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The usefulness of phenotypic techniques for epidemiologicalRping
ActinobacilluŚ pleuropneumoniae strains isolated from pigs

Summary
antibiotic,susceptibility were used to analyse
identification ofApP strains was performed
s. Fifteen different tests rvere employed for

biochemical analysis. The antibiotic susceptibiliĘ pattern was anaĘsed using 17 chemioteraPeutics.
The results of ine sero§ping techniqueŚ have shown cross-reactions - especiałly and 6

and seroĘpes 1, 9 and 11. rłró strongest cross-reactions lvere observed in the a§g ng 15

biochemical reactions 8 were positive for all investigated isolates. Comrnon features for all §eroĘTe§ were:
NAD-dependence, CAMP reaótion, hemolysis, ureasi production and hydiolysis of gluco , xYlose
and sucrbse. The results of antibiotic susceptibi|iĘ have shown that all App]strains are res om}cin
and streptomycin. It should be stressed that an apparent difference between Polish and German strains has
been observed in terms of the scope of their sensitiviĘ/resistance to 56plgl ch
significant differences were found to exist in the antibiotic sensitiviĘ patter
clude, it should be underlined that conventional methods are useful only to,
epidemiological study of App infection in swine.

Actinobacillus (Haemophilus) pleuropneumoniae
(App) jest czynnikiem etiolo gicznym pleuropneumo-
nii, groźnej choroby układu oddechowego świń, po-
wodującej duże straty ekonomiczne w produkcji trzo-
dy chlewnej na całym świecie (J , 33 , 38, 46) . W Pol-
sce obsetwuje się stosunkowo szybkie rozprzestrze-
nianie się infekcji tym drobnoustrojem, co szczegóI-
nie wyrażnie uwidacznia się w wielkotowarowych
chlewniach trzody chlewnej (51).

W oparciu o antygen otoczkowy rozrożnia się 12
typów serologicznych App (I, 2, 3, 4, 5a, 5b, 6, 7, 8, 9,
1 0, 1 1, 1 2), których rozptzestrzenienie uzależnione j est
od kontynentu, kraju, a nawet gospodarstwa (32). W
ramach serotypu 5 rozrożnja się podtyp 5a i 5b (35,
36). Z punktu widzenia patogenności, App mozna po-
dzięItc na serotypy wysoce zjadliwe, do których nale-
ży serotyp I,5,9 i II oraz grupę szczepów mniej cho-
robotwórczych, utwor zoną przęz pozostałe serotypy
(4, 23, 27 ). W przypadku niektórych z nlch występuj ą

reakcje krzyżowe, jakto mamiejsce mlędzy serotypa-
mi 1, 9 l Il 4 i 7 lub serotypami 3,619 App (27,30,
31-39). W Polsce dotychczas stwierdzono występo-
wanie następujących serotypów App: I, 2, 4, 5, 6 i 9,

przy azymdominującymi sąserotypy 2,4,6 i 9 (51).
Metody stosowane w klasyfikacji bakterii, w tym i

App, można podzielić na fenotypowe i genotypowe.
Pierwsze okre ślaj ą antygeny bakteryj ne lub właściwo-
śc i bi ochem lczne, umożliwiaj ąc identyfikacj ę s eroty-
pu lub odmiany biochemicznej . Drugie koncentruj ą się
na analizię elementów genetyc znych DNA chromo s o -

go. Do metod fenoty-
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kogramów.

Monitorow anie rozprzestrzeniani a się zakażeń świń
na tle App prowadzonęjest przede wszystkim zapo-
mocą badań serologicznych. Spośród metod serolo-
gicznych najczęściej stosuje się aglutynację szkieł-



kową koaglutynacj ę, fluorescencj ę pośrednią hema-
glutynację pośredniąoraz immunodyfuzję w żelu (18,
29,39,43,44). W związku ztym, że znanychjest 12
typów serologicznych App, zktorych tylko nieliczne
występują na danym terytorium, serotypowanie nie
zawsze jest w stanie dostarczyć szczegółowych infor-
macji epidemiologicznych (33, 37, 43). Dodatkowo
większość izolatów App należących do serotypu 3, 6 i
8, jakrównież szczępy bakteryjne należące do seroty-
pu 1, 9 i 11 reagująWzyżowo w testach serologicz-
nych i mogąbyć zrożnicowane dopiero po szczegóło-
wej i pracochłonnej analizie antygenow ej (27 , 35 , 37 ,

3 9 ), B adaniem uzup ełniaj ącym serotyp owania są m. in.
analiza b io chemicz na oT az p orównanie antyb iotyko -
gramów izolatow App (9, 48). W niektórych okolicz-
nościach wymienione metody sąpomocne w badaniach
epidemiologtcznych,zmlerzaJąaychdośledzeniadróg
szerzenia się infekcji i w konsekwencji zwalczania
pleuropneumonii świń (a8).

Wątpliwości, które napotkano wykorzysĘąc me-
tody fenotypowe w monitorowaniu zakażei świń App
skłoniły autorów do podj ęcia badań, których celem była
weryfikacja przydatności wymienionych wyżej metod
w charakteyzowaniu szczepow terenowych App.

Mateliał imetody
SeroĘpowanie
Z w i e r z ę t a. Do badań uż5Ąo ż6 królików o masie cia-

ła2-2,5 kg, podzielonych na 13 równych grup, w zależno-
ści od lżytego do ich immunizacji serotypu App.

S z czepy b akteryj n e . Trzynaście szczepów re-
ferencyjnychApp (3)* o seroĘpach(Shope 4074(l), S1536
(2), S1421 (3),}i462 (4),KI7 (5a),L20 (5b), Femo (6),
WF83 (7),405 (8), CVIl3261 (9), 8009 (10),56153 (1l),
1096 tlżyto do immunizacji królików. Sześćdziesiąt jeden
izolatów terenowych App poddano badaniom serologicz-
nym w celu określenia ich przynależności serotypowej.

Przygotowanie antygenów App do immunizacji królików:

- sześcio go dzinną hodowlę App poszcze gólnych sero-
typów, na podłożu PPLO (pleuropneumonia like organi-
sms), spłukiwano 1,5 mlpĘnu ftzjologicznego z dodatkiem
1% formaliny i inkubowano pTzęz noc w temperaturze po-
kojowej;

- gęstość optyczną(OD) zawiesiny bakteryjnej określa-
no pTzy llżycil;- spektrofotometru (Spekol 11, Carl Zeiss
Jena) przy długości fali 540 nm;

- 0,5 ml takprzygotowanej zawiesiny bakteryjnej mie-
szano z 0,5 ml niekompletnego adiuwantu Freunda.

W ten sposób otrzymany dlaposzczególnych 13 seroty-
pów App antygen uży,wano do pierwszej immunizacji kró-
lików, podając go domięśniowo w dwa różne miejsca (po
0,5 ml w jedno miejsce). Następne sześciokrotne - do-
żylne (i.v.) immunizacje królików poszczególnymi seroĘ-
pami App prowadzono wg schemafu: I t.v. szczepienie w
dniu 0, II 14 dni późniejikażde kolejne szczepienie co 3

dni. Po wcześniejszym sprawdzeniu poziomu przeciwciał
w surowicach immunizowanych król ikow przy lĘciu aglu-

tynacji z Z-merkaptoetanolem, zwierzęta po uśpieniu wy-
krwawiano, po 7 dniach od ostatniego uodporniania.Uzy-
skane surowice ltżyto do wykony,wania testów serologicz-
nych w celu okre śle nia pr zynależno ści serotyp owej szczę -

pów terenowych App.
Do serotypowania izolatów terenowych App zastosowa-

no następujące, ogólnie znane tesĘ: aglutynacji szkiełko-
wej, precyp itacj i szkiełkowej oraz ko aglutynacj i z uży c:sm
w rożny sposób przygotowanych antygenów (12, ż6,28,
29,43).

Określenie właściwości biochemicznych
Szczepy bakteryj ne. Do badań użyto ogółem

70 szczepow App. Spośród nich siedemnaście, w tym dzie-
więć zNiemiec**, należało do serotypu 2, siedem do sero-
typu 4, dwadzieścia jeden reprezentowało serotyp 6 i dwa-
dzieścia pięć izolatów było zaklasyfikowanych do seroty-
pu 9. Dodatkowo użyto odpowiednie szczępy referencyj-
ne,należące do poszczególnych seroĘpów Apptj.ż,4,6 i9.

P o s t ę p o w a ni e, Zależnośó szczepów App odczyn-
nika wzrostowego V oceniano na agarze zWwiąbaranią
posiewając w jednej Linli Staphylococctls epidermidis. Zdol-
ność uzupełniania częściowej hemolizy krwinek czerwo-
nych, tzw. próba CAMĘ testowano na podłożu agarowym
z dodatkiem 5%I§wi baraniej, posiewając liniowo szczep
App oraz prostopadle do niego beta-toksynotwórczy szczep
S t ap hy l o c o c c u s aureu s (2 1 ). Wytwar zanl,e katalazy ustala-
no mieszając na szkiełku podstawowym kroplę 30% wody
utlenionej z lcopląhodowli bakteryjnej, Określenie pro-
dukcji uTeazy przeprowadzono według metody, przedsta-
wionej w Manual of BBL (ż5), Zdolność rozkładu cukrów
zwytworzeniem kwasu określono zgodnie z metodykąKi-
Liana(ZI),w modyfikacji własnej. W sumie badanie to prze-
prowadzono używając l0 cukrów w hodowli pĘnnej z2oń
roztworem czerwieni fenolowej jako wskaźnikiem i l0 pgl
/ml NAD. Badaniu poddano następujące cukry: arabinozę,
raftnozę, glicerol, dulcytol, adonitol, mannitol, glukozę, sa-
charozę, ksylozę i laktozę. Hodowlę bakteryjną poszcze-
gólnych szczepów App będącą przedmiotem testu, przy-
gotowyr;vano napodłozu PPLO, które inkubowano w 37oC
przez 16-18 godz., a następnie każdąpłytkę spłukiwano 10

ml jałowego pĘnu fizjologicznego w celu lzyskania za-
wiesiny bakteryjnej o odpowiedniej gęstości; 0,1 ml tej
mieszaniny uzyvano do inokulacjlkażdej probówki z od-
powiednim węglowodanem. Dla potwierdzenia miarodaj-
ności badań wszystkie testy wykonywano dwukrotnie.

Analża lekooporności
P o stęp owani e. Lekooporność poszczególnych,

wymienionychuprzednio 70 szczepów App określono me-
todą krążkowo-dyfuzyjną na podłożu Mrillera-Hintona z
uzyciem 1 7 następuj ących chemioterapeutyków: penicyli-
ny (10 j.m.), ampicyliny (10 pg), apramycyny (15 pg),
amoksycyliny/kwasu klawulonow ego (20 l I0 pg), strepto-
mycyny (l0 prg), sulfonamidy (300 pg), trimetoprimu (5
pg), tetracykliny (30 pg), oksytetracykliny (30 pg), neo-
mycyny (30 pg), linkomycyny (l9 pg), spektynomycyny
(200 pg), linkospektyny (15+200 pg), enrofloksacyny (l0
p,g), fixazolidonu (50 pg), tiamuliny (30 pg) i cefalotyny
(30 pg) Interpretacji wyników, na podstawie strefy zaha-

* Szczepy relerencyjne App otrzymano, dzięki uprzejmości Prol J. Nicolet, zZakładu Bakteriologii Uniwersytetu w Bemje, Szwajcaria
** Szczepybakteryjne otrzymano, dzięki uprzejmości Prol H. J. Selbitza, z ImplstoffwerkDessau, Niemcy



Tab. 1. Wyniki seroĘpowania 6l szczepów Actinobacillus pleuropneumoniae prry uŻyciu trzech róŻnYch metod

obj aśnienia: * _ Iiczba szczepów danego serotypu, wykazuj ących reakcj e Wzyżowe z więcej niż j edną surowicą F antYgęn forma-

linizowany, P antygen podgrzewany w 56'C, G - antygen gotowany w l00'C,

mowania wzrostu, dokonFvano zgodnie z zaleceniami pro-
ducentów krążków (Difco, Rosco, F armaceuti cal),

Wyniki iomówienie
Zebrane w tab. 1 wyniki badania serologicznego

szazepow terenowych App, uzaleznione są z jednej
strony od rodzaju zastosowanego odczynu, z drugiej
zaś od ia antygenu do wykona-
nia po erologicznych. Z przed-
stawio że rezultaty uzyskane w
wyniku precypitacji szkiełkowej sąpodobne do zare-
jestrowanych w teście koaglutynacj i.

W odczynie precypitacj i szkiełkowej ob s erwowano

lżyw ano antygenu formalinizowanego.
W teście koaglutynacji nie stwierdzano reakcji krzy-

żowych między badanymi tzolatamt.
Silnego stopnia re obserwowano

natomiastw odczynie łkowej i to nie-
zależnię od typu lżytego antygenu. Dwadzieścia je-
den spośrod 25 szczepów należących do serotypu 9

reagowało w tym odczynie z surowicąanty-serotyp 1 i
11. W grupie izolatow zaliczonych do sero§pu 6, w
przyp adku uży cia anty genu formalinizowane go, p ięt-
naście spośród 2I szczepow wykazywało reakcje krzy-
żowę z surowicą dodatnią dla serotypu 2; z anĘge-
nem podgrzewanym w 56"C - dwanaście izołatów, a
z antygenem gotowanym w 100"C - dziesięć szcze-
pów reagow ało Wzy żowo z wymienioną surowicą do-
datnią. Pięc spośró d 8 szczepów zaklasyfikowanych
do serotypu 2, r eagow aŁo Wzy żowo z surowic ą anty -

serotyp 6, gdy używany antygenbył formalinizowany,
a tylko 2 gtzewa-
nego W naleŻą-
cych do słabo, z
surowicą dodatnią dla serotypu 7. W badaniach wła-

snych nie stwierdzono reakcj ilłzyżowych w przypad-
ku izolatów należących do serotypu 6 a surowicą do-
datnią dla serotypów 3 i 8, pomimo znanego pokre-

Iaktozy i ruftnozy rożnlły śię od rezultatów otrzyma-



Tab.2. CharakterysĘka biochemiczna 70 izol.atów Actinobacillus pleuropneumoniae

Objaśnienia: * - szczepy wyizolowane w Niemczech; R szczepy referencyjne odpowiednich sero§pów App.

nychprzęz Siroisa i Higginsa (a8). Wymienieni auto-
rzy napodstawie zdolności rozkładu glicerolu, lakto-
zy l raftnozy z wytworzeniem gaz:u, ZapToponowali
utworzenie wzorca biochemiczneg o,który pozwolił na
utworzenie 6 grup fenotypowych w ramach izolatów
należących do serotypu 1 i 5 App. Wszystkie zuży-
tych w badaniach własnych testy biochemiczne, nie
w ykazy w aĘ żadny ch wł a ś c iw o ś c i ń żnicuj ącyc h i t o
zarówno pomiędzy szczepaminależącymi do tego sa-
mego serotypu, jak teZ między rożnymi serotypami
App. Podobne wyniki uzyskali Kilian (21), Kilian i
wsp. (20) oraz Pohl i wsp. (42), co może sugerować
wysokąhomologię szczepow należących do tego ga-
tunku. Biorąc powyższepoduwagę wydaje się, ze ana-
liza właściwo ś ci b io chemi cz ny ch szczep ów tereno -

wych App jest mało użyteczna i przydatna w bada-
ni ach epi demi o 1o giczny ch zakażei świń wywoływa-
nychprzez wym. gatunek bakterii.

Dane doĘczące leko op orno ś ci na uĄĄe w b adaniach
antybiotyki, przedstawiono w tab. 3. Wskazują one,
ze największy odsetek szczepów wrażliwych i śred-

nio wrażliwych, wynoszący od5Ooń dla serotypu 2 do
rc}% dla serotypów 4,6 i 9, uzyskano w przypadku
amoksycyliny/kwasu klawulonowego, tetracykliny i
oksytetracykliny, spektynomycyny, linkospektyny, en-
ro fl oks acyn y, fur azoltdonu, tiamuliny i c e falotyny. Na
uwagę zasługuje fakt, że I00% izolatów należących
do serotypu 2,pochodzących z Niemiec, było wrażli-
wych na amoksycylinę/kwas klawulonowy. Spośroil
izolatów krajowych, reprezentujących ten sam sero-
typ, tylko 50oń charakteryzowało się wrażliwościąna
wymienione antybiotyki. Mniej szczępow należący ch
doposzczególnych serotypów- od22oń (serotyp 2 po-
chodzenia niemieckiego) do 86% (serotyp 4) było
wrażliwych na ampicylinę. Bardzo dużązmienność w
zakresie wrazliwości izolatow App na poszczególne
preparaty, wynoszącąod 0 do 86% stwierdzono w przry-
padku penicyliny, apramycyny, streptomycyny, sulfo-
namidów i neomycyny. Z eptdemiologicznego punkfu
widzenia na szczegolne podkreślenie zasfuguje fakt
całkowitej oporności izolatów App, serotyp 2,wytzo-
lowanych w Niemczech na apramycynę, neomycynę i



Tab. 3. Wrażliwość na chemioterapeutyki 70 izolatów Actinobacillus pleuropneumoniae

Objaśnienie:* szezepywyizolowane w Niemczech.

sulfonamidy, w odróżnieniu od szczepów krajowych
App, reprezentujących ten sam selotyp, które były
wrazliwe, choc w różnym stopniu, na wymienione pre-

vitro Eavęs i wsp. (6) oraz Schultz i Ross (45). Małą
aktywnością przeciwbakteryjną charuktety zowała się
również streptomycyna, na którąoporne były wszyst-

Ms ińal '9€

kie szczepy App należące do se-
rotypu 2 i 4, natomiast tylko I2oń
izolatow reprezentuj ących sero-
typ 9 było wrażliwych na ten an-
tybioĘk. Dosyó dużą skutec znośc
tego preparatlwykazano takze w
stosunku do szczepów na|eżących
do serotypu 6.

Generalnie, poza wykazaną
opornością badanych szczępow
App na niektóre antybiotyki (lin-
komycyna, streptomycyna) oraz
wyr ażnymi ró żnicami w zakre sie
wrażliwości/oporności na ni ektó-
re chemioterapeutyki izolatów
polskich i niemieckich reprezen-
tujących serotyp 2, nie stwierdzo-
no większych różnic we wzorcach
wrażliwości badanych szczepów
App na oceniane leki przeciwbak-
terylne.

Opracowanie wzorca antybio-
tykooporności kraj owych izola-
tow Actinobacillus pleuropneu-
moniae jest ważne z dwóch po-
wodów, po pierwsze - znana jest
oporność wśród szczepow App na
ampicylinę, streptomycynę i sul-
fonamidy, co najprawdopodob-
niej związane jest z obecnością
plazmidów (8, 10, 14). Po drugie

- problem pleuropneumonii świń,
w ostatnim czasie, narasta w kra-
jowych gospodarstwach trzody
chlewnej, Oceniane w badaniach
własnych, penicylina i jej pochod-
ne w ykazały zml enną aktywno ś c
w stosunku do App. Najbardziej
efektywnym plepaIatem w tej
grupie jest amoksycylina/kwas
klawulonowy. Biorąc to poduwa-
gę wym. antybiotyk np.w posta-
ci preparatu Amoksiklav wydaje

się byó lekiem z wyboru w leczeniu pleuropneumonll
świń.

Dużązmi enno śó w zakre s ie lekowrażliwości bada-

eparat.
i oksytetracyklina są tradycyjnie sto-
biotykami w chorobach bakteryjnych



świń, co może częściowo wyjaśnić stopień oporności
App na te leki, stwierdzonej w badaniach własnych.
W piśmiennictwie j est wiele danych świadczący ch, za-
równo o wysokiej aktywności obu tych antybiotyków,
jakrównież o duzym odsetku szczępow App opornych
na wymienione preparaty (9,11, 16, 24,4]).

W zakresie wrażliwości badanych szczepów App
na sulfonamidy stwierd zono, że ods etek lzolatów wr aż-
liwych był zmienny i wynosił odOoń (serotyp 2 i 4) do
62oń (serotyp 6).Nie wykazano wśród analizowanych
szczepow występowania oponrości na trimetoprim, a
odsetek tzolatow wrażliwych wahał się od 33% (sero-
typż) do 100% (serotyp 4).

W ciągu ostatnich kilku lat przeprowadzono wiele
badań in vitro t in vivo (1, 13, 15,22, 49) nad oceną
aktywności chinolonów w stosunku do App. Wyniki
b adań własnych wykazały wy s oką e fektywno ś ć enro -
floksacyny in vitro w tym zakresie i tym samym po-
twierdziły obserwacje uzyskane pTzęz cytowanych
autorów. Biorąc to pod uwagę możnauznać, żę ęnro-
floksacyna jest a prioribardzo skutecznym prępara-
tem w leczeniu pleuropneumonii świń.

Wysoką skuteczność in vitro w stosunku do App
uzyskano w przypadku linkospektyny i spektynomy-
cyny, a zerową dla linkomycyny. Podobne wyniki otrzy-
mali Hommez i wsp. (11).

Tiamulina jest jednym z leków szeroko propono-
wanych do stosowania w terapii pleuropneumonii świń.
Wyniki własnych badań in vitro, świadczące o wyso-
kiej aktyrvności tiamuliny w stosunku do App sązgod-
ne z rezultatami uzyskanymi w badaniach in vivo (5,
9). Jeszcze lepsze efekty terapeutyczne uzyskuje się
po skojarzeniu tiamuliny z oksytetracykliną lub enro-
floksacyną(50).

Reasumując należy stwierdzić, żę nię zaobserwo-
wano jednoznacznych różnic w zakresie wrazliwości
poszczegolnych serotypów App nalżyte w badaniach
chemioterapeutyki, Stwierdzono natomias t wyraźne
różntcę we wzorcu antybiotykooporności pomiędzy
szczep aml App r epr ezentuj ącymi s erotyp 2, p o cho dzą-
cymi z Polski i Niemiec. Oporność izolatow niemiec-
kich na apramycynę, neomycynę i sulfonamidy umoż-
liwia ich odróżnienie od szczepów polskich, co waz-
ne jest z epidemiologicznego punktu widzenia.

Wnioski

1. Serotypowanie jest metodą mało przydatnąw
ocenie struktury populacyjnej krajowych szczepów
App.

2. Analiza właściwości biochemi czny ch izolatów
App nie może być zalecana do stosowinia w bada-
niach epidemiolo gicznych ze względuna zlaczne Toz-
biezności w zakresie uzyskiwanych rezultatów.

3. Z powodu braku istotnych rożntc w zaklesie an-
Ębiotykowrażliwości poszczegóInych serotypów App,
analiza antybiotykooporno ści j e st mało użytecznym
markerem w badaniach nad szerzeniem się zakażeń
App.

4. Metody fenotypowe mają ograniczone zastoso-
wanie w monitorowaniu dróg szerzenia się zakażeń
świń szczepami App.
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