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A palyazati munka 6sszefoglalasa

A pélyazat 2011. februar 1-én indult, és a munkearsdelmerilt szakmai és egyéni
problémak miatt hosszabbitast kérve 2015. janud&rBdarult. Az elvégzett kutatasi munka a
palyazati anyagban beadott munkatervet kovettejsabk hangsulyeltolédasok a kapott
eredmeények tukrében tortént aprobb moédositdsokbddtak. A palyazatban részvev
kutatok személye a terveknek megfédel alakult, nem modosult. A palyazat keretében
beszerezni tervezett eszkozok listdja némiképpoxdit, mivel egyes fiszereket mas
forrasokbdl sikerllt beszerezniink. A modositastzo®@a8KA az engedélyt megadta.

Bevezetés

A Pasteurellaceae csaldd baktériumai allatorvosmgontbol kiemelkedl jelentsédiek,
szamos, az e csaladba tartozé baktérium sulyos etegguréseket tud okozni kulonféle
allatfajokban, és ritkan az ember megbetegedésetbsnerepiik van. Mivel az e csalddba
tartozd baktériumok gyengén immunogének, sulyofaimasito hatasok esetén a vakcinak
altal kialakitott védelem attoriet Az egyes baktériumfajokon bellléként csak
tipusspecifikus védelemre lehet szamitani, a vakca alapozott megétés nem tud
tokéletes védelmet nyujtani. A veszteségek csoldsenérdekében, a megbetegedett allatok
gyogykezelésére széles korben hasznalunk antibrotkat. A nagyaranyu antibiotikum-
felnasznalas és a baktériumok antibiotikumokkahgzni rezisztencigja miatt folyamatosan
szikséges vizsgalni a baktériumok, kilondsen aakbdrszempontbol kiemelten fontos
baktériumok antibiotikum-rezisztencijat, valamiat baktériumok rezisztenciaja mogotti
genetikai hatteret. Az egyes antibiotikumokkal skem rezisztenciaért feled gének
kimutatasa a rezisztencia-mechanizmusok jobb megésat is segiti. Munkacsoportunk tobb
éves, egyes Vvizsgalt baktériumfajok vonatkozasab@ob évtizedes tapasztalatokkal
rendelkezik. Szamos, a Pasteurellaceae csaladba&draktériumfaj morfoldgiai, biokémiai,
szerologiai, genomszerkezeti és koértani tulajdoétsagzsgaltuk korabban. Kulonféle
szempontbdl vizsgaltuk a Pasteurellaceae csalatbdlbsi szempontbdl kiemelkéd® fajat,

az Actinobacillus pleuropneumoniae-t, a Histophilus somni -t és aMannheimia haemol ytica-t

is. Jelen munkank célja az volt, hogy Az pleuropneumoniae, a H. somni és a M.
haemolytica kilonféle antibiotikumokkal szembeni érzékenysgggéta mogotte allé genetikai
hétteret vizsgaljuk.

Anyag és modszer

Baktériumok

A vizsgalatokba vonA. pleuropneumoniae, H. somni ésM. haemolytica térzsek egyik részét
gazdasagi haszonallatok megbetegedései kapcsaenfrizolaltuk, masik része korabbi
hasonlo eseteldh szarmazott. Ez utdbbi esetben az izolalt torasekagyomanyos



modszerekkel tortént azonositds utan tordggeményiinkben, -80°C-os fagyasztéban

helyeztik el, majd a vizsgalatokhoz elszaporitottiket. Az antibiotikum-érzékenységi

vizsgalatokhoz kontrollként &aphylococcus aureus ATCC 29213 szadmu referenciatdrzsét
hasznaltuk.

Antibiotikum-érzékenyseégi vizsgalat

A baktériumok antibiotikum-érzékenységének vizsgalsoran a célunk a minimalis gatlé
koncentracié (minimum inhibitory concentration, MIGneghatarozasa volt. A tesztelt
antibiotikumok a kovetkek voltak: penicillin, amoxicillin, ampicillin, ceibfur,
cefoperazon, gentamicin, spektinomicin, oxitetriejkdoxiciklin, eritromicin, tilmikozin,
tiamulin, kloramfenikol, florfenikol, szulfametoxal szulfametoxazol+trimetoprim,
enrofloxacin, marbofloxacin. A MIC érték meghat&@sa mikrohigitasos modszerrel tortént a
Clinical and Laboratory Standards Institute (CL®layne, Pennsylvania, USA) Utmutatasa
alapjan. Az eredmények értékelésénél a CLSI aliahlatt hatarértékeket fogadtuk el.
Amennyiben az adott antibiotikumra vonatkozé érrngkégi hatarértéket nem tartalmaztak a
CLSI kiadvanyai aM. haemolytica, a H. somni és azA. pleuropneumoniae esetében, akkor
egy, a betegség korféfését tekintve hasonld baktériumfajra vonatkozékeétt tekintettiink
iranymutaténak. A vizsgalatok soran meghataroztuérasek MIC értékeinek tartomanyat,
tovdbba megéallapitottuk az antibiotikumnak azt ademtraciojat, amely a vizsgalt torzsek
legalabb 50%-t (MIGy), 90%-t (MIGy) illetve 100%-t (MIGog) gatolta.

Passziv hemagglutinacios proba, hiperimmun sawdetiése

Az A. pleuropneumoniae torzsek szerotipizalasa soran 6t, szerotipusbaebe sorolhatd.
pleuropneumoniae torzzsel nyulakban hiperimmun savét termeltiink. Azaktivalt
baktériumokbol késziilt szuszpenzié 0,5; 1; 2; 33 ml-ével 3-4 naposdkibzzel nyulakat
oltottunk vénaba, majd az utolsé oltast kévethét mulva elvéreztettik az allatokat. Az igy
nyert savoval passziv hemagglutinacios prébabagahedtuk a savéotermelésre hasznalt
torzseket, valamint a?A. pleuropneumoniae 15 tipustorzsét Biberstein (1978) modszerét
kovetve.

Rezisztencia gének vizsgalata

A vizsgalt rezisztenciagének kimutatdsat mindentbese irodalombdl adaptalt polimeraz
lancreakcioval (PCR) végeztik. A béta-laktamaz géwizil a blaos, a blaro €s a blaey
gének, a tetraciklin rezisztencia gének kozil A,t&dtB, tetH, tetK, tetL, tetM és tetO gének,
a makrolid rezisztencia gének kozul a ermA, msriphin gének és a fenikolrezisztencia
gének kozul a fexA és cfr gének kimutatafatik ki célul.

A makrolid és fenikol rezisztenciagének esetébekipadbdlt irodalmi PCR-k nem adtak
ertékelhed eredményt, igy a tetraciklin és a béta-laktdm s&enciat okozoé gének
kimutataséra koncentraltunk.

A rezisztenciagének g@jtohelyeként nikods integronok edfordulasat az 1., Il. és Il
osztalyu integronok integraz génjére specifikus R@Rvizsgaltuk.

Pulz&lé mezdij gélelektroforézis
A korabbi OTKA palyazatok soran optimalizalt modszalkalmaztuk az izolatumok
tipizaldsara, majd a kapott elektroferogramokaing@rprintingll szoftverrel elemeztik.

Eredmények, megbeszélés

Vizsgalataink kezdetén gazdasagi haszondllatokakbifiolyamataibdl kordbban izolalt és
torzsgyijteményinkben elhelyezeté\. pleuropneumoniae, H. somni és M. haemolytica



torzsek tenyésztési, morfoldgiai, biokémiai ésgadniszerkezeti tulajdonsagait vizsgaltuk meg
eés tovabbi friss torzseket izolaltunk és jellemaktl Kidolgoztuk az antibiotikumok
minimalis gatld koncentracidéjanak mérésére alkalmmisrohigitasos modszert mindharom
baktériumfaj vizsgalatara. A mikrohigitasos MIC thatarozast jo0l lehet alkalmazni a
kevésbé igényes baktériumfajok, igy enterobaktéskym Pseudomonasok vagy
Staphylococcusok esetében, de a kulonféle kie@géamjtagokat (vitaminok, nikotinsavamid-
adenin dinukleotid stb.) vagy kulonleges tenyészigsllményeket igényl és igényes
baktériumfajok esetében a moddszer alkalmazasa sedpekkel jar. Kiegészitett Miller-
Hinton leves alkalmazésaval a médszer megbizhatésgi reprodukalhatonak bizonyult.

Az A. pleuropneumoniae torzsek esetében az antibiotikum-érzékenységreatkond
vizsgalataink kétiranylak voltak. Részben Az peluropneumoniae térzsek antibiotikum-
érzékenységi spektrumanak megismerése érdekéban Ktatani esetekdd izolalt 15 torzs
erzekenységet vizsgaltuk korongdiffiziés modszetfd antibiotikummal szemben, részben
30 frissen izolalt torzs esetében meghataroztugakaylatban leggyakrabban alkalmazott 5
antibiotikum MIC és MIGy értekét. A béta-laktam antibiotikumok koézil a mdhn, a
cefalosporinok hatékonyan gatoltak Azpleuropneumoniae térzseket, minddssze egyesilsz
spektruml béta-laktam antibiotikumok, igy a meiitieés a nafcillin esetében mutatkozott
rezisztencia. Az aminoglikozidokra, a karbapenemgekma fenikolokra, potenciélt
szulfonamidokra, polipeptid antibiotikumokra, tialnua és a makrolidekre altalaban
érzékenyek voltak a2. pleuropneumoniae térzsek. Jelefisebb aranyu rezisztencia csak a
tetraciklinek esetében mutatkozott. A koértani ddaie frissen izolalt 30 A,
pleuropneumoniae torzs esetében a ceftiofurra, az enrofloxacinrgeaicillin G-re és a
tiamulinra a torzsek tobbsége érzékenynek bizonyblir néhany, ceftiofurra vagy
enrofloxacinra mérsékelten érzékeny, tovadbba egsoflemacinnal és két penicillinnel
szemben rezisztens torzset is talaltunk. Az oxtdttinre érzékeny, mérsékelten érzékeny és
vele szemben rezisztens torzsek ardnya nagyjabohoaz volt. A frissen izolaltA.
pleuropneumoniae torzseket leveshigitdsos modszerrel vizsgalvatziatikumok minimalis
gatlé koncentracioja tag hatarok kozott mozgotekealapjan minden torzs érzékeny volt
ceftiofurra, 26 (86,7%) enrofloxacinra és 19 (63)38amulinra is. A térzsek kozul 16
(53,3%) csak mérseékelten érzékenynek bizonyultqiéniG-re, és 6 (20%) pedig rezisztens
volt vele szemben. Csak egy frissen izoldt pleuropneumoniae tbrzs mutatott
érzékenységet, 5 (16,7%) pedig mérsékelt érzékgaysiitetraciklinre, 24 (80%) viszont
rezisztens volt vele szemben. AZ. pleuropneumoniae antibiotikum-érzékenységének
korongdiffaziés prébaval torténmeghatarozdsa kevésbé pontosnak bizonyult, iglyea
modon nyert eredmények gondos értékelést igényekekredmények egy része megjelent a
Magyar Allatorvosok Lapjaban (Sarkézi R., Makrai, LT6th A., Fodor L.. Hazai
Actinobacillus pleuropneumoniae tbrzsek antibiotikum- érzékenysége a gyakorlatban
alkalmazott antibiotikumokra. Magy. Ao Lapja 201436: 643-649.), és egy tovabbi
ko6zleményt terveziink megjelentetni.

Optimalizaltunk és alkalmaztunk egy pleuropneumoniae PCR-t, amellyel minden izolatum
A. pleuropneumoniae-nak bizonyult. Béta-laktamaz géneket @ pleuropneumoniae
izolatumokban nem talaltunk, a talalt hat rezisgtemolatum esetében a penicillinkot
proteinek megvaltozasa allhat a rezisztencia étear. A tetraciklin rezisztens izolatumok
kozott 9 tetl, 3 tetB és 1 tetH gént hordozo iaotédt mutattunk ki, a tdbbi vizsgalt gén nem
fordult el. Integronhordozé izoldtumot sem talaltunk. A PF&HEJegaldbb 20 fliggetlen
genotipust azonositottunk az 1-es biotipusu izolaku k6zott, mig a 2-es biotipusu
izolatumok 6t pulzotipusba tartoztak. A genetikavedzitds tehat alacsonyabb a 2-es
biotipusu izolatumok k6zo6tt. A rezisztenciagéneKabulasa is sokkal gyakoribb volt a 2-es



biotipusu izolatumok koérében, mind a 9 tetL géntrdbad izolatum két egymassal
valbsziriileg rokon genotipus izolatumaiban fordult.eEgységesen rezisztens genotipust
viszont nem talaltunk, ami a rezisztenciagénekzomtalis géntranszferrel val6 terjedésére
utal.

A H. somni torzsek esetében a korokozé altal okozott beteysegydgykezelése
szempontjabol fontos 6 antibiotikumra, az enroftomen, a florfenikolra, a gentamicinre, a
penicillin-G-re, a tetraciklinre és a tilmikozinravald €rzékenységet vizsgaltuk a
mikrohigitdsos maodszerrel. Az enrofloxacin MIC keté0,015-0,06 pg/ml kozé esett. A
torzsek 100%-at gatolni képes koncentracio (M#§A0,06 pg/ml volt, mig a Migg és MIG
érték egyarant 0,03 pg/ml volt. A florfenikol legkbb gétlo értékeinek tartomanya 0,125-0,5
pg/ml volt. A torzsek 100%-anak novekedeését a @ florfenikol gatolta, mind a MIg
mind a MIGy érték 0,25 pg/ml volt. A gentamicin MIC értékeB3+g/ml kdzott mutatkoztak,

a MICsp 4 pug/ml, a MiGo 8 pg/ml volt. A penicillin-G MIC intervalluma H. somni térzsek
esetében 0,002-0,125 pg/ml volt, a MJ0,008 pug/ml, a Mlgy 0,06 pg/ml koncentracio volt.
A tetraciklin 0,25-0,5 pg/ml kozotti értekben gdédola H. somni térzseket, 0,5 pg/ml
koncentracié a torzsek 90%-t, 0,25%-t akadalyoztazaporodasban. A tilmikozin MIC
tartomanya 0,5-16 pg/ml volt, a M§€2 pg/ml, a MIGy pedig 4 ug/ml volt. A vizsgald.
somni torzsek mindegyike érzékenynek bizonyult enroftomen, florfenikolra, penicillin-G-
re, tertaciklinre és tilmikozinra. A gentamicinrdtazsek kozel 30%-a csak mérsékelten volt
érzékeny. A torzsek eredete (allatfaj, korformaalaban nem befolyasolta az antibiotikum-
erzekenységet, bar a nemi utakbdl szarmizéomni térzsek penicillin- és tilmikozin-
érzékenysége nagyobbnak mutatkozott. Mint az atfipmens érzékenység adataibdl mar
sejtheb, egyetlen vizsgalt rezisztenciagént sem mutattkinia H. somni izolatumokbal,
illetve integront sem hordoztak az izolatumok. Aedményeket 6sszefoglalé kozleményt az
Acta Veterinaria Hungarica-ban tervezzik megjekent@lanosi K., Kardos G., Makrai, L.,
Fodor L.: Susceptibilty ofistophilus somni to some antibiotics. Acta Vet. Hung, 2015).

A vizsgalataink soran 145, hazai erdd®t. haemolytica torzs antibiotikum-érzékenységét
vizsgaltuk mikrohigitAsos modszerrel. A vizsgal@wk9 antibiotikum-osztalyba tartozé
0sszesen 18 antibiotikum MIC értékét hataroztuk ,nmggadva a MIC tartomanyon tal a
MICso és a MIG, értékét is. igy meghataroztuk egyes penicillinpgncillin, amoxicillin,
ampicillin), cefalosporinok (ceftiofur, cefoperazpn aminoglikozidek (gentamicin,
spektinomicin), tetraciklinek (oxitetraciklin, daxklin), makrolidek (eritromicin, tilmikozin),
diterpenek (tiamulin), fenikolok (kloramfenikol,oftfenikol), fluorokinolonok (enrofloxacin,
marbofloxacin) és félsavszintézist gatlok (szulfémmazol, szulfametoxazol-trimetoprim)
antibakterialis hatasat. A penicillinek esetében gitibakterialis hatds mutatkozott, a
penicillin MICso értéke 0,125 pg/ml, a Mig érteke pedig 0,5 pg/ml volt, vagyis M.
haemolytica torzsek tobbsége érzékeny vagy meérsékelten érgékelt a penicillinre.
Hasonld érzékenységet lehetett latni az amoxiciiMiCsg 2 pg/ml, MIG, 32) és az
ampicillin (MICsp 0,25 pg/ml, MIGy 2 pg/ml) esetében is. Kivalé antibakterialis hiatas
mutattak a cefalosporinok, mind a ceftiofur, mind cafoperazon MIlgy értéke az
érzékenységi kategoéridba esett (1 pg/ml illetve gml). Az aminoglikozidok koézul a
gentamicin MIGo értéke (2 pg/ml) még az érzékenységi tartomangbt, ale a MIg, értéke
mar rezisztenciara utalt. Hasonldéképpen reziszteitisa M. haemolytica torzsek tébbsége a
spektinomicinnel szemben is. Bar a torzsek tobbs&gékeny volt oxitetraciklinre, tébb
rezisztens torzs miatt a M§eE16 pg/mi-nek adodott. A doxiciklin esetében csale8sztens
torzset talaltunk, a tébbiM. haemolytica térzs érzékenynek bizonyult. A makrolid
antibiotikumok kozul az eritromicin gyenge antibedidlis hatast mutatott Isl. haemolytica
torzsek esetében, a tilmikozin MjCértéke 2 pug/ml, a Ml értéke pedig 8 pg/ml volt,



mindkét érték az érzékenységi kategoriaba esikaulinnal szembeni rezisztencia alacsony
szinti volt, a torzsek 88%-a érzékeny volt tiamulinra2%ta pedig rezisztens volt vele
szemben. Mind a kloramfenikol, mind a florfenikolatBkonyan tudta gatolni .
haemolytica torzseket, mindosszesen 7 torzs volt rezisztemsakifenikollal, 2 pedig
florfenikollal szemben. A fluorokinolon antibiotikaok hatékonynak bizonyultak, az
enrofloxacin MIG, érteke 0,03 pg/ml, a marbofloxacin MiCértéke pedig 0,06 pg/ml A
szulfametoxazol 1600 pg/ml koncentracidban gatatatdrzsek tobbségét (Mig), a
szulfametoxazol-trimetoprim kombinacié esetébenl@dW2,375+0,125 pg/ml volt, a térzsek
kozil csak 14% volt rezisztens. Az izolatumok kdZtetM, 3 tetL és 2 tetH gént hordozo
izolatumot talaltunk, de genetikai rokonsagra utpldzotipus hasonlosag csak két 1-es
szerotipusu tetL hordoz6 izolatum kozott volt. grten hordozas nem fordultéelA genetikai
diverzitds magas volt, a kimutatott rezisztenciagédmalmozodasa egyes genotipusokban nem
volt jellemz. Az e vizsgalatok eredményeire alapozott kdzlerhénkbzeljowben nyujtjuk

be kozlésre (Fodor, L., Makrai, L., Kardos, G.: ididtic susceptibility of Mannheimia
haemolytica strains. Antimicrob. Agents Chemother., 2015).

Az A. pleuropneuniae, aH. somni és aM. haemolytica torzsek antibiotikum-érzékenységének
€s a mogotte lévgenetikai hattér vizsgalata, éorban a friss tbrzsek ggese soran szamos
olyan bakteriologiai vizsgalatot végeztiink, amelmmn kapcsolddik szoros értelemben a
tervezett munkahoz, de tudomanyos ujdonsaggal &rolyz A. pleuropneumoniae térzsek
tipizaldsakor ot olyan torzset taldltunk, amelyekeém Iehetett besorolni az.
peluropneumoniae jelenleg ismert 15 szerotipusanak egyikébe senbrisdkkel szemben
nyulakban hiperummun savoét termeltiink, és ezeknskvaknak a segitségével a passziv
hemagglutinaciés probaval igazoltuk, hogy e térzegk egységes csoportot képeznek. Az
ellentik termelt hiperimmun savékat Azpleuropneumoniae 15 szerotipusanak tipustorzsével
reagaltatva reakci6 nem mutatkozott, igy igazolastert, hogy e tdrzsek azA.
pleuropneumoniae egy Ujabb szerotipusaba tartoznak, amelyet 1&@®8pusnak javaslunk
elnevezni. Az ennek a vizsgalatnak az eredméngeialinazod szakcikket a kdzelmaltban
nyujtottuk be kozlésre (Sarkozi, R., Makrai, L.,deo, L.: Identification of a proposed new
serovar ofActinobacillus pleuropneumoniae: serovar 16. Acta Vet. Hung., 2015).

Vizsgalataink soran egy komoly torzsgigmenyt hoztunk létre, amely tobb mint 180
pleuropneumoniae, 100 H. somni és 200M. haemolytica torzsksl all. A kortani esetekd
szarmazo friss torzsek mellett atggmeény szamos kulfoldi és refenciatorzset is bawda,
igy ez tovabbi, mas irAnyu bakteriolégia vizsgdtdahetségét teremti meg.
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