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Bevezetés

A Pasteurella multocida a hazi és a vadon él6 eml6sdk és madarak széles kdrében
el6forduld feltételes (fakultativ) koérokozo baktérium. A gerincesekben Kkifejtett patogén
hatasa tdbb mint szaz éve ismeretes. A baktérium huzamosan megtelepedhet a felsé
légutakat, valamint a szaj és a nemi utakat bélel6 nyalkahartyakon, mikézben a fert6zés
tinetmentes marad. Hajlamosité tényezdk jelenlétében azonban dnmagaban (elsédleges
pasteurellosis) vagy egyéb korokozékhoz tarsulva szdévédményként (masodlagos
pasteurellosis) kilénb6zd megbetegedéseket idézhet el6. Legnagyobb gazdasagi
jelentésége a szarvasmarhak és bivalyok vérzéses vérfertézésének, a sertés (progressziv)
progredialo torzitd orrgyulladasanak és a madarakban el6fordulé baromfikoleranak van. A
masodlagos fertézések kézil ki kell emelni a kérédzék (szarvasmarha, juh, kecske), a 16 és a
sertések szévédményes tldégyulladasat, valamint a nyulak ,ragadds nathajat’. Emberi
fert6z6dések a baktériumhordozé allatokkal vald kdzvetlen érintkezés (harapas, karmolas, a
sebek nyallal val6 érintkezése) és cseppfertézés utjan, szdérvanyosan johetnek létre.

A P. multocida altal okozott megbetegedések hatalmas gazdasagi terheket rénak a
nagylzemi allattenyésztésre, igy egyre nagyobb az igény a koérokozd altalanos
tulajdonsagainak leirasan (faj, buroktipus, szomatikus szerotipus, toxintermelés
meghatarozasa) tulmutato, diagnosztikai célokat is szolgald mddszerek kidolgozasara. A
megfeleld diagnosztikai eljarasok, valamint a hatékony vakcinadk kifejlesztéséhez
elengedhetetlen a tdrzseket jellemzd virulencia tényezék és az esetleges gazdafaj-
adaptaciot szolgaléd mechanizmusok alaposabb ismerete.

A P. multocida térzseket jelentds feno-, és genotipusos sokszinlség jellemzi. Ez a fajon
bellli nagyfoku valtozatossag kulénbdzd, feltehetbleg egyedi sajatsagokkal rendelkezd,
Osszetartozé térzsek (tbrzscsoportok) egylttes jelenlétének lehet6ségét sejteti. A
torzscsoportok k&zétti, még fel nem deritett kildnbségek a térzsek megbetegqitd
képességben felmerild eltérésekre, de a gazdafajok velik szemben mutatott valtozé
fogékonysagara is magyarazatul szolgalhat.

Eppen ezért, vizsgalataink altalanos célija az volt, hogy a torzseket jellemz6
valtozatossagon belll prébaljunk térvényszerlségeket kimutatni, mivel csakis a megfeleld
rendezd elv felismerése teheti lehetévé a P. multocida populacion belll valéban létezé és
haté térzscsoportok koérilhatarolasat, melyek mind patogenitasukban, mind gazdafaj-
specificitasukban elkilonilhetnek. A tdrzscsoportok célzott vizsgalataval pedig megné az
esélye a P. multocida valds virulencia és gazdafaj-adaptacios tényez8inek minél teljesebb

felismerésének és azok célszer(i diagnosztikai és oltdbanyag-fejlesztési hasznositasara.



Célkitizések

Az értekezés f6 célja a heterogén P. multocida populacion belldl térzscsoportok

azonositasa és jellemzése volt, az alabbi részfeladatok megjel6lésével:

- nagyszamu sertés-, nyul- és baromfi-eredetlii P. multocida t6rzs hagyomanyos és
Ujabban leirt fenotipizald6 moédszerekkel vald jellemzése, mely soran olyan tulajdonsagok

meghatarozasara térekedtink, melyek az egyes térzscsoportok dsszetartozasara utalhatnak

- a tbérzsek szlkebb (baromfibol izolalt) kérében, valtozatos gazdafaji-eredet mellett,
térzscsoportok |étezését és/vagy a gazdafajokkal valé 6sszefliggését kivantuk alatamasztani

teljes genomot érinté ERIC-PCR vizsgalattal

- a koérilhatarolt térzscsoportok tovabbi jellemzését céliranyos génvizsgalatokkal
egészitettiik ki olyan molekularis markerek azonositasa céljabdl, melyek felhasznalhatok a

mezei izolatumok jellemzésére is.



Anyagok és modszerek

A felhasznalt P. multocida torzsek:

Magyarorszag kulénb6z6é tertleteirdl szarmazoé sertés- (145), nyul- (76) és baromfi-eredet(i
(17 hazilud, 20 hazikacsa, 15 pulyka, 4 hazityuk, 3 facan, 2 pézsmaréce [Cairina moschatal)

térzseket vizsgaltunk.

Modszerek

Fenotipusos jellegek vizsgalata

1, Fermentacios sajatsagok

A P. multocida toérzsek fenotipusos tulajdonsagait elsésorban hagyomanyos fermentacion
alapul6 biokémiai tipizalas soran vizsgaltuk. Ennek keretén belll meghataroztuk a térzsek
oxidaz, katalaz, ureaz, ornitin-dekarboxilaz aktivitasat, indoltermelé és nitrat-redukald
képességét. Tovabba a kilénb6zb szénhidratok (glikéz, laktdéz, szachardz, dulcit, szorbit,
trehaléz, maltéz és xilo6z) fermentacidjara vonatkozé sajatsagat. A vizsgalatok
eredményeinek tikrében a térzseinket alfajokba (subsp. multocida, subsp. septica, subsp.

gallicida) és biotipusokba (1-14) soroltuk (Varga et al. 2007).

2, Antigén-sajatsagok

A szerologiai tipizalasa soran a toérzsek poliszacharid-buroktipusat multiplex-PCR
modszerrel (Sellyei et al. 2008a), a szomatikus szerotipusokat pedig agargél-precipitacios

technikaval hataroztuk meg.

3, Antibiotikum-rezisztencia

A torzsek antibiotikum-érzékenységi vizsgalatat korongdiffuzios mobdszerrel, a
CLSI/NCCLS M31-A3 (2008), allatokbdl izolalt baktériumok antibiotikumokkal szembeni
érzékenységének korongdiffuzids és higitasos vizsgalatara vonatkoz6é ajanlasainak
megfeleléen, végeztik el és értékeltik ki. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok 10 eltérd
antibiotikum csoportban (Aminoglikozidok, [-laktam antibiotikumok, Kléramfenikolok,
Quinolonok, Makrolidek, Nalidixsav szarmazékok, Tetraciklinek, Trimetoprim szarmazékok,
Polipeptid antibiotikumok, Szulfonamidok), &sszesen 14-féle kilonbdzé antibiotikumra
(apramicin, neomicin; penicillin; florfenikol, kloramfenikol; enrofloxacin, flumequin; eritromicin;
oxolinsav; doxiciklin, tetraciklin; szulfametoxazol- trimetoprim; colistin; szulfonamidok)
terjedtek ki. (Sellyei et al. 2009).



Genotipusos jellegek vizsgalata

A genotipusos vizsgalatainkat kisebb mintaszam mellett, 61 baromfibol izolalt

P. multocida t6rzsdn végeztik el.

1, Teljes genom vizsgalat

A toérzsek rokonsagi viszonyainak feltérképezésére az enteralis baktériumokra
kidolgozott, a gének k&zoétti nukleinsav szakaszokra jellemz6, ismétlédé konzervativ
szekvenciakon alapulé (ERIC)-PCR technikat alkalmaztuk. A kapott ujjlenyomat mintazatokat
szoftveres (Fingerprinting 1l Informatix™ Software) csoportatlagot felhasznald, tavolsag-
optimalizalé modszerrel (UPGMA) értékeltik ki (Sellyei et al. 2008b).

2, Génvizsgalatok

Az ERIC-PCR kiértékelése soran kialakult tdrzscsoportok tovabbi jellemzéséhez célzott

génvizsgalatokat terveztink.

PCR-RFLP
Ot, a bakteridlis sejtfelszinen el6forduld sejtkomponenst kodold génszakasz (hyaDC,
oma87, ompH, ptfA-hofB, ompA) PCR — restrikcios fragment-hossz polimorfizmus (RFLP)

vizsgalatat végeztunk el Dral, BsrDI, Pvull restrikcios enzimek felhasznalasaval.

Szekvenalas
Negyven, kilénbdz6 féldrajzi és térzscsoport-eredetli, valtozatos szerologiai
sajatsagokkal rendelkezé baromfi-eredetli térzsbdl felerésitett pifA-hofB génszakasz
szekvenalasat (BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer kapillaris szekvenald) és tébbszords szekvencia-illesztését (MultAlin V5.4.1)

végeztik el.

Allél-specifikus PCR

s

kilénbségek felhasznalasaval, a gén allél tipusainak gyors kimutatasara, allél-specifikus

PCR reakciét hoztunk Iétre (Sellyei et al. 2010). A reakciét 32 térzsén teszteltik.



Eredmények

Fermentacioés sajatsagok

A dulcit- és szobit-fermentacié alapjan meghatarozott P. multocida alfajok el6fordulasa,
gazdafajtol fuggetlentl, a P. multocida subsp. multocida dominancigjat mutatta a
P. multocida subsp. septica folott, ami a P. multocida subsp. multocida alfajba tartozd
térzsek jelentés mérték(i alkalmazkodoképességére utal. A két alfaj egymashoz viszonyitott
aranya megkoézelitette az irodalmi adatokat (80%-20%), kivéve a hazilud-eredetii térzseket,
ahol kézel egyenld szamban fordultak elé. P. multocida subsp. gallicida alfajba tartozd
torzseket, kis szamban, a sertés-eredetl torzsek kozott talaltunk.

A fermentaciés-sajatsagok szélesebb kérl vizsgalata a térzsek jelentés fenotipusos
sokszinlségét mutatta, a hazikacsa-eredetl térzsek kivételével, melyek igen egységesnek
bizonyultak. A harom gazdakérben dsszesen 10 fermentaciés mintazatot (biotipust) tudtunk
kimutatni. Kézllik a leggyakoribb a 3-as, 6-0s, 2-es és az 1-es biotipus volt. Az egyes
gazdafajokbol szarmazoé térzsek dominans fermentacios mintazatuk alapjan két csoportra
voltak oszthatdk. Ennek megfeleléen a tdérzsek elsésorban vagy a 3-as (és kisebb mértékben
2-es) biotipusba (Id. hazilud, pulyka), vagy az 1-es és 6-os biotipusba (Id. hazikacsa, nyul)
tartoztak. Néhany jellemz6 fermentacios bélyeg illetve biotipus mint a 9-es és 13-as biotipus
(ornitin-dekarboxilaz termel®d képesség hianya) egyes emlés-eredet(i térzsekre vagy a 12-es

biotipus (lakt6z fermentalé tipus) adott sertés-eredetl térzsekre volt jellemzé.

Antigenitasi sajatsagok

Vizsgalataink soran a P. multocida térzseket jellemzé poliszacharid-burok harom tipusat
(A, D, F) tudtuk kimutatni. Mindharom gazdakérben az A buroktipus el6térbe keriilését
tapasztaltuk (baromfi: 93,5%, nyul: 63% sertés: 41%). A D buroktipusu térzsek aranya ennek
készbnhetéen cstkkent a sertés- eredetl torzsek kdzt (59%). Az eredendben pulyka-eredet
térzsekre jellemzd F buroktipussal rendelkez6 térzsek szama viszont megnévekedett a nyul-
eredetl térzsek kozt (25%).

A P. multocida tbrzsek antigén sajatsagait a burok és a szomatikus szerotipus
egyuttesen hatarozza meg. A baromfi-eredet(i térzseknél hét kilénb6z8d szerotipust (A:1;
A:3; A:3,5; A:4,5; F:1; F:4,5,[7]; F:10) tudtunk kimutatni, k6zullik az A:1 és az A:3 bizonyult a
leggyakoribbnak. A feltehetéleg fokozott virulenciaval rendelkezd térzseket az A:1, a
mérsékelt virulenciajuakat az A:3 tdrzsek képviselték. Egyedi szerotipusok csak a pulyka-

eredetl torzsek kozott fordultak eld.



Antibiotikum-rezisztencia

A P. multocida a legtdbb antibiotikummal szemben érzékeny. Jelenlegi ismereteink
szerint, antibiotikum-rezisztencia csak mas baktériumfajtdl felvett mechanizmusok révén jon
létre a tdrzsekben. A tdérzsek antibiotikum-rezisztencidért felelés mechanizmusok felvételére
valo hajlandbésaga utalhat az egyes torzscsoportok genetikai valtozasokra valo
fogékonysagaban fennalld kulénbségekre. A baromfi-eredetli tdérzsek 54%-a rendelkezett
valamilyen antibiotikum-rezisztenciaval. E tdrzsek tébbsége (93%) 2-8 antibiotikummal
szemben volt rezisztens. Leggyakrabban a nalidixsav és a szulfonamid szarmazékokkal
szembeni rezisztenciat tudtunk kimutatni. Figyelemre mélté volt a neomicin-, vagy
tetraciklinrezisztencia is (29 - 32%). Alacsony szdmban fordult el6 azonban doxiciklin-,
penicillin- (7%) valamint enrofloxacin-, florfenikolrezisztencia (3,5%). A kilénbdzb
antibiotikum-rezisztenciak az idében elérehaladva és egyes gazdafajokbol szarmazé térzsek
esetén (hazikacsa, hazilud) a halmozddas jeleit mutattak. A multirezisztens térzsek 82%-a az

A:1 tipusba tartozott.

A torzsek rokonsagi viszonyai

Az ERIC-PCR altal létrehozott ujjlenyomat-mintazatok értékelésének eredményeként
hasonlosagi indexen alapulé fenogramot kaptunk. A fenogram, 75%-0s hasonlésagi index
mellett, a kilénb6zd gazdafaji-eredetli térzscsoportok elkllénilését jelezte. Négy nagy
klasztert lehetett koérllhatarolni (1, I, I, IV). Ennek értelmében a pézsmaréce-eredeti
térzsek (1) egyértelmien elvaltak (66%-os hasonlosagi index) az egyéb récefélekbdl
(hazikacsa, hazilud — Il klaszter), s6t a tyukalkatuakbol (hazityuk, facan, pulyka — Il és IV
klaszter) szarmazd torzsektdl is. Az egyes csoportokon belll féldrajzi megosztotisag is
kimutathaté volt. A tydkalkati madarakbél szarmazé térzseket magukba foglal6é két klaszter
(I, 1IV) a Dunatol keletre és nyugatra es6 orszagrész, egymastol fliggetlen terileteit fedte le.
Mig a hazikacsa- és hazilud-eredetli tbérzseket magaban foglalé klasztert alkotd
subklaszterek (11l/1, 2, 3, 4a, 4b) a Tisza fels6- és k6zépsd folyasa, valamint a Duna-Tisza
kdéze mentén oszlottak meg. A Il klaszter alcsoportjai részben gazdafaji (lll/1, 4b —
hazikacsa; Ill/2, 3, 4a - hazilud), részben fbldrajzi megosztottsagot mutattak. A két,
dominansan hazikacsa-eredetli térzseket tartalmazoé alcsoport (Ill/1, 4b) teruletileg (Duna-
Tisza kdze) atfedett.

A fenogrammon korulhatarolt klaszterek, elsésorban a récefélékbdl szarmazo A:1 és A:3



Génvizsgalatok
A célzott génvizsgalatok soran 6t kilénb6zd sejtfelszini fehérjét kédolé gén PCR-
RFLP vizsgalatat végeztik el.

Az adott megkdzelitésben a hyaDC és az oma87 génszakasz vizsgalata alapjan a
toérzsek egységesnek mutatkoztak, az ompA és a pifA-hofB génszakasz esetében a
pézsmaréce-eredetl térzs egyarant elkiilénilt az egyéb baromfi-eredet( térzstol.

Szamottevd kilénbségek az ompH génszakasz vizsgalatakor mutatkoztak meg. Ot
kilénbdz6 hasitasi tipust (1., Il., Ill., V., VI.) sikerilt azonositanunk, melyek a tdrzsek
antigenitasi sajatsagaival, elsésorban a kiilonb6zé szerotipusokkal mutattak ésszefliggést. A
kapott hasitasi mintazatok azonban nem voltak a térzseinket jellemz8 szerotipusokkal
minden esetben egyértelmlien azonosithatdék, de az A:1 szerotipusu térzsek és az egyedi
szerotipust képviseld pulyka térzsek jellegzetes hasitasi mintazattal rendelkeztek.

A 4-es tipusu fimbria kisalegységét kodold ptfA génszakaszt érintd szekvenalasi
jelezték. A génszakasz konzervativ szekvencialis eltérései az egyes tipusok (A és B allél)
elkulonitésére szolgalo allél-specifikus PCR reakcio kidolgozasat tette lehetdvé (Sellyei et al.
2010). Az e modszerre alapozott vizsgalatok eredményei szerint dominansan az A:1 tipusu
torzsek rendelkeznek a gén A allél tipusaval, mig az egyéb térzsek a gén B allél valtozatat

hordozzak.



F6ébb eredmények 6sszefoglalasa:

Munkank soran:

Osszeflggéseket tudtunk kimutatni a P. multocida térzsek egyes fenotipusos
sajatsagai, mint az indoltermelés, vagy az ornitin-dekarboxilaz enzim hianya és

a laktoz fermentacié képessége, és a gazdafaji eredete kozott

ERIC-PCR mobdszer segitségével P. multocida torzsek kozétt, mind gazdafaj-
adaptacios, mind féldrajzi eredet tekintetében, elkllénilé térzscsoportot sikerdlt

azonositanunk

az ompH gén PCR-RFLP vizsgalataival a hagyomanyos szerolégiai vizsgalatok

eredményeit kiegészitd, a térzsek jellemzésére alkalmas rendszert hoztunk létre

mind az ERIC-PCR, mind az omaA és hofB (ptfA génszakasz) gének PCR-RFLP
vizsgalataival kimutattuk a pézsmaréce-eredetl térzsek elkiilénilését az egyéb

baromfi-eredet( térzsektdl

szekvencidlisan jellemeztik a ptfA gén (4-es tipusu fimbria kisalegység) két

allélvaridnsat a magyarorszagi baromfi-eredetl P. multocida populacién belll

a ptfA gén 3 végi régidjaban megmutatkoz6 szekvenciadlis kulénbségek

felhasznalasaval, az allélvariansok (A és B allél) gyors és egyszer( felismerésére

alkalmas allél-specifikus PCR reakciot dolgoztunk ki

- a fent emlitett moddszerek segitségével elkllbnitettik és jellemeztik egy, a
P. multocida torzseken belil dominansan az A:1 tdrzseket magaban foglald,

feltehetdleg fokozottan virulens térzscsoportot
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vizsgalata

2009. Sellyei Boglarka, Varga Zsuzsanna, az 4o tud kandidatusa, Ivanics Eva és
Magyar Tibor, az ao tud kandidatusa: Baromfi eredetli Pasteurella

multocida izolatumok molekularis jellemzése

Varga Zsuzsanna, az ao tud kandidatusa, Sellyei Boglarka, lvanics Eva és
Magyar Tibor, az ao tud kandidatusa. Madarakbdl izolalt Pasteurella

multocida térzsek kilsé membranfehérjéinek ésszehasonlité vizsgalata
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Makrai Laszlo, Sellyei Boglarka, Varga Zsuzsanna, az 4o tud kandidatusa,
Lisanne Willimzing, Janosi Katalin, Gyuranecz Miklés és Magyar Tibor,
az ao tud kandidatusa: Kulénb6z8 eredetl Pasteurella multocida térzsek

anyagcsere ujjlenyomatanak vizsgalata

2008. Sellyei Boglarka, Varga Zsuzsanna, az ao tud kandidatusa, Ivanics Eva és
Magyar Tibor, az a0 tud kandidatusa: Magyarorszagi baromfi eredet(

Pasteurella multocida izolatumok 6sszehasonlité vizsgalata

Varga Zsuzsanna, az ao tud kandidatusa, Sellyei Boglarka, Juhaszné
Kaszanitzky Eva, PhD, és Magyar Tibor, az ao tud kandidatusa:
Magyarorszagi sertés- és nyulallomanyokbél szarmazé Pasteurella

multocida izolatumok dsszehasonlitd vizsgalata

2006. Sellyei Boglarka, Varga Zsuzsanna, az ao tud kandidatusa és Magyar Tibor, az
ao tud kandidatusa: Magyarorszagi Pasteurella multocida izolatumok
Osszehasonlité vizsgalata hagyomanyos és Ujszerli diagnosztikai

modszerek felnasznalasaval

Poszterek:

MED-VET-NET 5th Annual Scientific Meeting, 2009 jun. 3-6., San Lorenzo de El

Escorial, Madrid, Spain

B. Sellyei, L. Makrai, T. Magyar: Characterisation of Pasteurella dagmatis strains. 5"
Annual Scientific Meeting Abstract Book Pp. 48-49., Med-Vet-Net 3-6 June
2009, Madrid, Spain.

MED-VET-NET 4th Annual Scientific Meeting, 2008 juin. 11-14., San Malo, France

T. Magyar, B. Sellyei, Zs. Varga: Epidemiological study on avian strains of
Pasteurella multocida in Hungary. 4" Annual Scientific Meeting Abstract Book
Pp.19, Med-Vet-Net11-14 June 2008, St Malo, France

15th International Congress of the Hungarian Society for Microbiology, 2007 jual. 18-
20., Budapest

B. Sellyei, Zs. Varga, E. Ivanics, T. Magyar: Diversity of avian Pasteurella multocida
isolates in Hungary. Acta Microbiol. Imm. Hung., Volume (54), 2007,
Supplement. Pp.114
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Koészdnetnyilvanitas

E helyen szeretnék kdszénetet mondani témavezetdmnek, Dr. Magyar Tibornak, az
MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézete igazgatojanak, aki az altala vezetett Légz6szervi
bakteriolégia témacsoportban helyet biztositott szamomra, és ezzel lehetéve tette a
disszertacio elkészitését. Koszonettel tartozom a témavalasztasban és kidolgozasban
nyujtott segitségéért, szakmai tanacsaiért, valamint mind a dolgozat, mind a munkam soran
elkészilt egyéb publikaciok értékének ndvelése érdekében tett észrevételeiért és kritikaiért.

Halas koOszonettel tartozom Dr. Varga Zsuzsanna kolleganémnek, aki szakmai
szemléletemet formal6 tanacsai mellett a laboratériumi munka soran is mindig segitségemre
volt, mindvégig hitt bennem és a munkank sikerében.

Koszonet illeti Dr. Wehmann Eniké kolleganémet, aki a munkam soran felmerdld,
molekularis modszereket érinté problémak megoldasaban és az ezzel kapcsolatos
szamitogépes alkalmazasok elsajatitasaban nyujtott segitd kezet.

Tovabba, kdszéndm témacsoportunk tobbi tagjanak, Hegediis Evanak, Schihlgruberné
Oryszcsak Katalinnak, Khayer Bernadettnek és Dr. Szabé Rékanak, hogy szikség
szerint gyakorlati és elméleti kérdésekben segitségemre voltak.

Koszonettel tartozom Dr. Ivanics Evanak, Juhaszné Dr. Kaszanyitzky Evanak és
Samu Péterné Dr. Szentesi Katalinnak, az MgSzH Koézpont Allategészségiigyi
Diagnosztikai Igazgatésag munkatarsainak az osztalyukon izolalt P. multocida térzsek
rendelkezéslinkre bocsatasaért, és az az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok elvégzése
soran nyujtott segitséguikért. Végil, de nem utolsé sorban, k&széném Dr. Négrady
Noéminek, az ERIC-PCR ujjlenyomat-mintazatok szoftveres kiértékelésében és Dr. Banyai
Krisztiannak a szekvenalasban és az allél-specifikus PCR kidolgozasaban nyujtott szakmai

segitségét.
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