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2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES
2.1.Pasteurella multocida

A Pasteurellaceae csaladba tartozo baktériumot Louis Pasteur mar 1881-ben izolalta,
mint baromfikolerat okozd agenset.[1] Azdta tobb mas gazdasagilag fontos betegség is
hozzakapcsolhatod, mint példaul a nyulak pasteurellozisa, sertések torzitd orrgyulladésa, a
szarvasmarhak vérzéses vérfertdzése.

A nyalkahartydk, foleg a felso légut és szajiireg természetes lakoi. Fakultativ patogén
baktériumként az emldsoket, madarakat és az embert is képes megfertozni féleg kutya és
macskaharapasok révén.[S] Vérzéses septikaemiaval jardo generalizdlt-, vagy fOleg
1égzdszervet, ritkabban mas szerveket érintd megbetegedéseket okoz.[3]

Gram- negativ, kisméretii, 0,3- 1 um széles, és 1-2 um hossza coccoid baktériumok vagy
rovid palcak.[4] Fimbriaval és burokkal rendelkeznek, csilloval nem. Gyakran jellemzo
rajuk a bipolaris festodés.

Areob, fakultativ anaerob baktériumok. Igényesek, tenyésztésiikhoz €lesztokivonatot és
vérsavot tartalmazo agar, vagy véresagar sziikséges. Erzékenyek a taptalaj pH-ja irant is, az
optimalis szamukra az enyhén ligos, vagy neutralis taptalaj. [2]

Telepeik 24- 48 ora, és 35°C-o0s homérsékleten ndnek ki, egyes torzsek pedig szén- dioxid
alatt jobban fejlodnek. [4]

A Pasteurella multocida torzsek sejtfalaban 1€vo antigénjei alapjan szamos modszerrel
szerotipizalhatok. A burkdban 1év6é poliszacharid antigénjei alapjan passziv
hemagglutinaciés probaval Carter és munkatarsai 5 féle (A, B, D, E és F) tipusba sorolta.[5]
Heddleston pedig 16 szerotipust kiilonboztettett meg a sejtfal lipopoliszacharid-
antigénjének gélprecipitacios probaja alapjan.[6]

A kiilonb6zd szénhidratok, mint példaul a szorbit és dulcitol fermentécios kiilonbsége
alapjan harom alfajt kiilonboztetiink meg: Pasteurella multocida subsp. multocida, subsp.
septica és subsp. gallicida. 2002-ben pedig egy negyedik alfajt adtak hozza, Pasteurella
multocida subsp. tigris. [7] Ezek megkiilonboztetése azonban epidemiologiai vizsgalatok
soran hasznalatos, nem pedig a rutin diagnosztikéaban.

A kevéssé ellenallo baktériumok kozé tartoznak, 60°C-os hdmérsékleten vagy formalin,
vagy a klorlug 1-3 %-os oldata percek alatt elpusztitja.[2] Sajat tenyészetében szobahon
kipusztul 3 nap alatt, hiitében tarolva is csupan 1 hétig életképes atoltas nélkiil. Azonban
elhullott allatokban, beteg allatok valadékaban és a tavak, itatovalytk vizében hetekig

¢letképes marad. [3]



2.2.Pasteurella multocida okozta betegségek szarvasmarhaban
2.2.1. Aszarvasmarha vérzéses vérfertdzése

A Pasteurella multocida B:2 Délkelet Azsiaban, a P. multocida E:2 pedig Afrikaban f6leg
monszunesdzésekhez kapcsolodva okozza a tomeges elhulldssal jar6 haemorrhagids
septikaemiat, vagy mas néven ,,bivalyvészt”. [8] 2013-ban Magyarorszagon is detektaltak P
multocida B-t, sertésekben.[9]

Elsésorban a bivaly, a szarvasmarha, ritkdbban mas vadon ¢é16 kérddzé és a sertés
betegsége a szubtropusi orszagokban. A betegség gyakran hirtelen elhullassal kezdédik, az
elhiz6do esetekben pedig az allatok 1-3 napos lappangasi id6 utan lazasak, étvagytalanok,
orrnyilasukbol pedig savo, vagy véres savo szivarog. Jellemzd tlinet a toroktajék és a
lebernyeg 6démas besziirddése, a ,,szakall”, amely miatt nehéz 1€gz¢és és kovetkezményesen
fulladas is bekovetkezhet. [3] A morbiditas, és a mortalitas is magas akar elérheti az 50-
100%-0t.[10]

A gyodgyitasara kiilonféle antibiotikumok hasznalhatoak, azonban ez csak a betegség
legelején, az 6démas tiinetek megjelenése eldtt alkalmazhatd eredményesen. Nagy hangsulyt
kell fektetni a megelozésre, az allatok megfeleld szallitasara, tartasara, esotol valo
védelmére, valamint léteznek vakcinak, melyekkel akar 9-12 honapig tartd védettség
elérhetd. [3]

2.2.2. Aszarvasmarha légz0szervi komplex betegsége

A BRDC egy Osszetett, multifaktorialis betegség amely féleg a borjakban, ritkdbban
feln6tt szarvasmarhékban okoz bronchitist, kruppos tiidé- és mellhartyagyulladast. Az egyik
legnagyobb gazdasagi veszteséget okozd kor a szarvasmarha tenyésztésben.[11]
Kialakulasaban fontos szerepe van a hajlamositd tényezoknek, mint a zsufolt tartas, nem
megfeleld szallitas, ezért foként az intenziven tartott hismarhaknal és nagylizemben tartott
tejtermeld allatoknal jelentds morbiditast €s mortalitast tud okozni. [12]

A 6 korokozok a P multocida foleg az A, ritkdn a D buroktipusu térzsei €s/ vagy a
Mannheimia haemolytica, Bibersteinia trehalosi, Histophilus somni ¢és Trueperella
pyogenes. [13] Ezek a féként fakultativ patogén korokozok hajlamositd tényezdok hatasara
onnalléan, vagy a korabbi virusfertézések okozta nyalkahartya sériiléseken keresztiil
szaporodnak el a szovetekben. [3] A legfontosabb viralis korokozok melyek szerepet
jatszanak a BRDC kialakuldsdban a BRSV (Bovine Respiratory Syncytial Virus), a
parainfluenza-3, a BHV-1 (Bovine Herpesvirus-1) és a BVDV(Bovine Viral Diarrhea
Virus).[14—-17]



A par hetes borjak anyjuktol, idsebb tarsaiktol altalaban aerogén uton fertézddnek meg,
majd honapokig is hordozzak és iiritik orrvaladékukkal a korokozokat. A kezdeti enyhe
tiinetek fokozatosan progredialnak, késobbiekben gennyes orrfolyas, nehézlégzés, kachexia
¢s néhany hét alatt elhullas kovetkezhet be.[3]

Feln6tt szarvasmarhdkban altaldban hosszabb, kimeritd szallitdsok utan jelentkezik a
pasteurellak okozta tiidégyulladas, melyet szallitdsi betegségnek (shipping fever) is
neveznek.[18, 19] Ez a betegség foleg a M. heamolyticahoz kothetd, de a P. multocida H.
somnival egyiitt ritkabb, de lehetséges korokoz6. Magyarorszagon eldszor 1970-ben irtak le
ezt a betegséget, egy Eszak- Amerikabol importalt tenyésziiszé- allomany megérkezésekor.
[20] Mar a szallitas alatt, vagy azt kovetd néhany nap elteltével 14z, heveny léguti tiinetek,
orrfolyés, nehézlégzés és kohogeés észlelhetd. Gyogykezelés nélkiil a beteg egyedek jelentds
része elhullhat.[3]

Abetegség kezelése hosszu folyamat, a beteg egyedeket el kell kiiloniteni, majd minimum
7 napig tartd antimikrobidlis szerrel kell kezelni azokat. Fontos betartani a jarvanytigyi
szabalyokat, biztositani kell a megfeleld tartasi, takarmanyozasi és szallitasi feltételeket, és
megfeleloen kell vakcinazni az allomanyokat a virusfertdzések ellen, igy akar meg is
elozheto a fert6zés.[3]

Léteznek megfeleld szerotipust, elolt P multocida és M. haemolytica torzseket
tartalmazo kivonatok, melyekbdl kiilonb6zé modszerekkel megelézésre alkalmas vakcina
allithato el6.[21] Ez a gyakorlatban ndlunk is hasznalatos, a fent emlitett baktériumtorzseken
kiviil parainfluenza virustorzset is tartalmaz ez az aluminiumgélhez adszorbedlt vakcina,
mellyel a borjakat eldszor 4-6 hetes korban oltjdk, majd 2 hét mulva ezt ismétlik, igy
csokkentve a tiidobetegségben elhullott egyedek szamat és a gyogyszerkoltséget is. A BRDC
ellen val6 védekezés gazdasagi szempontbol nézve is igen jelentds. Magyarorszdgon 2012-
ben a szarvasmarhak 1égzdszervi komplex betegsége okozta veszteség a tejeld szarvasmarha

allomanyban meghaladta az 1,7 milliard forintot.[22]

2.3.Antibiotikum rezisztencia
Napjaink meghatdrozé problémaja az egyre jobban fejlédd antibiotikum rezisztencia,
amely az egyik legnagyobb fenyegetést jelenti a kozegészségligyre, az allattenyésztésre és a
gazdasagos allati termék eldallitasara. A helyteleniil és a tulhasznalt antimikrobialis szerek,

melynek f6 forrasa az allattenyésztés és az egészségiigy okozzak a problémat. [23]



A baktériumok rovid generacios ideje teszi lehetdvé a gyors adaptaciot, emiatt az
antibakterialis szerek megjelenésétol, tehat az 1940-es évektdl kezdve csokkent azok
hatasossaga, rezisztens mikroorganizmusok alakultak ki. [24]

2010-ben 63200 tonna antibiotikumot hasznaltak vildgszerte haszonallatok betegségének
kezelésére és megeldzésre.[25] 2000 €s 2015 kozott 65%-al ndtt az antibiotikum hasznélat
az egész vilagon. [26] Vilagszerte koriilbeliil 700000 emberrel, az Eurdpai Unidban pedig
35000 emberrel végez az antibiotikum rezisztens baktériumtdrzsek okozta fertézés évente.
2050-re pedig ugy vélik, a rakos megbetegedések utan az AMR okozza majd a legtobb halalt
ha nem tesziink semmit ellene.[25, 27]

Megkiilonboztetiink ab ovo €s szerzett rezisztenciat. Az el6z6 akkor 1ép fel, amikor egy
mikroorganizmus eleve nem érzékeny az adott antibiotikumra vagy antibiotikum csoportra.
Erre példa, hogy a B- laktam antibiotikumok ab ovo hatastalanok a mycoplasmak ellen,
hiszen azoknak nincs sejtfala, igy ezek a sejtfal szintézis gatlo szerek eleve hatastalanok vele
szemben. Szerzett rezisztencia pedig példaul a baktériumok B-laktamaz enzim termelése. A
Beta Lactamase Data Base adatbazisban heti rendszerességel frissitve szamon tartjak az
eddig felfedezett B-laktamaz enzimeket, amelyeknek szama ma mar kozel 8000. [28] Az
AMR terjedhet az allatok kozott a rezisztens baktériumok cseréjével, a rezisztencia gének
baktériumok kozotti cseréjével, ami leggyakrabban plazmidokkal torténik, valamint
atadhatjak a rezisztencia gének genetikai elemek kozotti kicserélddésével is. Ezen kiviil nem
csak allatrol allatra terjedhet az AMR, allati eredetli élelmiszer fogyasztasaval is okozhat az
emberekben nehezen lekiizdhetd fert6zéseket. [29] Egy 2011-es gordg kutatdsban 428
huskészitménybdl szarmazo mintat vizsgaltak, melyben tobbek kozott 157 Escherichia coli
torzset izolaltak, amelyeknek csak 10,5%-a volt érzékeny antibiotikumokra. [30] Az MRSA
sulyos betegséget okozo baktérium, egyik felbukkano altipusa, a CC398 terjedését holland
kutatok a sertésekkel valo érintkezéshez kapcsoltak. [31]

A hatasos 1épések, mint példaul a rezisztencia vizsgalat adott antibiotikumokra kezelés
elott, s az antimikrobialis szerek megfeleld hasznalata, lelassithatjak ¢s mérsékelhetik a
rezisztens organizmusok negativ hatdsat. Erre valo utmutatdst ad az allatorvosoknak a
European Medicine Agency, amely 2018-ban 4 kategoéridba osztotta az antibiotikumokat.
Ennek megfelelden ,,A” kategoriaba keriiltek azok az antibiotikumok, amelyek keriilendoek,
¢lelmiszer termeld allatban tilos Oket alkalmazni és nincs allatgyogyaszati készitmény
beldliik az Europai Unidban. A ,,B” katergoriaba azok a szerek kertiltek melyek rezisztencia
vizsgalat utan hasznélhatoak, kizarolag akkor ha a kor gydgyitasdra nincs alkalmas

hatéanyag a ,,C” vagy pedig a ,,D” kategoriabol. Az altalunk vizsgalt antibiotikumok koziil
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a fluorokinolonok és a 3. generacios cefalosporin, a ceftiofur is a B csoportba tartozik. Az
utolsd két kategoériaban a koriltekintendéen és megfeleld Ovatossagal alkalmazhatd
gyogyszerek listajat lathatjuk. A ,,C” kategoriaban azok a szerek talalhatoak, melyek csak
akkor alkalmazhatoak, ha a ,,D” csoportba tartozo antibiotikumok hatastalanok, ebbdl a
csoportbol a florfenikol és makrolid antibiotikumokkal szembeni érzékenységet vizsgaltuk.
Az éltalunk vizsgalt tobbi antibiotikum mind az utols6é D csoportba tartozik, ezeket ajanljak
mint elsddleges szerek, ha antibiotikumos ellatasra szorulnak a beteg allatok.[32]

2017 juniusaban az Eurdpai Bizottsag elfogadta az AMR elleni igynevezett One Health
cselekvési tervet, melyben tobb mint 70 intézkedést vazolnak fel az emberi egészséggel, az
allatok egészségével és a kornyezettel kapcsolatban. Ennek értelmében Magyarorszagon is

szamos rendelet van hatdlyban a felelds gyogyszer hasznalatrol.

2.4. Antimikrobialis szerek

A kutatasunk soran vizsgalt antibiotikumok mindegyike hatasos lehet a tapigényes Gram-
negativ baktériumokkal szemben (P. multocida, M. haemolytica, B. trehalosi stb.), igy az
ezek altal okozott BRDC ellen is. Ezért ezen hatéanyagok hatasmodjat és rovid ismertetdjét
alabb taglalom.

2.4.1. Penicillin

1928-ban Sir Alexander Fleming véletlen felfedezése Orokre megvaltoztatta az
orvostudomanyt, ezzel meginditva az antibakterialis szerek felviragzasat. [33] A penicillinek
B- laktdmvazas antibiotikumok, a Penicillium notatum és P. chrysogenum penészgombafajok
termelik. [24, 34] A Fleming altal felfedezett szlik spektrumu penicillin-G laktdmgytirijé¢hez
egy tiazolidin gytiri €s egy benzilcsoport csatlakozik.

Hatasmechanizmusa a baktérium sejtfalaban 1évd peptidoglikan vaz szintézis gatlasan
alapszik. Igy a Gram- pozitiv baktériumok sejtfalat viszonylag egyszertien felbontja. A
Gram-negativok esetében a hatdsossaga mérsékelt, mivel a peptidoglikdn vazat vastag
lipopoliszacharid réteg veszi koriil, ezért csak a porin csatornakon képes bejutni a hatéanyag.
Idofiiggd baktericid antibiotikum. Széles terapids savval rendelkezik és kevés mellékhatasa
van.[24]

A penicilinnel szembeni rezisztencia igen gyakori, ab ovo rezisztensek a sejtfal nélkiili,
az intracellularis, sav és alkoholalld baktériumok valamint azok, amelyeknek sejtfalan kevés
a porin csatorna (példaul Pseudomonas aeruginosa), igy a szer nem képes athatolni. A
szerzett rezisztencia leggyakoribb oka pedig a baktériumok altal termelt 3- laktamdz enzim,

amelybdl ma mar kozel 8000-et ismeriink. [28]
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Tapigényes Gram- negativ baktériumok ellen jo hatasfokkal rendelkezik, ezt bizonyitja
egy 2008-as tanulmany is, ahol 368-bol mindegyik Pasteurella multocida torzs érzékeny
volt penicillinre.[35]

2.4.2. Amoxicillin

A B-laktdmokhoz tartozé amoxicillint 1972-ben forgalmaztak eldszor, és azota is az egyik
legtobbet hasznalt gyogyszer a csoportjabdl, kivalod bioldgiai hasznosulasa és kozepesen
széles antimikrobidlis spektruma miatt.[36]

Az ampicillinbdl 1étrehozott félszintetikus aminopenicillin, el6djétdl csak a fenol oldallanc
hidroxilacidjaban tér el. [37]

Id6fliggd baktericid antibiotikum, a baktérium sejtfalszintézist gatolja. Hatasspektruma a
penicillinhez hasonld, azonban a Gram-pozitiv baktériumok ellen hatékonysaga kisebb.[24]
Magyarorszagon a BRDC kezelésére a masodik leggyakrabban alkalmazott antibakterialis
szer a makrolidok utan. [22] Az ellene kialakulo rezisztencia pedig egyre nagyobb mértékii,
ezt bizonyitja egy 2009-es tanulmany is ahol sertésekbdl izolalt 233 P. multocida torzset
vizsgalva 187 torzs, tehat 80,3%-uk rezisztenciat mutatott amoxicillinnel szemben.[38]
Gyakran alkalmazzdk klavulansavval kombinalva, kivédve ezéltal a B- laktamaz enzimeket.

2.4.3. Ceftiofur

A cefalosporinokat 1945-ben kezdték izolalni Cephalosporium acremonium
tenyészetekbdl és mara a legtobb hatdoanyagot szamlald antibakterialis gyogyszercsoportta
valtak. Human ¢és allatgydgyaszatban is gyakran alkalmazzak kedvez6 szelektiv toxicitasuk
¢s széles antibakterialis spektrumuk miatt.[24, 39, 40] A ceftiofur, egy félszintetikus B-
laktdimvazas vegyiilet, hatismechanizmusa a penicillinnel megegyezik. A cefalosporinok
generaciokba torténd beosztdsa a hatdéanyagok antibateridlis spektruma és laktamaz
stabilitasa alapjan torténik. A ceftiofur ennek alapjan egy harmadik generacios cefalosporin,
kifejezett laktamaz- rezisztenciaval, széles korben hatékony Gram-negativ baktériumokkal
ellen, azonban Gram-pozitivokkal szemben az elsé generacios antibiotikumokhoz képest
mérsékelt hatasa. [24]

Felszivodasa a natrium és hidroklorid s6inak esetében gyors, mig szabad kristalyos sav
formaban lassu, és akar 150 o6ras depod hatast is biztosit 1égiti megbetegedésekben, az
érzékeny korokozok ellen. [24]

Mar régota vizsgaljak a ceftiofur antibiotikum érzékenységét szarvasmarhabol izolalt P,
multocida torzsekben, ahol eddigiekben rezisztens torzset ritkan, vagy nem talaltak ezzel a

szerrel szemben, azonban a folyamatos monitorozas itt is elengedhetetlen.[41-44]



2.4.4. Spektinomycin

A streptamint tartalmazo6 spektinomycin eltéréen az aminoglikozidoktol, nem tartalmaz
glikozidos kotést, igy ez a legkevésbé hatékony aminociklitol. A Streptomyces spectabilis
baktériumbol eldszor 1961-ben izolaltak.[45] Csoportjaban egyediilalloan bakteriosztatikus
hatdsu, de ugyanugy a 30S riboszéma alegységen gatolja a bakterialis fehérjeszintézist a 16
rRNS-hez vald irreverzibilis kotésen keresztiil. Az aminoglikozidokhoz hasonlo
hatasspektrummal rendelkezik. Staphylococcusok ¢s Gram- negativ aerob baktériumok ellen
hatékony, valamint kiemelkedéen hat mycoplasmék ellen. Mivel a vegyiilet nem tartalmaz
glikozidos kotést, igy az aminoglikozidokra jellemzdé nefro-, és ototoxicitds ennél a
gyogyszernél elhanyagolhato. Per os gyakorlatilag nem szivodik fel, ezért leggyakrabban
parenteralisan, léguti korképek kezelésére alkalmazzak, gyakran linkomicinnel kiegészitve.
Nagy hatranya, hogy a rezisztencia ellene gyorsan €s gyakran kialakul, nem plazmidon,
hanem kromoszoman kodolva, amely igy tartosan fennmarad akar egyszeri terapias
alkalmazas utdn is.[24]

2.4.5. Oxitetraciklin

A haszonallatok részére ma is az egyik legnagyobb mennyiségben forgalmazott
antibiotikumot el6szor 1948-ban allitottak eld Streptomyces rimosus fermentlevébol. A
tetraciklinek csoportjaba tartozé oxitetraciklint eldszor négy gylriibdl allo szerkezetének
megfelelden terramycinnek nevezték el. [46] Jellegzetes barnas-sarga szinli vegyiilet, UV-
fényben fluoreszkal. Enyhén savas kémbhatasu, higroszkopos, amfoter jellegii molekula. A
fehérjeszintézist gatolja a bakteridlis riboszoma 30S alegységén azaltal, hogy
megakadalyozza az aminoacil-tRNS kapcsolodasat az mRNS-riboszéma komplexhez. A
bakteriosztatikus, rovid hatdst oxitetraciklin spektruma széles, szdmos baktérium- és
protozoonfaj ellen is hat. Felszivodasa valtozo, két- és haromértekli fémionokkal pedig
komplexet képez, ezért per os adagolva figyelni kell a takarmany OsszetevOire, nehogy
csokkentsiik a szer bioldgiai hasznosulasat.[24]

Nagyon gyakori vele szemben a szerzett rezisztencia, ezért az Enterobacteriaceae csalad
tagjai és a Gram-pozitiv coccusok ellen az esetek tobbségében hatdstalan. A rezisztencia
kialakulasanak leggyakoribb oka, a multidrug effluxpumpa-aktivitas fokozddéasa, valamint a
riboszomalis kotohely szerkezetének megvaltoztatasa. A rezisztenciagének transzpozonok
¢s plazmidok altal terjednek. A P. multocida esetében megkiilonboztetiink exportereket
kodolo géneket (tet(H), tet(B), tet(G), tet(L)) €s a riboszéma protektiv fehérjéket kddold
tet(M) rezisztenciagént.[24, 47, 48]
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2.4.6. Makrolid antibiotikumok

A makrolidok lipofil vegyiiletek, gyenge bazisok ennek megfeleléen szovetekbe jol
penetralnak, intracellularis koncentracidjuk magas, kifejezetten a tiidében, ami igen kedvezo
léguti  fertézések kezelésekor. Szerkezetiiket tekintve kozos jellemzdjik, hogy
makrocilkikus laktongytirit tartalmaznak, amelyhez egy vagy tobb cukorszarmazék
kapcsolodik. Hatékonyak mycoplasmakkal, Gram-pozitiv aerob és anaerob, valamint Gram-
negativ tapigényes ¢és anaerob baktériumokkal szemben is. Bakteriosztatikus, a tiidében
ioncsapdaba esve baktericid hatdsmoduak, az 50S riboszoma alegységhez reverzibilisen
kapcsolodva gatoljak a bakterialis fehérjeszintézist, a transzlokacio
megakadalyozasaval.[24]

Az Enterobacteriaceae csalad tagjai ab ovo rezisztensek makrolidokkal szemben, ezen
kiviil pedig leggyakrabban egylépcsds kromoszomalis mutacid miatti rezisztenica alakul ki
ellentik, gyakori a hatdbanyagok kipumpalasa, a makrolid efflux mechanizmus, amely génen
kodolt és genetikailag mobilis elemekkel terjedhet.[24] Ujvari Barbara és Magyar Tibor
2022-es tanulmanyadban Magyarorszagon 58 szarvasmarhabol izolalt P multocida
baktériumtorzs koziil 58-ban talaltak macAB efflux pumpat kodold gént, PCR szekvencia
analizissel, amely makrolidokra specifikus. [49] Azonban figyelembe véve azt is, hogy ezek
az antibiotikumok a tiidében magas intracellularis koncentracio elérése révén baktericidekké
valnak, az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat érdemes lehet in vivo elvégezni in vitro
helyett, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy ezek a szerek klinikailag aktivnak és
hatékonynak bizonyulnak-e.[50]

2.4.6.1.Tilmikozin

Kizarolag allatgyogyaszati célbdl hasznalt félszintetikus makrolid, mely a tylosinbdl
szarmaztathato. A vegyiilet 16 tagli makrolid gyliribdl és mikamin6zbol all. Csoportjaban
az egyik legtoxikusabb vegyiilet, parenteralisan alkalmazva egyes allatoknal kardiogén
sokkot okozhat, ezért kizardlag bor ala adhatd szarvasmarhanak, juhnak és nyulnak.[24]
1996 és 2004 kozott egy kiilfoldi kutatas soran vizsgalt 231 P. multocida baktériumtorzsek
koziil csak 16 darab (6,9%) mutatott rezisztenciat.[51] Ehhez képest a fentickben mar
emlitett Ujvari és Magyar altal készitett disszertacioban az 58 P. multocida torzs koziil 30
érzékeny tilmikozinra, a tobbi rezisztens (48,3%).[49].

2.4.6.2. Tulatromicin

A tilmikozinhoz hasonléan szintén kizarolag allatorvosi célbol alkalmazhato,

félszintetikus makrolid. A vegyiilet két izomerbdl 4all, melyet egy 13 valamint egy 15 tagl

laktongyfirti alkot. A triamilidek alcsoportjdba soroljak, mivel harom poléris amin csoportot
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tartalmaz molekuldja és altalanossdgban elmondhaté a makrolid antibiotikumokrol, hogy
min¢l tobb nitrogénatomot tartalmaz a hatéanyag, annal nagyobb a baktériumba valo
penetracios készsége. Mycoplasmak ellen a leghatékonyabb antibiotikum, mellékhatasai
ritkak.[24] Kanadéban 2015 és 2016 kozott gytjtott 135 P. multocida izolatumok 79,3%-a
rezisztensnek mutatkozott. [52]

2.4.7. Florfenikol

A kloramfenikol félszintetikus fluorinalt valtozata a florfenikol, az egyik leggyakrabban
hasznalt antibiotikum szarvasmarhdk 1€gzdészervi komplex Dbetegségében ¢és
pododermatitisben. A kloramfenikolt mar 1948-ban felfedezték, a florfenikol azonban csak
1991-ben jelent meg és 1995-t61 hasznalatos az Eurdpai Unidban szarvasmarhak kezelésére.
[24, 53, 54] A kloramfenikol szamos sulyos mellékhatdsa, mint példaul az aplasztikus
anémia ¢és a Gray szindroma miatt hasznalata ma mar human vonalon és haziallatoknal sem
engedélyezett.

A florfenikol antimikroba ellenes hatasa kedvezdbb elddjénél, aromas, lipofil molekula,
tehat felszivodasa ¢és szOveti megoszlasa is nagyon hatékony. Bakteriosztatikus
fehérjeszintézist gatld antibiotikum, magas koncentracioban pedig baktericid tulajdonsaggal
rendelkezik. Mind Gram- pozitiv és Gram- negativ baktériumok ellen is hatdsos.[24]

A régota ismert florR gén, egy efflux pumpat kodol az Enterobacteriaceae csaladba
tartoz6 baktériumok nagy részében, és képes a florfenikolt is eltdvolitani a sejtfalon
keresztiil. Egy 2005-6s tanulmény kimutatta egy Pasteurella multocida torzsben is ezt a
rezisztencia gént.[54]

2.4.8. Fluorokinolonok

A nalidixsav az elsé kinolon- szarmazék, amelyet 1962-ben hasznaltdk el0szor a

klinikumban hugyuti fertézések kezelésére, mara elavult szernek szamit. Helyette az 1970-
es évektol kezdve a fluor atomot is tartalmazo fluorokinolonokat alkalmazzak, kivalo
farmakokinetikai tulajdonsagaik €s alacsony toxicitasuk miatt. [55]
Ezek a hatéanyagok szintetikusan eldallitott mikrobaellenes szerek. Kémiailag hasonloak,
kettos gytir(it tartalmazo kinolinbdl allnak, amelyben az antibakterialis hatas kialakuldsdhoz
alapvetd, hogy a 3. szénatomon karboxil-, a 4. szénatomon keto- csoport, a 6. szénatomhoz
pedig fluor atom kapcsolodik.[24]

Koncentraciofliggd, baktericid antibiotikumok, célpontjuk a DNS- topoizomeraz
komplex, melyhez reverzibilisen kapcsolédva meggatoljak a DNS- szal Gjraegyesitését, igy
akadalyozzdk az Osszekapcsolt kromoszomalis struktira fenntartasat. A fluorokinolonok

affinitisa nagyobb a baktériumok topoizomeraz enzimeihez, mint a gazdaszervezet
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sejtieiben 1évokhoz, mérsékelten toxikus vegylileteknek szadmitanak. A Gram- negativ
baktériumok ellen a DNS-girdz (II. tipusu topoizomerdz) enzim gatlasan, a Gram-
pozitivakkal szemben pedig a IV. tipusu topoizomeraz gatlasan keresztiil hat. [24]

A veliik szembeni rezisztencia leggyakrabban a gyrA4 és a parC gének mutacidja révén
alakul ki, ezeknek hatasara a bakteridlis topoizomeraz enzim kotéhelye megvaltozik, igy a
kinolon molekuldk képtelenek hozzako6tddni. [24]

2.4.8.1.Enrofloxacin

Az els6 fluorokinolon melyet allatgydgyaszatban alkalmaztak, 1984-ben
szabadalmaztattak, széles hatdsspektrumanak kdszonhetden rengeteg fertdzés kezelésére
alkalmas szer. [56]

Ez a masodik generacios fluorokinolon kifejezetten hatdsos Gram- negativ
baktériumokkal szemben, intracellularis korokozokkal szemben jo, Gram- pozitivak ellen
pedig mérsékelt a hatasa.[24]

2.4.8.2.Danofloxacin

Husmarhdk BRDC betegségének kezelésére alkalmatos szintetikus 2. generacios
fluorokinolon, kizarolag allatgyogyaszati célra hasznalhato készitmények érhetoek el. [57]
Hatasmechanizmusa és spektruma is megegyezik az enrofloxacinnal. Kanadaban ¢és az
Egyesiilt Allamokban 2004 és 2014 kozott gyiijtott 4054 darab P, multocida izolatum 12,1%-
a az érzé¢keny hatar fol6tt volt, tehat mérsékelt érzékenységet vagy rezisztencidt mutatott ez

ellen a gyogyszerhatéanyaggal szemben.[58]

2.5. A hazai és kiilfoldi vizsgalatok eredményeinek 6sszegzése

Mivel a Pasteurellacae csalad tagjai jelentds karokat okozhatnak az allattenyésztésben,
ezért kiilfoldi és hazai szinten is jol ismert és kutatott baktériumok, és nem kivétel ez alol az
antibiotikum érzékenységiik sem.

Magstadt és munkatarsai 2013 és 2015 a szarvasmarhak l€gzdszervi komplex betegség
bakterialis patogénjeinek antibiotikum érzékenységét kutatatta. Ez a vizsgalat, a f6 hangstlyt
a kezelések utani rezisztencia kialakulasara forditotta, eredményeiknél jol 1athato, hogy az
altaluk vizsgalt 8 antibiotikum koziil 7-nél minden egyes kezelés utdn ndétt az adott
antibakterialis szerrel szembeni rezisztencia. [59] Tehat ez a kutatas is jol bizonyitja, hogy a
nem megfeleléen dozirozott és/vagy olyan antibiotikum hasznalata, amely ellen eleve
rezisztens a baktériumtorzs csak jobban ndveli a rezisztenciat. Ezért is fontosak az

antibiotikum érzékenységi tesztek folyamatos mérése a mindennapi kezelések soran is.
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Watts ¢és munkatarsai 1988-t6l 1992-ig évenkénti lebontdsban vizsgalta BRDC
betegségben szenvedd szarvasmarhak Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida és
Histophilus somni torzsek érzékenységét 7 antimikrobialis szerrel (ampicillin, ceftiofur,
eritromicin, tilmikozin, tetraciklin, spektinomycin és szulfametazin) szemben, Eszak-
Amerikaban. Ennek soran csak a ceftiofurra voltak érzékenyek 100%-ban a P. multocida
torzsek. Ezt kdvette a sorban az ampicillin 88,1% ¢és a spektinomycin 76,4% érzékenységi
értékkel. A legnagyobb rezisztenciat eritromicinnél talaltak, a vizsgalt izolatumoknak csupan
16%-a mutatkozott érzékenynek.[42]

2000-t61 2009-ig szintén Eszak- Amerikaban Portis és munkatarsai minden évben tobb
szaz szarvasmarhabol izolalt P multocida torzs antibiotikum érzékenységi vizsgélatat
végezték el, 8 antimikrobidlis szerrel (ceftiofur, penicillin, danofloxacin, enrofloxacin,
florfenikol, tetraciklin, tilmikozin ¢&s tulatromicin), leves mikrohigitdsos modszert
alkalmazva. Az egyetlen antibiotikum, amelyre 100% érzékenységet talaltak a 10 év alatt,
ugyancsak a ceftiofur, ahogy az eldz6 kutatdsban is. Az elsd vizsgalt év soran 100%-ban
érzékenyek voltak a torzsek ezen kiviil enrofloxacinra és florfenikolra azonban 2009-re
elobbi esetében ez lecsokkent 91,2%-ra, utobbi pedig 88,1%-ra. A kutatott izolatumok a
legnagyobb rezisztenciat tetraciklinnel szemben mutattak; az els0 vizsgalat soran is csak
67,8%-a, az utolsonal pedig 57,3%-a volt csak érzékeny a torzseknek erre a
gyogyszerhatoanyagra. Penicillin és danofloxacin esetében az érzékenység nétt, elobbinél
91,8%-161 94,2%-ra, utdbbindl pedig 88,2%-r61 90,2%-ra, habar danofloxacinnal az elsd
vizsgalt év 2004 volt. A makrolid antibiotikumok koziil tulatromicinnél az értékek
stagnaltak, 2004-ben 93,8%, 2009-ben 93,2% volt érzékeny. Tilmikozinnal is latszik, hogy
az antibiotikum rezisztencia sulyosbodott az évek soran; 2000-ben a MICso 4pg/ml, MICog
érték 16pug/ml volt, 2009-ben MICso 8pg/ml-re, MICq pedig >64pg/ml értékre nott.[43]

A VetPath egész Europat atoleld folyamatos antibiotikum érzékenység monitorozasi
program, melynek soran 2002-t61 2006-ig és 2009-t61 2012-ig 1égzdszervi tiineteket mutato,
de nem kezelt szarvasmarhakbol izolalt Pasteurella multocida vizsgalatat is elvégezték leves
mikrohigitdsos modszerrel szamos antibiotikumra. Ezeket az adatokat attekintve az (jabb
vizsgalat sokkal nagyobb mértékli rezisztenciat mutat makrolid antibiotikumokkal és
tetraciklinnel szemben mint a korabbi. [60, 61]

Yoshimura és tarsai 1994 és 1998 ko6zott szarvasmarhabol gytjtott 72 darab P. multocida
izolatumok antibiotikum érzékenységét vizsgaltdk agar mikrohigitasos maddszerrel
Japanban. Ennek eredményeképpen a legnagyobb MICsy ¢és MICoo értékkel a

dihidrosztreptomicin rendelkezett, ezt kovette a sorban a kanamicin, mindketté hatéanyag
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az aminoglikozidok csoportjaba tartozé antimikrobidlis szer. A torzsek enrofloxacinra és
ceftiofurra bizonyultak a legérzékenyebbnek.[62]

Szintén egy Japan kutatasban Katsuda ¢és tarsai 2009-t61 2012-ig, borjakbol gytijtott, 378
P multocida torzs antibiotikum érzékenységét vizsgaltdk, ugyancsak agar higitasos
modszerrel 9 antimikrobidlis szerre. A legtobb rezisztens torzs, 82 darab, oxitetraciklinnel
szemben volt, ezt kovetve a sorban a tiamfenikol 50 rezisztens baktériumtorzzsel. Az sszes
izoldtum érzékenynek bizonyult a vizsgalt cefalosporinokkal (cefazolin, cefkvinom,
ceftiofur) és enrofloxacinnal szemben. [63]

Egy 2020-as spanyol kutatdsban P. multocida B buroktipusi torzsek antibiotikum
érzékenységi vizsgalata soran a kovetkezdket talaltdk. A 76 mintat szarvasmarhabol (18
darab) és sertésbol (58 darab) izolaltak és 10 gyogyszerhatdanyagra nézték Oket
mikrohigitdsos modszerrel. Szarvasmarhaban csak linkomicinre (94,4%) és penicillinre
(5,6%) talaltak rezisztens torzset, valamint mérsékelt érzékenységet mutatott a torzsek
22,2%-a szintén penicillinre, valamint 5,6%-a a térzseknek enrofloxacinra és tetraciklinre.
A sertés izoldtumokban azonban nagymértékii rezisztencia mutatkozott linkomicin (100%),
tetraciklin (29,3%), penicillin (27,6%), oxitetraciklin (20,7%), kloramfenikol (17,3%),
gentamicin (15,5%) és enrofloxacin (6,9%) esetében is. Az egyetlen antibiotikum itt is a
ceftiofur, amire a térzsek 100%-a érzékeny volt.[44]

Korong diffuzios tesztek alapjan, egy pakisztani 2013 -as tanulmany soran a P. multocida
torzsek érzékenységet mutattak gentamicin, trimetoprim, ceftiofur, ofloxacin és norfloxacin
hatdéanyagokra ¢és rezisztensnek mindsiiltek aztreonam ¢s amoxicillin-klavulansavval
szemben.[64]

Hazai viszonylatban a mar korabban emlitett Ujvari és Magyar kutatasa foglalkozott
szarvasmarhabol (58 darab) és kiskérddzobdl (42) izolalt P. multocida torzsek antibiotikum
érzékenységi vizsgalataval, ahol makrolid antibiotikumok ellen fellépd rezisztencia
eredményeit hasonlitottak 6ssze 2011 elotti és 2012 utan gyiijtétt mintakbol. Eritromicin
esetében a 2011 elotti szarvasmarhabol izolalt mintak MICso értéke 4ug/ml volt MICo
16pg/ml, elébbi 2012 utdni mintdkndl 8pg/ml-re utdobbi pedig 256pg/ml-re nott.
Tilmikozinnal hasonlé eredmények lettek, ennek MICso értéke 4-r61 32ug/ml-re, MICoo
pedig 16-r61 32ug/ml-re emelkedett.[49]

2009-ben Sellyei és munkatarsai baromfiban ¢€s sertésben korong diffuzids modszerrel
vizsgalta a P. multocida torzsek érzékenységét. Sertésben az 56 vizsgalt izolatum 30,5%-a
rezisztens volt apramycin, 17%-a szulfonamidok, 6%-a tetraciklin és 3%-a pedig

kloramfenikol, doxiciklin, eritromicin, florfenikol, flumekvin és potencialt szulfonamid
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antibiotikumokkal szemben. Nagyfoku rezisztencia mutatkozott a baromfi izolatumok
vizsgalata soran is szamos gyogyszerhatdoanyagra.[65]

2018-t61 2021-ig sertések 1€gzdszervi komplex betegségét okozo bakterialis patogének
érzékenységi kutatdsdban a P. multocida izolatumok 100%-ban érzékenyek voltak
amoxicillin, tulatromicin, florfenicol és enrofloxacin antibiotikumra, 100%-ban pedig
rezisztensek szulfametoxazol/trimetoprim kombinacidra. Magas rezisztenciat mutattak még
doxiciklinnel szemben is, 30,8%-ot. [66]

A fentiekbdl tehat jol 1athatd, hogy az antibiotikum rezisztencia egyre jobban stilyosbodik

¢€s monitorozasa elengedhetetlen az ellene vald kiizdelemben.
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3. CELKITUZESEK

Az embereket és az allatokat egyre nagyobb mértékben fenyegetd antibiotikum
rezisztencia miatt kutatasunk célja az volt, hogy atfogd képet kapjunk Magyarorszag
szarvasmarha allomanydban mely antimikrobialis gyogyszerek mindsiilnek még
hatékonynak Pasteurella multocida okozta 1égzdszervi béantalmak esetén. Ennek
megfelelden 50 kiilonbozd telepiilésrdl szarmazo P. multocida baktérium torzs antibiotikum
érzékenységét vizsgaltuk 10 gydgyszerhatdanyaggal szemben, leves mikrohigitasos
modszerrel és korongdiffuzids teszttel.

Célunk volt ezen kivill az is, hogy a két kiillonbozé modszer eredményei alapjan
Osszehasonlitsuk ezek megbizhatosagat, valamint Osszevessiik az eredményeket a
nemzetkozi és a hazai trendekkel egyarant. Igy megtudhatjuk ezéltal, hogyan alakul

hazankban az antibiotikum rezisztencia.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1.A felhasznalt baktériumtorzsek

Osszesen 50 darab szarvasmarha gazdafajbol izolalt Pasteurella multocida torzset
hasznéltam a vizsgélatokhoz, melyek mind magyarorszagi telepiilésekrdl eredetheztetok,
2017 és 2023 kozotti idéintervallumbol. A szarmazasi helyeket az 1. dbran tiintettem fel. A
mintdk egy részét az Allatorvostudoméanyi Egyetem Jarvanytani és Mikrobiolégiai Tanszék,
masik részét pedig az Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosiag bocsajtotta
rendelkezésemre, ezeken kiviil pedig 3 torzs sajat gylijtésbol szarmazik. A térzsekbdl 36
darab tiid6bdl és 9 orrtamponbdl szdrmazik, 2 bronchoalveolaris mosasbodl, a tobbi pedig

egyeb szervekbdl €s valadekokbol kertilt izolalasra.
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1.abra A vizsgalt P. multocida torzsek szarmazasi helye
4.2. A baktériumok izolalasa és azonositasa

A sajat gyljtésbol foként 1égzdszervi tlineteket mutatd Holstein-friz borjakbol vett,
fiziologias sooldattal feltdltott orrtampon mintakat hiitott allapotban valo tarolas €s szallitas
utan véresagarra oltottunk ¢€s szélesztettiink. A tenyészetek 37°C-os termosztatban 24 ora
alatt néttek ki, mindegyik vegyes tenyészetet mutatott. Ezutan vizsgaltuk a telepek szinét,
nagysagat, allagat, szagat ¢s hemolizal6 képességét. Amelyek egy taptalajon megfeleltek a
Pasteurellaceae csalad telepmorfologidjanak, azokbol szintenyészetet készitettiink. A
primer tenyészeteket ujabb 24 6ran at inkubaltuk, igy az esetlegesen lassabban nové fajokat
is megfigyelhettiik. Ezt kovetden 24 ora utdn vizsgaltuk az igy elkészitett szintenyészeteket,

¢s kovetkezett az azonositas. Ha a B-hemolizist nem mutat6, indol, gliikdz és mannit pozitiv,
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ureaz, laktoz és maltoz teszt negativnak bizonyult torzseket Gram szerint megfestve negativ,
coccoid palcakat lattunk, a torzseket mint Pasteurella multocida bevettiik a vizsgalatunkba.
Sajat 25 darab orrtampon minta gylijtésbol végiil 3 torzset sikeriilt izolalnunk.

4.3.Az antibiotikum- érzékenység vizsgalata

4.3.1. Antibiotikum- érzékenység meghatarozasa korongdiftfuzidos modszerrel

Az Osszes torzset a CLSI altal kiadott ajanlasoknak megfelelden vizsgaltam
korongdiftfuziés modszerrel.[67]
A baktériumtorzseket -80°C-on torténd tarolds utan véresagarra kioltva 24 6ran keresztiil
inkubaltam 10% CO,-dal dusitott atmoszféraji 37°C-os termosztitban. A friss
tenyészetekbol 1 ml fiziologids sooldatba 0.5 McFarland stirliségli szuszpenzidt
készitettiink. Steril vatta-tampon segitségével Miiller Hinton taptalajra oltottuk a kész
szuszpenzidét melyre az antibiotikummal impregnalt korongok keriiltek. Osszesen 9
antibiotikummal szemben vizsgaltuk a torzsek érzékenységét ezzel a modszerrel, melyek a
kovetkezéek wvoltak: penicillin, amoxicillin, ceftiofur, spektinomycin, oxitetraciklin,
tilmikozin, tulatromicin, florfenikol, és enrofloxacin. A gyogyszerhatéanyagokkal atitatott
korongok egy része a Biolab Zrt. termékei, masik része pedig Oxoid mérkajia. Danofloxacin
korongokat készlethiany miatt nem tudtunk beszerezni kutatasunkhoz, igy ezzel az
antibiotikummal csak a leveshigitadsos mikromddszer vizsgélatot végeztiik el.
Ezutan 24 o6ras 37°C-os inkubacio kovetkezett. Végezetiil a korongok koriilotti gatlasi
zonakat olvastam le egy vonalzd segitségével, majd a kapott értékeket milliméterben
feljegyeztem. A kapott eredményeket a CLSI altal megszabott hatarértékek alapjan biraltam
el, amit az 1. tdblazatban foglaltam 6ssze. [67] Az 1. és a 2. tablazatban az antibiotikumok

roviditésének feloldasa a roviditések jegyzékében olvashato.

CLSI hatarértékek

korongdiffuzio (mm) leveshigitas (ug/ml)

S [ R S I R
AMX >17 17 <17 <1 1 >1
EFT >21 18-20 <17 <2 4 >8
DAN >22 18-21 <17 <0,25 0,5 =1
ENRO >21 17-20 <16 <0,25 05-1 >2
FLOR >19 15-18 <14 <2 4 >8
OXT >24 <23 <2 4 >8
PEN >17 17 <17 <0,25 0,5 >1
SPEC >14 11-13 <10 <32 64 >128
TIL >14 11-13 <10 <8 16 >32
TUL >18 15-17 <14 <16 32 >64

1. tablazat A CLSI dltal kiadott hatarértékek az altalunk vizsgalt antibiotikumokra

S:Susceptible- Erzékeny, I:Intermediate-mérsékelten érzékeny, R: Resistant- rezisztens
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4.3.2. Antibiotikum érzékenység vizsgalata E- teszttel

Ez az eljaras a korong diffuzios modszerrel megegyez6, azonban a végén a korongok
helyett az antibiotikummal atitatott tesztcsik keriilt a baktériumszuszpenzidval beoltott
Miiller Hinton agarra. Ezt a modszert szurdprobaszeriien egy-egy torzsre €s spektinomycin
esetében végeztiik csak el, ahol eltéréseket tapasztaltunk a leveshigitdsos mikromddszer és
a korongdiffuzios teszt kozott. A hasznalt tesztcsikok Liofilchem termékek voltak.

4.3.3. Minimalis gatlo koncentracié meghatdrozasa

Ehhez a teszthez a leves mikrohigitdsos modszert alkalmaztuk szintén a CLSI altal kiadott
szabvanyok szerint. [67] A reakcioelegyhez sziikségem volt taptalajra, az antibiotikumokra
munkahigitasban és a baktérium szuszpenziokra.

A taptalaj kation kiegészitett Miiller Hinton leves, melynek eléallitasahoz 100 ml Miiller
Hinton leves, 190ul Ca?* és 81ul Mg?" torzsoldat keriilt. A Ca?* torzsoldat eléallitasahoz
3,68 g kalcium- klorid dihidratot kell feloldani 100 ml deionizalt vizben, Mg?* térzsoldathoz
pedig szintén 100ml deionizalt vizben 8,36g magnézium-klorid hexahidratot.

A baktérium szuszpenzio készitéséhez friss, 24 Orads Pasteurella multocida tenyészeteket
hasznaltunk véresagaron. Ez utan a tenyészetbdl 2 telep Pasteurella multocida baktériumot
4 ml fiziologias sdoldatba helyeztem, és vortex segitségével homogenizaltam a baktérium
szuszpenziot.

Az antibiotikum oldathoz pedig a megfelelé mennyiségii torzsoldatbol ¢és taptalajbol
készitettem el az oldatokat.

A bemérésnél a 96 lyukt lemez minden csdvébe 50 ul taptalajt mértem, minden sor 1.
csoveébe pedig S0 ul antibiotikum oldatot. Az 1-t6l a 11-es csdig elkészitettem a kettes alapu
higitasi sort, melyet az 2. tdblazatban részletezek az egyes antibiotikumokra lebontva. A 12.
csObe nem Kkeriilt antibiotikum, ez szolgalt kontrollként az eredményeimnél, milyen
zavarossagot képesek okozni a szuszpenzidban gatlas nélkiil. Utolso 1épésként pedig minden
cs6ho6z 50 pl baktérium szuszpenzidt mértem, majd pedig lefedve 24 oran keresztiil 37 °C-
os termosztatban inkubaltam a lemezeket. A 24 o6ra elteltével az eredményeket jelentd
zavarossag ¢értékeket ELISA olvasdval 450nm hulldmhosszon allapitottam meg. Utolsé
Iépésként az eredményeket a CLSI altal megszabott hatarértékek alapjan soroltam be,

melyek értékei az 1. tablazatban olvashatoak. [67]
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Hatoanyag
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
koncentracio
SPEC, TIL | 256 | 128 | 64 | 32 | 16 8 4 2 1 0,5 0,25
TUL 128 | 64 | 32 | 16 | & 4 2 1 0,5 0,25 | 0,125
FFC,AMX,
64 | 32 | 16 | 8 4 2 1 0,5 | 0,25 | 0,125| 0,06
OTC
EFT, PEN 32 16 8 4 2 1 0,5 |0,2510,125| 0,06 0,03
ENRO,
8 4 2 1 ]105]0,25]0,125| 0,06 | 0,03 | 0,015 | 0,0075
DANO

2. tablazat: A haszndlt antimikrobidlis szerek kiindulasi koncentrdcioi és a beldliik készitett kettes
alapu higitasi sor ug/mi-ben kifejezve

4.3.4. Csiraszamlalas

Csiraszamlalas altal bizonyosodhatunk meg arrol, hogy vizsgalatunk soran felhasznalt
baktérium szuszpenzidok megfeleld szamu baktériumot tartalmaztak-e. A leveshigitasos
mikromodszerhez hasznalt baktérium szuszpenziokbol 10-es alapu higitasi sort készitettem.
Minden higitasbol 50 pl szuszpenziot mértem ki egy pipetta segitségével, majd véresagar
taptalajra oltottam. A szuszpenziot egy alkoholba martott és leé¢getett majd visszahlitott
livegbottal szélesztettem az agar teljes teriiletén. A taptalajokat 37 °C-on 24 6raig inkubéltam
¢s utana ahhoz a higitashoz tartozo taptalajon 1évo telep szamat szamoltam meg, ahol a
telepformalo egységek szdma 30 és 300 kozott volt. Az igy kapott szadmot visszaszoroztam
a higitdssal. A leves mikrohigitdisos modszerhez hasznalt Pasteurella multocida
szuszpenziok atlagos csiraszama 5,3x107 volt.

4.3.5. Antibiotikum érzé¢kenységi vizsgalatok eredményeinek ellendrzése
A vizsgalatokat minden antibiotikum esetében, mindkét modszerrel ismert érzékenységii
Staphylococcus aureus (ATCC —29213) ¢és Escherichia coli (ATCC -25922) kontroll
torzsekkel is elvégeztiik. Azért ezekre a kontroll torzsekre esett a valasztas, mert az altalunk
hasznalt antibiotikumok esetében ezekre a torzsekre szerepelt a legtobb adat a CLSI standard
tablazatokban. [67]A leves mikrohigitdsos modszerhez hasznalt Staphylococcus aureus
szuszpenzio atlagos csiraszama 2,6x107, mig az Escherichia coli szuszpenzié atlagos
csiraszama pedig 9x107 volt. Ezt a gyakorlatban 1 telep 24 0ras tenyészetbdl szarmazo,
véresagaron tenyésztett Staphylococcus aureus vagy Escherichia coli 8 ml fiziologias
sooldatban valo elkeverésével értiik el. A kontroll térzsek eredményei minden esetben az

adott torzsre a CLSI standard szerint megallapitott hatarértékeken beliil volt.
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5. EREDMENYEK
Az 50 darab Pasteurella multocida torzsbol késziilt korongdiffuzids vizsgalat eredményét
¢s a minimalis gatldo koncentracidinak megoszlasat valamint az ebbdl szamitott MICs (a
torzsek 50%-at elpusztitd koncentracio) és MICoo (a baktériumtorzsek 90%-at elpusztitd
koncentracio) értékeket az antibiotikumok szerinti lebontasban mutatom be. A MIC
értékeinek eloszlasat az egyes antibiotikumoknal kiilon abran jeleztem, melyeken piros

vonallal jeleztem a CLSI altal megszabott rezisztencia hatarértéket. [67]

5.1. B-laktam antibiotikumok

Az altalunk vizsgalt baktériumok koziil a penicillin, az amoxicillin és a ceftiofur tartozik
ebbe a csoportba. A térzsek az amoxicillinnel szemben mutattak a legtobb rezisztenciat. A
korongdiftuzios tesztnél az 6sszes torzs érzékenynek bizonyult mindharom antibiotikumra.

A leveshigitdsos modszerrel nézve a ceftiofurra 3 torzs kivételével mindegyik
érzékenynek bizonyul, penicillinnél 39 darab, amoxicillinnél pedig csak 28. A penicillin
MICso és MICo értéke a legalacsonyabb ebben a csoportban, elébbi 0,125 pg/ml utdébbi
pedig 0,5pg/ml. Ezt koveti a ceftiofur 0,25pg/ml MICsg és 1pg/ml MICo értékekkel. Az
amoxicillin MICo értéke 64pg/ml kimagasld a tobbi B-laktdmhoz képest, MIC50 értéke

pedig 0,5ug/ml.
Penicillin Penicillin
16 MIC50
g 14
N 12
%] .,
~ 10 MIC90 3 Erzékeny
2 8
o 6 -
*:_-'U 4 Mérsékelten
o érzékeny
S 2
s 2 0 i - |
g m Rezisztens
I C I RPN BN T o B O 39
E_ LQ\Q Q\Q ng 0"\’}’ g’\\’ oY
[a

Minimalis gatlé koncentracidk (ug/ml)

2. abra A penicillin MIC értékeinek eloszldsa 3. dbra A torzsek penicillin  érzékenységi

vizsgadlatanak eredménye leveshigitdsos modszerrel
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Penicillin

60 50
50
40 , .
20 4. abra A torzsek
20 penicillin érzékenységi
10 0 0 vizsgalata
0 e
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens korongdiffiizios
érzékeny modszerrel
Amoxicillin Amoxicillin
< 20 MIC90
‘g 15
b MIC50 = Erzékeny
v
g 10
0 5 u Mérsékelten
© drzékeny
érzé
Tg 0 | I I | | | [ | I .
S8 © © N NN o N T 0 W N = Rezisztens
E S oo g = o 0
E o O ~ O
Vv o
o Minimalis gatlé koncentraciok (ug/ml)

5. abra Az amoxicillin MIC értékeinek eloszldsa 6. dbra A torzsek amoxicillin érzékenységi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

Amoxicillin
60 50
50 7. abra A torzsek
40 R
. amoxicillin
20 érzékenységi
12 0 0 vizsgadlata
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens korongdiffiizios
érzékeny modszerrel
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Ceftiofur

o 10 MIC90

£ s

N o6 MIC50

v

g ; I I I I

S 2

© 0 I
Tg Mm N W N N 1N G N < 00
3 S 99§ dg ®
= o o o T o N
S v o

E_ Minimalis gatlé koncentraciok (ug/ml)
a

8. abra A ceftiofur MIC értékeinek eloszldsa

Ceftiofur

= Erzékeny

= Mérsékelten
érzékeny

m Rezisztens

9. dbra A

torzsek

ceftiofur

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

érzékenységi

Ceftiofur
60
50 >0 10. dbra A torzsek
40 ceftiofur érzékenységi
30
20 vizsgalata
18 0 0 korongdiffiizios
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens modszerrel
érzékeny
5.2. Spektinomycin

A spektinomycin esetében a leveshigitdsos modszerrel 30 torzs mutatkozott érzékenynek,

13 mérsékelten érzékenynek, 7 pedig rezisztensnek. A MICso értéke 32ug/ml, MICqg

256pug/ml. A korongdiffuzios modszerrel 4 térzs bizonyult csak rezisztensnek, 1 pedig

mérsékelten érzékenynek, tobbi érzékenynek.

Spektinomycin

20 MIC50

15

10
5 I
0 I
8 16 32 64

Minimalis gatlé koncentraciok (ug/ml)

MIC90

128 256 >256

P. multocida térzsek szama

11. abra A spektinomycin MIC értékeinek eloszlasa

Spektinomycin

= Erzékeny

= Mérsékelten
érzékeny

m Rezisztens

12. abra A torzsek spektinomycin érzékenységi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel
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50 45

40
30
20
10

Erzékeny

5.3. Oxitetraciklin

Spektinomycin

1

Mérsékelten
érzékeny

4
I

Rezisztens

13. dbra A torzsek
spektinomycin
érzékenységi
vizsgalata
korongdiffuzios

modszerrel

Az oxitetraciklin esetében korongdiffuzidval 15, mikrohigitassal 21 torzs bizonyult

rezisztensnek. MICsg értéke 1pug/ml, MICqg pedig tobb mint 64pg/ml.

P. multocida torzsek szdma

14. abra Az oxitetraciklin MIC értékeinek eloszlasa

5.4. Makrolid antibiotikumok

20
15
10

0,06 &

0,125 =

0,25 m=m

Oxitetraciklin

-
n « o <
o

I s 11
00 OW
- oM

MIC90

64 m

> 64

Minimalis gatlé koncentracidk (ug/ml)

Oxitetraciklin

Erzékeny

m Rezisztens

15. dbra A torzsek oxitetraciklin érzékenységi

vizsgalatanak eredmeénye leveshigitdsos modszerrel

Oxitetraciklin

15

40 35
30
20
10
0
Erzékeny

Rezisztens

16. dbra A torzsek
oxitetraciklin
érzékenységi
vizsgalata
korongdiffiizios

modszerrel

A makrolid antibiotikumok koziil vizsgélataink soran kettdt vizsgaltunk, a tilmikozint és

a tulatromicint. Korongdiffizios modszerrel, tilmikozin esetében 11 rezisztensnek, 8

mérsékelten érzékenynek, tulatromicinnél 9 darab térzs bizonyult rezisztensnek, 2 pedig

mérsékelten érzékenynek. Leveshigitasos modszerrel vizsgalva tilmikozinnal 12 rezisztens,

13 mérsékelten érzékeny, tulatromicinnél pedig 11 rezisztens €s 1 mérsékelten érzékeny

torzset talaltunk. A MICso €s MICop értéke is tilmikozinnak nagyobb, eldbbi 16pug/ml, utdobbi

pedig nagyobb mint 256 ug/ml, ezek az értékek tulatromicinnél 4pg/ml és 256 ug/ml.
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Tilmikozin Tilmikozin

15 MIC5Q

| MIC90
H H =

16 32 64 128 256 >256

10 = Erzékeny

5 I I |
0
2 4 8

Minimalis gatlé koncentracidk (ug/ml)

= Mérsékelten
érzékeny

m Rezisztens

P. multocida térzsek szama

17. abra A tilmikozin MIC értékeinek eloszlasa 18. dbra A torzsek tilmikozin érzékenységi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

Tilmikozin
19. dbra A torzsek
40 31 o .
30 tilmikozin érzékenységi
20 3 11 vizsgalata
10 o g
korongdiffiizios
; =em BB gdiff
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens modszerrel
érzékeny
Tulatromicin Tulatromicin
20
MIC50
15 P
= Erzékeny
10

= Mérsékelten
érzékeny

m Rezisztens

5 I I
0
NN

Minimalis gatlé koncentracidk (ug/ml)

MIC90
||.||.I
‘b,\,‘o

™ Vo> D o o
Y& PP

P. multocida torzsek szama

20. abra A tulatromicin MIC értékeinek eloszlasa 21. abra A térzsek tulatromicin érzékenységi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

Tulatromicin

50 39 22. abra A (torzsek
40
30 tulatromicin
20 9 érzékenységi
10 2 . .
0 [ vizsgdlata
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens korongdiffiizios
érzékeny ,
modszerrel
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5.5. Florfenikol
A korongdiffuzids teszttel 50 érzékeny torzset, a leves mikrohigitasos modszerrel 49

érzékeny ¢és 1 rezisztens torzset talaltunk. MICso értéke 0,25pug/ml, MICo értéke pedig

Ipg/ml.
Florfenikol Florfenikol
g 20 1
NS 15 MIC50
% 10 MIC90
Q5 I Erzékeny
S o = [ | - )
‘(; o o 4 v e o m Rezisztens
T S M
<! o 49
E Minimalis gatlé koncentracidk (ug/ml)

23. abra A florfenikol MIC értékeinek eloszlasa 24. abra A torzsek florfenikol érzékenysegi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

Florfenikol ) i
25. abra A torzsek
60 50 .
florfenikol
40 r r r .
érzékenységi
20
0 0 0 vizsgdlata
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens korongdiffiizios
érzékeny modszerrel
5.6. Fluorokinolonok

Az utols6 vizsgalt antibiotikum csoportunk a fluorokinolonoké volt. Leves
mikrohigitdsos modszerrel nézve 9 torzs rezisztens 6 pedig mérsékelten érzékeny
enrofloxacinnal szemben, danofloxacinndl pedig 13 rezisztenciat és 4 mérsékelt
érzékenységet mutatott. A MICso érték enrofloxacinndl 0,03pug/ml, danofloxacinnal
0,125ug/ml, a MICoq értékek pedig 4pug/ml enrofloxacin esetében, danofloxacinnal pedig
tobb mint 8ug/ml. Korongdiffuiziés vizsgalattal enrofloxacinnal 1 mérsékelten érzékeny
torzset talaltunk, a tobbi érzékenynek bizonyult. Danofloxacin esetében korongdiffuizios

modszerrel a torzseket nem vizsgaltuk a korongok készlethianya miatt.
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Enrofloxacin Enrofloxacin
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s 210 MIC50 Erzékeny
‘S @
5% 5 MIC90
2° [ I I 1
g 0 = = = 0 | . m Mérsékelten
. ﬂﬂﬂggﬂﬂgﬁ'\'ﬂw% érzékeny
a 88 Qoo <o
=) o 35 i
S m Rezisztens

Minimdlis gatlé koncentracidk (ug/ml)

26. abra Az enrofloxacin MIC értékeinek eloszlasa ~ 27. dbra A térzsek enrofloxacin érzékenységi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

Enrofloxacin 28. dbra A torzsek

€0 enrofloxacin
40 L L.
érzékenységi
20 . i
0 vizsgalata
Erzékeny Mérsékelten Rezisztens korongdiffuzios
erzékeny mdédszerrel
Danofloxacin Danofloxacin
20
£
15 -
O
N MIC50 Erzékeny
~ 10
@ MIC90
.g 5 I = Mérsékelten
'(*; o N I [ I | I ' érzékeny
©
S H o A2 O N Y X B D 33 m Rezisztens
S PP ?
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€ Minimalis gatlé koncentracidk (ug/ml)
[a

29. abra A danofloxacin MIC értékeinek eloszlasa 30. abra A torzsek danofloxacin érzékenységi

vizsgalatanak eredménye leveshigitasos modszerrel

5.7. Az E-teszt eredményei
Az E-tesztet szurOprobaszeriien végeztik el Osszesen 7 darab baktériumtorzsnél
spektinomycinre vizsgalva. Ebbdl 4 darab kérdéses torzs volt, ahol a leveshigitasos
mikromodszer €s a korongdiffuzids teszt nagymértékben eltért egymastol. 2 darab térzsnél
sikeriilt kimutatni a leveshigitassal is mért reziztenciat, 2-nél pedig nem. 3 darab torzset
kontrollként vizsgaltunk, ezek értéke mindharom modszerrel egyeztek.
5.8. A leves mikrohigitasos médszer 6sszefoglalo tablazata
A 3. tablazatban a leveshigitds eredményeit €s egyes értékeit foglaltam 0ssze. A MICsg

érték azt az antibiotikum koncentraciot jeloli pg/ml-ben, ami a torzsek 50%-at gatolta, a
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MICyp pedig ami a baktériumtorzsek 90%-at. A modusz a leggyakrabban eléfurdolo értéket

jeloli, a tartomanyban pedig az altalunk mért legkisebb és legnagyobb értékeket tiintettem

fel.
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6. MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

A szarvasmarhak légzdészervi komplex megbetegedésének tiineteit mutatd borjakbol és
felnétt egyedekbdl szarmazo Pasteurella multocida izolatumok €s az ebbdl késziilt leves
mikrohigitdsos mddszerrel és korongdiftfuzids teszttel alkotott eredmények jol mutatjak a
jelenlegi hazai antibiotikum rezisztencia mértékét. Jelen vizsgéalatban a BRDC ellen
Magyarorszagon a leggyakrabban hasznalt antimikrobialis szerek érzékenységi tesztje a
folyamatosan valtozo rezisztencia értékek miatt nélkiilozhetetlen.

A B-laktam antibiotikumok régéta és gyakorta hasznalt gyogyszerkészitmények az
allatorvoslasban és human vonalon is. Jelen kutatdsban az amoxicillin MIC értékei alapjan
a P. multocida baktériumtorzsek 42%-a rezisztenciat, 2% pedig mérsékelt érzékenységet és
56%-a érzékenységet mutatott leveshigitassal. A korongdiftuzios teszt soran az dsszes torzs
érzékenynek bizonyult. A két vizsgalati mod kozotti kiilonbség magyarazata lehet a részleges
rezisztencia, mely soran a leveshigitasos mikromddszerrel nézve az antibiotikum a
baktériumokat gatolja, de éppen csak a CLSI altal megadott hatarérték f6lott. [67] Tehat
gatlas torténik, de nem megfelel6 mindségben ¢€s szinten, amit a korongdiffuzids teszt nem
tud kimutatni. MICso és MICog értékei; 0,5ug/ml és 64pg/ml. Kinai kutatas soran 2007-t61
2009-ig vizsgalt 233 darab sertésbol izolalt P. multocida torszek leveshigitasos modszerrel
tekintve a torzsek 80,3%-a rezisztenciat mutatott, MICso és MICoqg értékei a kovetkezdek
voltak; 64ug/ml és 128ug/ml, tehat joval nagyobb mértékli mint az altalunk mért értékek.
[38] Ezzel ellentétben a VetPath eurdpai orszagokban mért antimikrobidlis érzékenységi
vizsgalatok Osszefoglald eredményei szerint 2009 és 2012 kozott csak két torzs mutatott
rezisztenciat leveshigitdsos modszerrel tekintve, és MICso és MICop értékei is alacsonyak
voltak (0,25 és 0,5ug/ml).[61] Az el6zd eredményekkel szinte egyezd magyarorszagi
vizsgalatok soran sertésbdl izolalt torzseknél a MICso 0,25 ug/ml, MICoo pedig 1 pg/ml AMX-
re nézve. [66]

Penicillin és ceftiofur esetében is 3 darab (6%) rezisztens torzset talaltunk, ezenkiviil
penicillinre 8 darab (16%) torzs csak mérsékelten érzékeny. Mindkét antibiotikumnal 100%-
os ¢érzékenységet mutatott az Osszes torzs korongdiffiizios tesztnél. Ceftiofur esetében
hasonl6 értéket talaltak csirkékbdl izolalt P. multocida érzékenységi vizsgalata soran, ahol a
torzsek 95%-at talaltak érzékenynek leves mikrohigitdsos modszerrel. [68] Ugyanebben a
kutatasban a penicillin értékei a kovetkezdek: 54% érzékeny, 30% mérsékelten érzékeny €s
16% rezisztens, tehat az eredményeinkhez képest nagyobb mértékii rezisztenciat talaltak. A
tobbi kiilfoldi eredményt attekintve, 1988-tol 2012-ig sem Eurdpaban, Azsidban és az

Amerikai Egyesiilt Allamokban nem talaltak rezisztens torzset szarvasmarhabol izolalt P
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multocida torzseket vizsgalva ceftiofurra. [42—44, 61, 63] Cseh 2012-es kutatdsban sertésbol
izolalt 233 P multocida torzs kozill is csak 2 mutatott rezisztencidt erre a
gyogyszerhatdoanyagra. [69] Hazai kutatasban szintén sertésbdl izolalt 63 baktériumtdrzs
koziil csak 1 darab mutatott rezisztenciat ceftiofurral szemben és a MICso és MICqg értékek;
0,015 és 0,125pug/ml, is alacsonyabbak, mint az altalunk megallapitott 0,25 és 1pg/ml. [66]
Nemzetkozi eredményekben korongdiffuzios teszttel, penicillint vizsgalva 80 darab borjubol
izolalt P. multocida torzs 71,25%-a érzékenynek, 16,25%-a mérsékelten érzékenynek,
12,50%-a pedig rezisztensnek mutatkozott. Ugyanebben a kutatasban ceftiofurt nem, de egy
elsé generacios cefalosporint, a cefalotint elemezve a torzsek 100%-a érzékenynek
bizonyult.[70]

Osszegezve tehat a B-laktam antibiotikumok esetében kapott eredményeket, a ceftiofur
eddig 100%-0s megbizhatosdgu volt P. multocida ellen, azonban ahogy a jelen kutatas is
mutatja, lassan kezd ellene is fellépni a rezisztencia. A penicillinek ¢és szintetikus
szarmazékai pedig sokkal kevésbé hatékonyak, mint a cefalosporinok, azonban még mindig
alkalmazhatoak, ha az érzékenységi vizsgalaton is megfelelonek bizonyulnak.

A kovetkezd vizsgalt antimikrobialis szeriink, az aminociklitolok ko6zé tartozo
spektinomycin. Sajat eredményeinkben leveshigitdssal tobb baktériumtdrzs mutatkozott
rezisztensnek 14%, ¢és mérsékelten érzékenynek 26%, mint korongdiffuzios teszttel;
rezisztens 8%, mérsékelten érzékeny 2%. Leveshigitasos mddszerrel az is latszodik, hogy 4
baktériumtorzs esetén extra magas >256pug/ml MIC értéket kaptunk, és a MICso és MICo
adatai is kiugroan magasak a tobbi gyogyszerhatéanyaghoz képest, szamszertien 32 ¢és
256pg/ml. Mar Watts és munkatarsai is hasonl6é eredményeket tapasztaltak 1988 és 1992
kozotti kutatasukban, ahol a MICsg és MICop értékek a kovetkezdek voltak: 32 és>128ug/ml.
[42] A VetPath 2002-2006-0os kutatdsdban a spektinomycinnél mért MIC értékek a
kovetkezdre valtoztak a 2009-2012-es vizsgalat soran: MICsg 16-r61 32pg/ml-re nétt, MICo
pedig maradt ugyanugy 32ug/ml az évek soran. [60, 61] Az elobbiekbdl és sajat vizsgalatunk
eredményeibdl is jol lathatd, hogy a spektinomycin hatdsossaga BRDC ellen mar régota
megkérddjelezhetd, mivel az ellene fellépd rezisztencia gyakori.

Az oxitetraciklin régota, széles korben ¢€s gyakran alkalmazott antimikrobidlis szer
haszonallatok gyogyitasara. Ez is lehet annak az oka, hogy a rezisztencia ezzel a
gyogyszerhatoanyaggal szemben igen magas. Ezt bizonyitjdk az eredményeink is;
leveshigitdsos modszerrel a baktérium izoldtumok 42%-a, korongdiffiizids teszttel pedig
30%-a mutatott rezisztenciat. A MICso és MICop értekek 1 és >64ug/ml. Mar 1992-ben

jelentds érzékenység csokkenést tapasztaltak az USA-ban tetraciklin vizsgalatakor. Ennek
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soran a baktériumtdrzsek 69,9%-a mutatott érzékenységet, MICso és MICoo értékek a
kovetkezoképpen alakultak: 0,5 és 32pg/ml. [42] Ezzel ellentétben Europaban a legutobbi
VetPath kisérletben (2009-2012) az izoldtumok 88,1%-a érzékenynek bizonyult
tetraciklinnel szemben és a MICso és MICop értékek is alacsonyabbak; 0,5 és 8ug/ml. [61]
Japéanban pedig agar higitasos vizsgalattal még a mi eredményeinkhez képest is magasabb
MICso és MICqo adatokat kaptak; 2 és 128ug/ml. [63] Korongdiffiizids teszttel vizsgalva,
Egyiptomban borjubol szarmaz6 74 darab P. multocia izolatumot vizsgalva oxitetraciklinre
90%-a mutat rezisztenciat. [71] Tehat eurdpai viszonylathoz képest, ezek az eredmények
kiugréak, azonban vilagszinten atlagosnak mondhaté az oxitetraciklinnel szemben meért
nagymeértékii rezisztencia.

A makrolid antibiotikumok légzdszervi betegségek soran, igy BRDC-ben is egy igen
gyakorta alkalmazott hatéanyagcsoport, a kedvezo baktericid hatasa végett melyet a tiidében
fejt ki. Azonban az altalunk vizsgalt tilmikozin és tulatromicin in vitro kevésbé bizonyulnak
hatdsos szereknek Pasteurella multocida ellen. Leves mikrohigitdsos mddszerrel tekintve a
tilmikozinra 24%-a a baktériumtorzseknek rezisztens, 26%-a mérsékelten érzékeny,
tulatromicinre kedvezdbb értékeket kaptunk 22% rezisztens, 2% mérsékelten érzékeny.
Tilmikozin MICso és MICop értékei; 16 €s >256pug/ml tulatromiciné 4 és 256 ug/ml. 1992-es
Amerikai Egyesiilt Allamokban mért kutatasban tilmikozinra a torzsek 71,8%-a volt
érzékeny, azonban a MICsg €s MICo értékek joval alacsonyabbak az altalunk mért adatokhoz
képest.[42] Szintén kisebbek az adatok a VetPath 4ltal Osszegzett kutatdsban is,
tulatromicinre és tilmikozinra is, ahol a MICsg érték TUL esetén 2pg/ml, TIL-nél pedig
4ug/ml, a MICoo TUL:4pg/ml, TIL 8ug/ml. Hazai kutatasban viszont, melyben 2012 utan is
vizsgaltak szarvasmarhakbodl izolalt torzsek érzékenységét tilmikozinra, a MICso érték
egyezik az altalunk is mért 16pug/ml-rel, de a MICog joval alacsonyabb, 32pug/ml, mint az
altalunk mért >256pug/ml. [49] Ugyanebben a kutatasban leirjak, hogy a macAB (makrolid
antibiotikum efflux pumpa) gén lehet az oka a szarvasmarhakbol izolalt Pasteurella
multocida baktériumtorzsek novekvo rezisztencidjanak a makrolid antibiotikumokkal
szemben. Ugyanez lehet a mi felmérésiink, eurdpai adatokhoz képest kiugrd dsszegeinek
oka. Korong diffizios teszttel hasonld tendencia figyelhet6 meg mint leveshigitasos
modszerrel €s a legtobb rezisztens torzset igy is sikeriilt kimutatnunk. Ezzel a vizsgalati
modszerrel a baktériumtorzsek 22%-a rezisztens, 16%-a mérsékelten érzékeny tilmikozinra,
tulatromicinre pedig 18% rezisztens, 4% mérsékelten érzékeny.

A florfenikol human orvosldsban nem hasznalt szer, ellene a rezisztencia még ritka és ma

is hatdsos antibiotikum P. multocida okozta betegségekben. Ezt tamasztja ald a sajat
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kutatasunk is, korongdiffuzids teszttel 100%-a a torzseknek érzékeny, leveshigitasos
modszerrel pedig csupan 1 darab baktériumtorzs (2%) mutatott rezisztenciat. A MICso és
MICyo értékek is alacsonyak, elébbi 0,25ug/ml, utobbi pedig 1pg/ml. A VetPath féle
kutatasban hasonld eredmények sziilettek, a vizsgalt baktériumtorzsek 100%-a érzékeny volt
florfenikolra és a MICso és MICog értékei, 0,5ug/ml, kdzel a mi adatainkhoz.[61]

Az utolsd gyogyszerhatdanyag csoport az elemzésiink soran a fluorokinolonoké volt. A
kizarolag allatgyogyaszatban alkalmazott enrofloxacin és danofloxacin széles korben
alkalmazott antibakterialis gyogyszerek, azonban a tulzott hasznalatuk végett az elleniik
kialakuld rezisztencia egyre nagyobb mértékii. Ezt tdmasztjadk ala az eredményeink is,
leveshigitdsos modszerrel tekintve az adatokat enrofloxacin esetében a baktériumtorzsek
18%-a rezisztens, 12%-a mérsékelten érzékeny; danofloxacinndl 26% rezisztens, 8% csak
mérsékelten érzékeny. A MICso és MICog értékek; enrofloxacin: 0,03ug/ml és 4pg/ml;
danofloxacin: 0,125ug/ml és >8ug/ml, az eddigi eurdpai adatokhoz képest kiugréan magas.
[61] Azonban a fluorokinolonok ellen fellépd rezisztencia régota tudott €s kutatott. Vallé és
munkatérsai a 2011-es kutatasukban bizonyitottdk, hogy a marbofloxacin egyszerre beadott
emelt dozisu (10mg/testtdmegkg) adagja az MPC (mutant prevention concentration) folé
emelkedett, igy elpusztitva a BRDC-t okoz6d patogéneket és megelézve a mutans
baktériumtorzsek kialakulasat. [72] Korongdiffuzids teszttel itt sem tudtuk kimutatni a
nagymértékli rezisztenciat, enrofloxacint vizsgalva 1 torzsnél mutatkozott méréskelt
érzékenység ezzel a mddszerrel.

Mindent egybevetve Magyarorszagon a szarvasmarhabol izolalt Pasteurella multocida
baktériumtérzsek a legnagyobb mértékii rezisztenciat oxitetraciklin és amoxicillin
gyogyszerhatoanyagszerekkel szemben mutattak leveshigitasos moddszerrel. A
leghatékonyabbnak pedig a ceftiofur és a florfenikol antibiotikumok mutatkoztak
vizsgalatunkban. A korongdiffiizios teszt és az E- teszt csekély mértékben mutatta meg a
leveshigitassal egyértelmiien detektalt rezisztens torzseket, igy ezeknek a vizsgalati
modszereknek a megbizhatosaga megkérddjelezhetd. Kutatasunk jo iranymutatast ad a
BRDC kezelésére hazai tekintetben, azonban nem helyettesiti az egyedi antibiotikum
érzékenységi vizsgalatok elvégzését, amelyeknél a tobbi patogénnel szembeni hatdsossagot

(pl. Mannheimia haemolytica) ugyanugy figyelembe kell venni.
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7. OSSZEFOGLALAS

A nyalkahartydk természetes lakodja, a Pasteurella multocida, fakultativ patogén
baktériumként vilagszerte szamos megbetegedést okozhat emldsallatokban. A
szarvasmarhak 1égzdszervi komplex megbetegedésének (BRDC) egyik f0 bakterialis
korokozdja, amely a tobbi patogén €s hajlamositd tényezdk hatasara komoly karokat okozhat
az intenziven tartott tejeld és husmarha- allomanyokban egyarant. A borjakban, ritkdbban
feln6tt allatokban kruppos tiido- €s mellhartyagyulladast, bronchitist idézhet eld. E betegség
elleni kiizdelemben nagy szerepe van az antimikrobidlis szereknek, azonban ezeknek a
hatéanyagoknak a nem megfeleld haszndlata az emberiséget fenyegetd antibiotikum
rezisztenciat eléremozditotta. Ezért is fontos szamunkra az antibiotikum- érzékenységek
folyamatos monitorozasa, hogy a megfeleld gyogyszervalasztassal és azok szakszer(i
felhasznalasaval lassitsuk, megallitsuk az egyre jobban sulyosbod6 rezisztencia terjedését.

Vizsgalatunk célja 50 kiilonb6z0 magyarorszagi telepiilésrol szarmazo, szarvasmarhabol
izolalt Pasteurella multocida baktériumtdrzs antibiotikum- érzékenységének megallapitasa
volt, kiilonb6z6 moddszerekkel. A minimélis gatld koncentraciot 10 kiilonbozo
antibiotikumra (penicillin, amoxicillin, ceftiofur, florfenikol, spektinomycin, oxitetraciklin,
tulatromicin, tilmikozin, enrofloxacin és danofloxacin) hataroztuk meg leves mikrohigitasos
modszerrel a CLSI eldirdsai alapjan. Ennek eredményeképpen az 50 kiilonb6zo
baktériumtorzs florfenikolra és ceftiofurra a legérzékenyebb, elobbi esetében csupan 1,
utoébbindl pedig 3 torzs mutatott rezisztenciat. Mérsékelt érzékenységet és rezisztenciat
mutatott szdmos torzs a tobbi antibiotikummal szemben. A legtdbb rezisztenciat mutato
torzset (42%) amoxicillin és oxitetraciklin vizsgalatakor talaltuk. A hatarértékekhez képest
legmagasabb MIC értéket, tobb mint 256ug/ml értéket kaptunk spektinomycin, tulatromicin
és tilmikozin esetében. Kiugréoan magas MIC értéket tapasztaltunk amoxicillinnél is
(64pg/ml). A kapott eredményekbdl ezutdn meghataroztuk a MICsy és MICoqo értékeket,
valamint a nemzetkozi trendekkel is 0sszevetettiik a végeredményeket.

A masik mddszerilink a korongdiffuizios teszt volt, melynek soran a térzseket érzékenynek
talaltuk florfenikolra, ceftiofurra, amoxicillinre €s penicillinre. Ezzel a mddszerrel vizsgalva
a legtobb rezisztens térzset oxitetraciklinnél (30%) és a makrolid antibiotikumoknal (18%
tulatromicin és 22% tilmikozin) figyeltik meg. Mivel a két modszernél egyes
hatoanyagoknal a kapott eredmények nem teljesen korrelaltak, szamos kérdéses torzset egy
harmadik fajta modszerrel, E-teszttel is megvizsgaltuk. Az amoxicillin értékeinek eltérését
pedig a leveshigitasos eredmények alapjan részleges rezisztencia magyarazhatja, mely

korongdiffuzios teszttel nem lathato.
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8. SUMMARY

Pasteurella multocida, a facultative pathogenic bacterium, which is a natural inhabitant
of mucous membranes, can cause many diseases worldwide in mammals. It is one of the
main bacterial pathogens of bovine respiratory disease complex (BRDC), and with other
pathogens and predisposing factors, can cause severe lesions both in intensively kept dairy
and beef herds. Its main effects are fibrinous pleuropneumonia and bronchitis in calves, and
more rarely in adult cattle. Antimicrobial agents play a major role in the fight against this
disease; however, the inappropriate use of these medicines have increased the antibiotic
resistance that threatens humanity. Therefore, it is important to monitor continuously
antibiotic sensitivities, in order to slow and reduce the ever-increasing resistance using
appropriate treatments.

The aim of our study was to determine the antibiotic susceptibility of Pasteurella
multocida bacterial strains isolated from cattle in 50 different Hungarian settlements using
different methods. The minimum inhibitory concentration was determined for 10 different
antibiotics (penicillin, amoxicillin, ceftiofur, florfenicol, spectinomycin, oxytetracycline,
tulathromycin, tilmicosin, enrofloxacin and danofloxacin) using broth microdilution method
based on CLSI regulations. As a result, the bacterial strains were the most sensitive to
florfenicol and ceftiofur, only 3 strains showed resistance to ceftiofur and 1 to florfenicol.
Several strains were moderately susceptible and resistant to other antibiotics. The highest
rate of resistance (42%) was found to amoxicillin and oxytetracycline. The highest MIC
values, which was more than 256 pg/ml, were obtained for spectinomycin, tulathromycin
and tilmicosin. An outlier MIC value was also observed for amoxicillin, at 64 pg/ml. The
MICso and MICyo values were then determined from the obtained results, and we also
compared them with the international trends.

Our other method was the disk diffusion test, in which all the strains were found
susceptible to florfenicol, ceftiofur, amoxicillin and penicillin. Using this method, we found
the highest resistance to oxytetracycline (30%) and to macrolide antibiotics (tulathromycin
18% and tilmicosin 22%). Since the results obtained from the two methods in the case of
certain antibiotics did not show complete correlation, we further examined some of the
strains using a third method, the E-test. The difference in amoxicillin values based on the
MIC results may explained by partial resistance, which is not visible with the disk diffusion

test.
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