IZVORNI ZNANSTVENI RAD

Prisutnost bakterije Erysipelothrix
rhusiopathiae u populaciji divljih svinja s
dvaju lokaliteta - preliminarni rezultati

The presence of bacteria Erysipelothrix rhusiopathiaein a
population of wild boars from two areas

Karadole’, M.*, F. Adamic¢'*, M. Bujanié?, K. Matanovié, D. Konjevié?

Sazetak

akterija Erysipelothrix rhusiopathiae uzrocnik je vrbanca, bolesti koja naj¢eSc¢e zahvaca svinje u

dobi od 5 do 12 mjeseci, no moze se prenijeti i na ljude (zoonoza). Prema tijeku, bolest se ocituje
od akutnog do kroni¢nog oblika. Osim klinicki vidljive bolesti, uzro¢nik u znatnom postotku boravi
u organizmu svinja (tonzile i ileo-cekalni zalistak) bez uzrokovanja klinicki vidljive bolesti. Smatra
se da ¢ak do 90 % domacih svinja nosi ovu bakteriju u tonzilama. S obzirom na to da je populacija
divljih svinja (Sus scrofa) u Republici Hrvatskoj i EU u stalnom porastu, raste i rizik od prijenosa
vrbanca na druge prijemljive vrste. To namece potrebu redovitog pracenja zdravstvenog statusa
divljih svinja u svrhu smanjivanja rizika od prijenosa bolesti. U ovom preliminarnom istrazivanju
je pretrazeno 29 uzoraka divljih svinja, i to s podru¢ja Parka prirode Medvednica (n = 9) i drzavnog
otvorenog lovista br. 1/3 Crnovi¢ak (n = 20). Za izdvajanje bakterija iz nep¢anih tonzila koristene su
tekuca i kruta selektivna hranjiva podloga (BHB/S i BHA/S). Obje podloge omogucuju rast vrsta iz
roda Erysipelothrix, a dodani antibiotici inhibiraju rast vecine ostalih bakterija. Razlikovanje vrste E.
rhusiopathiae od srodne vrste E. tonsillarum provedeno je odredivanjem sposobnosti fermentacije
saharoze. Provedene izolacije bakterija iz nepcanih tonzila utvrdile su prevalenciju bakterije E. rhu-
siopathiae od 67 % na podruéju PP Medvednice i 85 % na podru¢ju lovista Crnovscak.

Abstract

e bacterium Erysipelothrix rhusiopathiae is a causative agent of the disease called erysipelas

(syn. Red wind). Erysipelas usually affects pigs at the age of 5-12 months. According to duration
per-acute, acute, subacute and chronic forms of the disease are recognised. In addition, E. rhusio-
pathiae resides in the tonsils and ileo-caecal valve of clinically healthy pigs. It is believed that up to
90% of domestic pigs carry the bacteria in their tonsils. Given that the population of wild boar (Sus
scrofa) in Europe as a whole is constantly growing, the risk of transmission of erysipelas to other
susceptible species is increasing. Therefore, it is necessary regularly to monitor the health status of
wild boar, in order to reduce transmission to other susceptible species. The study used 29 samples
of wild boar tonsils from the area of the Medvednica Nature Park (n = 9) and open state hunting
ground no. I/3 “ CRNOVSCAK “ (n = 20). To extract bacteria from palatal tonsils, liquid and solid sele-
ctive medium (BHB/S and BHA/S) were used. Both bases allowed growth of the species of the genus
Erysipelothrix, and were supplemented with antibiotics to inhibit the growth of most other bacte-
ria. Further differentiation of E. rhusiopathiae from the related species E. tonsillarum was carried
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out by determining the ability to ferment sucrose. The isolation of E. rhusiopathiae from the palatal
tonsils showed a prevalence of 67% in Medvednica Nature Park and 85% in the “ CRNOVSCAK “ hun-
ting area. Despite the fact that the density of the wild boar population was not determined in this
study, the fact that they enter settlements and previous monitoring suggest high density.

uvoD

Bakterija Erysipelothrix rhusiopathiae je
gram-pozitivan, nepokretan i asporogen, fa-
kultativno anaeroban Stapic¢asti mikroorgani-
zam (Nagli¢ i sur., 2005.; Cvetni¢, 2013.). Rod
Erysipelothrix sastoji se od tri vrste: E. rhusio-
pathiae, E. tonsillarum i E. inopinata (Migula,
1900.; Takahashi i sur., 1987.; Verbarg i sur.,
2004.). lako vrstu E. tonsilarum uglavnom ¢ine
nevirulentni sojevi, predmnijeva se da ipak
mogu uzrokovati endokarditis u pasa (Nagli¢ i
sur., 2005.). Ove dvije vrste (E. rhusiopathiae i
E. tonsilarum) moguce je razlikovati na temelju
biokemijskih i molekularnih osobitosti. Glede
bakterije E. rhusiopathiae valja napomenu-
ti kako su u domacih svinja naj¢esce izolirani
serovarovi 1a, 1b i 2 (Yamamoto i sur., 1999.).
U prijemljivih organizama bakterija E. rhusio-
pathiae moze uzrokovati bolest pod nazivom
vrbanac ili crveni vjetar. Da bi nastupila klini¢-
ki vidljiva bolest, nuzni su odredeni pogodovni
¢imbenici koji ¢e dovesti do stanja stresa i pada
opce otpornosti. Vrbanac najéeSce zahvaca svi-
nje u dobi od 5 do 12 mjeseci, a prema tijeku
bolest se otituje u perakutnom, akutnom, suba-
kutnom ili kroni¢nom obliku. U akutnom obliku
bolest se pojavljuje kao septikemija vrlo cesto
pracena karakteristi¢nim ozaricama po kozi,
dok u kroni¢nom tijeku dolazi do lokalizacije
patoloskog procesa te se ¢esto pojavljuju endo-
karditis, upale zglobova i nekroze koze. Spome-
nute su promjene posljedica oStecenja krvnih
zila bakterijskim toksinima zbog ¢ega dolazi do
krvarenja, punokrvnosti tkiva i organa, poveca-
nja slezene i limfnih ¢vorova (Cvetni¢, 2013.). U
nekim istrazivanjima ustanovljeno je da ¢ak do
90 % domacdih svinja nosi bakteriju u tonzilama
(Lee, 2012.). Spomenuti odnos bakterije i svinja
u tolikoj je mjeri izrazen da neki autori govore
i 0 komenzalizmu (Spears, 1955.). Osim Zivoti-
nja, uzro¢nik moze inficirati i ljude (zoonoza), u
kojih je u najve¢em broju slucajeva rije¢ o tzv.
“profesionalnom oboljenju”. Humani oblik bo-
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lesti najcesce se javlja u radnika u mesnoj in-
dustriji, uzgajivaca svinja, kuhara i veterinara.
U ljudi se vrbanac bolest naziva erizipeloid a
oCituje se lezijama na kozi (prsti i ruke), tea u
tezim slucajevima septikemijom, endokarditi-
som i celulitisom (Risco i sur., 2010.). U slucaju
endokarditisa smrtnost u ljudi, ako dode do in-
fekcije sekundarnim bakterijama, moze iznositi
tak 38 % (Wangi sur., 2009.). Bakterija E. rhusi-
opathiae ima Siroku rasprostranjenost u prirodi
te je izolirana iz razli¢itih materijala kao Sto su:
ribe, Skoljke, ovce, perad, tkiva u raspadaniju, pa
cak i tla (Spears, 1955.). U okolisu je E. rhusio-
pathiae prilicno otporan te u vodi ostaje infek-
tivan do 5 dana, a iz leSina koje su bile zakopa-
ne moze se izdvojiti i do 250 dana nakon ugi-
nuca. Ulazna vrata bakterije u organizam jesu
usna Supljina odnosno tonzile, preko rane na
kozi, sluznica zdrijela i crijeva. No, zbog testog
nalaza bakterije u zdravih svinja, do infekcije
najc¢esce dolazi endogenim putem. Od ulaznog
mjesta bakterije ulaze u krvotok te se krvlju Sire
po ¢itavom organizmu. Stoga nastupu bolesti
osobito pogoduju stresni ¢imbenici kao Sto
su nagla promjena hrane, hranidba loSom ili
pokvarenom hranom, a osobito stresno djeluju
promjene atmosferskog tlaka tijekom toplijih
godisnjih doba. Zbog toga je vrbanac u svinja
izrazito uvjetna i sezonska zarazna bolest.
Ljudi se najceS¢e zaraze izravnim kontaktom sa
zarazenom zivotinjom ili mesom.

S obzirom na dCinjenicu da je populacija
divljih svinja u Europi u stalnom porastu (Sa-
ez-Royuela i Telleria, 1986.; Gortazar i sur.,
2000.; Acevedo i sur., 2006.), raste i rizik od pri-
jenosa razlicitih zaraznih i invazijskih bolesti na
razlicite prijemljive vrste (Acevedo i sur., 2007.;
Ruiz-Fons i sur., 2008.). Iz tih je razloga nuzno
kontinuirano praéenje zdravstvenog statusa
divljih svinja radi smanjivanja rizika za zdravlje
drugih vrsta Zivotinja i ljudi.
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MATERLJALI | METODE Slika 1. Tonzila divije

svinje.

Uzorkovanje tonzila

Glave divljih svinja dostavljene su na Vete-
rinarski fakultet (dvorana za razudbe) u sklopu
provedbe Programa zastite divljai za Park pri-
rode Medvednica (rjesenje o suglasnosti klasa:
UP/I1-323-02/11-01/30; ur. br. 538-08-1/0176-
11-7) (n = 9) i lovno-gospodarske osnove za
drzavno otvoreno loviste br. I/3 Crnovécak (rje-
Senje klasa: UP/I-323-04/06-01/7; ur. br. 525-
13-06-04-MS) (n = 20). Glave su pregledane na
eventualne patoloske promjene te na oStecenja
u podrucju zdrijela. Samo leSine bez vidljivih
patolodkih promjena i glave s intaktnim po-
dru¢jem zdrijela uzete su za daljnje istrazivanje.
Nakon uklanjanja donje Celjusti i jezika s pripa-
daju¢éom muskulaturom izvadene su nepcane
tonzile i pohranjene u oznacenu plasti¢nu vredi-
cu. Tako izdvojene tonzile (slika 1) dostavljene
su na Zavod za mikrobiologiju i zarazne bolesti
s klinikom.

Izdvajanje i identifikacija izolata

Zaizdvajanje bakterije E. rhusiopathiae kori-
Stene su tekuca i kruta selektivna hranjiva pod-
loga (tablica 1). Obje podloge omogucuju rast
vrsta iz roda Erysipelothrix, a dodani antibiotici
inhibiraju rast vecine ostalih bakterija.

Uzorak nepcane tonzile steriliziran je opa-
ljivanjem povrsine tkiva plamenom nakon ¢ega

je 1 g tkiva usitnjen Skarama i nacijepljen u
epruvetu s 5 mL podloge BHB/S te inkubiran u
atmosferi s dodatkom 5 % CO, tijekom 24 do 48
sati pri 35 °C. Nakon inkubacije 10 pL inokuli-
rane podloge precijepljeno je mikrobioloSkom
ezom na krutu podlogu BHA/S te inkubirano u
istim uvjetima. Podloge su nakon inkubacije
pregledane pod malim povecanjem mikroskopa
te su odabrane kolonije koje po osobinama od-
govaraju vrsti E. rhusiopathiae (promjer manji
od jednog milimetra, okrugle ili nepravilna obli-
ka, glatkih ili neravnih rubova, prozirne). Oda-
brane tipi¢ne kolonije precijepljene su na podlo-
gu BHA/S i Columbia agar (BD) s dodatkom 5 %

Tablica 1. Prikaz sastava selektivne krute i tekuce hranjive podloge.

Selektivna tekuéa hranjiva podloga (BHB/S)

Brain Hearth Broth (Merck Millipore, njemacka)

Konjski serum (Oxoid, UK)

1,5 % agar protisceni (Oxoid, UK)

40 mg/L kanamicin-monosulfat (Sigma, Njemacka)

5 % konjski serum (Oxoid, UK)

50 mg/L Neomycin selektivni dodatak (Oxoid, UK)

Selektivna kruta hranjiva podloga (BHA/S)

Brain Hearth Broth (Merck Millipore, Njemacka)

40 mg/L kanamicin-monosulfat (Sigma, Njemacka)

25 mg/L vankomicin-hidroklorid (Sigma, Njemacka)

50 mg/L Neomycin selektivni dodatak (Oxoid, UK)

25 mg/L vankomicin-hidroklorid (Sigma, Njemacka)
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Slika 2. Slika lijevo: izgled
kolonija izolata E. rhusio-
pathiae: R-tip kolonija, pod-
loga BHA/S, povecanje 40x.
Slika desno: izgled kolonija
izolata E. rhusiopathiae:
S-tip kolonija, krvni agar,
povecanje 40x.

ovc¢je krvi (krvni agar) radi dobivanja ¢iste kultu-
re. Identifikacija izolata do razine roda Erysipe-
lothrix provedena je na temelju uzgojnih, mor-
foloskih, tinktorijalnih i biokemijskih osobina
(Markey i sur., 2013.). Razmazi su pripremljeni
iz kolonija poraslih na podlozi BHA/S i kolonija
s krvnog agara, obojeni prema Gramu (Naglic i
sur., 1992.) i mikroskopirani pod optickim mi-
kroskopom pri povecéanju od 1000 puta.

Razlikovanje vrste E. rhusiopathiae od srod-
ne vrste E. tonsillarum provedeno je odrediva-
njem sposobnosti fermentacije saharoze (Whi-
te i Shuman, 1961.; Fidalgo i sur., 2000.). Za
tu namjenu koristena je tekuca diferencijalna
hranjiva podloga sljedeéeg sastava: peptonska
voda (Biolife, Italija), 1 % saharoze (Sigma, Nje-
macka), 5 % konjskog seruma (Oxoid, UK), 0,1 %
Andradeova indikatora.

Saharoza, konjski serum i Andradeov indika-
tor sterilizirani su filtracijom i dodani ohladenoj
peptonskoj vodi nakon autoklaviranja. Andra-
deov indikator je pri neutralnom pH bezbojan,
dok u kiseloj sredini mijenja boju u ruzicastu ili
crvenu. Vrsta E. rhusiopathiae nema sposob-
nost razgradnje saharoze pa nakon inkubacije
ne dolazi do promjene boje podloge, dok vrsta
E. tonsillarum razgradnjom saharoze stvara ki-
sele produkte koji snize pH podloge te ona mije-
nja boju u ruzicastu ili crvenu.

Za odredivanije statisticke znacajnosti primi-
jenjen je Fisherov test.

REZULTATI

0d prikupljenih 29 uzoraka nepcanih tonzila
Cetiri su uzorka bila negativna na bakterije roda
Erysipelothrix. Pri tome je sedam od devet uzo-
raka prikupljenih na podru¢ju PP Medvednica
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bilo pozitivno na Erysipelothrix spp. (prevalen-
cija 78 %), a od uzoraka prikupljenih na podru¢-
ju lovista Crnovécak bakterija je izdvojena iz 18
od 20 uzoraka (prevalencija 90 %). Prema Fis-
herovu testu nije utvrdena statisticki znacajna
razlika.

Nakon izdvajanja kolonije su podvrgnute
odredivanju sposobnosti razgradnje saharoze
kako bi se utvrdilo je li rije¢ o vrsti E. rhusiopat-
hiae ili E. tonsillarum. Test ima pouzdanost od
93 % u razlikovanju ovih dviju bakterijskih vrste.
0d 25 izolata Erysipelothrix spp., 23 nisu imala
sposobnost fermentacije saharoze te su identi-
ficirani kao vrsta E. rhusiopathiae. Dva izolata
(oznake M26/7 DS iz PP Medvednica i oznake
DS25 iz lovista Crnovécak) koja su fermentira-
la saharozu, identificirana su kao Erysipelothrix
sp.. U skladu s navedenim prevalencija E. rhusi-
opathiae iz uzoraka na podrucju PP Medvednica
iznosi 67 %, a lovista Crnovécak 85 %.

Kolonije svih izolata E. rhusiopathiae i dva
izolata Erysipelothrix spp. nakon 48 sati inku-
bacije na podlozi BHA/S bile su promjera do
jedan milimetar, prozirne, okrugle, plosnate i
neravnih rubova (R-oblik) (slika 2). U razmazi-
ma pripremljenim iz kolonija poraslih na podlozi
BHA/S i obojenim prema Gramu prevladavale su
gram-pozitivne ili gram-labilne bakterije nita-
sta oblika (slika 2). Nakon precjepljivanja i uz-
goja izolata na krvnom agaru za 48 sati porasle
su sjajne, glatke, prozirne, konveksne i okrugle
kolonije promjera oko jedan milimetar (S-tip)
(slika 3), s uskom zonom alfa-hemolize. U raz-
mazima pripremljenim iz kolonija poraslih na
krvnom agaru i obojenim prema Gramu kod ve-
¢ine izolata prevladavale su gram-pozitivne ili
gram-labilne bakterije oblika ravnih ili savijenih
tapica ili kokobacila (slika 3).
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RASPRAVA

Ovo istrazivanje daje prvi uvid u prisutnost
bakterije Erysipelothrix rhusiopathiae u po-
pulaciji divljih svinja na dvama lokalitetima, u
Zagrebackoj zupaniji i Gradu Zagrebu. Razlog
za izbor tih dvaju podrucja lezi u dvije temeljne
razlike. Prvi je da Park prirode Medvednica pre-
ma staniSnom tipu pripada u brdski, a dijelom i
gorski tip stanista (nadmorske visine iznad 200,
odnosno 800 metara nad morem), dok je lovi-
¢te Crnovécak svrstano u nizinski tip stanista
(do 200 metara nad morem). Drugu razliku ¢ini
model gospodarenja divljim svinjama. Tako je
podrucje Medvednice unutar granica Parka pri-
rode zbog ¢ega se populacijom divlje svinje za-
pravo samo upravlja, bez moguénosti gospoda-
renja. S druge strane druga lokacija prikupljanja
uzoraka pripada u lovisSte te se s obzirom na to
provode sve mjere uzgoja, zastite i iskoristava-
nja. Zajednicko obiljezje obiju lokacija ¢ini izra-
zita brojnost divljih svinja koja i ne zacuduje s
obzirom na dinamiku populacije divljih svinja u
Europi, pa tako i u Republici Hrvatskoj (Konjevi¢
i sur., 2008.; Grubesic i sur., 2011.).

Do sada je jedino opsezno istrazivanje s ci-
ljem utvrdivanja prisutnosti bakterije E. rhusio-
pathiae u divljih svinja provedeno na podrucju
Spanjolske (Cano-Manuel i sur., 2014.). Rezul-
tati tog istrazivanja upucuju na seroprevalenci-
ju od 29,08 % (39 pozitivnih od 141 pregleda-
nog uzorka). Pri tome valja napomenuti kako
su Cano-Manuel i suradnici (2014.) pretrazivali
krvni serum imunoenzimnim testom (ELISA).
Drugim rije¢ima, nalaz protutijela pri ovakvom
modelu pretrage upucuje na doticaj jedinke s
antigenom, ali ne nuzno i nazo¢nost uzrocnika
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u organizmu. S druge strane Vicente i surad-
nici (2002.), a kasnije i Closa-Sebastia i surad-
nici (2011.), takoder su dokazali, seroloskim
metodama, svega 5,3 % pozitivnih uzoraka. Za
razliku od spomenutih istrazivanja, u ovom su
radu provedeni postupci izdvajanja bakterije iz
nepcanih tonzila te su polucili prevalenciju od
67 % na podruc¢ju PP Medvednica i 85 % na po-
dru¢ju lovista Crnovécak. Vrsta E. rhusiopathiae
moze na hranjivoj podlozi tvoriti glatke (S-tip) ili
hrapave (R-tip) kolonije (Markey i sur., 2013.). U
ovom su istrazivanju svi izolati porasli na BHA/S
podlozi tvoredi kolonije R-tipa, no nakon precje-
pljivanja na krvni agar prevladavale su glatke
kolonije S-tipa. U literaturi se mogu naci kon-
tradiktorni podaci o povezanosti oblika kolonija
s virulencijom sojeva. Pojedini autori navode
da sojevi ove bakterije izdvojeni iz krvi Zivoti-
nja oboljelih od akutnog oblika vrbanca rastu
u kolonijama S-tipa, dok kolonije R-tipa tvore
sojevi izdvojeni iz zivotinja oboljelih od kroni¢-
nog oblika vrbanca, koji se olituje endokarditi-
som i artritisima (Brooke i Riley, 1999.; Markey
i sur., 2013.). Suprotno tomu, Gorby i Peacock
(1988.) navode da je R-oblik virulentniji od
S-oblika. U literaturi se takoder spominje da
vrsta hranjive podloge i temperatura inkubacije
utjecu na morfologiju kolonija (Stackebrandt i
sur., 2006.). Rezultati ovog istrazivanja takoder
upucuju na to da oblik kolonija koje tvori pojedi-
ni izolat, kao i morfologija bakterijskih stanica,
izravno ovise o vrsti i sastavu hranjive podloge
upotrijebljene za izdvajanje i uzgo;j.

lako u ovom radu nije odredivana gusto-
¢a populacije divljih svinja, pokazatelji njihova
kretanja, (do toga da uz podatak da je utvrde-
no ¢ak da divlje svinje ulaze i u naseljena mje-

Slika 3. Slika lijevo: izgled
baketerijskih stanica izolata
E. rhusiopathiae: stapicasti
oblik iz kolonija S-tipa. (bo-
jenje po Gramu, 1000x). Sli-
ka desno: izgled bakterijskih
stanica izolata E. rhusio-
pathiae: kokobacilarni oblik
iz kolonija S-tipa (bojenje
prema Gramu, 1000Xx).
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Grafikon 1. Prikaz pozitiv-
nih (plava linija) i negativnih
(crvena linija) uzoraka
prikupljenih na podrucju

PP Medvednica (1) i lovista
Crnovscak (2).

sta), ukazuju na €injenicu da je rije¢ o visokoj
gustodi populacije. S time u svezi treba nagla-
siti da je nasSiroko od ranije poznata pozitivna
sprega izmedu gustoce populacije i prisutnosti
pojedinih patogenih mikroorganizama (Ewald,
1993.). Na taj nacin moguce je pojasniti visoki
postotak pozitivnih svinja u ovom istrazivanju.
Slican utjecaj pove¢anog medusobnog kontakta
pripisan je vecoj ucestalosti serolodki pozitivnih
svinja na E. rhusiopathiae, ali i na virus bolesti
Aujeszkog, klamidije, leptospire, salmonele (Jri-
diisur., 1996.; Lutz i sur., 2003.; Vicente i sur.,
2005.; Cano-Manuel i sur., 2014.). Navedeno je
pojasnjeno ve¢im udjelom pozitivnih Zenki koje
su na primjeru divljih svinja zivotinje krda, zara-
zliku od muzjaka koji pretezito Zive samotnjacki
pa i posljedi¢no ostvaruju manji kontakt s dru-
gim jedinkama iste vrste. Rezultati predmetne
studije pokazuju visoku prisutnost bakterije E.
rhusiopathiae u slobodno Zivuéih divljih svinja.
S obzirom na nacin Zivota, plahost, boravak u
gusto obraslim podruc¢jima te obraslost prekri-
venost tijela gustim ¢ekinjama, iznimno je tesko
utvrditi pojavu klinicki vidljivog oblika bolesti.
Daljnja istrazivanja su neophodna za utvrdiva-
nje razlika izmedu spolova i dobnih kategorija
divljih svinja, kao i razumijevanje potencijalnog
ucinka vrbanca na prasad kao na bolest naj-
osjetljiviju kategoriju svinja.
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