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ZYGMUNT PEJSAK, IWONA MARKOWSKA-DANIEL,
MACIEJ SAMOREK, MARIAN TRUSZCZYNSKI

Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Pejsak Z., Markowska-Daniel I., Samorek M., Truszczynski M.

Detection and evaluation of properties of Polish strains of Arcanobacterium pyogenes
isolated from pigs

Summary

The aim of the study was the genetic identification and evaluation of properties of field isolates of A. pyogenes.
Samples of internal organs as well as pathologically changed joints taken from dead pigs bred in Poland were
used for testing. The isolation of bacteria was carried out according to standard microbiological methods.
Properties of bacteria were evaluated based on their color, size and shape on the agar plates and in smears
stained with the Gram method as well as on results of biochemical tests. Genetic identification of isolates
based on results of the elaborated PCR test. Sensitivity to the most commonly used chemotherapeutics was
evaluated by the disc diffusion test.

Monocultures of transparent, small bacteria of pinhead size, surrounded by large hemolysis zone, Gram
positive, fermented with acid production of glucose, fructose, galactose, lactose, cellobrose, trecholose,
maltose, melarytose, mannose, glikogen, xylose and starch, of proteolytic activity, were evidenced. Tested
A. pyogenes isolates were 100% sensitive to a wide spectrum of beta-lactames, with the exception of penicillin,
for which 5% of the strains were resistant. One hundred percent of isolates were sensitive to oxytetracycline,
doxycyclin, enrofloxacin, tylosin and florfenicol and 95% of them were sensitive to tetracyklines, cephalosporin
and Linco-Spectin. A high percentage (90%) of sensitivity was registered for tiamulin, tulatromycyn,
gentamicin and norfloxacin. The highest resistance was evidenced in the case of neomycin (47% resistant
strains) and sulphonamides with trimetoprimem (45% of resistant strains). In PCR the presence of genetic

material of A. pyogenes was detected in the case of 56 tested strains (98.2%).
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W okresie ostatnich kilku lat coraz czeSciej w Za-
ktadzie Choréb Swin PIWet-PIB (ZCHS) od padtych
zwierzat izolowany jest w czystej kulturze warunko-
wo chorobotworczy drobnoustrdj, nalezacy wg syste-
matyki Bergeya (9) do rodzaju Arcanobacterium, ga-
tunku Arcanobacterium pyogenes (A. pyogenes). By-
tuje on zasadniczo na skorze oraz btonach §luzowych
Swin, niemniej jednak w sprzyjajacych warunkach
powoduJe schorzenia pluc i stawdéw oraz powstawa-
nie ropni podskornych i/lub w narzqdach wewnetrz-
nych (7, 10, 15). Mechanizm przejscia ze stanu ko-
mensallzmu w stan zjadliwosci nie jest doktadnie po-
znany, przyjmuje sig, Ze ujawnieniu si¢ wiasciwosci
patogennych omawianego drobnoustroju sprzyjaja ura-
zy mechaniczne (2, 14). W patogenezie zakazen
A. pyogenes biora udzial toksyny 1 czynniki adhezyj-
ne, aw szczegolnosci hemolityczna egzotoksyna — pyo-
lizyna oraz neuraminidaza, utatwiajace jego adhezj¢
do komorek nabtonkowych §luzowki przewodu pokar-
mowego 1 uktadu oddechowego (3-6, 8). Z obserwacji

epidemiologicznych prowadzonych w ZCHS wynika,
ze czynnikiem predysponujacym do ujawnienia sig
zakazen natle A. pyogenes moze by¢ immunosupresja
bedaca konsekwencja zakazenia stada wirusem zespotu
rozrodczo-oddechowego (PRRS), bowiem materiat,
z ktdrego izoluje si¢ omawiane drobnoustroje, pochodzi
gléwnie z chlewni zainfekowanych tym patogenem.
Objawy kliniczne towarzyszace infekcji 4. pyoge-
nes sa zroznicowane, w zaleznos$ci od zaatakowanego
narzadu (15). W przypadku posocznicy lub zapalenia
wsierdzia czy bton surowiczych choroba czgsto kon-
czy si¢ naglym padnigciem zwierzat. Konsekwencja
zapalenia stawow konczyn sa kulawizny, natomiast
zapalenie rdzenia kregowego i przestrzeni migdzykre-
gowych uwidacznia si¢ porazeniami zadu. W przypad-
ku infekcji uktadu rozrodczego obserwuje sig uporczy-
wy ropny wyptyw z drog rodnych roniacych samic lub
ogniska ropne w gruczole mlekowym.
Arcanobacterium pyogenes jest Gram-dodatnia, he-
molityczna, katalozoujemna pateczka. Izolacja i iden-



Ryc. 1. Watroba pobrana od padlej $wini — strzalka zazna-
czono obecnos$¢ ropni pod torebka narzadu

tyfikacja tego drobnoustroju nie jest tatwa w zwiazku
z bardzo matymi rozmiarami kolonii i czgstym jedno-
czesnym wzrostem innych gatunkéw bakterii.

Celem badan byla identyfikacja genetyczna oraz
ocena wlasciwosci fenotypowych, z uwzglednieniem
wrazliwosci na powszechnie stosowane chemiotera-
peutyki, izolatow terenowych A. pyogenes wyosobnio-
nych z narzadéw wewngtrznych paditych swin.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Materiat do badan diagnostycznych
stanowity wycinki narzadéw wewngtrznych (ryc. 1) i zmie-
nione chorobowo stawy, pobrane w okresie od stycznia 2004
do czerwca 2005, od 490 padtych swin, odchowywanych
w $rednio- i wielkotowarowych fermach trzody chlewne;,
zlokalizowanych na obsza-
rze calego kraju. W przy-
padku 57 zwierzat z oma-
wianej stawki (11,6%)

Tab. 1. Narzady §win padlych,
z ktorych izolowano w czystej
kulturze Arcanobacterium pyo-

genes* .
A. pyogenes izolowano
w czystej kulturze z réz-
nych narzadow (48 probek)
lub z ptynu stawowego
Pluca 2 " (9 prébek) (tab. 1). Szcze-
Stawy 6 3 py referencyjne pochodzity
Serce 4 2 z Dunskiego Instytutu We-
Watroba 3 3 terynaryjnego w Kopenha-
_ dze. Szczepy Pasterella
$ledziona L - multocida, Actinobacillus
Nerka 1 1 pleuropneumoniae, Strep-

toccocus suis oraz Escheri-
chia coli, z ktorych wyeks-
trahowano materiat genetyczny, wykorzystano do kontroli
swoistosci testu PCR.

Badania bakteriologiczne. Izolacji bakterii dokonywa-
no z narzadéw wewngtrznych oraz ropni wedtug uznanych
i stosowanych powszechnie metod mikrobiologicznych, wy-
korzystujac do tego celu podtoze agarowe z dodatkiem 5%
krwi konskiej. Inkubacj¢ prowadzono w atmosferze 8%
CO,, w temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Cechy ho-

Objasnienie: * do 30.06.2005

dowlane 1 morfologiczne wyrostych bakterii ustalano na
podstawie barwy, wielkosci i ksztattu kolonii na podtozu
statym i w preparatach barwionych metoda Grama oraz wy-
nikoéw badan biochemicznych (test Api Coryne) (BioMe-
reiux). Aktywnos¢ proteolityczna A. pyogenes weryfiko-
wano inokulujac drobnoustroje do podtoza z surowica wg
Loefflera podczas 24 godzinnej inkubacji.

Identyfikacja genetyczna. W celu izolacji materiatu ge-
netycznego A. pyogenes badane szczepy namnazano przez
24 godz. w warunkach opisanych uprzednio. Z wyro$nigtej
hodowli pobierano kolonie bakteryjne celem ekstrakc;ji
matrycowego DNA, z wykorzystaniem elucji przez kolum-
ny ze ztozem krzemionkowym, wg procedury opracowa-
nej przez firm¢ A&A Biotechnology, Polska. Produkt eks-
trakcji zawieszono w 100 pul 10 mM roztworu TE.

Sekwencje starterow ustalono na podstawie danych
z Banku Genow (NCBI) oraz piSmiennictwa (1).

Mieszanina reakcyjna, o objgtosci 50 ul, miata nastgpu-
jacy sktad: 5 pl 10 x buforu PCR, 25 pl 25 mM MgCl,, 1 pl
10 mM mieszaniny trifosforanéw nukleotydow dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, 10 pmoli na reakcje starterow
A.pyog-F i A.pyog-R, 1 ul (1 U/ul) polimerazy Taq (Fer-
mentas), 5 ul matrycowego DNA 1 34,5 ul wody. Sekwen-
cje uzytych starterow przedstawiono w tab. 2.

Reakcje PCR wykonano w termocyklerze produkcji Bio-
metra, przy uzyciu programu o nastgpujacych parametrach:
denaturacja wstgpna 94°C — 4 min., a nastgpnie 30 cykli
sktadajacych si¢ z: denaturacji w temp. 94°C przez 1 min.,
przylaczania starterow w temp. 58°C przez 1 min., procesu
elongacji w temp. 72°C przez 1 min. Koncowy etap wy-
dluzania przeprowadzono w temperaturze 72°C przez 10
minut. Wyniki reakcji analizowano za pomocg rozdziatu
elektroforetycznego uzyskanych produktow w 1,5% zelu
agarozowym w buforze 1 X TBE, barwionym bromkiem
etydyny 1 wizualizowanym w swietle UV.

Tab. 2. Sekwencje starteréw uzytych do amplifikacji mate-
rialu genetycznego A. pyogenes

5’GAA GCC GGG GCT TTT TGT T 3’
5’ CAC ATA CCG TCA CAA AAA TGC &

A.pyog-F

385 pz
A.pyog-R

Badanie lekowrazliwosci. Do analizy lekowrazliwosci
in vitro wobec wymienionych ponizej grup antybiotykdw,
uzyto 57 szczepow A. pyogenes: tetracykliny: oksytetracy-
klina, doksycyklina (Oxoid) oraz tetracyklina (BioMerieux);
antybiotyki beta-laktamowe: amoksycylina, amoksycylina
z kwasem klawulonowym, ampicylina i penicylina (Oxo-
id); antybiotyki aminoglikozydowe: neomycyna i gentamy-
cyna (Oxoid); chinolony: enrofloksacyna i norfloksacyna
(Oxo0id); linkosamidy-aminocyklitole: (Linco-spectin)
(Oxoid); antybiotyki makrolidowe: tylozyna (Symbios), tia-
mulina (Rosco) i tulatromycyna (Pfizer); sulfonamidy po-
tencjonowane trimetoprimem (SxT) (BioMerieux); cefa-
losporyny: ceftiofur i cobactan (Oxoid); pochodna chlor-
amfenikolu — Florfenicol (Beton Dickinson).

Wrazliwo$¢ izolatow A. pyogenes badano metoda dyfu-
zyjno-krazkowa na podtozu Miieller-Hintona z dodatkiem
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5% krwi baraniej, po 48-godzinnej inkubacji bakterii, zgod-
nie z procedurg zalecang przez National Committe for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). W zaleznosci od
strefy zahamowania wzrostu bakterii badane szczepy okres-
lano jako oporne lub wrazliwe na oceniany chemiotera-

peutyk.
Wyniki i omowienie

Charakterystyka wyizolowanych drobnoustrojow.
Po 24-godzinnej inkubacji bakterii w temperaturze
37°C w posiewach z wymienionych w tab. 1 narza-
dow stwierdzono jednorodny wzrost kolonii o wiel-
kosci glowki szpilki, otoczonych silng hemoliza. Strefa
hemolizy byta kilkukrotnie wigksza niz $rednica ko-
lonii.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono obecnos¢
Gram-dodatnich pateczek, wykazujacych niekiedy
polimorfizm (ksztatt maczugi lub ziarenkowca).

W badaniach biochemicznych wykazano, ze wymie-
nione bakterie fermentowaty, z wytworzeniem kwasu,
nastgpujace substraty: glukoze, fruktoze, galaktoze,
laktoze, cellobroze, trehalozg, maltoze, melarytoze,
mannozg, glikogen, ksylozg i skrobig.

W proébie na podlozu z surowica wg
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n¢ i norfloksacyng. Najwyzsza opornoscia badane izo-
laty charakteryzowaty si¢ w stosunku do neomycyny
(47% szczepodw opornych) oraz sulfonamidéw poten-
cjonowanych trimetoprimem (45% szczepOw opor-
nych).

Testem PCR obecno$¢ materiatu genetycznego
A. pyogenes stwierdzono w odniesieniu do 56 bada-
nych izolatéw, co stanowito 98,2% (ryc. 3). Tylko 1 izo-
lat okazat si¢ negatywny w badaniu genetycznym z za-
stosowaniem uzytych starterow. Opracowany test do
genetyczneJ identyfikacji izolatow 4. pyogenes oka-
zal si¢ swoistym narzedziem diagnostycznym, bowiem
nie wykrywat on obecnosci bakteryjnego DNA w prob-
kach wyekstrahowanych ze szczepéw porownawczych,
tj. Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneu-
moniae, Streptoccocus suis oraz Escherichia coli. Nie
odnotowano réwniez niespecyficznych prazkow
$wiadczacych o kontaminacji badZ niestabilnosci star-
terow.

Dos$wiadczenia wlasne wskazuja, ze identyfikacja
A. pyogenes nie jest fatwa ani tania. By¢ moze z tego
powodu laboratoria weterynaryjne identyfikuja te bak-

Loefflera badane izolaty ujawnity ak- _ % szczepéw wrazliwych
tywno$¢ proteolityczna. AmOKSVXﬂQES;C"y‘?ﬁ: 1o
Wrazliwos¢ in vitro szczepow bak- A aie -
teryjnych na powszechnie stosowane Ceftiofur 95
chemioterapeutyki przedstawiono na Cobactan 95
o) Doksycyklina 100
ryc. . . . Enrofloksacyna 100
Jak wskazuja otrzymane wyniki Gentamycyna 90
izolaty 4. pyogenes byly wrazliwe na Linco-Spectin 95
dziatanie wszystkich badanych anty- Neomycyna | 153
. , . . o . Norfloksacyna 90
blOtkaW- Na]WYZSZQ - 100% Wr‘?‘lZ' Oksytetracyklina 100
liwos¢ wykazywaty one na antybio- Penicylina 95
tyki beta-laktamowe o szerokim za- | Sulfonamidy + Trimetoprim | 55
kresie dziatania (amoksycylin Tetracykiina %
resic . yeylne, Tiamulina 90
amoksycyling z kwasem klawulono- Tylozyna 100
wym, ampicyling), z wyjatkiem peni- Tulatromycyna | G5
cyliny, w odniesieniu do ktdrej stwier- Florfenico R0
dzono obecno$é¢ 5% szczepdw opor- L 2 40 €0 80 100

nych. Podobna sytuacje stwierdzono
w odniesieniu do tetracyklin. W tym
przypadku stuprocentowa wrazliwo$¢
zarejestrowano wobec oksytetracykli-
ny i doksycykliny oraz 95% wrazli-
wos¢ na tetracykling. Bardzo wysoka
(100%) wrazliwo$¢ obserwowano
ponadto na enrofloksacyng, tylozyng
oraz florfenikol. Dziewiqédziesiqt
pie¢ procent badanych szczepow wy-
kazywato in vitro wrazliwos¢ na dzia-
fanie cefalosporyn (ceftiofuru i cobac-

Ryec. 2. Wrazliwo$¢ szczepow Arcanobacterium pyogenes, izolowanych w czystej
kulturze z narzadow padlych §win, na najczesciej stosowane antybiotyki
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10 11 12 13 14 15 16 17

tanu) oraz Linco-Spectinu. Znaczna
(90% wrazliwo$¢ zarejestrowano
w odniesieniu do pozostatych ocenia-
nych makrolidow (tiamulina i tulatro-
mycyna), jak rOwniez na gentamycy-

Ryc. 3. Obraz elektroforetyczny produktow amplifikacji metoda PCR, uzyska-
nych ze starterami flankujacymi gen 16S rRNA (210 pz) wybranych szczepow
terenowych A. pyogenes. Poszczegolne $ciezki: M — 100 pz, standard masy mole-
kularnej; K(+) szczep referencyjny 4. pyogenes; K(-) Kontrola reakcji PCR (H,0);
1-17 badane izolaty terenowe A. pyogenes
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terie niezwykle rzadko. To z kolei minimalizuje rolg
tych bakterii w etiologii mieszanych zakazen $win.
Dowodem powyzszego jest brak jakichkolwiek danych
na ten temat w piS$miennictwie krajowym.

Zdecydowanie wigcej danych odno$nie do udzialu
A. pyogenes w etiologii zachorowan znalez¢ mozna
w piSmiennictwie dotyczacym chorob bydta i owiec
(11-13). Naudziat 4. pyogenes w etiologii zapalen wy-
mienia u krow zwracali uwage m.in. Malinowski 1 wsp.
(12). Autorzy ci wykazali, ze wymienione drobnoustro-
je byly przyczyna zapalen wymienia w niektorych gos-
podarstwach az w 6,4% przypadkow. Malinowski (11)
zwrdcit rowniez uwage na znaczenie much w szerze-
niu si¢ zakazen 4. pyogenes. Badania bakteriologicz-
ne much z okolic wymienia i strzykdéw pozwolily na
izolacjg tych bakterii w czystej kulturze.

Przedstawione dane wskazuja, ze 4. pyogenes m(')g1
by¢ bezposrednia przyczyna padnigcia ponad 11% $win
odchowywanych w chlewniach $rednio- 1 wielkotowa-
rowych, gdzie istnieja warunki sprzyjajace zakazeniu
zwierzat (czgste przypadki przerwania ciagtosci bto-
ny $luzowej oraz skory, nadmierne zaggszczenie zwie-
rzat, bez$ciotowy system chowu itp.).

Uzyskane wyniki wskazuja na stosunkowo duza
wrazliwos¢ szczepow A. pyogenes na rdzne grupy an-
tybiotykoéw. Biorac to pod uwage, mozna wyrazi¢ po-
glad, ze problem miejscowych stanéw chorobowych
wiktanych przez ten drobnoustrdj jest stosunkowo lat-
wy do opanowama pod warunkiem, Ze sa to zakaze-
nia $wieze.

Badania wlasne podwazaja w stopniu istotnym po-
glad, ze zakazenia A. pyogenes maja przede wszyst-
kim charakter miejscowy. Fakt, ze az u 11,6% zwie-
rzat bakterie te wyizolowano w czystej kulturze, w tym
w 48 na 57 badanych przypadkoéw, drobnoustroje izo-
lowano z narzadow wewnetrznych wskazuje, ze
w okreslonych sytuacjach A. pyogenes staje si¢ przy-
czyna 1nfekCJ1 ogolnych prowadzacych bezposrednio
do padnigcia $win.

Przyczyny ujawniania sig¢ wtasciwosci chorobotwor-
czych w odniesieniu do bakterii wzglednie patogen-
nych sa wielorakie 1 trudne do precyzyjnego ustalenia.
Bezwzglednie do gtéwnych zaliczy¢ nalezy: koncen-
tracje 1 intensyfikacje produkcji, dazenie do wyselek-
cjonowania linii $win charakteryzujacych si¢ szybkim
wzrostem 1 wysoka migsnoscia, duzy obrét zwierzgta-
mi (w tym obrdt migdzynarodowy) oraz rozprzestrze-
nianie si¢ patogenow charakteryzujqcych si¢ wilasci-
wosciami immunosupresyjnymi (PRRSV, Mhp itp.).
Zmiany w przedstawionych zakresach wydaja si¢ przy-
czyna zjawisk, ktore decyduja o tym, ze coraz rzadziej
spotykamy si¢ z chorobami kiedy$ powszechnymi (po-
mor klasyczny $win, choroba pecherzykowa, pryszczy-
ca, bruceloza, rézyca), a jednoczesnie coraz czgsciej
przyczyna zachorowan i padnig¢ $win staja si¢ drob-
noustroje warunkowo chorobotwoércze (Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis, Campylobacter coli,
Clostridium perfringens czy cirkowirus §win PCV-2),
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ktérych wykrycie, identyfikacja i zwalczanie nastre-
cza wielu probleméw. Otrzymane wyniki badan do-
wodza, ze drobnoustrojem takim moze by¢ réwniez
A. pyogenes.
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