és a rezisztencia mértéke kdzott nem
talaltak Osszefiiggést, és a tet gének masolatainak szdma sem befolydsolta a rezisztencia

mértékeét.
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8 db P. multocida torzset izolaltak, ebbdl 2 torzsben nem volt jelen plazmid. A tobbi
izolatumban legfeljebb 3db, kis méretli plazmid volt taladlhatdé. A 8 torzs koziil 3 volt

rezisztens kanamicinre és / vagy szulfametoxazol+trimetoprimra és/ vagy ampicillinre is.

A pMHT1-plazmid eltéré foku tetraciklinnel szembeni rezisztenciat biztositott a 4 vizsgalt
baktériumfajban. A P. multociddban viszonylag alacsony szintl rezisztenciat okozott. Ez a
plazmid elterjedt, kiilonb6zé nemzetségekhez, fajokhoz tartozé baktériumok kozott,

amelyek ugyanazon az ¢l6helyen ¢€lnek.

A P. multocidaban f6leg a tet(H) gén okozza a tetraciklinekkel szembeni rezisztenciat. Ezt
a gént mas szerzOk kimutattak egyéb plazmidokon is, és a baktérium kromoszémajan is,
ezért azt feltételezik, hogy egy mobilis genetikai elem része lehet. Ezt megerdsiti az, hogy
egy szarvasmarhabol izolalt P. multocida toérzs pPMT1-nevii plazmidjan azonositottak egy
Tn5706- nevii transzpozont, amely tartalmaz tetR-tet(H) génklasztert, amelyet hozza

szorosan kapcsolddo inzercids elemek zarnak. [24].

5.4.4 B-laktamokkal szembeni rezisztencia:

Egy tanulmanyban Spanyolorszagban, sertésekbdl izolalt 13 db, B-laktamokkal
szemben magas szintli rezisztenciat mutatd P. multocida torzset vizsgaltak[23]. Az
antibiotikum-érzékenységi  vizsgalatokat korongdiffiziés, ¢és leves-mikrohigitasos
modszerrel is elvégezték. Mind a 13 torzs rezisztens volt ampicillinre, amoxicillinre,
penicillinre, cefaklorra, szulfametoxazolra. Mindegyik torzs érzékeny volt cefotaximra. 8
torzs volt rezisztens koziiliik tetraciklinre is, 6 torzs pedig sztreptomicinre is rezisztens volt.
1db torzs rezisztens volt B-laktamokra, sztreptomicinre és tetraciklinre is egyszerre. A Gram-
negativ baktériumok leggyakrabban nagy plazmidokban hordozzak a szerzett rezisztencia
génjeiket, am az ebben a tanulmanyban vizsgalt minden P. multocida torzs 2 vagy 3 db kis
plazmidot tartalmazott[23]. A plazmidtartalom és a rezisztenciaprofil kozott egyértelmi
Osszefliggést allapitottak meg. Ezekben a kis plazmidokban 1-2 antimikrobialis rezisztencia-
determinans volt megtalalhat6. A cikk 7 db kis plazmidot emlit, amit izolaltak, és ezek koziil
2 plazmid kivételével az Gsszes plazmidot sikeresen transzformaltak E. coli-ba, ahol B-
laktamok, sztreptomicin vagy tetraciklin ellen nyujtottak rezisztenciat. Koztik volt a
pB1000 nevii plazmid is, amelyet transzformaltak az E. coli K-12 térzsbe. Ezt a plazmidot a
13 torzs koziil 12- ben mutattak ki. Ez a plazmid a bla ros-1 rezisztenciagént hordozza, és

részt vesz a Glaesserella parasuis B-laktam rezisztenciajaban is. Megallapitottak, hogy ezt
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a gént mind a 13 torzs hordozta. Ezt a gént eldszor Glaesserella parasuis —ban irtak le. Ez a

plazmid E. coli-ban nagyon instabil volt, de P. multocidaban stabil.

A konjugacios kisérletben leves taptalajon, donorként pB1000-plazmiddal transzformalt E.
coli K-12 — es torzset hasznaltak. Ez az E. coli K-12- es torzs a kromoszoémajaba épiilve
tartalmazta egy IncP nevii plazmid konjugacioért felelés részét, ami révén a baktériumtorzs
konjugaciora képes. Ez a torzs sikeresen adta 4t a pB1000 plazmidot az E. coli K802N-

torzsnek.

Annak ellenére, hogy a bla rop-1 rezisztencia gén, amely B-laktamazt kodol, sikeresen
expresszalodik enterobaktériumokban is, a ROB-1 B-laktamaz enzimet csak a

Pasteurellaceae csalad klinikai izolatumaibol mutattak ki.

Megvizsgaltak a pB1000 plazmid stabilitasat P. multocida és E. coli torzsekben is. A
tenyészeteket 3 példanyban, 24 6rdnként, 5 napon keresztiil oltottak at, és tenyésztették oket.
A P. multocida 5 nap tenyésztés utan megtartotta a pB1000- plazmidot, és 100%-ban
rezisztens maradt ampicillinnel szemben. De az E. coli az 1. nap utan csak 18%- ban mutatott
rezisztenciat, a 2. nap utan csak 2%-ban volt rezisztens, és a 3. nap utan teljesen érzékeny
volt ampicillinre. Ezért valoszinti, hogy a pB1000 plazmid szoros gazdafajlagossaga az oka
annak, hogy kizardlag a Pasteurellaceae csaladban van jelen a blaros1 gén. A
Pasteurellaceae csaladon beliill ez a plazmid horizontalisan és vertikalisan is képes

terjedni[23].

Egy kovetkez6 spanyolorszagi tanulmanyban is irtak a pB1000- plazmidrol[25]. Ez
a plazmid a blaros-1-nevii B-laktamaz rezisztenciagént hordozza. Beszamoltak a pB1000 -
plazmid jelenlétérél a human fert6zéseket okoz6é Haemophilus influenzae spanyolorszagi
korhazakbol gytijtott klinikai izoldtumaiban. Konjugaciods €s transzformacios kisérleteket
végeztek, és az eredmények szerint ezt a plazmidot konjugacioval és transzformacioval is at
lehet vinni H. influenzae- ba, és cefaklorral, valamint ampicillinnel szembeni rezisztenciat
biztosit abban. Bizonyitottak hogy a plazmid jelenléte a H. influenzae-ban nem a klonalis
elszaporodds eredménye. Az adatok megerdsitik a pB1000 fajok kozotti terjedését a
Pasteurellaceae csaladon belill. A kisérletek alapjan ugy latjak, hogy a pB1000 - plazmid
alkalmazkodott a Pasteurellaceae csaladhoz, €s képes a csaladon beliil elterjedni. Az
egyetlen faj a Pasteurellaceac csaladbol, amely széles gazdaspektruma révén szamos

allatfajban, valamint emberben is képes fertézést okozni, a P. multocida. Ezért azt

29



valdszinisitik, hogy a P. multocida képes a Pasteurellaceae csalad allatokhoz, valamint az
emberhez adaptalt tagjai (példaul a H. influenzae) kozott szallitani a pB1000 plazmidot. A
jarvanytani adatok, valamint az allati és humén torzsekbdl izolalt pB1000 plazmidok
nukleotid szekvenciai is arra utalnak, hogy a Pasteurellaceae csaladba tartozd, allatokbol
izolalt baktériumtorzsek antimikrobialis rezisztencia rezervoarként mikodnek, és a H.

influenzae képes ezen baktériumoktol rezisztencia géneket szerezni.

Kisérleteket végeztek a pB1000 plazmid fitness (ratermettség) koltségének a
megallapitasara is két H. influenzae torzs kozott, amelyek genetikailag azonosak voltak,
annyi volt kozottiik a kiilonbség hogy egyikiik hordozta a pB1000 plazmidot, mig a masik
nem. Egy kisérletben 12 oran at vizsgaltdk a két torzs ndvekedési erélyét antibiotikum
hianyaban, azaz szelekciés nyomas nélkiil. Nem taldltak kiilonbséget a ndvekedési
kinetikaban. Egy masik kisérletben a pB1000 60 generacié utan is megtalalhato volt H.
influenzae- ban és P. multocidaban is, antimikrobialis szelekciés nyomas nélkil. A
kovetkezd kisérlet viszont egy versenykisérlet volt, 9 napon at, 24 dranként oltottak at a két
torzs keverékébdl 2x10° CFU-nak megfelelé baktériumot, friss, szintén antibiotikum
mentes, leves taptalajba. Ez pontosabban méri a fitness-t, mert a kisérlet tobb egymas utani
cikluson keresztiil, a baktériumok ndvekedési ciklusanak mindegyik szakaszaban zajlik, igy
a versenyhatrany jobban érvényesiilhet. A 2. napt6l kezdve a pB1000-et hordozo torzs
aranya egyre csokkent, a 9. napra pedig egyik vizsgalt baktériumtelep sem tartalmazott
pB1000-plazmidot. Ez az erds versenyhatrany adhat magyarazatot arra, hogy a H. influenzae
—ban miért egy masik gén, a blatem-1 B-laktamaz gén okozza joval gyakrabban a B-laktam
rezisztenciat vilagszerte. A human H. influenzae fertézésben az elsédlegesen valasztott
gyogyszerek a B-laktdm antibiotikumok, ezért nagy jelentésége van a veliik szembeni

rezisztencianak [25].
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5.45 Az ICEPmul, egy multirezisztenciat biztositd integrativ és konjugativ elem P.
multociddban:

Szarvasmarhak léguti fertézéseib6l multirezisztens P. multocida torzseket
azonositottak. Az antibiotikium érzékenységi vizsgalatokat leves-mikrohigitasos modszerrel
végezték el. Ezen torzsek a legtobb, allatgyogyaszatban haszndlt antibiotikum osztallyal
szemben rezisztensek voltak. Az egyik torzs (a P. multocida 36950-nevii torzs)
kromoszomalis DNS-ének teljes szekvenalasaval, a kromoszomaban talaltak egy ICE-t,
melyet ICEPmul-nek neveztek el. Az ICEPmul-ben 12 db rezisztenciagént azonositottak.
Ezen rezisztencia gének rezisztencidt biztositanak szulfonamidok, gentamicin,
sztreptomicin, spektinomicin, neomicin, kanamicin, tetraciklin, tulatromicin, tilmikozin,
klindamicin, florfenikol és kloramfenikol antibiotikumok ellen. A torzs rezisztens volt
enrofloxacinra is. Ezek mellett tartalmazott egy blaoxa2 — rezisztenciagént is. Ez a B-
laktamazt kodold gén valamiért mégsem biztosit rezisztenciat ennek a torzsnek B-laktam
antibiotikumokkal szemben. Ezek a gének két kiilonalld rezisztenciagén-régioban
helyezkedtek el az ICE-n beliil. Ez a megszekvenalt térzs nem tartalmazott plazmidokat,

2005-ben izolaltak, egy nebraskai szarvasmarhateleprdl szarmazik[26].

Ez az ICE integralodik a tRNS™ - ba, és képes konjugacioval atjutni E. coli-ba, P.
multocidaba, és M. haemolytica-ba is, ahogy azt konjugacios kisérletekkel igazoltak. Ezen
baktériumokban szintén a tRNS " -t hasznélja az integraloddsra, valamint a benne 1évé

antibiotikum rezisztencia gének funkcionalisan aktivak a recipiensekben[27].

Mivel az ICE Pmul konnyen terjed torzsek és nemzetségek kozott is, jelentds a kockazata
ezen rezisztenciagének gyors terjedésének[27]. A két rezisztenciagén-régio elemzése altal
Kimutattak, hogy a P. multocida képes atvenni egyéb Gram-negativ baktériumoktol
antibiotikum rezisztenciagéneket, képes beépiteni azokat a kromoszomajaba, és ezaltal
antimikrobialis rezisztenciara szert tenni. Mivel egy ICE-n beliil helyezkednek el ezek a
gének, ez arra enged kovetkeztetni, hogy egy horizontalis géntranszfer elég lehet tobb
rezisztenciagén megszerzésére, ¢és az antimikrobialis rezisztencia kialakitasara[26].
Megallapitottak, hogy az ICE Pmul- ben 1évé antibiotikum rezisztencia gének nem a

Pasteurellaceae, hanem az Enterobacteriaceae csalad tagjaibol szarmaznak eredetileg[27].

A P. multocida 36950 - torzsben talalt ICEPmul nagyon hasonlitott egy M. haemolytica
torzs ICE-szegmenséhez, és egy H. somni torzsbol kimutatott ICE-hez, amely torzseket a P.

multocida 36950- hoz hasonldéan szarvasmarha léguti megbetegedéseibdl izolaltak. Ez, és az
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in vitro konjugacios kisérletek eredményei arra utalnak hogy in vivo mar megtortént az ICE-
k atvitele ezen nemzetségek tagjai kozott. Ez a folyamat jelentdsen nehezitheti a

szarvasmarha 1éguti fertézéseinek kezelését.[27]

5.4.6 A juhokbol izolalt P. multocida toérzsek antibiotikum rezisztencia génjeir6l szolo
tanulmanyok

Egy gordgorszagi tanulmanyban Gorogorszag 8 kiilonbozé tartomanyabol,
kiilonb6zé emlds allatfajok tiidogyulladasos tiido szovetmintaibol izolalt 100 db P.
multocida torzs tetraciklinre vald rezisztenciajat, és tetraciklin rezisztencia génjeit
vizsgaltak. Az antibiotikum érzékenységet korongdiffuzios és leves-mikrohigitasos
modszerrel is vizsgaltak. A 100 torzsbdl 18 volt rezisztens tetraciklinre, ezek a torzsek 128
pg/ml-nél magasabb MIC- értéket mutattak, és ebbdl 7 db torzs szarmazott juhokbdl. A
juhokbol izolalt 7 rezisztens torzs Gordgorszag 6 kiillonbozd régiojabol szarmazott. A
juhokbol izolalt torzsek tetH gént hordoztak. A tetH gén plazmidon és a kromoszdémaban is
koédolva volt a torzsekben, egy torzs kivételével, amelyik csak plazmidon hordozta azt. A
plazmidon és kromoszomalis DNS-ben hordozott tetH gén arra utal, hogy transzponalddasra

képes elemeken hordozzak 6t a torzsek[28].

Egy 2018-ban megjelent indiai tanulmanyban egy, P. multocida A- tipust torzset
elemeztek. A torzset egy juh orrgaratjabol vett tamponmintabol izolaltdk, amelynek
korabban stlyos 1éguti fertézése volt. Ezt a torzset P. multocida A tipustt NIVEDI/PMS-1-
nek nevezték el. Ennek a torzsnek a teljes genomjat szekvenaltik, és elemezték. A torzs
antibiotikum érzékenységét is vizsgaltak in vitro, ami alapjan penicillinnel szemben mutatott
rezisztenciat. A torzs genomja 19 genomi szigetet (Genomic Island = GI) is tartalmazott. A
19 db GI szekvenciai nagyon hasonloak voltak szamos mas baktériumtorzs genomi
szigeteinek szekvenciaival, példaul: Actinobacillus equuli (Gl2, GI5) Haemophilus
influenzae (GI13, Gl4, GI6, GI12, GI17), Histophilus somni (GI1, G113, GI19)[15].

A P. multocida A tipusi NIVEDI/PMS-1- torzs szamos antibiotikum rezisztencia gént
hordoz. A CARD segitségével azonositottak a ciprofloxacin, fluorokinolon, kléramfenikol,

szulfonamid, rifampicin, sztreptomicin, tetraciklin, és trimetoprim rezisztencia génjeit a
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torzs genomjaban. A szulfonamid rezisztenciat biztositd, dihidropteroat szintazt koédolo sul2

gént antibiotikum-rezisztencia gén markerekkel azonositottak.

A Gl-ken 1év6 jarulékos gének fontos tulajdonsagokat kodolnak a baktériumok szdmara.
Horizontalis géntranszferrel terjednek. Szerepet jatszanak a baktériumok kornyezetiikh6z

val6 alkalmazkodoképességében, €s a patogének megbetegitd képességében is.

A vizsgalt baktériumtorzs GI- jeinek szekvenciai hasonloak voltak egyéb 1égzészervi
korképeket okozd baktériumok szekvenciaival, féleg a Pasteurellaceae csaladon beliil. Ez
horizontalis géntranszferre utal a juhok 1égzdszervrendszerén beliil a Pasteurellaceae csalad

fajai kozott.

A CARD segitségével megtalaltdk a dihidrofolat-reduktaz enzim, a dihidropteroat szintaz
enzim ¢és a kléramfenikol acetiltranszferdz enzimek génjeit, amelyek a trimetoprim, a

szulfonamid, és a kloramfenikol rezisztenciaért felelések, a P. multocida A tipusu

NIVEDI/PMS-1- t5rzsben[15].

6 Célkituzések/kérdések

A vizsgalataink célja volt, hogy felmérjiik a Magyarorszag kiilonb6z6 pontjair6l gylijtott
juhok 1égzészervi mintaibol szarmazo Pasteurella multocida torzsek antibiotikum
érzékenységét leves-mikrohigitasos modszerrel és korongdiffuzios modszerrel, és a két

modszerrel nyert értékeket dsszehasonlitsuk.
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[/ Anyag és modszer

7.1.1 A vizsgalt anyag

A térképen a vizsgalt torzsek szarmazasi helyét jeldltem. (1. abra). A vizsgalt térzsek
eredetét a 9. tdblazatban jeldltem. A vizsgalt torzsek megoszlasat az izolalas helye szerint a
10. tdblazatban jeldltem. A vizsgalt torzsek tiidobol, horgdébdl, valamint orrtampon

mintakbodl szarmaztak.

Y

o G / )
.} ) :
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1.abra

A vizsgalt térzsek szarmazasi helyei. Amelyik helyrdl tobb torzs is szarmazott, ott
feltiintettem a darabszamot. Ahol nincs feltiintetve szam, onnan egy térzset vizsgaltunk. :
Almaskeresztur, Csapod, Fiizesabony, Gomba, Gyula(2db), Hajdundands, Harkakotony,
Harta, Hetvehely, Iregszemcse, Janoshalma(3db), Kaposmérd, Kiskunfélegyhdaza,
Kiskunhalas, Kiskunlachdza, Lakitelek, Magyarszék, Nyarlérinc(2db), Pomdz,
Somogysard, Szokolya.
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9. tablazat

A vizsgalt térzsek eredete:

Vagohidi mintavétel 12 db
ADI, Budapest diagnosztikai minta 11db
ADI, TSE minta 2db

Osszesen 25db

10. tablazat

A vizsgalt térzsek megoszilasa az izoldlas helye szerint

tido 17 db
horgd 5db
orrtampon 2 db
tiido talyog 1db
Osszesen 25 db

Ha a vagohidra kozvetlentil a tartasi helyiikrdl szallitottak be €és vagtak le a juhokat, akkor a
szarmazasi helylikként a tartasi helyliket adtuk meg, viszont ha hizlaldabol keriiltek be a
vagoéhidra, akkor a hizlaldat adtuk meg mint szarmazasi helyet. Az allatok hizlalda el6tti
szarmazasi helye mar nem mindig nyomon kovethetd, emellett a hizlalddban toltott hetek-
honapok alatt az egyes baktériumtorzsek atjutnak egyik allatrol a masikra, keverednek, igy
az izolalt térzsek Osszetétele mar nem tiikrozi az eredeti tartasi helyiikon eléfordulo torzsek

Osszetételét.

A vizsgalt P. multocida baktériumtorzsek juhok 1égzdszervi mintaibol lettek izolalva,
klinikai tiineteket mutaté, valamint tiinetmentes allatokbol szarmazo torzseket is
vizsgaltunk. A mintdk véres agarra és MacConkey agarra lettek kiszélesztve, és a
telepmorfologidjuk, és elsddleges (kataldz, oxidaz ¢és OF teszt) valamint masodlagos
biokémiai tulajdonsagaik (indol termelés, uredz teszt, cukorbontdsok (gliikoz, laktoz,

maltdz, mannit, trehal6z) alapjan lettek azonositva.
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Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat friss, véres agaron 24 Oran 4t inkubalt
tenyészetekkel végeztiik, Osszesen 25 torzset vizsgaltunk. Az altalam valasztott 11
antibiotikum mindegyikével elvégeztem a korongdiffizios és a leves-mikrohigitasos

modszert is.

7.1.2 Korongdiffuziés moédszer

Az antibiotikum érzékenység meghatdrozasara hasznalt korongdiffuziés modszer kevéssé
pontos, mint a leves-mikrohigitasos modszer. Viszont a gyakorlati célokra, egyszeri
antibiogram meghatarozasra, ez a modszer praktikusabb a leves-mikrohigitdsos modszernél,

mert Iényegesen egyszeriibb, kevesebb ideig tart elvégezni és leolvasni is az eredményt.

Ez a modszer szemikvantitativ, a pontos MIC értéket nem lehet meghatarozni, de relativ
modon latjuk a gétlasi zona 4tmérdjébdl, hogy a baktérium torzs az egyik antibiotikumra
jobban vagy kevésbé érzékeny-e, mint a masikra. Az antibiotikum korongok koriil kor alaka
gatlasi zonak johetnek l1étre, amelyek nagysaga aranyos az érzékenységgel, €s ezek atmérdjét
vonalzéval mérjiik le, milliméter pontossaggal. Az egyes baktériumfajokra allatfajok szerint
meg vannak hatdrozva a hatarértékek, hogy a baktériumfajok az egyes antibiotikumok esetén
mekkora gatlasi zona mellett szdmitanak rezisztensnek az adott antibiotikumra. igy az
eredmények alapjdn megkiilonboztethetiink rezisztens, mérsékelten rezisztens, vagy

érzékeny torzseket.

A korongdiffuziés vizsgalathoz Mueller-Hinton agar taptalajokat hasznaltunk. Ez az agar
egy kiilon, az antibiotikum érzékenység vizsgalatara kifejlesztett, szilard taptalaj. Ahhoz
hogy reprodukalhaté legyen az eredmény, az agar elkészitését pontosan az el6éirasok szerint
kell elvégezni. Allandé koncentracioban tartalmaz Ca?* és Mg?" - ionokat, ez egyes
antibiotikumok gatlasi zona atméréjét befolyasolja, a szokasosnal kisebb koncentracioban
tartalmaz agart, emiatt jobban diffundalnak benne az antibiotikumok. Keményit6t is
tartalmaz, ami megkoti a baktériumok altal termelt toxinokat, amelyek igy nem lépnek
kolcsonhatasba az antibiotikumokkal. Steril juhvérrel is ki lett egészitve, ez a pasteurellak
novekedése miatt fontos, mivel ezek tapigényesek. Fontos az agar szabvanyos vastagsaga is,

melynek a Petri csésze kozepén 4 mm értéket kell elérnie[29].

Az egyes antibiotikum korongokon 1évé jelolések alapjan a korongokban 1€vo

antibiotikumok mennyiségét a 11. tablazatban jeloltem.
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11. tablazat

Az antibiotikum korongokban lévé antibiotikumok mennyisége

Antibiotikumok antibiotikum tartalom/korong
(mikrogramm)

oxitetraciklin 30
enrofoxacin 5
amoxicillin 25
florfenikol 30
gentamicin 30
szulfametoxazol+trimetoprim 25
ceftiofur 30
tiamulin 30
tulatromicin 30
tilmikozin 15
penicillin 10

A vizsgalat soran 5-6 kozepes telepet vettem le steril bakteriologiai kaccsal az agarrdl, ezt 3
ml steril fiziologias soéoldatba mostam bele, majd vortexszel homogenizaltam. 0,5
MacFarland-nek megfeleld zavarossag elérése volt a cél, mivel a beoltott inokulum
koncentracioja és mennyisége befolyasolja az eredményt. Ezutdn a szuszpenzioba steril
mintavevé tampont meritettem, majd 5-10 masodperc utdn, miutan megszivta magat
nedvességgel, a tamponnal ugy oltottam be a lemezt, hogy egyenletesen, a lemez egész
feltiletére jussanak a baktériumok. Ezutdn a lemezre csipesszel rahelyeztem, kissé
ranyomtam az antibiotikumokat tartalmazo korongokat, munka kdzben a csipeszt leégetéssel
sterilizaltam. Egy lemezre maximum 5-6 korong keriilhet, fontos hogy ne keriiljenek tul
kozel egymashoz, mert akkor a gatlasi zondk egymasba érhetnek. 24 o6ras, 37 °C-0S
inkubaci6 utdn olvastam le az eredményt. Amennyiben az antibiotikum gatolta a
baktériumok novekedését, a korong koriil gatlasi zondk jottek 1étre, és ezek atmérdjét

vonalzoval le tudtam olvasni[30].
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7.1.3 A MIC- érték meghatarozasa leves-mikrohigitasos modszerrel:

A MIC érték meghatarozést 96 lyuku lemezeken végeztem. Ennek lyukaiba a kovetkezd
oldatok keverékét mértem be: 1.) A taptalaj, 2.) Az antibiotikum oldat munkahigitasban, €s

3.) A baktérium szuszpenzio.

1.)A taptalaj kation kiegészitett MH leves volt. Ezt ugy éllitottam eld, hogy 100 ml MH
levesbe bemértem 0,19 ml Ca?* és 0,081 ml Mg?* torzsoldatot. (A torzsoldatok eldallitasa:
3,68 g CaClz x 2H20-t kell feloldani 100 ml deionizalt vizben, és 8,36 g MgCl, X 6H20-t
kell feloldani 100 ml. deionizalt vizben.)

2.) Az antibiotikum oldat munkahigitdsban. Megeldzdleg torzsoldatokat készitettiink,
melyeket -20°C-on fagyasztva taroltunk. A munkahigitasii antibiotikum oldatokat ugy
allitottam el6, hogy felolvasztottam a fagyasztott antibiotikum tdrzsoldatokat, és példaul
amoxicillin, tilmikozin, oxitetraciklin esetén 100 pl torzsoldatot mértem be 5 ml kation-
kiegészitett MH-taptalajba, kémcsovekbe. Ezek az ardnyok antibiotikumonként

kiillonbozhettek.

3.) A baktérium szuszpenzid eldallitdsa soran kémecsében 4 ml fizioldgias sdoldatba 2
telepnyi P. multocida baktériumot tettem egy leégetett fémkaccsal, és vortexszel elkevertem.

cre

A cél azonos koncentracioju  baktériumszuszpenziok  eldallitdsa  volt. A

baktériumszuszpenziok koncentracigjat csiraszamlalassal ellendriztem, leveshigitasos

modszerrel.

A leves-mikrohigitasos modszert steril fiilkében végeztem. A 96 lyuka lemezeket
feliratoztam, majd a lemez minden csovébe osztott pipettaval bemértem 50 pl kation
kiegészitett MH leves taptalajt. Majd az elsé oszlopban 1évd csdvekbe bemértem 50 pl
antibiotikum oldatot munkahigitdsban. Ezutdn egészen a 11. oszlopig felezd higitast
végeztem, mindig 50 pl oldatot vittem tovabb a kovetkezd csObe, €s mindig 3-4 szer
felszivtam majd visszanyomtam az oldatot a csovekben, ezzel elkeverve azt. Amikor
végeztem a 11. csdvel, nem vittem tovabb a 12. csébe az oldatot, hanem a 12. oszlopot
kontrollként meghagytam, a kontroll csovekbe nem keriilt antibiotikum. Ezutan a lemezen
1év6 minden csObe bemértem 50 pl baktérium szuszpenzidt, majd lefedtem a lemezeket, €s
24 oran at, 37 °C-on inkubaltam Oket termosztatban. A baktériumok, amennnyiben nem

gatolja Oket az adott koncentracioban jelenlevd antibiotikum oldat, megzavarositjdk a
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taplevest. A leves zavarossaga a rajta atesd fény abszorbancidjaval aranyos, igy ELISA

olvaséval mérhetd.

Az eredményeket ELISA leolvasoval olvastam le, 450 nm hullamhosszon. Az ELISA olvas6

megmérte az egyes csovek abszorbancidjat, azt hogy mennyire lett zavaros az oldat a

baktériumok novekedésétdl. A MIC érték az a legkisebb antibiotikum koncentréci6 lett, ahol

az antibiotikum a baktériumok novekedését még gatolni tudta[5]. Az antibiotikum

crer

alkalmazott antibiotikumok kezdd és vég koncentréacioit a 13. tdblazatban jeldltem.

Az oxitetraciklin koncentracioja ug/ml-ben, a kiilonbozé higitasokban. A kontroll csé nem tartalmazott
antibiotikumot.

12. tablazat

6.

7.

10.

11.

12.

64 32

16

2

1

0,25

0,125

0,06

kontroll
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13. tablazat

Az alkalmazott antibiotikumok kezdo és vég koncentracioi:

a felhasznalt antibiotikumok kezdo végkoncentracio:
koncentracio (ng/ml)
(ng/ml)
oxitetraciklin 64 0,06
enrofoxacin 8 0,0075
amoxicillin 64 0,06
florfenikol 64 0,06
gentamicin 128 0,125
szulfametoxazol+trimetoprim 608/32 0,594/0,03
ceftiofur 32 0,03
tiamulin 256 0,25
tulathromicin 256 0,25
tilmikozin 256 0,25
penicillin 64 0,06

crcr

készitettem, torzsenként 5 kémcsdben. Az elsd csébe 4,95 ml steril fizioldgids sdoldatot
mértem, a 2., 3., 4., és 5. kémcsovekbe pedig 4,5 ml steril fiziologias sooldatot. Az els6
kémcs6be belemostam pipettaval 0,05 ml (=50 pl) baktérium szuszpenziot, majd pedig
pipettaval 0,5 ml-t mértem az 1. cs6bdl a 2.-ba, majd a 2.-bol a 3.ba, és igy tovabb az 5.-ig.
fgy 10-es alapti higitasi sort kapunk, a 2. csében tizedannyi a csiraszam, mint az elsSben, a
3.-ban tizedannyi, mint a 2.-ban, és igy tovabb. Ezutan mindegyik cs6bdl 50 pl oldatot
pipettaztam egy agar lemezre, majd egy meghajlitott végli tivegbottal egyenletesen
eloszlattam Oket az agar felilletén. Az iivegbotot az egyes lemezek kozott alkoholba
martottam, majd leégettem rola az alkoholt, ezzel sterilizalva azt. 24 6ras, 37 °C-0s
tenyésztés utan értékeltem az eredményt. Csak azt a lemezt értékeltem ahol a telepszam 30
¢és 300 kozott volt. A csiraszamlalassal meghatarozott CFU- értékekbdl megtudhatjuk, hogy
megfeleld koncentracidban tartalmaznak-e baktériumot a baktérium-szuszpenziok. P.

multocida esetén a baktériumszuszpenzidk 4tlagos koncentracioja 1,325 x 107 CFU/ml volt.
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7.1.4 Az eredmények validalasa

2 torzset hasznaltam mind a korongdiffiizios moédszerrel mind a leves-mikrohigitasos
modszerrel kapott eredmények validalasara, az ATCC29213 Staphylococcus aureus- torzset,
¢és az ATCC25922 E. coli- torzset. Az altalam e két torzsre megallapitott gatlasi zona értékek
és MIC-értékek minden esetben a CLSI-kdnyvben [31] megadott standard hatarértékeken
beliil voltak. A Staphylococcus aureus torzs esetében hianyoztak a konyvben megadott
standard értékek a korongdiffuzids probanal. Az atlagos csiraszdm az ATCC29213
Staphylococcus aureus-torzs esetében 3,25 x 108 CFU/ml, az ATCC25922 E. coli torzs
esetén pedig 1,125 x 10’ CFU/ml volt[30].

Az éltalam hasznalt MIC- és gatlasi zona hatarértékeket a P. multocidara vonatkozodan a

forrasaikkal egyiitt a 14. tablazatban jel6ltem.

14. tablazat

A MIC- és gatlasi zona hatarértékek a forrasokkal egyiitt P. multocidanal

AMIC Korong gatlasi zonak A gatlasi
MIC hatarértékek (ng/ml) hatarértékek (milliméter) z6nak
forrasai forrasai
Kozepes
en
’ Kozepesen , érzéken
Erzékeny | érzékeny Erzékeny y
S< I S> I
[31]
oxitetraciklin 2 4 19 15-18
31
. 0,25 0,5-1 (311 21 17-20
enrofoxacin
. [32] )
amoxicillin 1 18 14-17
31
. 2 4 311 19 15-18
florfenikol
[34] i
gentamicin 4 8 15 13-14
szulfametoxazol 0,25
+trimetoprim | (trimetop - [32] 23 -
rim)
[31] _
ceftiofur 2 4 21 Ay
) [35] )
tiamulin & =
[31] )
tulatromicin 16 32 18 15-17
. [36] i
tilmikozin . 1
I 0,25 0,5 [31] 29 -
penicillin
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8 Eredmények

Oxitetraciklin

Oxitetraciklinre mindegyik vizsgalt torzsiink érzékeny volt, mind a leves-mikrohigitasos
modszerrel meghatarozott MIC értékek, mind a korongdiffiizios probak alapjan. A MICso-
értéke 0,5 pg/ml, a MICgo-értéke pedig 2 pg/ml volt oxitetraciklinnél. A MICso-érték azt a
legkisebb antibiotikum koncentraciot jelenti, amely a baktériumtorzsek felét képes gatolni,
mig a MICgo- az a legkisebb koncentracid, amely a torzsek 90%-anak ndvekedését gatolja.

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredményeket a 15. tablazatban és a 2. dbran

jeloltem.
15. tabldzat
A leves-mikrohigitasos médszerrel kapott eredmények oxitetraciklin esetén
Oxitetraciklin

MIC-

értékek(pg/ml)

torzsek

darabszama(db)

kozepesen
érzékeny
(0 db)
Osszesen 25 db

Oxitetraciklin

=

° 15 12

[T

E 1

2 4 3

c 1 0 0 0 0 0
0 1

g, - 1 B

7

2 0,06 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64

0

0

MIC-értékek(pg/ml)

2. abra

A leves-mikrohigitasos médszerrel kapott eredmények oxitetraciklin esetén
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Enrofloxacin

A MIC értékek alapjan enrofloxacinra egy torzs mutatott kozepes érzékenységet, a tobbi
torzs érzékeny volt. (16. tablazat, 3. abra) Korongdiffuzidos probaval mindegyik torzs

érzékenységet mutatott. A MICsp-értéke 0,03 pg/ml, a MICgo-értéke pedig 0,125 pg/ml volt

enrofloxacin esetén.

16. tabldzat

A leves-mikrohigitdasos modszerrel kapott eredmények enrofloxacin esetében

Enrofloxacin
MIC-
értékek(pg/ml)
torzsek
darabszama(db)
kozepesen
érzékeny
(1 db)
Osszesen 25 db
Enrofloxacin
8
= 6 6
5 6 5 5
T
E : I I :
5 2 1
0 0 0 0 0
£ o .
% 0,0075 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8
g MIC-értékek(pg/ml)
‘0

3. abra

A leves-mikrohigitisos modszerrel kapott eredmények enrofloxacin esetében
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Amoxicillin

Amoxicillinnél a MIC értékek alapjan 9 torzs volt rezisztens, 1 torzs bizonyult kdzepesen
érzékenynek, 15 torzs pedig érzékenységet mutatott (17. tablazat, 4. abra). A
korongdiffizios proba alapjan valamennyi torzs érzékeny volt. A MICso-értéke 0,5 pg/ml, a
MICgo-értéke pedig 4 pg/ml volt.

17. tablazat

A leves-mikrohigitdasos modszerrel kapott eredmények amoxicillin esetén

Amoxicillin

MIC-
értékek(pug/ml)
torzsek
darabszama(db)

kozepesen
érzékeny
(1 db)
Osszesen 25 db

Amoxicillin
=
)
g 10 9
\({;‘“) 6
< s ,
S O m I o1 R
_qz) 0 [ | [ | [ |
E, 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
Hel
S

MIC-értékek(pg/ml)

4. abra

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények amoxicillin esetében
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Florfenikol

Florfenikol esetében minden tdrzsiink érzékeny volt a megallapitott MIC-értékek és a
korongdiffizios probak alapjan is. A MICse-értéke 0,5 pg/ml, a MICoo-értéke pedig 1 pg/ml
volt. A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredményeket a 18. tablazatban és az 5.

abran jeloltem.

18. tablazat

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények florfenikol esetében

Florfenikol
MIC-
értékek(ug/ml)
torzsek
darabszama(db)
kozepesen
érzékeny
(0 db)
Osszesen 25 db
Florfenikol
15 14
)
—= 10
£ 6 .
"5
3 o ! I W o o o o o o
C o -
©
E 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
g MIC-értékek(ug/ml)
:0

5. dbra

A leves-mikrohigitasos médszerrel kapott eredmények florfenikol esetében
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Gentamicin

Gentamicin esetében a MIC-értékek alapjan 25 térzsbol 3 volt mérsékelten érzékeny, a tobbi
mind érzékeny volt ( 19. tablazat, 6. abra). A korongdiffuzids probaval mindegyik torzs
érzékenynek bizonyult. A MICsp-értéke 2 pg/ml, a MICgo-értéke pedig 8 pg/ml volt.

19. tablazat

A leves-mikrohigitisos modszerrel kapott eredmények gentamicin esetében

Gentamicin

MIC-
értékek(pg/ml)
torzsek
darabszama(db)

kozepesen
érzékeny

(3 db)

Osszesen 25 db

z Gentamicin

g 10 g 2

Rai

g 5

< 5 3

g

v 0 0 0 0 0 0 0
Q 0

:g 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

MIC-értékek(pg/ml)

6. abra

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények gentamicin esetében
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Szulfametoxazol+trimetoprim

Szulfametoxazol+trimetoprim- nal a MIC-értékek szerint 14 torzs volt érzékeny, 1 torzs volt
mérsékelten érzékeny, 10 torzs pedig rezisztens ( 20. tablazat, 7. abra). Korongdiffuzids
prébaval 18 torzs volt érzékeny, 7 pedig rezisztens. A MICso-értéke 2,375/0,125 pg/ml, a
MICgo-értéke pedig 76/4 pg/ml volt.

20. tablazat

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények szulfametoxazol+trimetoprim esetében

Szulfametoxazol+trimetoprim

MIC-
értékek(ug/ml)

torzsek
darabszama(db)

kozepesen
érzékeny
(1db)

Osszesen 25 db

Szulfametoxazol+ trimetoprim

7 6
S 6 5
5 5
g 4 3 3
g 3 2 2
z 2 I 1 I 1 1 1
B 1B :
S o0 || [ | [ |
3 > © 5 ) N o O > © o
() Q :
& © S e ® I A
5 ;& A o S
~— v.

Q N

MIC-értékek(pg/ml)

7. abra

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények szulfametoxazol+trimetoprim esetében
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Ceftiofur

Ceftiofur esetében a MIC-értékek szerint egy rezisztens, és egy kdzepesen érzékeny torzs
volt, a tobbi érzékeny volt ( 21. tablazat, 8. abra). Korongdiffuzids probaval mindegyik torzs
érzékenynek bizonyult. A MICsp-értéke 0,5 pg/ml, a MICgo-értéke pedig 2 pg/ml volt.

21. tablazat

A leves-mikrohigitdasos modszerrel kapott eredmények ceftiofur esetében

Ceftiofur

MIC-
értékek(pug/ml)
torzsek
darabszama
(db)
kozepesen
érzékeny

(1 db)

Osszesen 25 db

Ceftiofur

10 9

torzsek darabszama(db)
N

4 4
4 3
2
1 I 1 1
0 0 0
0 I [ | [ |
0,03 006 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32

MIC-értékek(pg/ml)

8. abra

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények ceftiofur esetében
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Tiamulin

A megallapitott MIC-értékek szerint 4 torzs volt érzékeny, 14 db volt kozepesen érzékeny,
¢és 7 bizonyult rezisztensnek tiamulinra ( 22. tablazat, 9. abra). Korongdiffiizios probaval 11
torzs volt érzékeny, és 14 torzs volt mérsékelten érzékeny. A MICso-értéke 16 pg/ml, a

MICgo-értéke pedig 32 pg/ml volt.

22. tablazat

A leves-mikrohigitisos modszerrel kapott eredmények tiamulin esetében

Tiamulin

MIC-
értékek(pug/ml)
torzsek
darabszama

(db)

kozepesen
érzékeny
(14 db)

Osszesen 25 db

Tiamulin
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% 8
=1 8
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g
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0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
MIC-értékek(pug/ml)

9. abra

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények tiamulin esetében
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Tulatromicin

Tulatromicin esetén 18 torzs volt érzékeny, mig 7 torzs volt kdzepesen érzékeny a MIC-
értékei alapjan ( 23. tablazat, 10. abra). Korongdiffiiziés probaval mindegyik torzs
érzékenynek bizonyult. A MICso-értéke 4 pg/ml, a MICgo-értéke pedig 32 pg/ml volt.

23. tablazat

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények tulatromicin esetében

Tulatromicin
MIC-
értékek(pg/ml)
torzsek
darabszama
(db)
kozepesen
érzékeny
(7db)
Osszesen 25 db
Tulatromicin
10 9
=
S 3 7
©
£ s
g 4
c 4 3
(1]
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MIC-értékek(pg/ml)

10. abra

A leves-mikrohigitisos modszerrel kapott eredmények tulatromicin esetében
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Tilmikozin

Tilmikozinra a MIC-értékek alapjan 13 torzs volt érzékeny, 10 torzs mérsékelten érzékeny,
mig 2 torzs rezisztens ( 24. tablazat, 11. abra). A korongdiffiizios proba alapjan viszont

mindegyik torzs érzékeny volt. A MICso-értéke 8 pg/ml, a MICgo-értéke pedig 16 pg/ml volt.

24. tablazat

A leves-mikrohigitasos médszerrel kapott eredmények tilmikozin esetében

Tilmikozin
MIC-
értékek(pg/ml)
torzsek
darabszama
(db)
kozepesen
érzékeny
(10 db)
Osszesen 25 db
Tilmikozin
= 12 10 10
O
T 10
<
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N
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0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
MIC-értékek(ug/ml)

11. abra

A leves-mikrohigitasos médszerrel kapott eredmények tilmikozin esetében
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Penicillin

Penicillin esetében 20 torzs volt érzékeny, 2 torzs kézepesen érzékeny, mig 3 rezisztens térzs
volt a MIC-értékek alapjan (25. tablazat, 12. abra). Korongdiffuzids probaval 2 rezisztens

torzs volt, a tobbi érzékenynek bizonyult. A MICso-értéke 0,25 pg/ml, a MICoo-értéke pedig
4 pg/ml volt.

25. tablazat

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények penicillin esetében

Penicillin

MIC-

értékek(pg/ml)

torzsek

darabszama

(db) I I S I I N
kozepesen
érzékeny
(2 db)

Osszesen 25 db
Penicillin
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MIC-értékek(ug/ml)

12. dbra

A leves-mikrohigitasos modszerrel kapott eredmények penicillin esetében
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Az egyes antibiotikumok esetén mért legkisebb és legnagyobb MIC értékeket, az

antibiotikumok MIC50 és MIC90 értékeit, valamint a moduszt (a leggyakoribb elemet) a 26.

tablazatban jeloltem.

26. tablazat

Az egyes antibiotikumok esetén mért legkisebb és legnagyobb MIC értékek (a ketto kozétti a MIC range), a
MICso, MICqg értékek, valamint a modusz

a felhasznalt legkisebb | legnagyobb MIC50 MIC90 | modusz
antibiotikumok mért MIC mért MIC (ng/ml) | (ug/ml) | (pg/ml)
érték érték
(ng/ml) (ng/ml)
oxitetraciklin 0,125 2 0,5 2 0,5
enrofoxacin 0,0075 1 0,03 0,125 | 0,0075 és
0,03
amoxicillin 0,125 32 0,5 4 0,5
florfenikol 0,125 1 0,5 1 0,5
gentamicin 1 8 2 8 4
szulfametoxazol+ 0,594/0,03 304/16 2,375/0,125 | 76/4 | 1,188/0,06
trimetoprim
ceftiofur 0,03 32 0,5 2 0,03
tiamulin 0,25 64 16 32 16
tulatromicin 1 32 4 32 9
tilmikozin 4 32 8 16 8¢és 16
penicillin 0,06 32 0,25 4 0,125
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Az alabbi tablazatban a leves-mikrohigitasos modszerrel és a korongdiffuzios modszerrel

megallapitott érzékenységet hasonlitottam Ossze (27. tdblazat).

217. tablazat

A leves-mikrohigitasos modszerrel és a korongdiffiizios modszerrel kapott eredmények 6sszehasonlitasa

A leves-mikrohigitasos A korongdiffuzios modszer
modszerrel meghatarozott eredményei
MIC-értékek eredményei

Antibiotikumok kdzepesen kdzepesen
érzékeny érzékeny

oxitetraciklin
enrofloxacin
amoxicillin
florfenikol
gentamicin

0 |

0 |
szulfametoxazol
+trimetoprim

ceftiofur
tiamulin
tulatromicin
tilmikozin
penicillin

0 |
0 |
0
0
0
0
0
0
0
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9 Megbeszélés/kovetkeztetések

A MIC-értékek alapjan minden torzs érzékeny volt oxitetraciklinre és florfenikolra. A
torzsek legalabb 90%-a érzékeny volt enrofloxacinra €s Ceftiofurra. Jo, legalabb 80%-0s
érzékenység volt jellemz6 tovabba gentamicinre és penicillinre. Tulatromicinre a torzsek
72%-a érzékeny volt. Amoxicillinre 60%-uk volt érzékeny, és valamivel tobb mint feliik
érzékeny volt szulfametoxazol+trimetoprimra és tilmikozinra. Tiamulinra csupan 4 torzs
volt érzékeny a 25-bdl (16%), 14 torzs mérsékelten érzékeny volt (56%), és 7 torzs volt
rezisztens (28%). Amoxicillinnél, és szulfametoxazol+trimetoprim-nal nagy volt a
rezisztens torzsek aranya (36 % és 40%), mig tilmikozinnal a kozepesen érzékeny torzsbol
volt sok (40%). A 25 torzsbol 3 torzs 3 antibiotikumra is rezisztens volt egyszerre, koziilik
az egyik amoxicillinre, ceftiofurra és tiamulinra, egy torzs szulfametoxazol+trimetoprim-ra,
tiamulinra és penicillinre, és egy torzs pedig amoxicillinre, szulfametoxazol+trimetoprim -
ra és tiamulinra volt rezisztens a MIC-értékei alapjan. A 25-bdl 6 tdorzs pedig 2
antibiotikumra volt rezisztens egyszerre a MIC ¢értékei szerint, kozilik 4 torzs
szulfametoxazol+trimetoprim-ra  és tiamulinra, 2 torzs pedig amoxicillinre ¢és

szulfametoxazol+trimetoprim -ra volt rezisztens.

A Kkorongdiffuzios probaval joval tobb torzs bizonyult érzékenynek. Kozepesen
érzékeny torzseket csupan tiamulin esetében, rezisztens torzseket pedig csak
szulfametoxazol+trimetoprim, valamint penicillin esetén talaltunk. A korongdiffizids proba

alapjan nem volt olyan térzs amely tobb antibiotikumra is rezisztenciat mutatott volna.

Amoxicillinnél és tilmikozinnal volt a legnagyobb eltérés a két modszer kozott, a
korongdiffuzids probaval itt mindegyik torzs érzékeny volt, mikdzben a MIC-értékeik
alapjan magas volt a rezisztens ill. kozepesen érzékeny torzsek aranya. A tiamulin €s a
tulatromicin esetében is jelentGs volt az eltérés a két modszer kozott. In vitro koriilmények
kozott tehat az oxitetraciklin, florfenikol, enrofloxacin és a ceftiofur bizonyultak
leghatékonyabbnak a P. multocida ellen. A gentamicin és a penicillin is jo hatékonysagot

mutattak.

A vizsgalatokhoz standard mindségli taptalajokat hasznaltunk. Az eltéréseknek szamos oka
lehet, igy a baktérium szuszpenziok toménysége, a szilard taptalaj vastagsaga, a
taptalajokban 1év6 Ca?* és Mg?*-ionok koncentracioja, a hasznalt antibiotikumok mindsége.

Azokban az esetekben, ahol feltlinden magas volt a rezisztens torzsek ardnya, felmeriilt,
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hogy magaval az antibiotikummal lehet gond, esetleges bomlas miatt veszitett a
hatékonysagabol. Igy ezekben az esetekben ujabb gyartasi tételbél szarmazo
antibiotikummal is megismételtiik a vizsgalatot. Az eltérések oka lehet tovabba, hogy tobb
antibiotikum esetében nem taldlhat6 hatarérték adat a standard MIC, és gatlasi zona
értékekre a CLSI-konyvben[31]. A hianyz6 adatokat egyéb forrasokbol, cikkekbdl
gyljtottem Ossze, viszont nem mindig sikeriilt P. multocidara megadott értékeket taldlni,

ami befolyasolhatja az eredményeket.

A leveshigitasos modszer pontosabb a korongdiffizios modszernél, eltérések esetén ennek
az eredményeit kell alapnak venni. A médszer Osszetettsége miatt konnyebb hibat ejteni
benne, bar a felmeriil6 hibadkat az eredmények ellendrzése és validdldsa soran ki tudtuk

szurni.

Azonban a jelen dolgozatban vizsgalt kisebb mintaszam is befolyasolhatja az eredményeket,
egyes kiugrd értékek jobban torzithatjdk az atlagot. Mindenképpen érdemes a jovdben is

figyelemmel kisérni a rezisztencia alakulasat, és folytatni a kutatast.

A mi vizsgélatunkban megallapitott rezisztencia mértéke a vildg mas pontjain kozolt
cikkekhez hasonlitva atlagosnak mondhatd. Két Etiopidban késziilt tanulmanyban a
rezisztencia mértéke 0sszességében magas volt, magasabb a mi eredményeinkhez képest[7,
19]. Egy franciaorszagi tanulmanyban a rezisztencia mértéke alacsonyabb volt a mi
vizsgalatunkhoz képest, azonban a florfenikolt kivéve mindegyik vizsgalt antibiotikummal
szemben eldfordult kis aranyban rezisztencia[4]. Egy spanyolorszagi és portugaliai
tanulmanyban szulfametoxazol+trimetoprim esetében alacsonyabb rezisztencia volt
jellemz6 a mi eredményeinkhez képest, tetraciklinnel szemben magas aranyu rezisztenciat
mutattak ki, ezzel szemben a mi vizsgalatunkban pedig egyik torzsiink sem volt rezisztens
oxitetraciklinre. A tanulmanyban enrofloxacin rezisztenciat is kimutattak, amely a mi
vizsgalatunkban nem fordult el6[5]. Egy kovetkezd spanyolorszagi tanulmanyban pedig
minden torzs rezisztens volt ampicillinre €s klindamicinre, nagyon magas volt a rezisztencia
aranya tylosintartarat-ra, szulfadimetoxin-ra, ezzel szemben szamos antibiotikumra minden
torzsiik érzékeny volt. Osszességében a rezisztencia mértéke magasabb volt a mi
vizsgalatunkhoz képest[8]. Egy torokorszagi tanulmanyban joval alacsonyabb volt a
rezisztencia mértéke a mi tanulmanyunkhoz képest, 20 db vizsgalt térzsbdl csupan egy torzs

mutatott rezisztenciat, eritromicinnel és tilmikozinnal szemben[10]. Egy indiai
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tanulmanyban penicillinnel szemben nagy aranya volt a rezisztencia, a tobbi vizsgalt

antibiotikumra teljes érzékenység, illetve 10% alatti rezisztencia arany volt jellemz6[6].

A rezisztens és kozepesen érzékeny torzsek aranya az in vitro vizsgalatainkban egyes
antibiotikumoknal jelentds volt, a juhok 1égzdszervi pasteurellosisdban részt vevo P.
multocida rezisztenciaja nem elhanyagolhaté mértékii. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy
kiilonoésen fontos az adott allomanybodl izolalt P. multocida torzsek rezisztencia

viszonyainak ismerete a kezelés sikeressége érdekében.

A szulfametoxazol+trimetoprim, az amoxicillin  és a tiamulin esetében nagyobb foku
rezisztenciat tapasztaltunk, valamint tulatromicinnal és a tilmikozinnal nagyobb aranyu volt
a mérsékelten érzékeny torzsek aranya. Ez alapjan gondolhatunk arra, hogy ezeket az
antibiotikumokat Magyarorszadgon tilzott mértékben, vagy nem megfeleléen hasznaljak,
ezért alakulhatott ki az észlelt rezisztencia. A tulatromicin és a tilmikozin makrolid
antibiotikumok, a tiidében folhalmozddva nagyobb koncentraciot érnek el, ezaltal a P.
multocida okozta 1égzészervi fertézések ellen akar még a mérsékelten érzékeny torzsekkel
szemben is hatékonyak lehetnek. Az antibiotikum érzékenységi adatok alapjan indokolt
lehet ezeket helyettesité szerek hasznalata, mint: oxitetraciklin, penicillin, florfenikol,
gentamicin, enrofloxacin, ceftiofur. A kezelésre hasznalt szer kivalasztisdhoz tovabbi
szempontokat is figyelembe kell venni, mint az adott antibiotikum fontossagat a human
gyogyaszat szempontjabol, az antibiotikum farmakodinamiai ¢és farmakokinetikai
tulajdonsagait, az alkalmazas mddjat, gyakorisagat, az €lelmezés-egészségiigyi varakozasi
1d6t, a kezelés koltségeit. Az Eurdpai Gyogyszeriigynokség Antimikrobidlis Tandcsado Ad
Hoc Szakért6i Csoportja (AMEG) 4 kategoriaba sorolta az antibiotikumokat, az A, B, C és
D kategoridkba, melyek jelzik, hogy az adott antibiotikum hasznalata az 4llatorvoslasban
milyen mértékii kockazatot jelent a human gyogyaszat szempontjabol. Az enrofloxacin és a
ceftiofur a ,,B”-kategoriaba tartoznak, hasznalatuk a human gyogyaszat szempontjabol nagy
kockazatot jelent. A gentamicin és a florfenikol a ,,C”-kategoridba tartoznak, ezek hasznalata
kevesebb kockazatot jelent, mint a ,,B”-kategdridba tartozo antibiotikumok alkalmazasa. Az
oxitetraciklin és a penicillin pedig a ,,D” kategoriaba tartoznak, ezek hasznalata jelenti a

legkevesebb kockazatot a human gyogyaszat szamara.

Empirikus antibiotikum valasztas esetén érdemes figyelembe venni a hasonld korképet

el6idézni képes Mannheimia haemolytica antibiotikum érzékenységi eredményeit is.
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10 Osszefoglalas

Magyarorszagi juhok 1égzdszervi mintaibol izolalt 25 db P. multocida baktériumtorzset
vizsgaltunk, valamint meghataroztuk azok antibiotikum érzékenységét mind leves-
mikrohigitdsos moddszer, mind korongdiffuziéos modszer segitségével. A két moddszerrel
kapot eredményeket dsszehasonlitottuk. Tiidd, horgd, és orrtampon mintakbol szdrmaztak a

baktérium torzsek. 11 antibiotikumot hasznaltunk a vizsgalatokhoz.

A MIC értékek szerint rezisztens torzseket 6 antibiotikumndl allapitottunk meg, a
rezisztens torzsek aranya: szulfametoxazol+trimetoprim: 40% (10 torzs), amoxicillin: 36%
(9 torzs), tiamulin: 28% (7 torzs), penicillin: 12% (3 torzs) , tilmikozin: 8% (2 torzs) és
ceftiofur: 4% (1 torzs) volt. Mérsékelten érzékeny torzseket 9 antibiotikumnal talaltunk,
ezek: tiamulin: 56% (14 torzs), tilmikozin: 40% (10 torzs), tulatromicin: 28% (7 torzs),
gentamicin: 12% (3 torzs), penicillin: 8% (2 torzs). Enrofloxacin, amoxicillin,
szulfametoxazol+trimetoprim, ¢és ceftiofur esetében mindegyiknnél 1-1 térzs volt
Mérsékelten érzékeny (4%). 3 torzs 3 antibiotikumra is rezisztens volt egyszerre, egy torzs
amoxicillin, ceftiofur, tiamulin, egy torzs szulfametoxazol-+trimetoprim, tiamulin, penicillin,
egy torzs pedig amoxicillin, szulfametoxazol+trimetoprim, és tiamulin esetében mutatott
rezisztenciat. 6 torzs volt rezisztens Osszesen 2 antibiotikumra, ezek koziil 4 torzs
szulfametoxazol+trimetoprim  és  tiamulin, 2  torzs pedig amoxicillin  és

szulfametoxazol+trimetoprim antibiotikumokra volt rezisztens

A korongdiffuzios modszerrel rezisztens torzseket csupan
szulfametoxazol+trimetoprim esetén (28%, 7 torzs) és penicillinnél (8%, 2 torzs) talaltunk.
Meérsékelten érzékeny torzseket csak tiamulinnal talaltunk (56%, 14 torzs). A
korongdiffiizios mddszer alapjan nem volt olyan torzs, amelyik 1-nél tobb antibiotikumra

rezisztens lett volna.

A két modszer kozotti eltérések okat nem tudjuk, okok lehetnek példaul a taptalajok
Osszetételének, a szilard taptalaj vastagsaganak eltérései, az antibiotikumok mindségének
hibai, a baktérium szuszpenziok toménységének eltérései. Az is lehet az ok, hogy nincs
minden antibiotikumra standard MIC és gatlasi zona értékek megadva, azokat tobb esetben
is mas forrasokbol kellett keresni, ahol nem volt mindig P. multocidara és kérédzokre

megadott érték.
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