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Rhodococcus equi torzsek 6sszehasonlité vizsgédlata

,... Hogy a kitenyésztett mikroorganismus a pyogen
streptococcus-féleségeknek melyikével azonos, azt az eddigi
differentidlis vizsgalataim alapjan még eldonteni nem tudtam.
Annyit azonban mdr most is hatdrozottan mondhatok, hogy a
csikobetegség korokozoéja nem azonos a Schiitz-féle Streptococcus
equi-vel, vagyis, hogy a szébanforgé jarvany nem mirigykor.
Lényegesebb morphologiai, biolégiai és tenyésztési kiillonbségeket
eddigelé nem taldltam; anndl nagyobb eltérést konstatdltam
kérnemz8 hatdsuk tekintetében. Amig ugyanis a mirigykér
okozdja, mint ismeretes, leginkdbb a -5 éves csikokat betegiti
meg s a fiatalabbakat csak nagyon kivételesen, addig az &ltalam
kitenyésztett torzs kifejezetten a szop6s csikdkra pathogen ...”

Schmiedhoffer Gyula,
Allatorvosi Lapok, Budapest, 1922. februar 28.
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1. OSSZEFOGLALAS

A fiatal csik6k R. equi okozta megbetegedése vildgszerte, igy hazankban is gyakran
eléforduld fert6z6 betegség. A  csikdkban leggyakrabban tdlyogképzddéssel  jard
bronchopneumonidt, ritkdbban bélgyulladast és egyéb korképeket idéz eld. Alkalmanként
megtelepszik sertésekben és néhdny mds éllatfajban, de fogékony irdnta az immunszuppresszalt
allapotban 1év6 ember is.

Vizsgélataink célja volt a R. equi torzsek el6forduldsi gyakorisdgdnak a megallapitiasa
lovakbdl, és néhany mas fajbodl szarmazoé klinikai anyagokban, valamint kornyezeti mintdkban; Uj
szelektiv taptalaj elddllitdsa; a torzsek morfoldgiai, tenyésztési €s biokémiai tulajdonsdgainak a
vizsgalata és Osszehasonlitdsa, beleértve az enzimaktivitds €s a szénforrds-hasznositis (anyagcsere
ujjlenyomat), valamint az antibiotikum-érzékenység vizsgélatat; a R. equi torzsek szerotipizdlasa; a
16S riboszomdlis RNS gén és a plazmidprofil vizsgdlata; immun-hisztokémiai moddszer
kidolgozasa és haszndlata a korjelzés javitdsara, tovabbd vakcinazasi kisérletek végzése a betegség
megeldzése érdekében.

Magyarorszdg 43 telepiilésérdl izoldlt Osszesen 379 R. equi torzs vizsgdlata alapjan
megdllapithatd volt, hogy ez a baktérium a l6dllomanyokban széles korben, gyakorlatilag minden
ménesben el6fordul. A R. equi a tiidogyulladasban elhullott csikok mindegyikébdl (100%)
kitenyészthetd volt, mig a 16 orrtamponmintdkban 14,4%-o0s, a végbélbdl vett tamponmintdkban
28,4%-0s, a talajmintdkban 68,6%-0s, a sertés 4ll alatti nyirokcsomoéiban pedig 14,9%-os
gyakorisdggal fordult eld.

Az 4j (trimetoprimet, cefoperazont, polimixin B-t, cikloheximidet és kalium-telluritot is
tartalmazo) szelektiv tdptalaj az eddig ismertekhez képest jobb hatdsfokkal volt hasznilhat6 a R.
equi torzsek erésen szennyezett mintakbodl (talajbol, bélsarbol) torténd izoldlasara.

A kiilonbozd eredetli R. equi torzsek biokémiai tulajdonsdgaiban és enzimprofiljdban (19
kiilonféle enzim, API ZYM) csak kisebb eltérések voltak kimutathatok, a szénforras-hasznositas
vizsgdlata (BIOLOG) azonban alkalmas a torzsek gyors azonositdsira, és az eredményekbdl
felallitott torzsfa alapjan kovetkeztetések vonhatdk le a torzsek eredetére vonatkozdan is.

A hazai izoldlasu R. equi torzsek is a rifampicinre (MIC (minimélis gétlé koncentracio):
0,125-0,25 pg/ml) és az eritromicinre (MIC: 0,125-0,5 png/ml) a legérzékenyebbek.

A 7 tipustorzzsel, tovabba 30, kordbban be nem sorolt R. equi torzzsel szemben nyulakban
termelt hiperimmun savokat agargél-precipitiacios prébaban haszndlva a megvizsgélt 379 R. equi
torzs egy kivételével szerotipizdlhat6 volt. Az eddig ismert 7 szerotipus mellett, tovabbi négy, csak
a homoldg torzzsel reakciGt add, Gj szerotipus létezését dllapitottuk meg. Allatfaj, illetve
szarmazdasi hely szerinti eltérésekkel ugyan, a torzsek 45,6%-a az 1-es, 28,2%-a a 2-es
szerotipusba, néhdny torzs tovabbi szerotipusokba, a torzsek 23,75%-a pedig az éaltalunk
megdllapitott négy qj (,,8"-as, ,,97-es, ,,107-es és ,,117-es) szerotipus valamelyikébe tartozott. A
lovakbdl izolélt torzsek tilnyomo tobbsége (74,4%-a) az 1-es szerotipusba volt besorolhats. Az
emberekbdl izolalt 8 R. equi torzs koziil 6, valamint a sertésekbdl izolalt torzsek tobbsége (56,9%)
2-es szerotipusinak bizonyult.

A 16S riboszomdlis RNS-t kédolé gént polimerdz lancreakcidval megsokszorozva, az
amplifikdlt szakasz RFLP (restriction fragment length polymorphism, restrikcids
fragmentumhosszisag polimorfizmus) vizsgalatival, és ugyanezen gén egy szakaszdnak a
szekvencia-analizisével sem tudtunk a kiilonbozd erdetli R. equi torzsek kozott kiillonbséget
kimutatni. A 16S riboszomdlis RNS-t kédol6 gén PCR (polymerase chain reaction, polimerdz
lancreakcid) vizsgdlata alkalmas a R. equi torzsek azonositasara.

A virulenciagének kimutatdsit szolgdlé PCR alapjan a torzsek 41,5%-ban a vapA gén
(virulens torzsek), 13,6 %-ban a vapB gén (mérsékelten virulens torzsek) volt kimutathaté, mig a
tobbi vizsgélt torzs virulenciaplazmidot nem hordozott (avirulens torzsek). A lovakbdl szarmazé
torzsek tilnyomo tobbsége (88,4%) virulens volt, az emberbdl szdrmazé torzsek tobbnyire a
mérsékelten virulensek kozé, a sertésekbdl szarmazoké pedig az avirulens (71,9%), illetve a
mérsékelten virulens (27,5 %) torzsek kozé tartozott.
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A kidolgozott immun-hisztokémiai eljards megkonnyiti és gyorsabbd teszi a R. equi okozta
megbetegedések diagnosztikdjat, mivel kiillonb6zd kortani anyagokbdl, kenetekbdl, szovettani
metszetekbdl néhany oOra alatt specifikus reakcio segitségével mutatja ki a R. equi baktériumokat.

A vakcindzasi kisérletek (1-es szerotipusd, inaktivalt R. equi-t — aluminium-gélhez
adszorbedlva, vagy inkomplett Freund adjuvanssal keverve — tartalmazé monovalens, tovibba
EHV-2-t (equine herpes virus) is tartalmazd, bivalens vakcindkat hasznédlva) csak részben voltak
eredményesek. Mind a vemhes kancdk, mind pedig a csikék ismételt vakcindzédsa ellenére az
ellenanyagvalasz mértéke mind a colostrumban, mind pedig a csikdk vérsavoiban alacsony maradt.
A R. equi vakcindk haszndlatdval kapott eddigi eredmények egyelére nem teszik lehetdvé a
vakcindk gyakorlati alkalmazasat.
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2. BEVEZETES

A Rhodococcus genus a nocardioform Actinomyces-ek csoportjdba, ezen belill pedig a
mikolsavat tartalmazé baktériumok alcsoportjdba tartozik. A genusban jelenleg 12 fajt
kiillonboztetiink meg. Ezen fajok mindegyike szaprofitanak tekinthetd, a R. equi kivételével, amely
viszont fakultativ patogén, €s mind allatorvosi, mind pedig huméanegészségiigyi szempontbdl fontos
(Bell és mtsai., 1998).

A korokozoét eldszor 1923-ban Magnusson irta le, aki gennyes tiidogyulladdsban elhullott
csik6kbdl izoldlta a baktériumot, és Corynebacterium equi névvel illette, késébb azonban a
sejtfalosszetétel, a biokémiai és a genetikai vizsgdlatok alapjan a Rhodococcus nemzetségbe
soroltdk at (Magnusson, 1923; Bell és mtsai., 1998).

A csik6k R. equi okozta megbetegedése vildgszerte el6fordul. Elsdsorban 1-4 hoénapos
csikdkban okoz tilyogképzddéssel jaréd gennyes tiidogyulladast, fekélyes bélgyulladast, illetve az
esetek egy részében foként a bélfodri nyirokcsomdkra kiterjed6 elvaltozasokat, iziiletgyulladést,
illetve ritkdn vetélést. Egyes irodalmi adatok alapjdn a csikokban az elhulldsok 10%-dt, a
tiildégyulladasok 45%-at a R. equi okozza (Zink és mtsai., 1986).

A korokozé és a megbetegedés Magyarorszdgon is széleskorben el6fordul, gyakorlatilag
minden ménesben, de a kisebb 16dllomanyokban is (Szeredi €s mtsai., 1996; Varga és mtsai., 1999).

A R. equi okozta kérkép csikokon kiviil ritkdbban sertésben, szarvasmarhdban, juhban és
kecskében is el6fordul. Ezekben a fajokban a nyirokcsomé-elvaltozasokkal jaré formaval
taldlkozhatunk, de a sertések az all alatti nyirokcsoméban néhdny szdzalékban tiinetmentesen is
hordozzdk a baktériumot (Katsumi és mtsai., 1991; Barton és Hughes, 1980; Rao és mtsai., 1982;
Takai és mtsai., 1996b).

Az utébbi 15 évben a R. equi humdankortani jelentdsége is egyre inkdbb el6térbe keriilt.
Emberi megbetegedést a szervezet védekezOképességének jelentds csokkenésekor, igy szerv-
transzplantaciét kovetd immunszuppressziv kezelés utdn, illetve HIV-fertdzottséghez tarsultan idéz
eld (Prescott, 1991; Takai és mtsai., 1995¢).

Vizsgalataink célja volt:

- a R. equi el6fordulési gyakorisdganak a megéllapitdsa lovakbdl és més fajokbol szarmazo klinikai
anyagokban és kornyezeti mintdkban,

- az irodalomban leirt, a R. equi izoldldséara szolgalo szelektiv taptalajok Osszehasonlitdsa, illetve tj,
a korabbiaknadl jobb szelektiv taptalaj Osszedllitasa,

- a kiilonboz6 eredetli R. equi torzsek morfoldgiai, tenyésztési és biokémiai tulajdonsdgainak
vizsgélata és 0sszehasonlitdsa,

- kiilonboz6 eredetii torzsek anyagcsere-ujjlenyomatdnak (enzimaktivitds, szénforrds-hasznositas) és
antibiotikum-érzékenységének a vizsgélata,

- a R. equi torzsek szeroldgiai besorolasa,

- a torzsek plazmidprofiljanak jellemzése és a 16S riboszomélis RNS gén 6sszehasonlité vizsgélata,

- a betegség diagnosztikdjaban felhasznalhaté immun-hisztokémiai médszer kidolgozasa,

- tovabba vakcindzasi kisérletek végzése a betegség megeldzése érdekében.




Rhodococcus equi torzsek 6sszehasonlité vizsgédlata

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Torténeti attekintés és rendszertani besorolas

A csikék Rhodococcus (Corynebacterium) equi okozta tiidégyulladdsat az irodalmi adatok
szerint elsoként Magnusson irta le 1923-ban, a svédorszagi Malmoben (Magnusson, 1923), bér a
csikdk e betegségének magyarorszagi sz€éleskori eléforduldsardl, klinikumardl és kérbonctanardl a
hazai Allatorvosi Lapokban Schmiedhoffer Gyula mér egy évvel kordbban kozolt részletes leirast, a
kérokozot azonban Streptococcus-nak vélte. Az ,.elsd” leirdst kovetden a korokozéd eléforduldsat
megéllapitottdk Ausztrdlidban (Bull, 1924), az Amerikai Egyesiilt Allamokban (Dimock és
Edwards, 1931), Indidban (Rajagopalan, 1936) és Anglidban (Craig és Davies, 1940) is.

Holt és Amundsen (1936) irtak eldszor savalld coccobacillusrdl, amelyet Norvégidban
sertések giimOkoérra emlékeztetd nyirokcsomo-elvaltozdsaibdl izoldltak. Ebben a leirdsban mar
valoszinlileg a R. equi baktériumokrdl volt sz6. Ezt kovetden a R. equi sertések nyirokcsomoiban
val6 el6fordulasat az Amerikai Egyesiilt Allamokban (Karlson és mtsai., 1940), Franciaorszagban,
Svdjcban (Verge €s Senthille, 1942) és Ausztralidban (Woodroofe, 1950) is megallapitottdk.

A R. equi fert6zés emberben val6 eléforduldsat Golub és mtsai. irtdk le el6szor 1967-ben.

A baktérium rendszertani besoroldsa a felfedezése utdni kezdeti idészakban meglehet6sen
vitatott volt. Mig Magnusson (1923) a kérokozot festédési, morfologiai, tenyésztési €s biokémiai
tulajdonsagai alapjdn a Corynebacterium genusba tartozonak vélte és a Corynebacterium equi
névvel illette, addig Miessner és Wetzel (1923) a baktériumot Corynebacterium pyogenes equi-nek
nevezte. A korokozénak a mycobacteriumokhoz valdé hasonldsdga miatt Jensen (1934) a
Mycobacterium equi, Holtman (1945) pedig egy borju tiidogyulladasabdl valé izoldlasat kovetden a
Corynebacterium purulentus nevet tartotta megfelelének, mig Gordon (1966) a Mycobacterium
rhodochrous névre tett javaslatot.

Davis és Newton (1969) felhivtdk a figyelmet arra, hogy a C. equi tipustdrzs €s mas
Corynebacterium fajok kozott lényeges kiillonbségek vannak. A Corynebacterium equi mas
coryneform baktériumoktd6l valé elkiilonitése Bousfield (1972) és Jones (1975) nevéhez flizddik.
Bousfield és Goodfellow (1976), valamint Goodfellow és Alderson (1977) egy uj genus, a
Rhodococcus genus 1étrehozdsara tettek javaslatot, az un. ,,rhodochrous komplex” baktériumai
szamdra, amely olyan baktériumtorzseket tartalmazott, amelyek ugyan hasonlitottak a Nocardia, a
Corynebacterium és a Mycobacterium nemzetség tagjaihoz, de mégsem voltak ezekbe a genusokba
besorolhaték. A ,,Rhodococcus” elnevezést eldszor Zopf haszndlta 1891-ben, ami a baktérium
kiillonbozd novekedési szakaszaiban megfigyelhetd morfoldgiai eltéréseire (palca, coccus) utal
(Prescott, 1991). A rhodococcusok obligat aerob, Gram-pozitiv, nem mozgd, mikolsav-tartalmu
nocardioform Actinomyces-ek.

A nocardioform Actinomyces-ek csoportjdba a rhodococcusok mellett a Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia, Tsukamurella, Gordona és a Dietzia genusok tartoznak (Bell és mtsai.,
1998). A rendszertani besorolds alapjit a numerikus taxondmia, a kemotaxondémia és a molekuldris
taxondmia eszkoztardval megdllapithaté tulajdonsidgok képezik (Bell és mitsai.,, 1998). A
Rhodococcus genus tagjai sejtfalszerkezetiik alapjan is kiilonboznek a nocardioform Actinomyces-
ek mds csoportjaitél. A rhodococcusok IV-es kemotipusi sejtfallal rendelkeznek, mivel a
peptidoglikdanjukban a diaminosavak koziil csak a mezo-diamino-pimelinsav fordul eld, és a sejtfal
f6 sz€nhidrat komponensei az arabindz és a galaktdz (Lechevalier és Lechevalier, 1970). Jellemz6 a
rhodococcusok sejtfalara, hogy tuberkulo-sztearinsavat és olyan mikolsavakat tartalmaz, amelyek
30-54 szénatommal rendelkeznek, és maximadlisan két telitetlen kotésiik van. A sejtfal {0
menakinontipusai pedig a dihidrogénezett menakinonok, amelyek 8 izoprénegységet tartalmaznak
ciklikus elemek nélkiil (Goodfellow és mtsai., 1998). A mikolsavak kromatogrifids vizsgélata
lehetové tette a Corynebacterium, a Nocardia, a Rhodococcus €s a Mycobacterium genus tagjainak
elkiilonitését (Butler és mtsai., 1987; De Briel és mtsai., 1992). A sejtfalban taldlhat6 kiilénb6zo
lipidek arénya felhaszndlhat6 a genuson beliili fajok elkiilonitésére (Klatte és mtsai., 1994).

Jelenleg a leghatékonyabb mddszer a rhodococcusok taxondémidjdban a 16S riboszomalis
RNS gén vizsgélata (Bell és mtsai., 1998). A rRNS gén RFLP vizsgélatival Vaneechoutte és mtsai.
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(1995) képesek voltak a R. equi-t a Corynebacterium genusba tartoz6 fajoktol elkiiloniteni. A 16S
rRNS gén szekvencia elemzése alapjan az 1912-ben leirt Corynebacterium hoagii fajt 1995-ben a R.
equi fajba soroltdk (Ruimy és mtsai., 1995). A molekuldris bioldgiai, valamint a sejtfalosszetétel
vizsgalatok eredményei végso soron a C. equi R. equi-vé val6 atnevezéséhez vezettek (Yamada és
Komogata, 1970; Mordarski és mtsai., 1980; Suzuki és mtsai., 1981).

A Rhodococcus genus 1977-es elso leirdsa 6ta oda mér tobb fajt besoroltak, és tobb fajt ki is
zéartak onnan, aminek a kovetkeztében a genuson beliili fajok szdma idOr6l iddre véltozott. A
,Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (Goodfellow, 1989) 20 fajt sorol fel a genuson
beliil. Az Ujonnan létrehozott genusokba (Tsukamurella és Gordona) (Collins és mtsai., 1988;
Stackebrandt és mtsai., 1988) torténd néhdny kordbban rhodococcusnak vélt faj datsoroldsa
eredményeként a visszamaradt Rhodococcus genus sokkal homogénebbé valt (Goodfellow, 1990).
A ,Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” (Goodfellow, 1994) kiadvanyban 14 fajt
sorolnak a Rhodococcus genusba, amelybdl azéta 1 fajt a Dietzia genusba soroltak at, egy fajrol, a
R. roseus-r6l pedig megallapitottdk, hogy a R. rhodochrous fajjal azonos (Rainey és mtsai., 1995a,
1995b). Jelenleg 12 faj tartozik a nemzetségbe: R. coprophilus, R. equi, R. fascians, R. erythropolis,
R. globerulus. R. marinonascens, R. opacus, R. percolatus, R. rhodnii, R. rhodochrous, R. ruber és
a R. zopfii (Bell és mtsai., 1998). E baktériumok zomében a talajban €10 szaprofitdk, amelyeknek
allat- €s huméanegészségiigyi jelentdségiik nincs.

3.2. A rhodococcusok identifikalasa

A rhodococcusok genus szinten valé meghatarozdsa a morfoldgiai tulajdonsagok figyelembe
vétele mellett a sejtfalkomponensek kémiai analizisével (kromatogréafia) lehetséges (Goodfellow,
1989). Nem létezik azonban egyetlen olyan morfolégiai vagy kémiai tulajdonsag, amely
egyértelmiien elkiilonitené a rhodococcusokat mds mikolsav tartalmi baktériumoktdl (Klatte és
mtsai., 1994). A fajok elkiilonitése a genuson beliil hagyomédnyos mddszerekkel meglehetdsen
bonyolult (Goodfellow, 1989). Ujabban azonban leirtak bizonyos egyszeriisitett biokémiai prébakat,
sejtfalkomponenseket vizsgdld, szeroldgiai, és molekuldris biologiai moddszereket, amelyek
alkalmasak lehetnek erre a célra (Bell és mtsai., 1998). A Rhodococcus fajok pontos fajszintli
azonositdsa biokémiai, tenyésztési és morfoldgiai alapon nagyon munkaigényes és nehéz feladat,
még a fejlettnek szamité fluoreszcencids enzimatikus mdédszerekkel is. A Goodfellow és mtsai.
(1990) altal alkalmazott nagy szdmu vizsgdldé mddszer alkalmatlan a rutinvizsgédlatokra, mas
szerzOk szerint pedig néhany biokémiai proba eredménye alapjan nem lehet a fajokat meghatarozni
(McNeil és Brown, 1994).

Az API Coryne (bioMérieux, Franciaorszag) rendszer adatbazisa tartalmazza a R. equi-t, és
egyes szerzOk szerint sikeresen haszndlhat6 a rendszer a R. equi identifikédl4sara (Bern és Lammler,
1994). Soto és mtsai. (1994) szerint viszont a rendszer megbizhatatlan, mivel a R. rhodochrous-t is
R. equi-nek hatdrozta meg.

A BIOLOG rendszert (Biolog Inc., Hayward, Kanada) is hasznaltdk mar egyes rhodococcus
fajok meghatdrozdsara, de az irodalomban még nincs elegendd adat arra vonatkozdan, hogy
mennyire pontos és megbizhaté erre a feladatra (Wang és Krawiec, 1994; Harris-Baldwin és
Gudmestad, 1996).

A sejtfalosszetétel alapjan torténd azonositashoz kiilonb6z6 modern médszereket (mikolsav-
profil meghatarozds HPLC-vel, zsirsav-metil-észter meghatdrozds gazkromatogréfidval, tomeg
spektroszkdpia stb.) kozol a szakirodalom (Bell és mtsai., 1998), ezek azonban meglehetdsen
koltséges eszkozoket és specidlis laboratériumokat igényelnek, igy a rutindiagnosztika szdmara nem
elérhetdek.

A virulens R. equi meghatirozdsira specifikusnak tekinthetd szerol6giai moddszereket
fejlesztettek ki (Takai és mtsai., 1994a; Lammler, 1995; Prescott és mtsai., 1996).

Az utébbi években szdmos DNS alapi moddszert is kidolgoztak a rhodococcusok faji
meghatdrozasara. Steingrube és mtsai. (1997) egy PCR-alapi azonosité rendszert irtak le a
nocardidk és rokon baktériumok azonositdsdra, amely segitségével egy 65 kDa molekulatomegii
hosokkprotein-gént amplifikaltak, és RFLP vizsgdlatnak vetettek ald. Ennek a mddszernek a
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segitségével a R. equi elkiilonithetdé a Nocardia, a Gordona, a Tsukamurella és mds nemzetségek
fajaitdl. Ebben a kisérletben azonban mas Rhodococcus fajokat nem vizsgéltak. Specifikus DNS
régiokat célba vevd PCR-alapu vizsgdlé mddszereket is kidolgoztak a virulenciaplazmidot hordozé
R. equi és a R. fascians meghatarozasara (Takai és mtsai., 1995a; Stange és mtsai., 1996). A R. equi
és mas Rhodococcus fajok meghatarozasara a 16S rRNS gén fajspecifikus régidit megcélozé6 PCR
alapi moddszereket is sikeresen alkalmaztak (Bell és mtsai., 1996; Soedarmanto és mtsai., 1998). A
16S rRNS gén teljes amplifikacidjat és szekvendldsit kovetden a génbank adatbéazisiban 1évo
szekvencidkhoz val6 hasonlitisa az egyik legmegbizhatébb mddszer a fajimeghatdrozasban
(Blackall, 1994; Schuppler és mtsai., 1995).

3.3. AR. equi eléfordulasa

A nocardioform Actinomyces-ek széleskoriien el6fordulnak kornyezetiinkben, elsdsorban a
tragyédban, a talajban és a természetes vizekben. Egyes szerzOk a R. equi-t talajlaké szaprofitaként
irtdk le (Jensen, 1934; Rooney, 1966; Knight, 1969), masok azonban azt feltételezték, hogy a
baktérium elsdsorban a kiilonbozo éllatfajok gyomor- és bélcsatorndjdban (Karlson és mtsai., 1940)
van jelen, €s innen szérdodva jut az allatok kozvetlen kornyezetébe (Wilson, 1955).

A R. equi baktériumokat talajmintdkbdl, kiilonbozo éllatfajok bélsdrmintdibdl (Woolcock és
mtsai., 1979, 1980; Woolcock és Mutimer, 1981; Barton és Hughes, 1981, 1984; Prescott és mtsai.,
1984b; Takai és Tsubaki, 1985) és sertések 4ll alatti nyirokcsom6ibdl is kitenyészették (Takai €s
Tsubaki, 1985; Katsumi €s mtsai., 1991). A leggyakrabban lovak és mds hazidllatok bélsarmintait
vizsgaltak.

Carman és Hoghes (1987) kiilonb6z6 dallatfajokbol (16bdl, szarvasmarhabdl, kecskébol,
juhbdl, sertésbdl, nyulbol, macskabdl, kutydbodl, szarvasbdl, oposszumbdl, hazi szarnyasokbol,
galambb6l és mds madarakbdl) szdrmazé bélsarmintdkbdl probaltdk a R. equi baktériumokat
kitenyészteni. A macskdk €és az oposszumok kivételével valamennyi dllatfaj bélsardbol izolélni
tudtdk, bar a megvizsgalt kutya bélsarmintdk koziil csak egy volt pozitiv. A héaziszarnyasok
bélsaranak 4%-abol, galambok bélsardnak 64%-4bol, mas madarak esetén pedig a mintdk 100%-bol
volt kitenyésztheté a baktérium. Mutimer és mtsai. (1979) 521 emberi székletminta koziil csak
kettdbdl (0,38%) tudtdk a R. equi-t kitenyészteni.

Woolcock és mtsai. (1979) szelektiv taptalajt haszndlva 127 16 bélsarmint4jabol 90 (70,87%)
esetben ki tudtdk a baktériumot tenyészteni. Woolcock és mtsai. (1980) 12 ménesben 1évo
kiillonbozé kord lovak bélsarmintdit megvizsgdlva, valamennyi ménesben ki tudtdk mutatni a
koérokozé jelenlétét, annak ellenére, hogy a megel6z0 években a R. equi okozta tiidogyulladds a 12
ménes koziil csupan kettében fordult eld (1, illetve 3 évvel a vizsgalatot megeldézden). A lovakkal
egyiitt tartott szarvasmarhdk bélsarabdl, és honapok 6ta legeltetésre nem hasznalt legeldk talajabol
is ki lehetett a baktériumot tenyészteni.

A baktérium kérddzok és sertések bélsarabdl is magas ardnyban (50%, 35%) izolalhat6
(Mutimer és Woolcock, 1980). Takeuchi €s mtsai. (1967) klinikailag tiinetmentes sertések vérében
R. equi specifikus ellenanyagokat mutattak ki, és ez alapjan feltételezték, hogy a baktérium a
sertések normal bélflérajahoz tartozik.

Barton és Hughes (1981), valamint Rowbotham és Cross (1977) lényegesen alacsonyabb
ardnyban tudtdk a végbélbol vett bélsairmintdkban a baktériumot kimutatni. A szerzok ezt azzal
magyaraztak, hogy a baktérium a kiilvilagba kikeriilt bélsdrban nagy valosziniiséggel elszaporodik,
és a Woolcock €és mtsai. (1980) az elobb emlitett munkdjukban nem tettek kiilonbséget a végbélbdl
vett €s a kornyezetdl 0sszegylijtott bélsarmintak kozott.

Barton és Hughes (1984) vizsgdlatuk soran kimutattdk, hogy a kiilvildigban gytijtott
bélsarmintdk esetén az izoldlds gyakorisdga nagyobb, a végbélbdl vett bélsdrmintdkhoz viszonyitva.
Kisérletesen igazoltdk, hogy a kornyezetbe kikeriilt bélsarban megfeleld koriilmények esetén 1-2
hét alatt 1000-szeresére n6 a baktériumszam.

A R. equi egyes tulajdonségai (obligat aerob, 28-30°C-os héoptimum, az epesavas sok iranti
érzékenység), illetve az a képessége, hogy egyszerii szerves molekuldkat is képes szénforrasként
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hasznositani, nem val6sziniisiti azt, hogy e baktérium természetes kdzege a bélcsatorna lenne
(Barton és Hughes, 1982).

Prescott és mtsai. (1984b) kiilonb6z0 ménesekben a legeldk talajanak és a friss bélsarnak a
vizsgalatdval megallapitottdk, hogy a kérokozé a talajmintdkban nagyobb szamban van jelen, mint a
friss bélsarban. Ezek a vizsgélatok ramutattak arra, hogy a R. equi a bélcsatornan kiviil, a bélsarral
szennyezett talajban is szaporodik.

Takai és Tsubaki (1985) vizsgdlatai szerint a legmagasabb az izoldldsi ardny a legelOn
gyljtott talajmintdkban (egészen 100%-ig terjedt), mig a 16 bélsarban ezt az ardnyt a kancdkban
46,7%-nak, a csikok esetén pedig 24,7%-nak taldltak. Két szarvasmarhaédllomany esetén ez az ardny
tehenek bélsardban 24 %, borjakéban pedig 30,8% volt.

Takai és mtsai. (1986¢) bizonyitottdk, hogy a R. equi a talajban képes szaporodni,. A
szerzOk 10 honapon keresztiil minden hénapban talajmintakat gytijtottek kiilonbozé ménesekben, és
kimutattdk, hogy a baktériumszam a talajmintdkban dprilisban €s majusban €éri el a maximumot és
ezt kovetden lassan csokkenni kezd. A baktériumokat hasonlé mennyiségben tudtdk a talajban és a
lovak bélsardban kimutatni. A felndtt lovak valdszinlileg csak passziv mdédon hordozzdk a
kérokozot, €s benniik nem szaporodik, de a baktérium a csikdk bélcsatorndjaban 2 hénapos korukig
szaporodni képes. A talajban val6é szaporodds mértéke annak szervesanyag tartalmatol fiigg. A
legnagyobb szamban a R. equi a talaj felso rétegében fordul eld, 30 cm-rel a felszin alatt mar nem
taldlhat6 meg.

Hughes és Suleiman (1987) szerint a baktériumot olyan talajmintdkbdl is ki lehet
tenyészteni, ahol soha nem tartottak lovakat, de a lovak kornyezetében sokkal nagyobb szdmban
fordul eld a talajban, mivel szaporoddsukat a bélsarban 1évé illézsirsavak ill. acetit jelentOsen
serkentik.

Takai és mtsai. (1986a) megéllapitottdk, hogy a R. equi csikok bélcsatorndjdban vald
megtelepedése olyan ménesben, ahol a betegség csak sporadikusan fordul eld, az ellést kovetd
masodik hétre, ahol viszont endémidsan van jelen, ott az ellést kovetd elsé hétre tehetd. A 6., ill. a
7. hétre a csikok bélsardban az izoldlhat6sdg ardnya eléri a 100%-ot, majd ezt kdvetden lassan
csokkenni kezd. A csikok kérokozoval vald fertézddése nagy valdszinliséggel a kontamindlédott
talajtdl, illetve a kancdk bélsaratdl kovetkezik be, amihez a csikok esetén gyakran megfigyelt
viselkedésforma, a koprofédgia is hozzdjarulhat (Takai és mtsai., 1987). A kancdk bélsardban a R.
equi izoldlhat6sdgi ardnya marcius végén hirtelen 80%-ra ugrik, és 2 honapon keresztiil ezen a
szinten marad, ezzel az emelkedéssel egyidoben a talajban is novekszik a baktériumszam.

Mivel a februarban és a madrciusban sziiletett csikdk bélcsatorndjénak R. equi-vel vald
kolonizécidja késobb kovetkezik be, mint az 4prilisban és majusban sziiletett csikoké, arra enged
kovetkeztetni, hogy Osszefliggés van a talaj és a kancdk bélsardnak R. equi-vel valo fert6zottsége és
a csikok bélcsatorndjanak kolonizacidja kozott. Ilyen jellegli Osszefiiggést a R. equi-vel erdsen
kontaminéldédott kornyezetben felnovekvo csikok kivételével minden esetben ki lehetett mutatni. A
R. equi baktériumok egy sajatos ciklus szerint élnek a hazidllatokban és azok kozvetlen
kornyezetében 1évo talajban (Takai és mtsai.,, 1986c¢). Takai és mtsai. (1996¢) Japanban
kozteriileteken, parkokban és utcdkon gyljtott osszesen 234 talajminta 73,9%-abol ki tudtdk a
baktériumot tenyészteni. A R. equi elsddleges el6forduldsét illetben még nem minden kérdés
tisztazott, de az iddig fellelhetd adatok tobbsége arra utal, hogy a R. equi alapvetden egy talajlako
baktérium, amelynek bizonyos torzsei, virulenciafaktorai révén, képessé viltak a csikok
megbetegitésére.

3.4. A R. equi izoldlasa

A R. equi oxigén jelenlétében 10 és 40°C kozott képes szaporodni. Tenyésztésének az
optimalis homérséklete 30°C (Prescott, 1991), de novekedésének liteme 37°C-on csak jelentéktelen
mértékben csokken az optimdlishoz viszonyitva (Hughes és Suleiman, 1987). Anaerob
koriilmények kozott novekedni nem képes (Barton és Hughes, 1980), bar Prescott és Hoffman
(1993) szerint egyes esetekben csak anaerob koriilmények kozott tenyészthetd. A baktérium ezen
utébbi tulajdonsdgadt azonban idéig senki sem erdsitette meg. Nem tamaszt kiilondsebb igényeket a
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taptalaj Osszetételével szemben, igy jOl né kozonséges agaron is. Az enyhén savas tdptalaj
eldnyosebb szamara, mint a ligos (Barton és Hughes, 1980; Prescott, 1991). Nitrogénforrasként
tobbek kozott az ammoénium-szulfatot (Pradip és mtsai., 1966) és a KNOs-ot (Rowbotham és Cross,
1977) tudja jol hasznositani. Emmons és mtsai. (1991), valamint Drancourt és mtsai. (1992) szerint
a R. equi a citratot nem képes hasznositani.

A R. equi el6forduldsdanak meghatarozasahoz, 6koldgidjanak pontos megértéséhez megfeleld
szelektiv taptalajokra volt sziikség (Barton és Hughes, 1981). A szelektiv taptalajok kifejlesztéséig
nem volt hatdsos mddszer e baktériumfaj szennyezett mintdkbdl (talajbol, orrtamponbdl, bélsarbol)
val6 kitenyésztésére. Ezen tdptalajok tették lehetévé olyan jarvanytani és Okoldgiai kutatdsok
elvégzését, amelyek nagyon fontos informdcidkkal szolgdltak a R. equi okozta kérképek jobb
megértéséhez. A szelektiv tiptalajok révén a R. equi baktériumokat kitenyésztették a talajbdl, a
bélsarbol, a nyirokcsomdkbdl és kiilonbozo édllatfajok bélcsatorndjabol (Woolcock és mtsai., 1979;
Takai és mtsai., 1986a, 1986b, 1986¢; Carman és Hoghes, 1987).

A Tinsdale-taptalajt (1. tablazat) Tinsdale fejlesztette ki 1947-ben a Corynebacterium
diphtheriae szelektiv izoldldsdra, késobb azonban sikeresen haszndltdk a R. equi szelektiv
tenyésztésére is (Barton és Hughes, 1981; Graevenitz és Piinter-Streit, 1995).

Az M3T téaptalajt (1. tablazat) eredetileg a R. coprophilus szelektiv izoldlasara hasznaltak
M3 taptalaj néven (Rowbotham és Cross, 1977), Barton és Hughes (1981) azonban 0,005% K-
tellurit hozzdaddsaval modositotta Osszetételét €és M3T-nek nevezte.

A NANAT téptalajt (1. tablazat) Woolcock és mtsai. (1979) irtak le és hasznaltdk R. equi
baktériumok bélsarmintdkbdl vald izoldlasdra. Ezt a tdptalajt széleskorlien hasznéljak a R. equi
szennyezett mintakbol valo szelektiv izoldldsara (Carman és Hoghes, 1987; Debey és Bailie, 1987;
Takai és mtsai., 1987, 1991b, 1996¢, 2001a). Ennek a tdptalajnak az egyik hétrdnya, hogy az
antimycotikus hatdsa nem kielégitd, igy kiilonb6z6 gombak (féként Mucor és Rhizopus) tilnovik a
baktériumtelepeket a tenyésztési idd alatt. A mdésik hatranya, hogy a szelektiv komponensei egyes
R. equi torzsek novekedését nagymértékben gatolhatjdk (Graevenitz és Plinter-Streit, 1995).

Barton és Hughes 1981-ben kifejlesztettek a R. equi szelektiv izoldlasira egy TANP-
levesnek nevezett szelektiv taptalajt. A taptalaj alapja TSB (trypticase soy broth, kazein-sz6ja leves)
talaj (BBL) (30 g/l), szelektiv kiegészitOként pedig cikloheximidet (50 mg/l), penicillint (10 000
NE/I) és K-telluritot (0,005%) tartalmaz.

1995-ben Graevenitz és Piinter-Streit egy Uj szelektiv szilard tdptalajt irtak le (CAZ-NB).
Ennek a tiptalajnak az alapjat a Mueller-Hinton agar képezte, gatléanyagként pedig ceftazidimet és
novobiocint tartalmazott (1. tablazat). A ceftazidim képes a Gram-negativ kérokozok, igy a
Pseudomonas aeruginosa novekedésének gétlasara. Ezen a tdptalajon a Nocardia brasiliensis és a
N. farcinica is képes novekedni, ezek azonban a R. equi-t0l telepmorfolégia alapjdn konnyen
elkiilonithetdk. A szerzok szerint ez a tiptalaj hatékonyabb a R. equi szelektiv izoldlasara, mint a
NANAT taptalaj. A szakirodalomban nem taldltunk e tdptalaj haszndlatdval kapcsolatos
tapasztalatokat kozl6 mas leirast.

Barton és Hughes (1981) R. equi izoldlasira szolgald kiilonb6zd szelektiv tdptalajokat
hasonlitottak Ossze talaj és bélsarmintdk felhaszndlasaval. Ebbdl a célbdl folyékony TANP téptalajt
hasznaltak, egyediil, illetve kiilonb6zd szildrd taptalajokkal kombindlva. A NANAT téaptalajon
kiviil, cikloheximid hozzdaddsdval mddositott Tinsdale tdptalajt, illetve K-tellurit hozzdaddsaval
modositott M3-taptalajt (M3T) (Rowbotham és Cross, 1977) is alkalmaztak. Az M3T t4ptalajt
talaltdk a legjobbnak a talaj- és a bélsarmintakbdl torténd kozvetlen rdoltdssal vald tenyésztésre. A
talaj- és bélsarmintdk TANP-levesben val6 elddusitast kovetden alkalmazott szilard M3T talajra
val6 kioltast alkalmas mddszernek taldltdk a R. equi szennyezett mintakbol torténd izolalasra.

Smith és Robinson (1981) polimixin B-vel kiegészitett TANP-levesbe a beoltott mintat
37°C-on 48 o6raig tenyésztették, majd centrifugdlast kovetden az iiledéket 2,5%-os oxadlsavval 60
percig kezelték a kiséroflora elpusztitasa érdekében. A Na-foszfattal torténd neutralizélast kovetden
ismételt centrifugdlds utdn amfotericin-B-t és telluritot tartalmazé szilard taptalajra oltottdk. A
szilard taptalaj alapjat pepton €s defibrinalt szarvasmarhavér képezte.
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Takai és Tsubaki (1985), valamint Takai és mtsai. (1986a, 1986b) a R. equi bélsar- és
talajmintdkbodl valé izoldldsara olyan NANAT taptalajt hasznaltak, amelynek az alapjat élesztd,
kazein és cisztin képezte (YCC-agar). A szerzOk szerint ez a taptalaj elonyosebb tulajdonsdgokkal
rendelkezik, mint a tripszinnel emésztett sz6jafehérje-tartalmi NANAT.

Bauwens és mtsai. (1987) bélsarmintakat és haltapszert vizsgaltak olyan NANAT taptalajon,
amelyet 5% l6vérrel egészitettek ki. A steril vizzel megnedvesitett bélsarmintét szilard taptalajra
oltottdk és 48 o6rdig 36°C-on tenyésztették. Carman és Hoghes (1987) a nedves bélsdarmintakat
kozvetleniil a NANAT tdptalajra oltottdk, mig szdraz mintdk esetén leoltds eldtt steril fizioldgids
konyhaséoldattal szuszpenziét (1 g / 10 ml) készitettek, 24 oraig tartd allds utdn a mintdt
centrifugaltdk és a feliiliszobdl oltottak NANAT téptalajra, amit 37°C-on 48 6rdig tenyésztettek. A
R. equi istallo levegdjébdl vald kitenyésztéséhez szintén NANAT tédptalajt hasznaltak. Ehhez
NANAT téptalajt tartalmazé nyitott Petri-csészét 15 percre 1 m magassdgban helyeztek el. A
tenyésztés 3 napig 37°C-on tortént (Takai és mtsai., 1987). Juhok és szarvasmarhdk itat6vizébdl
val6 baktérium-izolalashoz a valyukbol 30 ml vizet vettek és centrifugdlds utan az iiledéket oltottak
NANAT téptalajra. A mintdkat 48 6rdn 4t 37°C-on tenyésztették (Carman és Hoghes, 1987).

Tammemagi (1953) a R. equi nyirokcsomokbdl vald izoldldsa sordn 5%-os oxélsavat
hasznalt a hattérflora gatldsara. Katsumi és mtsai. (1991) a R. equi nyirokcsomokbol torténd
izoldlasara NANC taptalajt (tripszinnel emésztett szojafehérje, nalidixsav, novobiocin,
cikloheximid) haszndlt. Diirrling (1991) a nyirokcsomdkat savas kezelésnek vetette ald, és ezt
kovetden oltotta azokat kozonséges agarra. Mutimer €s Woolcock (1980) a leoltani kivént
nyirokcsomodkat forrdsban 1évd vizbe tette 3 mdasodpercre és ezt kovetden oltottdk le juhvéres
agarra.

A vérbdl vald baktériumizolalds sordn Martens és mtsai. (1982) a vénds vért para-amino-
benzoesavat tartalmaz6 folyékony taplevesbe oltottdk és 37°C-on 10 napig inkubdltdk. Le Bar és
Pensler (1986) mellliri izzadméanyt vizsgéltak és a R. equi baktériumokat Lowenstein-Jensen
tdptalajon, valamint Bactec 7H12 talajon tenyésztették ki. Magnani és mtsai. (1992) szerint az
agyvelObol és szivizombdl készitett szilard tdptalaj alkalmas az emberi széklet- és kopetmintdk
kozvetlen leoltdsara €s a R. equi izolédlasara.

Az A4ltalanosan haszndlt szelektiv tdptalajok hatrdnya az, hogy a Candida- és a
Pseudomonas-fajok ndnek rajtuk, egyes R. equi torzsek viszont nem (Woolcock és mtsai., 1979;
Barton és Hughes, 1981).
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1. tablazat: A szakirodalomban leirt fontosabb szelektiv taptalajok Osszetétele.

A taptalaj neve TINSDALE M3T NANAT CAZ-NB
A publikacié éve 1947 1977 1979 1995
Szerzo(k) Tinsdale Rowbotham és Cross Woolcock és mtsai. Graevenitz és Piinter-Streit
Osszetétel protedz pepton (20 g/l), KH,PO, (0,466 g/1), TSB talaj, Mueller-Hinton agar alap,
élesztokivonat (5 g/l), Na,HPO, (0,732 g/1), élesztokivonat (5 g/l), ceftazidim (20 mg/1),
NaCl (5 g/l), KNOs; (0,1 g/l), nalidixsav (20 mg/l), novobiocin (25 mg/l),
L-cisztin (0,24 g/), NacCl (0,9 g/l), novobiocin (25 mg/l), cikloheximid (50 mg/l)
agar (15 g/l), MgSO,x7H,0 (0,1 g/l), cikloheximid (40 mg/l),
vérsavo (100 ml/l), CaCO0s; (0,02 g/), K-tellutit (0,005%),
K-tellurit (0,345 g/l), Na-propionat (0,2 g/1), agar (20 g/1)

Na-tioszulfat (0,425 g/l), | FeSO4x7H,0 (0,2 mg/l),
cikloheximid (50 mg/l), ZnS0,4x7H,0 (0,18 mg/l),
pH: 8,0 MnSO,x4 H,O (0,02 mg/l),
agar (18 g/l),

cikloheximid (50 mg/l),
tiamin-HCI (4 mg/1),
K-tellurit (0,005%)
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3.5. Morfolégiai tulajdonsagok
3.5.1. Telepmorfolégia és pigmenttermelés

Ha a R. equi baktériumokat gatléanyagot nem tartalmazd, szildrd tiptalajon 48 6ran at
aerob viszonyok kozott tenyésztjiik, az agar feliiletén szabdlytalan, kerek, 2-4 mm atmérdj,
sima, fényld, enyhén dttetsz0, Osszefolydsra hajlamos, nydlkds, vizcseppszerli telepek
jelennek meg (Prescott, 1991). Egyes izolatumok telepmorfologidja eltérhet ettdl. Jones és
mtsai. (1989) emberi tiidétalyogbdl véresagaron, 4 napig tart6 tenyésztést kovetden izolalt egy
R. equi torzset, amely R-teleptipusban nétt (rogos feliileti, szaraz, rancos telepek). Prescott
szerint (1991) fiatal tenyészet esetén a telepmorfoldgia a jellegzetestdl eltérhet, és ilyenkor
kisebb (< 1 mm), kevésbé nyélkas telepek jelenhetnek meg. Mutimer és Woolcock (1981) a
jellegzetes nydlkastdl a szaraz telepekig 4 kategdéridba sorolta a rendszeresen el6forduld
teleptipusokat.

Prescott (1991) szerint egyes tenyészeteknek jellegzetes foldszaguk van.

A legtobb torzs, szelektiv anyagot nem tartalmazé téptalajon 4-7 napi tenyésztést
kovetbden jellegzetes ,,lazac szinli” telepeket képez. Ritkdbban a telepek szine a sargdstol a
téglavoroson keresztiil a barndig terjedhet (Barton és Hughes, 1980).

Emmons és mtsai. (1991) egy HIV-fertézott betegbdl izoléltak egy R. equi torzset,
amely véresagaron jellegzetes pigmentképzést mutatott, e tulajdonsdg azonban az &toltast
kovetdéen megszilint. A torzset azonban Lowenstein-Jensen agarra oltva a pigmenttermelés
visszatért.

McNeil és Brown (1994) a BHI-agaron megfigyelhetd 3 teleptipust irtak le:

a./ klasszikus telepmorfoldgia, halvanyrézsaszin és nyalkas telepek, b./ korallszinli és nem
nyélkas telepek, c./ halvanysdrga, nem nyalkds és kevésbé attetszd telepek. A szerzok ennek a
harmadik telepmorfol6gidji torzsnek hatdroztdk meg az ATCC 6939-es tipustorzset, amelyet
egyébként Prescott (1991) szintén kevésbé nydlkas, de er0sen pigmenttermeld torzsnek irt le.

Pradip és mtsai. (1966) a R. equi pigmentjét karotinoid tipusi pigmentnek tartottak,
aminek a termel0déséhez tiamin sziikséges. Azt feltételezték, hogy a tiamin a karotinoid
szintézishez sziikséges enzimrendszert indukdlja €s ennek megfeleléen a pigmenttermelés
fligg a taptalaj Osszetételétdl. A Fuhrmann és Lammler (1997), valamint a Soedarmanto és
mtsai. (1998) dltal megvizsgalt valamennyi (41 és 21) R. equi torzs nyalkds
telepmorfologidban nétt €s rdézsaszinli pigmentet termelt.

A R. equi folyékony tdptalajban egyenletes zavarosodast okoz, gyakran azonban
pigmentélt liledékképzddést és a feliileten képzddd finom hdartydt is meg lehet figyelni
(Jensen, 1934; Karlson, 1940; Woodroofe, 1950; Cobb, 1963).

3.5.2. A baktérium alakja és festédése

A R. equi spoéraképzésre nem képes, csilloval nem rendelkezd pleomorf baktérium,
amelynek alakja fiigg a tenyésztés koriilményeitdl (Prescott, 1991). Fiatal, 4-6 Orés
tenyészetekben a pélcika alakd baktériumok domindlnak, mig a 24 6rdig tartd, vagy hosszabb
tenyésztés utdn mar csak a coccoid forméaval taldlkozhatunk (McNeil és Brown, 1994). Foként
folyékony taptalajban a pdlcika alaku baktériumok idonként részlegesen eldgaz6dod formdkat
képezhetnek (Goodfellow, 1989; Prescott 1991). Leves tiptalajban tenyésztve 24 6ran beliil a
palcika alaki baktériumok feltdredezésével jonnek létre a coccoid formak (Goodfellow,
1989). A Fuhrmann és Lammler (1997) éltal megvizsgalt, 16bdl szdrmazd torzsek
mindegyike, az emberekbdl izoldlt torzsek tobbsége (86%-a) szabalyos pélcika-coccoid
ciklust mutatott. Klinikai mintdkban, kiilondsen gennyes valadékokban és szovetekben a
coccoid forma az uralkodd, de idonként a palcika alaki véltozattal is lehet taldlkozni (McNeil
és Brown, 1994). Weingarten és mtsai. (1988) mellliri izzadmanybdl, bronchusmosé
folyadékbdl, kopetbdl és vérbdl palcika alakd R. equi baktériumokat mutattak ki.
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A R. equi Gram-pozitiv baktérium, idésebb tenyészetekben azonban Gram-negativ
formdkkal is taldlkozhatunk (Barton és Hughes, 1980). A Ziehl-Neelsen festés sordn a
tenyészetek kiilonboz6 moddon viselkedhetnek. Egyes szerzOk egyaltalan nem taldltdk
savallonak a R. equi izolatumokat (Prescott, 1991). Tammemagi (1953) csak 48 ora
tenyésztést kovetden taldlkozott savdlld formdkkal. Barton és Hughes (1980) a szilard
taptalajon torténd tenyésztést kovetden tobb savallé alakot latott, mint a folyékony tiptalajban
torténd tenyésztés utdn. Emmons és mtsai. (1991) véresagaron és fott vért tartalmaz6 agaron
val6 tenyésztést kovetden nem taldltak savélld alakokat, ugyanazon torzs Lowenstein-Jensen
tdptalajon torténd tenyésztését kdvetden azonban a baktériumokat a Kinyoun altal médositott
Ziehl-Neelsen festés szerint savallonak talaltak.

McNeil és Brown (1994) valamennyi klinikai mintabdl izolélt Rhodococcus torzset
enyhén savéllonak taldlta a Kinyoun 4altal mddositott Ziehl-Neelsen festés szerint. Scott és
mtsai. (1995) a friss izoldtumokat valtozé mértékben taldltdk savédllonak, néhdny &toltds utdn
viszont mar csak ritkdn kaptak pozitiv eredményt. A savallésdg nem allandé tulajdonsiga a R.
equi-nek, aminek a kimutathatésdga fiigg a tenyészet koratol, a felhasznalt taptalajtdl és a
festési technikatdl (Barton és Hughes 1980; Prescott, 1991).

A R. equi baktériumok citoplazmdjdban mar Magnusson leirta a Neisser-féle festést
kovetden megfigyelhetd nagyszamu, gyengén festddd metakrémds szemcsét. Prescott (1991)
szerint ezeknek a metakrémds szemcséknek a kimutatdsa szintén fiigg a festési technikatol és
a tenyésztés koriilményeitol, €s igy nem dllandé tulajdonsiga a baktériumnak.

3.6. Hemolitikus aktivitas

Smola és mtsai. (1994) a R. equi hemolitikus aktivitdsat kiillonbozo 4llatfajok
(szarvasmarha, juh, kecske, 16, nytl, kutya, ember) teljes vérét, illetve mosott vorosvérsejtjeit
tartalmaz6 szildrd tdptalajokon vizsgaltdk meg. Ezen vizsgdlatok sordn kideriilt, hogy az
izolatumok teljes vért tartalmazd agar esetén egyéltalin nem vagy csak nagyon gyenge
hemolizist okoztak. Ezzel szemben a 14 R. equi torzs kozill 13 hemolizdlt a mosott
vorosvérsejteket tartalmazd véresagaron. A kérddzOk mosott vordsvérsejtjeit tartalmazéd
agaron csak gyenge hemolizist lehetett megfigyelni, a 16, nyul, kutya és az ember mosott
vorosvérsejtjei esetén azonban jelentds mértékii hemolizis alakult ki. A hemolitikus aktivitast
a Ca’* ionok jelenléte segitette, a Zn** és Mg** ionok viszont nem befolydsoltdk. A 30°C-on
torténd tenyésztés sordn a hemolizis kifejezettebb volt, mint 37°C-on végzett tenyésztés
sordn.

Smola vizsgélatai szerint (1994) a hemolitikus aktivitds foként a foszfatidil-inozitol
specifikus foszfolipdz C (PI-PLC), kisebb mértékben pedig a lecitindz aktivitdssal van
Osszefiiggésben. A Soedarmanto €s mtsai. (1997, 1998) éltal megvizsgalt szarvasmarha-
nyirokcsomokbdl (10), egészséges lovak és szarvasmarhdk bélsarabol, valamint a Fuhrmann
és Liammler (1997) altal lovakbdl és emberekbdl izolalt torzsek (21 és 41) egyike sem
hemolizalt juhvéres agaron, de erds B-hemolizist mutattak mosott vorosvérsejteket tartalmazo
nyulvéres agaron.

3.7. Equi-faktorok

A R. equi torzsek kiilonb6z6 extracellularis enzimeket, un. ,.equi-faktorok”-at
termelnek, amelyek a Corynebacterium pseudotuberculosis foszfolipaz D exotoxinjival, a
Staphylococcus aureus PB-toxinjaval, vagy a Listeria monocytogenes hemolizinjével egyiitt
teljes hemolizist képesek el6idézni (Fraser, 1964; Berheimer, 1980; Bern és Lammler, 1994;
Fuhrmann és Liammler, 1997).

Az equi-faktorok tobb Osszetevobdl all6 membranold6 tulajdonsdggal rendelkezd
exoenzimek. Linder és Bernheimer (1982), valamint Machang’u és Prescott (1991a)
kimutattdk az equi-faktorok egyik osszetevojét, a 60 kDa molekulatomegii koleszterol-oxidaz
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enzimet. Kreit és mtsai. (1994) szerint a koleszterol-oxiddz egy integralis membranfehérje,
aminek az aktiv kozpontja a membran feliiletén lokalizalédik. Juhok vorosvérsejtjeinek
Staphylococcus B-toxinnal, vagy C. pseudotuberculosis foszfolipaz D-vel torténé el6kezelése
utdn, a koleszterol-oxiddz a vordsvérsejtek membran-koleszterinjét oxidalja, amely sordn
H,0, szabadul fel.

A foszfolipaz C egy 74 kDa molekulatomegili enzim, amelynek membranoldé hatdsa a
vorosvérsejtek faldban helyez6d6 szfingomielin ceramidda torténd dtalakuldsanak a hatdsara
jon létre, ami a sejtmembran stabilitdsanak elvesztéséhez vezet (Bernheimer és mtsai., 1980).

Ezen a két enzimen kivill a R. equi két tovabbi foszfolipaz aktivitdssal rendelkezd
enzimet termel, a szfingomielindz C-t és egy kolin-foszfohidroldzt (Machang’u és Prescott,
1991a). A kolin-foszfohidroldz 65 kDa molekulatomegii és gyengébb hemolitikus aktivitassal
rendelkezik. A szerzOk ramutattak arra, hogy a koleszterol-oxiddz és a kolin-foszfohidrolaz
additiv (nem szinergista) hemolitikus hatdssal rendelkeznek.

Prescott €s mtsai. (1982) szerint az equi-faktorokat a juh, a szarvasmarha, a kecske, a
nyul és a tyuk vorOsvérsejtjeinek felhaszndlasaval lehet kimutatni, a 16 voOrdsvérsejtek
azonban nem mukodnek kovetkezetesen ebben a vizsgédlatban. Az altaluk megvizsgélt
valamennyi (173) torzs termelt equi-faktorokat. A Bern és Liammler (1994) altal megvizsgalt
45 torzs esetén is ugyanilyen eredményt kaptak. Prescott €s mtsai. (1982) az equi-faktorok
jelenlétét a R. equi identifikdldsaban hasznalhat6, allandé és megbizhat6 tulajdonsdgnak
tartjdk. Ennek ellenére a szakirodalomban taldlkozhatunk néhany leirdassal, amikor az equi-
faktorok jelenlétét nem minden torzs esetén tudtak kimutatni. Nakazawa és Nemoto (1980) a
41 megvizsgalt R. equi torzs koziil csak 26 esetén tudta a L. monocytogenes hemolizinjével
kialakul6 szinergista hemolitikus hatdst kimutatni. A Quinn és mtsai. (1994) A4ltal irt
kézikonyv szerint a L. monocytogenes nem, hanem csak a L. ivanovii ad pozitiv CAMP-
reakciot a R. equi-vel.

Az equi-faktorokkal szembeni ellenanyagok vérsavdban valé megjelenését a lovak R.
equi fertdzottségének diagnosztizdlisara is felhasznéltak (Prescott és mtsai., 1984a; Skalka és
Svastovd, 1985a, 1985b).

3.8. Biokémiai tulajdonsagok

A R. equi-t biokémiai szempontbdl inaktiv baktériumként tartjdk szamon, mivel nem
termel protedzokat, a sz€nhidratokat és az alkoholokat nem bontja (Prescott, 1991). McKenzie
és Donald (1979) szerint a R. equi gliikk6zbdl, malt6zbdl, mannitbdl savat nem képez. Egyes
szerzOk szerint egy R. equi tipustorzs a gliik6zt oxiddlni (Gordon, 1966; Goodfellow és
Alderson, 1977) vagy fermentdlni tudta (Davis és Newton, 1969), de ezeket az eredményeket
a késObbiekben senki nem tudta reprodukélni (Barton és Hughes, 1980). McNeil és Brown
(1994) azt tapasztalta, hogy a R. equi Gordon alaptédptalajban 14 napon beliil oxidacio révén a
gliik6zbdl kimutathaté mennyiségii savat termelt, és tovabbi torzsek hosszabb inkubacids id6
utdn a maltézt savtermelés kozben elbontottdk.

A legtobb szerzd szerint a R. equi katalaz pozitiv, oxiddz negativ, kb. 95%-uk ureaz
enzimet termel, a torzsek 88%-a a nitratot nitritté redukdlja, a zselatint, a hippuratot, és az
eszkulint nem hidrolizdlja (Goodfellow és Alderson, 1977; Mutimer és Woolcock, 1981;
Goodfellow és mtsai., 1982; Prescott, 1991). Kivételesen ezektdl a tulajdonsagoktol eltéréen
kataldz negativ (Kunke, 1987) és oxidaz pozitiv (Prescott és mtsai., 1982) torzsekrol sz6lo
leirasokkal is taldlkozhatunk. Davis és Newton (1969) az NCTC 1621-es tipustorzset oxidaz
pozitivnak taldltak, de ezt az eredményt Barton és Hughes (1980) nem tudtdk reprodukélni.
Marsh és Graevenitz (1973), Barton és Hughes (1980), Takai és Tsubaki, (1985), valamint
Drancourt és mtsai. (1992) a R. equi torzseket oxiddz negativnak taldltdk, ezzel szemben
azonban Davis és Newton (1969) a R. equi-t oxidaz pozitivnak tartotta. Ritkdn nitrat negativ
torzsekrdl is olvashatunk, amelyek tobbsége egyidejiileg az uredz-probédban is negativ (van
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Etta és mtsai., 1983; Miiller és mtsai., 1988; Novak és mtsai., 1988; Nordmann és mtsai.,
1992). Prescott és mtsai. (1982) 173 megvizsgilt torzs kozott egy uredz negativ izoldtumot
talaltak, amelyik egyben az eszkulint is hidrolizalta. Ugyanebben a kisérletben két tovabbi
torzs az eszkulint, egy pedig a Na-hippuratot gyengén hidrolizalta.

A H,S-termelésben kiilonbségek vannak a torzsek kozott (Barton és Hughes 1980;
Prescott, 1991). Kaura és Mutimer (1987) altal megvizsgalt 24 torzs 62,5%-a termelt H,S-t.

Mig McGowan €és Mangano (1991), valamint Soedarmanto és mtsai. (1997, 1998)
vizsgalataik alapjan azt allapitottdk meg, hogy a R. equi 6,5% NaCl jelenlétében nem képes
novekedni, addig Emmons és mtsai. (1991) ennek éppen az ellenkezdjét tapasztaltik.

A Bern és Lammler (1994) dltal megvizsgalt 6sszesen 30 torzs mindegyike kataldz
pozitiv volt, az allati eredetli torzsek 94%-a, az emberi eredetiicknek pedig 77%-a a nitrétot
nitritté redukalta, az allati eredetliecknek 6%-a, az emberi eredetiicknek pedig 31%-a volt uredz
pozitiv. A megvizsgélt torzsek koziil egyik sem hidrolizalta a zselatint és az eszkulint, és nem
volt képes fermentdlni a kiilonb6z6 szénhidratokat. A szerzok nem taldltak szignifikans
kiilonbséget az éllati és az emberi torzsek kozott.

A Fuhrmann és Liammler (1997) altal megvizsgdlt lovakbdl és emberekbdl izoldlt R.
equi torzsek mindegyike termelt kataldzt €s lipazt, és a nitrdtot nitritté redukaltdk, a torzsek
95%-a volt uredz pozitiv.

Soedarmanto és mtsai. (1997, 1998) az altaluk megvizsgédlt szarvasmarha-
nyirokcsomdkbdl (10 torzs), valamint lovak €s szarvasmarhdk bélsardbol izoldlt 21 R. equi
torzset katalaz- €s uredz-pozitivnak talaltdk. A torzsek egyike sem termelt savat arabindzbol,
gliik6zbdl, laktézbdl, maltézbdl, mannitbdl, raffindzbdl, ramndézbdl, szalicinbdl, szorbitbdl,
szachar6zbol, trehal6zbdl, valamint xilézbol és nem hidrolizaltak az eszkulint és a Na-
hippuratot.

3.9. Enzimaktivitas

Barton és Hughes (1980), Mutimer és Woolcock (1980), valamint Prescott (1991) az
altaluk megvizsgalt R. equi torzseket lipaz- és foszfatdz-pozitivnak taldltdk, azonban dezoxi-
ribonukleazt, elasztazt, lecitinazt és indolt nem termeltek. Smola és mtsai. (1994) ezzel
szemben a lipaz-aktivitds mellett lecitindzt is kimutattak, és 13 torzs esetén egy extracelluldris
foszfatidil-inozitol specifikus foszfolipdz-C (PI-PLC) jelenlétét is megéllapitottak.

Mutimer és Woolcock (1983) 105 R. equi torzsben 11 extracelluldris enzim aktivitasat
vizsgalta, amely sordn a foszfatdzon kiviil egyediil a lipazt tudtdk minden térzsben kimutatni,
dezoxi-ribonukledz aktivitassal pedig 12 torzs rendelkezett. A megvizsgalt torzsek kondroitin-
szulfatdz-, kollagendz-, elasztdz-, fibrinolizin-, zselatindz-, hialuroniddz-, lecitindz- és
protedz-aktivitdssal nem rendelkeztek.

Kaura és Mutimer (1987) 4ltal megvizsgdlt valamennyi torzs (24) rendelkezett
eszteriz (C4), foszfoamiddz, leucin-arilamiddz, o-gliikoziddz és savanyd foszfatdz
aktivitassal. Alkalikus foszfatazt a torzsek 84%-a termelt. A Goodfellow és mtsai. (1990) 4ltal
megvizsgalt 10 torzs egyike sem mutatott alkalikus foszfatdz aktivitdst, de 9 torzs rendelkezett
savanyu foszfatdz aktivitdssal. Bern és Limmler (1994) altal megvizsgélt 17, foként 16bdl, és
13, emberekbdl izoldlt torzs koziil mindegyik termelt alkalikus foszfatazt, az éallati eredetii
torzsek 88%-a, az emberi eredetlieknek pedig a 85%-a a-gliikoziddzt, de egyik torzs sem
mutatott [B-glikkuroniddz-, [B-galaktoziddz- és P-glitkoziddz-aktivitast. Pirazinamiddz és
pirrolidonil-arilamiddz aktivitdssal csak az emberi torzsek egy része (69%, 23%) rendelkezett.

De La Pena-Moctezuma és mtsai. (1996) az API ZYM (bioM¢érieux, Franciaorszag)
rendszert hasznaltdk 5 R. equi torzs enzimprofiljanak jellemzésére, illetve annak
megallapitdsdra, hogy van-e kiilonbség a virulenciaplazmiddal rendelkezd és az avirulens
torzsek enzimaktivitdsa kozott. Ilyen kiilonbséget a szerzok nem taldltak. Valamennyi altaluk
vizsgalt torzs rendelkezett cisztin-arilamiddz-, eszterdz lipaz-, savanyu foszfatdz-, alkalikus
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foszfataz-, naftol-AS-BI-foszfohidrolaz- €és valin-arilamidaz-aktivitissal. A torzsek nem
mutattak eszterdz (C4)-, lipaz (C14)-, N-acetil-B-gliik6zaminidaz- és tripszin-aktivitast.

A Soedarmanto €és mtsai. (1997, 1998) altal megvizsgalt szarvasmarha
nyirokcsomodkbdl, valamint lovak és szarvasmarhdk bélsarabdl izoldlt torzsek nem termeltek
o-galaktozidazt, B-galaktozidazt, B-glitkkuronidazt.

3.10. Szénforras-hasznositas

A Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Goodfellow, 1994) szerint a R.
equi torzsek egy része képes hasznositani a manndzt, az androszteront, a benzoesavat, a DL-
norleucint, a pimelinsavat, a spermint és a tesztoszteront. Nem képesek azonban a torzsek
szénforrasként hasznositani a laktdzt, maltdzt, a butan-3-diolt, a citrakonsavat, a citromsavat
és a D-mandulasavat.

De La Pena-Moctezuma és mtsai. (1996) a BIOLOG (Biolog, Inc., Hayward, CA)
rendszert hasznéltdk 5 R. equi torzs szénforrds-hasznositdsanak jellemzésére, illetve annak
megallapitdsara, hogy van-e kiillonbség a virulenciaplazmiddal rendelkez0 €s avirulens torzsek
szénforras-hasznositdsa kozott. A szerzOk mind a Gram-negativ, mind pedig a Gram-pozitiv
baktériumok identifikdlasara hasznélt lemezre leoltottdk a torzseket és az eredményeket 24
oraig tarto tenyésztés utdn olvastdk le. A szerzok altal megvizsgalt torzsek Tween 40-et,
Tween 80-t, L-glutaminsavat, N-acetil-L-glutaminsavat, o-D-gliikézt, dextrint, glikogént,
szalicint, ecetsavat, hangyasavat, D-tejsavat, L-tejsavat, propionsavat, 2,3-butdndiolt és a
glicerolt tudtdk szénforrasként hasznositani. A kozlemény azonban csak pozitiv és negativ
reakciokrol tesz emlitést nem részletezi a torzsek kozotti kiilonbségeket, és ellentmondas van
a szoveges rész és a tablazat kozott.

Bizet és mtsai. (1997) ,,Biotype-100” lemezzel (bioMérieux, Franciaorszdg) vizsgaltak
tobb mas baktérium mellett 5, csikokbol és 7, emberekbdl izolélt R. equi torzs szénforras-
hasznositasat.

A vizsgalt R. equi torzsek a kovetkezd szénforrdsokat tudtdk hasznositani (zardjelben a
pozitiv torzsek ardnya): 4-aminobutirdt (8%), 5-aminovalerat (8%), kaprilat (42%), m-
kumarat (33%), fumarat (83%), D-gliikéz (100%), L-glutamat (58%), 3-hidroxibenzoat
(25%), 4-hidroxibenzodt (92%), 3-hidroxibutirat (92%), 2-ketoglukonét (8%), 2-ketoglutarat
(17%), DL-1aktat (100%), D-malat (17%), L-malat (100%), malonat (8%), maltotriéz (8%), 3-
fenilpropionat (100%), propionat (92%), protokatechuédt (100%), D-ribéz (100%), szukcinat
(100%), L-tirozin (8%).

Ugyanebben a vizsgdlatban a megvizsgalt 12 torzs egyike sem tudta hasznositani a
kovetkezd szénforrdsokat: N-acetil-D-gliikézamin, cisz-akonitat, transz-akonitat, D-alanin, L-
alanin, L-arabin6z, D-arabitol, L-aszpartat, benzodt, betain, citrat, eszkulin, etanolamin, D-
frukt6z, D-galaktéz, gentizat, D-gliikonat, glutarit, glicerol, hisztamin, mio-inozitol, 5-
ketoglukondt, laktéz, laktul6z, maltitol, maltéz, D-mannit, D-mannéz, D-melezitéz, D-
melibiéz, 1-o-metil-a-galaktozid, 1-o-metil-f-galaktozid, 1-o-metil-o-D-gliikozid, palatindz,
fenilacetat, L-prolin, putreszcin, kvinat, D-raffinéz, L-ramnéz, D-szachariat, D-szorbitol,
szachar6z, D-tartarat, D-trehal6z, triptamin, triptofdn, D-turandz, xilit.

Goodfellow €és mtsai. (1998) vizsgdlatai alapjan a R. equi képes hasznositani az
inozitot, mannitot, riboézt, szorbitot, szachardzt, a torzsek kozott kiilonbségek vannak a
cellobi6z €s a manndéz hasznositdsa tekintetében, nem képesek viszont hasznositani a
galaktdzt, maltdzt, turandzt €s a xilozt.

3.11. Antibiotikum-érzékenység

Az irodalomban viszonylag sok adatot taldlunk a kiilonbozé eredeti R. equi torzsek
antibiotikum-érzékenységével kapcsolatosan. Az esetek tobbségében a szerzok
korongdiffizids-modszerrel vizsgéltdk a torzsek antibiotikum-érzékenységét.
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Falcon és mtsai. (1985) 17, csik6kbdl izoladlt R. equi torzs antibiotikum-
érzékenységének vizsgdlata sordn az Osszes torzset érzékenynek taldltdk gentamicinre és
neomicinre, 16-ot eritromicinre, 15-6t pedig kléramfenikolra. Penicillinnel szemben 11 torzs
volt rezisztens, a maradék 6-ot pedig mérsékelten érzékenynek mindsitették.

Perdrizet és Scott (1987) altal megvizsgélt torzsek érzékenyek voltak eritromicinre,
gentamicinre, neomicinre, sztreptomicinre, nitrofurantoinra és trimetoprim-szulfametoxazol
kombindécidra, rezisztensek voltak viszont ampicillinnel, penicillinnel, kanamicinnel és
polimixin B-vel szemben. Oxenford és mtsai. (1987) egy kanduirbdl izolélt R. equi torzset
érzékenynek taléltak eritromicinre, kanamicinre, neomicinre és gentamicinre.

Flepp és mtsai. (1989) az emberbdl izoldlt R. equi torzseket érzékenynek taldltak
amoxicillinre, kléramfenikolra, ciprofloxacinra, gentamicinre, imipenemre €s vankomicinre.
A torzsek klindamicinre mérsékelten érzékenyek, flukloxacillinnel és penicillin G-vel
szemben viszont rezisztensek voltak.

A Prescott (1991) 4ltal megvizsgalt torzsek érzékenyek voltak eritromicinre,
klindamicinre, amikacinra, gentamicinre, neomicinre, tobramicinre, valamint rifampicinre és
vankomicinre.

A McNeil és Brown (1992) altal megvizsgalt 107 torzs kevesebb, mint 5%-a volt
rezisztens eritromicinnel, rifampicinnel, gentamicinnel, tetraciklinnel és trimetoprim-
szulfametoxazol kombinécidval szemben.

Fuhrmann és Lammler (1997) 16b6l (19) és emberekbdl (22) szarmazd R. equi torzsek
antibiotikum-érzékenységét korongdiffiziés moddszerrel vizsgéltdk és valamennyi torzset
érzékenynek taldltdk eritromicinre, gentamicinre, minociklinre, neomicinre, rifampicinre és
vankomicinre. A torzseknek csak egynegyede volt érzékeny penicillin G-re és tobb mint a
felilk rezisztens volt tetraciklinnel szemben. A Soedarmanto és mtsai. (1997) altal
szarvasmarha nyirokcsomokbdl izoldlt 10 torzs mindegyike érzékeny volt ampicillinre,
eritromicinre, gentamicinre, imipenemre, penicillinre, rifampicinre, tetraciklinre és
vankomicinre.

Az irodalomban fellelheté néhany olyan kozlemény is, amelyek a kiilonb6zo
antibiotikumok minimadlis gatlé koncentracié (MIC) értékeit is megadjak a megvizsgélt R.
equi torzsek vonatkozasaban.

Prescott és Nicholson (1984) csik6tiidOkbdl izolédlt 9 R. equi torzs MIC-Ertékét ot
antibiotikumra vonatkozéan a kovetkezOnek hatdroztdk meg: penicillin (2,4 - 9,6 pug/ml),
ampicillin (4 - 8 pg/ml), gentamicin (0,125 - 0,5 pg/ml), eritromicin (0,0625 - 0,25 pg/ml),
rifampicin (0,0078 - 0,0625 pg/ml). A gentamicint a rifampicinnel antagonista hatdsinak
talaltdk.

Nordmann és Ronco (1992) négy emberi izoldtum és egy referencia torzs in vitro
antibiotikum-érzékenységét vizsgiltdk 36 antibiotikum esetében. In vitro a leghatdsosabb
antibiotikumok a kovetkezOk voltak: amikacin (0,5 - 4 pg/ml), gentamicin (0,5 - 1 pg/ml),
netilmicin, eritromicin (0,06 - 0,25 pg/ml), klaritromicin, roxitromicin, ciprofloxacin,
sparfloxacin, rifampicin (0,03 - 0,25 pug/ml), vankomicin (0,12 - 0,25 ug/ml), teikoplanin,
doxiciklin (0,5 - 1 pg/ml), minociklin (0,12 - 0,5 pg/ml), imipenem, meropenem és a
trimetoprim-szulfametoxazol. A szerzOk négy kombindciét taldltak szinergista hatdsunak:
rifampicin-eritromicin, rifampicin-minociklin, eritromicin-minociklin, imipenem-amikacin.
Az eritromicin-amikacin kombinécié viszont antagonista hatdsu volt.

Takai €s mtsai. (1997) Osszesen 640, csikokbol €s talajbdl szarmazd, valamint 39,
emberi R. equi izolatum rifampicinnel szembeni érzékenységét vizsgaltdk meg. Héarom
izolatum kivételével valamennyi érzékeny (MIC<12,5 pg/ml) volt rifampicinre. A
béltartalombdl izoldlt torzsek esetén 25 ug/ml, vagy ennél nagyobb MIC értéket mutatd
torzset tekintettek rezisztensnek.
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Giguére és Prescott (1997) eritromicin esetén 0,25 pug/ml, vagy ennél kisebb MIC
érték, mig rifampicin esetén 0,06 pg/ml, vagy ennél kisebb MIC érték esetén tekintették
érzékenynek a torzset.

3.12. Szerolégiai tulajdonsagok

A R. equi torzsek szeroldgiai sajitsdgainak vizsgalatira az 1930-as évek végétdl
kezdddden sokan kisérletet tettek.

Magnusson (1938) izoldtumait szeroldgiailag egységesnek irta le, mivel az 4ltala
végzett agglutindcids probak sordn az 0sszes torzs reagalt ugyanazzal az hiperimmun savéval.
Ezek a torzsek azonban — kettd kivételével — azonos forrasbol szdrmaztak, igy jarvanytani
rokonsaguk valészintsithetd.

Bruner €s mtsai. (1939) elsoként tettek kisérletet kiillonbozd eredeti R. equi torzsek
szerotipizalasara. A 20 torzset agglutindcids és precipitacids probak segitségével vizsgaltak.
Az éaltaluk vizsgdlt 14 izolatumot feliileti antigénjeik alapjan 2 f6 csoportba, a maradék 6
izolatumot pedig tovabbi 5 kiilonallé csoportba soroltak.

Karlson és mtsai. (1940) agglutiniciés prébaval torzsspecifikus antigének,
komplementkotési probaval pedig fajspecifikus antigének jelenlétét allapitottdk meg sertések
all alatti nyirokcsomoibdl kitenyésztett torzsek vizsgélata sordn.

Bruner és Edwards (1941) 34 R. equi izoldtum szerotipizédldsdra tett kisérletet. A
mintak 16bdl, szarvasmarhabodl és sertésbol szarmaztak. A szerzok a baktériumot savas
hokezelésnek vetették ald, ily médon egy fajspecifikus sejtfalantigén jelenlétét tudtak
bizonyitani. Burokhoz k&t6d6 csoport- és tipusspecifikus antigének vizsgalatéra is sor keriilt.
Mindezek alapjadn a vizsgalt 34 izolatumbdl 29-et négy csoportba osztottak, a maradék 5
pedig kiilon-kiilon csoportba tartozott.

Woodroofe (1950) 21 baktériumtorzsbol 18-at cséagglutindcids €s precipitacids préba
segitségével 2 f0 csoportba, a maradék 3-at pedig 6ndll6 csoportokba sorolta.

Carter és Hylton (1974) 16 torzset passziv hemagglutinicids probaval vizsgalt. A
baktérium-szuszpenziét 30 percig 56°C-on hdkezelték 0,15 mol/l koncentriciéji NaCl-
oldatban, majd az extrahdlt antigéneket vorosvérsejtekhez kototték. A vizsgdlat sordn az
0sszes torzs azonos modon viselkedett.

Prescott (1981) agargél-precipitacios proba alkalmazdsaval burokantigénjeik alapjan 7
szerotipusba sorolta be az éltala vizsgdlt 97 R. equi torzset. A torzseket beteg csikokbol,
szarvasmarhdkbol, sertésekbdl, kutydkbol, macskdkbol és emberekbdl izoladltdk. A
vizsgdlathoz 26 torzzsel szemben nyulakban hiperimmun savokat termelt, és ezeket hasznalta
az agargél-precipiticié sordn. Az l-es, 2-es, 3-as, 5-0s és 7-es szerotipusokkal szemben
termelt hiperimmun savok csak a homoldg torzsekkel reagéltak, mig a 4-es és a 6-os savd
gyenge keresztreakcidt adott a 2-es tipusu antigénnel is. Az egyes izoldtumok eredete és
szerotipusuk kozott a szerz0 nem talalt egyértelmii Osszefiiggést, bar a lovakbdl szdrmazé
torzsek tobbsége 1-es szerotipusu volt.

A burok poliszacharidjainak késObbi vizsgalata sordn kideriilt, hogy a Prescott-féle 1-
es szerotipus poliszacharidja D-gliik6zbdl, D-mannézbdl és D-gliikuronsavbdl all (Leitch és
Richards, 1990; Finnerty, 1992). A 2-es szerotipus burokantigénje ismétlddd tetraszacharid
egységekbdl épiil fel, amelyek D-gliik6zbol, D-mannézbdl, D-gliikuronsavboél és karboxietil-
L-ramndzbdl dllnak (Severn és Richards, 1990). A 7-es szerotipus burokpoliszacharidja olyan
piruvat-szubsztituensekbdl 4ll, amely nem tartalmaz gliikkuronsav-maradékot (Leitch és
Richards, 1990; Finnerty, 1992; Masoud és Richards, 1994).

Nakazawa és mtsai. (1983b) targylemez-agglutinacids préba segitségével 27 R. equi
szerotipust azonositottak. A szerzok Osszesen 1195 torzset vizsgaltak, amelyek koziil 821
lovak bélsardbol, 374 pedig a betegség klinikai tiineteit mutatd csikokbol szarmazott.
Vizsgdlataik sordn a 7 Prescott-féle tipustorzset is besoroltdk az altaluk feléllitott rendszerbe.
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A Prescott-féle 1-es, 2-es, 3-as, 4-es, 5-0s, 6-0s €s 7-es tipustorzs Nakazawa rendszerében 4-
es, 16-0s, 2-es, 12-es, 21-es, 1-es és 9-es szerotipusba tartozott. A szerzok itt sem tudtak
egyértelmil Osszefliggést megallapitani a torzsek eredete €s a szerotipusok megoszlasa kozott.

Egyes kutatok eredményei alapjan a Prescott-féle szerotipusokat nem lehet
egyértelmiien a Nakazawa-féle szerotipusoknak megfeleltetni (Katsumi és mitsai., 1991;
Zimmermann, 1996; Lammler és mtsai., 1997; Soedarmanto €s mtsai., 1998).

Skalka és Svastova (1985a, b) egy masik tipizdldsi rendszerrdl szdmolt be, amelyik
nem a burok-poliszacharidok antigénszerkezetén, hanem az equi-faktorok antigenitdsian
alapul.

A szakirodalomban a Prescott-féle szerotipizalasi rendszer a legelterjedtebb.

Mutimer és mtsai. 1982-ben 100, tdlnyomoérészt egészséges dallatok bélsarabdl,
emberbdl, valamint talajbdl izoldlt R. equi torzset vizsgdltak meg a Prescott-féle
szerotipizalasi rendszert alkalmazva. A mintdk 16%-a nem volt besorolhaté Prescott
rendszerébe, amely tovabbi szerotipusok 1étére utalhat.

Katsumi és mtsai. (1991) 216, sertések all alatti nyirokcsomdéibdl szdrmazd torzset
vizsgaltak Prescott rendszere szerint. A torzsek 51%-a a 2-es szerotipusba tartozott, 35%-uk
pedig nem volt besorolhatd.

Bern és Liammler (1994) osszesen 30, lovakbol és emberekbol szarmazd torzset
vizsgdlt. A torzsek nagyobb része a Prescott-féle 1-es és 2-es, kisebb résziik az 5-0s €s 6-0s
szerotipusba tartozott, egy torzs pedig nem volt besorolhatd.

Zimmermann (1996) 57 R. equi torzset szerotipizalt a Prescott-féle rendszer szerint. A
torzsek nagyrészt novényevo dllatok bélsarabol, kisebb részben pedig sertések
nyirokcsom6ib6l szdrmaztak. Osszesen 39 torzset sikeriilt az 1-es, 2-es, 3-as és 6-0s
szerotipusokba besorolnia, 17 térzs pedig egyik szerotipusba sem volt besorolhato.

Fuhrmann és Limmler (1997) vizsgalatai sordn a lovakbdl és emberekbdl szarmazo,
0sszesen 41 torzsbol a tobbség a Prescott szerinti 1-es és 2-es, kisebb rész pedig a 3-as, 5-0s
és 6-0s szerotipusba tartozott, ill. nem volt besorolhaté.

Limmler és mtsai. (1997) 0sszesen 98, kiilonbozd eredetli R. equi torzset vizsgéltak. A
torzsek tilnyomo tobbsége az 1-es és a 2-es szerotipusba tartozott. A torzsek 12%-a nem volt
besorolhato.

Soedarmanto és mtsai. (1997) szarvasmarhdk nyirokcsom6ibdl izoldlt 10 torzs
vizsgalata sordn egyetlen torzset sem tudtak a Prescott-féle rendszerbe besorolni.

1998-ban Soedarmanto és mtsai. ndvényevd dllatok bélsardbol szarmazd 21 torzset
vizsgaltak. Ezek koziil hét torzs a Prescott-féle 1-es, négy a 2-es, harom torzs a 3-as, egy a 6-
os szerotipusba tartozott, mig hat torzs nem volt besorolhato6.

A Prescott 4ltal kidolgozott szerotipizalasi rendszert alkalmazo6 kutatok vizsgalatainak
eredményeit a szakirodalomban fellelhetd adatok alapjan a 2. tablazat tartalmazza.

A Magyarorszagon kordbban izoldlt R. equi torzsek szerotipizaldsat passziv
hemagglutinicids probaval végezték, amely sordn mind a 25 vizsgélt torzs a Prescott-féle 1-es
szerotipusba tartozott (Fodor és mtsai., 1996).
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2. tablazat: A Prescott-féle szerotipizaldsi rendszerben vizsgélt R. equi torzsek eredet és szerotipus szerinti megoszlasa.

Szerzo(k) Torzsek eredete Szerotipus a Prescott-féle tipizalasi rendszerben Nem Osszes
1 ) 3 4 5 6 7 besorolhat6 | torzs

Prescott, (1981) |16 (49), sertés (35), kutya (3), 58 25 1 4 3 5 1 - 97

macska (2), szarvasmarha (1), (60%) | 26%) | (1%) | (4%) | (3%) (5%) (1%)

ember (7)
Mutimer és 16 (47), szarvasmarha (20), 44 17 1 - 6 15 1 16 100
mtsai., (1982) sertés (12), juh (5), ember (2), (44%) | (17%) | (1%) 6%) | (15%) | (1%) (16%)

kenguru (5), koala (1), talaj (7),

NCTC 1621
Katsumi és sertés all alatti nycs. (219) 23 112 10 - 2 - - 72 219
mtsai., (1991) (10%) | (51%) | (5%) (1%) (33%)
Bern és 16 (17), ember (13) 17 10 - - 1 1 - 1 30
Limmler, (1994) (57%) | (34%) (3%) (3%) (3%)
Zimmermann, 16 bélsar (19), szarvasmarha 14 20 4 - - 1 - 18 57
(1996) bélsar (12), juh bélsar (7), sertés | (25%) | (35%) | (7%) (2%) (31%)

bélsar (9), sertés nyirokcsomo

10)
Fuhrmann és 16 (19), ember (22) 21 14 1 - 1 3 - 1 41
Lammler, (1997) (51%) | 34%) | (2,5%) (2,5%) | (1,5%) (2,5%)
Liammler és 16 bélsar (19), 16 (19), 34 41 5 - 1 5 - 12 98
mtsai., (1997) szarvasmarha bélsar (12), sertés | (35%) | (42%) | (5%) (1%) (5%) (12%)

bélsar (6), sertés nyirokcsomo

(10), juh bélsar (10), ember (22)
Soedarmanto szarvasmarha nyirokcsomo (10) - - - - - - - 10 10
és mtsai., (1997) (100%)
Soedarmanto 16 bélsar (11), 7 4 3 - - 1 - 6 21
és mtsai., (1998) |szarvasmarha bélsar (10) (33%) | (19%) | (14%) (5%) (29%)
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3.13. A R. equi virulenciija

Annak ellenére, hogy a R. equi gyakorlatilag mindeniitt megtaldlhaté a talajban, az
altala okozott megbetegedések egyes dllattartd telepeken endémidsan fordulnak eld, és nagy
veszteségeket okoznak, mashol csak ritkdn, egyes telepeken pedig egyaltalan nem taldlkoznak
a megbetegedéssel (Rooney, 1966). Ez a jelenség Osszefiiggésben dllhat a baktériumtorzsek
virulencidjdval. A klinikai esetekbdl szdrmazé izoldtumok sokkal virulensebbek, mint a
kornyezeti izoldtumok (Bowles és mtsai., 1987), és a virulens torzseket sokkal gyakrabban
lehet izoldlni olyan ménesekben, ahol eléfordul a megbetegedés, mint ahol nem (Takai és
mtsai., 1991b).

A R. equi izolatumok kozott meglévé virulenciabeli kiilonbségeket tobben is
megallapitottdk (Martens és mtsai., 1982; Hondalus és Mosser, 1994). A R. equi virulencidja
azon képességétdl fiigg, hogy mennyire tudja az immunrendszer elimindlé mechanizmusait
kikeriilni, és ily médon a makrofdgokon beliil tilélni, illetve ott szaporodni.

A R. equi feltételezett virulenciafaktorai kozé tartozik a burok-poliszacharid, az
extracelluldris enzimek (a koleszterol-oxiddz, a foszfolipaz C és a lecitindz), a sejtfalban
taldlhaté mikolsavak, és a virulenciaplazmidok 4ltal kodolt fehérjék (Yager, 1987; Prescott,
1991). Feltételezték, hogy a poliszacharid burok, tobb mas burkos baktériumhoz hasonléan,
antifagocita hatdsi. A R. equi burka antigénszerkezetileg meglehetdsen heterogén, mégsem
sikeriilt kozvetlen 0sszefiiggést kimutatni a torzsek szerotipusa és a virulencidja kozott (Takai
és mtsai., 1991a). Az extracelluldris enzimek ugyan képesek a vorosvérsejtek membranjat
karositani, de ezeket az enzimeket mind a virulens, mind pedig az avirulens torzsek termelik.
A mikolsav tartalmu glikolipideknek szerepe lehet az intracellularis tulélésben €és a
granulomdk kialakuldsdban (Prescott, 1991). Azok a R. equi torzsek, amelyeket sertések
eltdlyogosodott nyirokcsomdibdl izolaltak, hosszabb ldnci mikolsavakat tartalmaztak, mint a
makroszkopos elvaltozast nem mutaté nyirokcsomokbol izoldlt torzsek (Gotoh és mitsai.,
1991). Takai és mtsai. (1991a), valamint Tkachuk-Saad és Prescott (1991) kutatdsai
kimutattdk a kapcsolatot a lovakra és a sertésekre nézve virulens R. equi torzsek plazmidjai és
a feliiletiikon kifejez6d6 virulencidhoz kotott fehérjéi kozott.

A virulencidhoz kotddd antigének és virulenciaplazmidok lehetévé teszik a R. equi
torzsek virulencia szerinti csoportositasit (Takai, 1997; Takai és mtsai., 1999). A R. equi
torzseknek jelen ismereteink szerint legaldbb harom virulenciavaltozata van: virulens,
mérsékelten virulens, és avirulens. A virulens R. equi torzseket a virulencidhoz kot6do, 15-17
kDa molekulatomegii feliileti fehérje antigén (vapA) jelenléte jellemzi, amely antigént 85, 87
vagy 90 kbp méretli virulenciaplazmid kédol. Csak e torzsek képesek talyogképzddéssel jard
tiidogyulladast eldidézni csikdkban, és ezeknek a torzseknek az egérre vonatkoztatott LDs
értéke 10°, a csikékra vonatkoztatott minimélis infektiv dézisa pedig 10" baktérium. A
mérsékelten virulens R. equi torzsek 20 kDa molekulatomegli virulencidhoz kotédo feliileti
fehérjeantigénnel (vapB) rendelkeznek, amelyet egy 79-100 kbp-ig terjedd (79, 87, 88, 88,5,
89, 95, 100 kbp) méretti virulenciaplazmid kodol. Ezeket a mérsékelten virulens torzseket
elsdsorban sertések 4ll alatti nyirokcsom6ibol, valamint HIV-fertézott emberekbdl izolalt
torzsek kozott lehet megtaldlni. Ezen torzsek egerekre vonatkoztatott LDsy értéke 10’
baktérium. Az avirulens R. equi torzsek sem virulencidhoz ko6t6d6 antigénnel, sem pedig
virulenciaplazmiddal nem rendelkeznek. Ezen torzsek egerekre vonatkoztatott LDsy értéke
nagyobb, mint 10%, csikékra vonatkoztatott minimélis infektiv dézisa pedig nagyobb, mint 10°
baktérium. Az avirulens torzsek széles korben elterjedtek kornyezetiinkben, elsdsorban a
talajban (Takai és mtsai., 1995b; Takai, 1997).

A virulenciafehérjék funkciéja nem ismert (Hondalus, 1997), de a makrofdgokban
val6 tdlélésre ¢és intracellularis szaporoddsra csak virulenciaplazmidot tartalmazd,
virulenciafehérjével rendelkezd torzsek képesek (Hondalus és Mosser, 1994; Takai és mtsai.,
1995b).
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A virulenciaplazmiddal rendelkezd torzsek 38°C-on lassabban szaporodnak, mint a
virulenciaplazmiddal nem rendelkezdk, 30°C-on azonban nincs kiilonbség a szaporodis
titemében (Takai és mtsai., 1994b). A virulenciafehérje kifejezddését a kornyezet pH-ja és
hémérséklete is befolydsolja. A virulenciafehérje csak 34-41°C kozott fejezddik ki (optimélis
homérséklet: 38°C). A virulenciafehérje kifejezodéséhez enyhén savas kozeg kell (optimdlis
pH: 6,5). Enyhén ligos (pH: 7,5-8) kornyezetben a fehérje méar nem fejezddik ki (Takai és
mtsai., 1996a).

A R. equi torzsek plazmidprofiljanak vizsgdlata, a virulenciaplazmidok jelenléte
egyiittesen azok RFLP-vizsgdlataval jarvanytani markerként haszndlhat6. Ezen vizsgalatok
informdcidval szolgdlhatnak a R. equi torzsek eredetérdl €s a kiilonbozd allatpopulécidk (16,
sertés) €s az emberek kozotti terjedésérdl (Takai és mtsai., 1999, 2001b).

A csikokbdl és azok kornyezetébdl szdrmazo, kiillonbozd orszagokban izolélt R. equi
torzsek virulenciaplazmidjainak EcoRI restrikcids endonukledzzal torténd emésztést kovetd
RFLP-vizsgalataval a virulenciaplazmidok egymadssal szoros rokonsagban all6 10 kiilonb6zo
plazmidtipusba (85 kbp I-II-III-IV tipusd, 87 kbp I-II tipusd és 90 kbp I-II-III-IV tipusd
plazmid) sorolhatok. A virulenciaplazmidok elterjedtségében a kiilonb6zd orszdgok
(kontinensek) kozott kiillonbségek vannak (Takai é€s mtsai., 2001b).

A lovakbdl szdrmazé klinikai izolatumok tobbsége Argentindban, Ausztrdlidban,
Kanaddban, Franciaorszagban, Texas dllamban és Torokorszagban 85 kbp I-es tipusu és 87
kbp I-es tipusu plazmidot tartalmaz (Nicholson és Prescott, 1997; Takai és mtsai., 1999;
Martens és mtsai., 2000; Ozgur és mtsai., 2000; Becu €és mtsai., 2000). 85 kbp II-tipusu
plazmidot tartalmazé torzset csak Franciaorszdgban, 85 kbp II-IV tipusi plazmidot
tartalmazé torzset pedig csak Texas dllamban izoldltak (Rahal és mtsai., 1999; Takai és
mtsai., 1999, 2001a). Az el6bbiekben emlitett 5-féle plazmid-tipust ez ideig nem lehetett
megtaldlni Japanban izolalt R. equi torzsekben. A 87 kbp Il-es és a 90 kb I-II-III-IV tipusu
plazmidot tartalmazé torzset ez ideig csak Japéanban talédltak (Takai és mtsai., 1993a, 1993b,
1999, 2001b, 2001c).

A mérsékelten virulens (vapB+) torzsek nem fordulnak eld sem a lovakban, sem azok
kornyezetében a talajban.

A sertésekbdl izoladlt mérsékelten virulens (vapB+) torzsek kozott legaldbb ot
kiilonbozé méretli virulenciaplazmid fordult eld. Japanban vagéhidon levagott sertések all
alatti nyirokcsomoibodl kitenyésztett 56 R. equi torzs koziil 1 volt virulens, 1 avirulens, a
maradék 54 torzs (93,9%) pedig mérsékelten virulens, amelyek 79 (42,8%), 88 (5,4%), 88,5
(19,6%), 89 (23,2%) és 95 (5,4%) kbp méretli virulenciaplazmidot hordoztak (Takai és mtsai.,
1996b).

Az embert megbetegitd R. equi torzsek diverzitdsa a virulencia tekintetében nagyobb,
szélesebb hatarok kozott valtozik, mint lovak esetén. A beteg emberek kiilonb6zo
immundeficiens éllapota lehetdvé teszi, hogy kisebb virulencidju torzsek is megbetegedéseket
okozzanak (Hondalus, 1997).

Egy széleskorli felmérd vizsgdlatban kiilonb6zd orszagokban (Franciaorszagban, az
Amerikai Egyesiilt Allamokban, Ausztralidban, Olaszorszagban, Déanidban, Svédorszdgban)
€16 AIDS beteg emberekbdl izolélt R. equi izoldtumok 24%-a volt virulens (15-17 kDa,
vapA+), 48%-a mérsékelten virulens (20 kDa, vapB+), 28%-a pedig avirulens. A nem HIV-
fertdzott, de valamilyen més immunszuppresszalt dllapotban 1év6 beteg emberekbdl szarmazo
R. equi izolatumok tilnyomo tobbsége (80%) avirulens volt.

Az emberbdl izolalt mérsékelten virulens (vapB+) torzsek négy kiillonbozd méretii (79,
87, 95, 100 kbp) virulenciaplazmidot hordoztak, amelyek koziil kettd (79 kbp, 95 kbp) azonos
tipusu volt a sertésben is megtaldlhaté plazmid tipusokkal. Az emberi eseteknek mintegy
33%-éban lehetett a gazdasdgi haszondllatokkal vagy azok tragydjaval kozvetlen vagy
kozvetett kapcsolatot kideriteni (Takai és mtsai., 1995¢).
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Nordmann és mtsai.,, (1993a, 1994) szerint az embereket megbetegitd, de
virulenciaplazmidot nem hordozo torzsek B-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencidja
virulenciafaktornak tekinthetd. A rezisztencia pontos mechanizmusa nem ismert. A torzsek
nem rendelkeznek [-laktamaz aktivitdssal, de a feliiletiikon specidlis, bakteriofag farok
részére emlékeztetd képletek vannak, amelyeket viszont nem lehetett megfigyelni a B-laktam
antibiotikumokra érzékeny torzseken.

3.14. Immunitas a R. equi-vel szemben

A R. equi okozta fertdzés kovetkezménye és kimenetele alapvetdéen az infektiv
dozistol, a torzs virulencidjatdl és a megfelel6 immunvélasz kialakuldsatdl fiigg. A R. equi
fertdzést kovetd legfontosabb mozzanat az, hogy a virulens baktérium képes tilélni az Ot
bekebelezd alveolaris makrofag citoplazmdjaban (Takai és mtsai., 1985; Zink és mitsai.,
1987.).

A R. equi az alternativ dton aktivalédott komplementet megkoti, a harmas tipusu
komplementreceptor (Mac-1) révén kotddik a makrofdgokhoz €s fagocitalodik (Hondalus €s
mtsai., 1993). Egy kezdeti lag fazist kovetéen a baktériumok intracellularisan szaporodni
kezdenek, a makrofdagok baktériumold képességét kikeriilve megakaddlyozzdk a fagoszoma és
a lizoszéma fuzidjat (Takai és mtsai., 1985; Hietala és Ardans, 1987; Zink és mtsai., 1987;
Hondalus és Mosser, 1994).

Tekintettel arra, hogy intracellularis kérokozérél van sz6, a celluldris immunvalaszt
alapveto fontossdgunak tekintik a R. equi eliminédldsaban, bar mind a humordlis, mind pedig a
cellularis immunvalsznak szerepe van a baktériummal szembeni védekezésben (Hines és
mtsai., 1997).

3.14.1. A humoralis immunvalasz szerepe

R. equi-vel szembeni ellenanyagok a sejt fertdzodésének kezdeti fazisat blokkolhatjék,
megvéltoztatva a baktérium makrofdgokba torténd bejutdsanak a maddjat, illetve gétoljak a
baktérium azon képességét, hogy a fagoszoma és a lizoszoma fizidjat képesek
megakadalyozni (Speert, 1992). A csikdk 1 és 6 hénapos kor kozotti nagyfoka fogékonysdgat
a maternadlis ellenanyagok kiiiriilésével magyardzzak. Ezt a feltevést alatdmasztja Hietala és
Ardans (1987) azon megfigyelése, hogy in vitro a hiperimmun savo elOsegiti a baktérium
makrofagok altali fagocitdzisat és elpusztitasat. Hasonloképpen a R. equi-vel szemben termelt
hiperimmun savé képes megeldzni a megbetegedést, vagy csokkenteni a kialakul6 betegség
sulyossdgat (Martens és mtsai., 1989; Madigan és mtsai., 1991). A hiperimmun savéd csak
akkor fejti ki kedvezd hatdsat, ha a fertdz€s idején mar jelen van a csiké szervezetében. A
fertozést kovetéen 1 héttel beadott hiperimmun savé méar nem képes megvaltoztatni a
betegség lefolydsat (Chaffin és mitsai., 1991). Arra is vannak azonban adatok, hogy a
hiperimmunizalt kanca kolosztruma nem tudta megvédeni az azt felvevd csikét a
megbetegedéstdl (Martens és mtsai., 1991).

Az ellenanyagok csak a fertdzés kezdeti szakaszdban lehet szerepe, mivel az
intracelluldrisan elhelyezkedd baktériumok mar elérhetetlenek az ellenanyagok szdmadra, igy a
betegség késObbi fazisdban mar a celluldris immunvalasz jatsza a fészerepet (Hines €s mtsai.,
1997).

3.14.2. A sejt kozvetitette immunvalasz szerepe

A R. equi-vel szembeni immunvélaszt leggyakrabban egér-modellben vizsgaltak.
Immunkompetens egereket virulens R. equi-vel intratrachealisan fertdzve az egérben atmeneti
gyulladdsos vélaszreakcié alakul ki, amely azonban a védd hatdsu primer immunvélasz
eredményeként 21 napon beliill meggyogyul (Bowles és mtsai., 1989; Yager és mtsai., 1991).
Intravénas fertdzés esetén azonban az egerek elhullanak. Az elhullas mértéke fiigg az infektiv
dozistol €s a torzs virulencidjatol (Takai és mtsai., 1991a).
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Az immundeficiens egerek R. equi okozta tiidogyulladdsra vald érzékenysége
aldtdmasztja a cellularis immunitds szerepét a betegséggel szembeni védekezésben.

Sem a csak T-limfocitdval, sem pedig a T- és B-limfocitdval nem rendelkez6 egerek
nem képesek a R. equi-vel szembeni védekezésre, igy fertézést kovetden a tiidoben
kialakulnak a betegségre jellemzo elvaltozasok.

A komplement-deficiens egerek azonban képesek a fertozéssel szembeni védekezésre,
ami arra utal, hogy a komplement, a fagocita-funkci6 és az NK (természetes 616) sejtfunkcio
hidnya nem gatolja a R. equi tiid6bdl valo elimindldsat (Yager és mtsai., 1991).

Az alacsony CD4+ sejtszammal rendelkezd HIV-fert6zottek kifejezetten fogékonyak a
R. equi fertdzéssel szemben, ami szintén a cellularis immunvdlasz szerepére hivja fel a
figyelmet (Harvey és Sunstrum, 1991).

A fert6zott immunkompetens egér lépsejtjeit atvive T- és B-limfocitdval nem
rendelkezd egérbe az megvédte az immundeficiens egeret az intranasalis fert6zés hatdsatol
(Balson és mtsai., 1992).

A két alapvetdé mechanizmus, amellyel a T-limfocitdk az intracellularis baktériumokat
elimindlni tudjék: a fertdzott sejtre hatd direkt citotoxicitds (MHC-1, CD8+ T sejtek), és a
citokinek elvdlasztdsa. A CD4+ és a CD8+ sejtek is részt vesznek a R. equi elimindlasaban, de
a CD8+ sejteknek egyes szerzok nagyobb szerepet tulajdonitottak (Nordmann és mitsai.,
1992). Ross és mtsai. (1996) szerint a CD4+ limfocitdknak van kozponti szerepe, mig a CD8+
sejteknek bar jelentOs, de csak jarulékos szerepiik lehet, vagy egydltalan nem vesznek benne
részt.

Egérben a CD4+ limfocitdk citokintermelésiik alapjan Thl- és Th2-szubpopulaciéra
oszthatok (Mosmann és Coffman, 1989; Mosmann és Sad, 1996). A Thl-sejtek interferon-
gamma (IFN-y) és interleukin-2 (IL-2) termelésére, mig a Th2-sejtek IL-4, IL-5 és IL-10
termelésére képesek. Egérben és emberben tobb fertdzd dgens elsdédlegesen Thl- (1-es tipusi)
vagy Th2- (2-es tipusi) immunvdélaszt indukal (Bretsher €s mtsai., 1992). A Thl- és a Th2-
tipusi immunvdlasz relativ ardnya hatdrozza meg a végeredményt, ide értve egy sor
intracelluldris patogén baktérium szervezetbdl vald elimindldsanak képességét is (Gajewski és
Fitch, 1988).

Az IFN-y a legfobb makrofdg-aktivalo faktor, amely kiilonb6z0 utakon képes
serkenteni a baktériumok elpusztitdsat, valamint stimuldlja a fagoszoma és a lizoszoma
fazigjat és serkenti az Fc-receptorok kifejezddését is (Nathan és mtsai.,, 1983). A sejt
kozvetitette védekezd mechanizmusokat egyes citokinek (IL-2, TNF-o) serkenthetik, mdsok
(IL-10) viszont csokkentik a makrofagok funkcidjat (Trinchieri és mtsai., 1993).

Lovakban a makrofdgok limfocita-kozvetitette aktivdldsa szerepet jitszik a R. equi
elimindldsdban. Hietala és Ardans (1987) kimutattdk, hogy R. equi antigénnel stimuldlt vérbol
nyert periférids limfocitdk tdpfolyadéka szignifikdnsan novelte a lovak alveolaris
makrofagjainak R. equi-re gyakorolt elimindlé képességét.

Egérben a R. equi szervezetbOl vald elimindldsa Thl-tipusi immunvélasz révén
torténik, és ennek sordn az IFN-y az elsddleges mediator. Kanaly és mtsai. (1995) arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy egérben a Thl-tipusi immunvalasz megvédi az egeret a R. equi
okozta megbetegedéstdl, a Th2-tipusi immunvdélasz viszont nem ad védelmet, hanem a
betegség kialakuldsdhoz jarul hozza.

Nordmann és mtsai. (1993b), valamint Kanaly és mtsai. (1996) kisérletes eredményei
arra utalnak, hogy az IFN-y szekrécidja mas fajokban is alapvetd a R. equi szervezetbdl valo
elimindcidja és a Th1-tipusi immunvélasz kialakuldsa szempontjabol.
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3.15. A R. equi patogenitasa

A R. equi fakultativ patogén korokozo, amely elsdsorban a fiatal csikdkat betegiti
meg, de bizonyos koriilmények kozott, az emberben, sertésben, szarvasmarhdban és maés
allatfajokban is képes korfolyamatokat el6idézni.

3.15.1. A csikék megbetegedése
A csikdk R. equi okozta megbetegedése egy vilagszerte eléforduld, az 1 €s 6 hénapos
kor kozotti csikOkban az esetek tobbségében idiilten lezajld, gennyes, talyogképzddéssel jarod
tiidogyulladdsban megnyilvanulé betegség, amelyhez az esetek jelentdés szdzalékaban
bélgyulladas, ritkdbban iziiletgyulladas is tarsulhat.

3.15.1.1. Eléfordulas

A R. equi a talajban gyakorlatilag mindeniitt megtaldlhatd, a kérokozd eldidézte
klinikai megbetegedés azonban egyes ménesekben endémias jelleggel fordul eld, és évrdl évre
visszatérden jelentds szamu elhulldst okoz, mig maésokban sporadikusan jelenik meg, az
allattarté telepek egy részében pedig klinikai tiinetekben nem nyilvanul meg a kérkép. Ez a
jelenség valdsziniileg a kornyezeti tényezOk (talaj pH-ja, id6jards, porképzddés), a tartasi
koriilmények, és a baktérium virulencidjdban 1évd kiillonbségekkel all osszefiiggésben (Takai
és mtsai., 1991b).

3.15.1.2. Jarvanytan

A 6 honap alatti csikok fogékonyak a megbetegedésre, de a korkép leggyakrabban 2-3
hénapos kord szopdscsikdkban jelentkezik. Ritkdn a 2-3 hetes csikdk is megbetegedhetnek
(Sippel és mtsai., 1968).

A R. equi okozta megbetegedések leggyakrabban a nyari meleg iddszakban,
elsdsorban majus €s augusztus kozott, f6ként jaliusban fordulnak el (Takai €s mtsai., 1985;
Zink és mtsai., 1986). Erre az iddszakra a csikok tobbsége eléri a 2-3 hénapos életkort, ekkor
vannak a csikdk a legnagyobb porterhelésnek kitéve, és a materndlis ellenanyagok szintje is
jelentdsen csokken (Hietala és mtsai., 1985; Prescott, 1991).

A R. equi-fertzések csikokban val6 gyakori el6forduldsdban a csikok koprofagidjanak
is szerepe lehet (Knottenbelt, 1993). A csikok bélcsatorndjaban a 8. élethétig a baktérium
képes szaporodni is (Takai és mtsai., 1986a). A lovak bélsaranak acetdt- és propionat-tartalma
el0segiti a R. equi szaporoddsiat a talajpban (Hughes és Sulaiman, 1987). A bélsarral
szennyezett foldben a R. equi tobb, mint egy €vig életben maradhat (Wilson, 1992).

A baktériumot tartalmazé por belélegzése jelenti a legfobb fertdzési forrast a csikd
szdmdra, igy a poros kornyezet, szeles, meleg id6jards hajlamosit a betegség kialakuldsara
(Giguere és Prescott, 1997). Takai és mtsai. (1987) elsésorban meleg, szeles idében, de
ritkdbban nedves, szélcsendes iddben is izolalni tudtdk a kérokozoét az istalld levegdjébol.

Hajlamosité tényezének szamitanak a virusfertézések (Rooney, 1966; Pélfi és mtsai.,
1978; Beldk és mtsai., 1980; Nordengrahn és mtsai., 1996), a hidnyos takarmanyozds (Knight,
1969), a sériilések (Knight, 1969), a nagy allatstiriség (Ardans és mtsai., 1986), valamint az
immunrendszer velesziiletett vagy szerzett kdrosodasa (Yager, 1987; Freestone és mitsai.,
1989; Prescott és Hoffman, 1993).

Genetikai hajlam elképzelhetd, de nem bizonyitott (Woolcock és mtsai., 1987; Yager,
1987; Giguére és Lavoie, 1994). Studdert (1978) vizsgdlatai szerint a R. equi-t gyakran olyan
immunszuppresszalt arab csikok tiidotdlyogjaibdl izolaltdk, amelyek egy elsddleges,
sulyosfoku 0sszetett immundeficiencidban szenvedtek.

A betegség endémidsan vagy sporadikusan jelentkezik. Szubklinikai lefolyds is
el6fordul (Prescott, 1991; Takai és mtsai., 1991b).
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Csikokban az elhulldsok 10%-at, a tiidégyulladasok 45%-ét a R. equi okozza (Zink és
mtsai., 1986). Egy dllomédnyon beliil a betegség morbiditdsa az 5-17%-ot, a letalitdsa pedig
akar a 80%-ot is elérheti (Takai és mtsai., 1985).

Nemek szerinti prediszpoziciét nem figyeltek meg (Zink és mtsai., 1986). Minden
fajta fogékony a megbetegedésre, de Falcon és mtsai. (1985) az arab fajtaju csikdk kozott
kiilonosen nagy szamu megbetegedést figyeltek meg.

Zink és mtsai. (1986) szerint a korkép Kanaddban kiillonosen a félvérekben fordul eld,
mig Hutchins és mtsai. (1980) azt dllapitottdk meg, hogy Ausztrdlidban foként a telivér csikok
érintettek a megbetegedésben.

3.15.1.3. Korfejlodés

A csik6k R. equi okozta megbetegedésének korfejlodése nem teljesen tisztazott
(Yager, 1987; Takai és mtsai., 1995b). A fert6zddés foként aerogén tton jon létre, de
alimentdrisan, a koldokcsonkon keresztiil vagy intrauterin dton is bekovetkezhet (Barton és
Hughes, 1980; Yager, 1987). Egyes szerzok szerint, nyilt sebeken, borsériiléseken keresztiil is
megeredhet a fert6zés (Knight, 1969; Smith és Jang, 1980). A beteg éllat orrvdladéka szintén
hozzdjarulhat a betegség terjedéséhez (Burrows, 1968). Vindorlé parazitalarvdk
(Strongyloides) is szerepet jatszhatnak koérokoz6 szamdra a bemeneti kapu kialakitdsdban
(Etherington és Prescott, 1980; Perdrizet és Scott, 1987; Dewes, 1989). Fiatalabb csikékban a
megbetegedés silyosabb lefolydst (Hartwigk, 1982).

A belélegzés utjan az als6 légutakba juté baktériumot az alveoldris makrofagok
bekebelezik. A R. equi megakadalyozza a fagoszoma €s a lizoszéma fuzidjét és elszaporodik a
makrofiagokban, amely azok irreverzibilis karosoddsidhoz, széteséséhez vezet. A neutrofil
granulocitdkb6él és a makrofidgokbdl kiszabadulé lizoszomadlis enzimek és az oxigén-
szabadgyokok tehetok feleldssé a kialakul6 szovet-karosodasért.

A bélgyulladédsos forma esetén a baktériumok a Peyer-plakkok sejtjeiben szaporodnak
el €s a nydlkahartydban gyulladast és fekélyeket hoznak 1étre (Hillidge, 1986).

A fert6zés leggyakrabban a félhevenytél a kronikusig terjedd gennyes
bronchopneumonidban, vagy fekélyképzodéssel jaré bélgyulladdsban nyilvanul meg, ami
gyakran egyiitt jar {ziiletgyulladdssal, vagy bor alatti tdlyogok képzddésével (Firth és mtsai.,
1980; Smith és Jang, 1980; Takai és mtsai., 1985; Zink és mtsai., 1986). Yager (1987) és
Prescott (1991) a megbetegedett allatok mintegy felében elhaldsos enterocolitist észleltek. A
betegség lefolydsat 89 olyan csikon vizsgéltdk, amelyek a megfigyelés ideje alatt
tildégyulladdsban és/vagy enterocolitisben hullottak el. A betegség idOtartama az &llatok
26%-4aban 1 hétnél rovidebb volt, a csikok 25%-aban 1-3 hétig tartott, mig a maradék 49%
esetén 3 hétnél is tovabb huazddott el.

3.15.1.4. Klinikai tiinetek

a./ Bronchopneumonia

Csikokban a R. equi fertézések leggyakoribb formdja az idiilt, gennyes,
talyogképzodéssel jaré bronchopneumonia és az ehhez tarsulé gennyes lymphadenitis (Zink
és mtsai., 1986).

A tiidoéfolyamatok lassu terjedése megneheziti a fertdzottség korai felismerését. A
kezdeti klinikai tiinetek a 1égzésszam kismértékii megemelkedésében és enyhe foku
testhdmérséklet-emelkedésben nyilvanulnak meg. Ezek a kezdeti tiinetek gyakran rejtve
maradnak mikozben a koérfolyamat tovabb halad. Ebbdl adédéan még a betegség kronikus
formdjéaban is a 1égzdszervi tiinetek gyakran gyorsan alakulnak ki. A klinikai tiinetek ilyenkor
étvagytalansigban, lazban (38,8 - 40,0°C, egészen 41,5°C-ig), a 1égzésszdm
megemelkedésében €s nehezitett 1égzésben jutnak kifejezésre. A kohogés és a kétoldali
orrfolyds nem minden esetben alakul ki. A csikdk ilyenkor még j6 kondiciéban vannak, de az
olyan allatok esetén, amelyekben a folyamatok félheveny vagy kronikus formdba mennek at,
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testtomeg-csokkenést is meg lehet figyelni. A sulyos fokban érintett csikok gyakran néhany
napon beliil elhullanak a legszakszerlibb gyogykezelés ellenére is (Beech €s Sweeney, 1991).
A félheveny formdban elhullott csikék kérboncoldsa sordn diffiz, milidris, gennyes,
granuldmaképzddéssel jard tiidogyulladast lehet megfigyelni, és a tiiddelvéltozdsok kora arra
utal, hogy mar a 1égzdszervi tiinetek megjelenése elott kiterjedt elvaltozasok voltak jelen a
tiidében (Martens és mtsai., 1982).

A tiidé hallgatézdsos vizsgdlata sordn szortyogd €s bugd zorejeket hallhatunk
(Magnusson, 1923; Hartwigk, 1982; Freestone és mtsai., 1987). A hallgat6zds soran hallott
zorejek nem minden esetben édllnak Gsszhangban a tiidogyulladas sulyossdgaval (Falcon és
mtsai., 1985). A tiidd folotti teriilet kopogtatdsos vizsgélatdval a tiidotalyogok helyezddése
meghatdrozhato.

b./ Bélgyulladés

A R. equi okozta tiidogyulladasban elhullott csikék mintegy felében a kérbonctani
vizsgalat sordn bélgyulladdssal is taldlkozni lehet, annak ellenére, hogy e csikdk tilnyomd
tobbsége nem mutatott bélgyulladasra utalé klinikai tiineteket (Zink és mtsai., 1986). A R.
equi okozta bélgyulladdsos forma az eseteknek csak 4%-dban fordul el6 ©Onélldan,
tiildéelvéltozasok nélkiil.

A R. equi okozta fert6zés bélgyulladdsos formdja a Peyer-plakkok teriiletére
korldtoz6d6é multifocalis tdlyogképzddéssel jard enterocolitis és typhlitis a bélfodri
nyirokcsomodk granuldma-képzddéssel jaré vagy gennyes gyulladdsdval (Zink és mitsai.,
1986). Alkalmanként a bélfodri nyirokcsomdkbdl kiinduld hasiiregi talyog is kialakulhat,
amely a bélszakaszok 0sszenovésével, peritonitisszel is jarhat.

A bélgyulladdsos formét 1az, étvagytalansag, bagyadtsag, testtomeg-csokkenés, kolika
és hasmenés kisérheti (Zink és mtsai., 1986; Baldwin és mtsai., 1992).

c./ Nem szeptikus polysynovitis

A R. equi okozta tiidogyulladasos esetek mintegy egyharmadaban, foként a csdnk és a
térdiziiletben immunpatol6gids alapon 1étrejové polysynovitis is kialakulhat. Néha minden
iziilet érintett. Az iziiletek érintettségének a mértéke kiillonbozd lehet. A legtobb esetben
santitdst nem lehet megfigyelni, a klinikai tiinetek csak kotott jardsra korldtozédnak. Az
iziileti nedv citoldgiai vizsgdlataval nem szeptikus mononucledris pleocitdzis allapithaté meg,
negativ bakterioldgiai lelet mellett (Sweeney és mtsai., 1987). Kenney és mtsai. (1994) az
iziileti folyadékban reumatoid faktorokat, mas kutaték (Madison €s Scarratt, 1988) pedig
specidlis festési eljarast alkalmazva az iziileti feliileten immunglobulinokat mutattak ki. Az
iziiletek elvaltozasai a tiidogyulladds gydgyuldsaval egyidejlileg kezelés nélkiil is elmulnak.

A csikdk 1 és 6 hoénapos kora kozott kialakulé nem szeptikus polysynovitis
egyértelmiien R. equi fert6zottségre utal (Giguére és Prescott, 1997).

d./ Fert6z6 iziilet- és csontveldgyulladas

A R. equi primer formédban, vagy a tiidoben ill. a bélcsatorndban kialakult
elvaltozasokbdl szérddva fert6zd iziilet- €s csontveldgyulladdst is okozhat. A szeptikus
iziiletgyulladas stilyosabb foku santitdssal jar, mint az aszeptikus, lokdlis terdpiat igényel és
korjoslata is kedvezotlenebb.

A csontveldgyulladés lazban, bagyadtsagban, kotott jardsban nyilvanul meg, az érintett
csontok tapintdsra fajdalmasak (Mayhew, 1989). A gerincoszlopra kiterjed6 formdja sem
tartozik a ritkasagok kozé.

e./ Mas koérformék csikokban

R. equi okozta fekélyes nyirokérgyulladast, cellulitist és bor alatti tdlyogokat szintén
leirtak (Dewes, 1972; Smith és Jang 1980; Zink és mtsai., 1986; Perdrizet és Scott, 1987).
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Ritkédn a R. equi csikdkban uveitist (Beech és Sweeney, 1991), panophtalmitist (Blogg
és mtsai., 1983), vesegyulladdst, vese- €s majtilyogot is képes eldidézni (Ellenberger és
Genetzky, 1986).

3.15.1.5. Koérbonctani elvaltozasok

A R. equi okozta tiidogyulladds sordn a tiidore a gennyes, tdlyogképzddéssel jarod
bronchopneumonia képe jellemzd: a tiidé bonedvii, tomott tapintatd, sotét szinti (Smith és
Robinson, 1981), dllomdnydban a gombostiifejnyitél az 6kolnyi nagysagig terjedd talyogok
vannak, amelyeket vékony kotdszovetes tok vesz koril. Az elvéltozdsok eldszor a
csucslebenyekben jelennek meg. A tdlyogtartalom &ltalaban stirin folyd, sziirkésvords szinii
(Magnusson, 1923).

A korszovettani képben a tiidOalveolusok faldban a makrofdgok és kisebb mértékben a
neutrofil granulocitdk jelenlétét lehet megfigyelni. A makrofdgok nagy szdmban tartalmaznak
fagocitdlt coccobacillusokat. Az intraalveoldris sovények megtartottak, késobb azonban a
bronchiolusok sejttormelékkel telitddnek (Smith €s Robinson, 1981; Prescott, 1991). A
peribronchialis nyirokcsomodk tobbszordsiikre nagyobbodnak, 6demdsak, benniik elhaldsok
alakulhatnak ki. Végiil az agy, vese, mdj és az iziiletek is érintetté valhatnak, vagy generalizalt
lymphadenitis is kialakulhat (Jubb és Kennedy, 1970). Egyes szerzdk gerincoszlopra kiterjedd
csontveldgyulladast is megfigyeltek (Firth és mtsai., 1980; Olchowy, 1994; Giguére és
Lavoie, 1994; Prescott, 1994; Chaffin és mtsai., 1995). Firth és mtsai. (1980) R. equi okozta
egy, vagy tobb iziiletre kiterjed0 szeptikus gyulladast és azt kisérd csontveldgyulladést is
megéllapitottak.

A betegség heveny, bélcsatornara korlatozodé formdjanal, a vékony- és a vastagbél
nyédlkahartydja duzzadt és nyulds nyalkdval fedett (Jubb és Kennedy, 1970). A Peyer-plakkok
2-4 cm hosszuak és kidomborodnak, majd kozepiik €lesen és koriilirtan voroses-sziirkés
szinlivé valik, a mesenteridlis nyirokcsomok megnagyobbodnak és tomotté valnak. Krénikus
forma esetén ezek a nyirokcsomok bonedviivé valnak és sziirkés, nyalkas folyadék vonhat6 le
metszéslapukrol. Cimprich és Rooney (1977) szerint a heveny bélgyulladéssal jar6 formanal a
korszovettani kép jellegzetessége, hogy a jejunum és az ileum mikrobolyhai atrofizaltak.
Fibrinkivélast, €s a lamina propridban kifejezett mononukledris sejtes beszilirddést lehet
megfigyelni.

3.15.1.6. Korjelzés

A R. equi-fertdzés korai diagnodzisa, és mas fert6z0 korokoktdl valo elkiilonitése nem
egyszerti feladat, mert a betegség észrevétleniil, alattomosan alakul ki, ami a 1égzdszervi
tiilnetek kialakuldsat megeldzden esetleg csak hetekig tart6 testtomeg-csokkenésben nyilvanul
meg (Knight, 1969). A diagndzis kiilondsen azokon az 4llattart6 telepeken jelenthet gondot,
ahol kordbban a R. equi fertdzés nem fordult el6. Tobbféle modszert is leirtak a korjelzésre,
koziiliik a betegség megallapitdsara a horgdvaladék bakterioldgiai és citoldgiai vizsgédlata a
legalkalmasabb.

A Kklinikai laboratériumi vizsgdlatok koziil a teljes vérkép vizsgédlat mellett a
vérplazma fibrinogén-koncentracigjanak meghatarozasa sziikséges. A fibrinogén-szint vérben
valé6 megemelkedése (akdr 10 mg/ml) a legédllandébb laboratériumi lelet a R. equi okozta
tildogyulladés esetén, de a neutrofil leukocitdzis is gyakori (Falcon és mtsai., 1985; Sweeney
¢és mtsai., 1987).

A mellkasi rontgenfelvétel, vagy mds képalkoto technikdk alkalmazdsa hasznos lehet a
tiidogyulladds silyossdgdnak megdllapitisidban, és a gyodgykezelés eredményességének
elbirdlasdban.
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a./ Szeroldgiai prébak

A R. equi okozta fertdzések diagnosztikdjaban haszndlhaté szeroldgia vizsgald
moédszerek hdarom csoportba sorolhaték: 1./ agargél-precipitacid, 2./ szinergista hemolizis
gatlas, és 3./ ELISA.

A szerolégiai diagnosztika alkalmazdsa kapcsdn az eredmények értékelésénél
figyelembe kell venni, hogy a csikdk sziiletésiiktol kezdoédoen folyamatosan ki vannak téve a
R. equi-expoziciénak, mivel a kérokoz6 az dllatok kornyezetében széleskorben elterjedt,
valamint azt, hogy a materndlis ellenanyagok pozitiv reakciokat eredményezhetnek.

1./ Agargél-precipitacio

Ezzel a prébaval a R. equi éltal termelt extracelluléris koleszterol-oxidadz €s foszfolipaz
C-vel szemben termelddott precipitdl6 ellenanyagokat mutathatjuk ki.

A felnétt lovak tilnyomo tobbségében nem lehet precipitdlé ellenanyagokat kimutatni
ebben a prébaban, ebbdl kovetkezden a csikdékban nem vérhatunk hamis pozitiv eredményt a
materndlis ellenanyagok miatt (Gaskin és mtsai., 1990). Legkordbban a 26 napos csikékban
tudtak ellenanyagokat kimutatni ezzel a mddszerrel. Ellentmondasos adatok &llnak
rendelkezésre a mdodszer érzékenysége €s specificitdsa tekintetében. Hietala és mtsai. (1985)
50%-0s, Nakazawa és mtsai. (1987) 100%-os, mig Hoffman és mtsai. (1993) 60%-os
érzékenységlinek taldltdk a mddszert. A préba specificitdsit Nakazawa és mtsai. (1987)
100%-osnak, Hoffman és mtsai. (1993) pedig 69%-osnak talltak.

2./ Szinergista hemolizis gatlas (SHI)

Az ,equi-faktorok™ egyiittesen a Corynebacterium pseudotuberculosis foszfolipaz D-
jével, vagy a Staphylococcus aureus PB-toxinjaval képesek az emlésok vordsvérsejtjeit
karositani, €és ezaltal hemolizist eldidézni. Az equi-faktorokkal szembeni ellenanyagok
képesek gatolni ezt a szinergista hemolizist.

Az SHI modszer segitségével az egészséges csikd vérét el lehetett kiiloniteni a
természetes fertdz€és eredményezte tildogyulladdsos csikd vérétdl, de a kisérletesen eldidézett
fert6zés korai stddiumaban nem volt képes felismerni a fert6zést. A méodszer érzékenységét és
specificitdsat nem hatdroztdk meg (Prescott €s mtsai., 1984b). Skalka és Svastova (1985a,
1985b), valamint Skalka (1987) tovéabbfejlesztette és még érzékenyebbé tette az SHI
modszert. Gaskin €s mtsai. (1990) szerint az SHI tilsagosan érzékeny a diagnosztikai célokra,
sokkal tobb szubklinikai fert6zést detektdl, mint az agargél-precipitacio.

3./ ELISA

Az 1980-as évek kozepétdl napjainkig négy ELISA-t fejlesztettek ki, amelyek révén
lehetdvé valt az ellenanyagok kimutatdsa természetes és mesterséges fertézésnek Kkitett
kiilonboz6 €letkord lovakban (Ellenberger és mtsai., 1984; Hietala és mtsai., 1985; Takai és
mtsai., 1985; Prescott és mtsai., 1996). Az irodalomban leirt ELISA-k a R. equi feliileti, ill. a
burokantigénjeit alkalmaztdk. Az ELISA-k segitségével kimutatott ellenanyagok természetes
fert6zodés sordn kifejtett védOhatdsa nem tisztazott, €s tovabbi vizsgalatokat igényel
(Ellenberger és Genetzky, 1986).

Az Ellenberger és mtsai. (1984), valamint Hietala és mtsai. (1985) altal egymastol
fiiggetleniil kifejlesztett ELISA-k egészséges csikdk maternédlis ellenanyagait és 6 honaposnal
idésebb lovak ellenanyagait voltak képesek kimutatni. A Takai és mtsai. (1985) A4ltal
alkalmazott ELISA segitségével viszont egészséges felndttekben és csikokban is sikeriilt
nagyon alacsony ellenanyagszinteket kimutatni, amelyek jelentds mértékben emelkedtek
természetes vagy mesterséges expozicionak kitett csikokban (Higuchi és mtsai., 1997).

A Prescott és mtsai. (1996) altal kifejlesztett ELISA a virulenciafehérje (vapA) ellen
termel0dott ellenanyagok kimutatdsara alkalmas, amely segitségével a 4-8 hét kozotti
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csikokban taldltdk a legalacsonyabb ellenanyag-titereket, amelyek az antigén-expozicionak
megfelelden a 8-10. héttd] kezdtek emelkedni.

b./ A bronchusvaladék citoldgiai €s bakterioldgiai vizsgalata

A R. equi okozta fertdzés biztos diagndzisdhoz a csikobdl vett bronchusvaladék
bakterioldgiai €s citoldgiai vizsgalata szolgaltathatja a legmegbizhatébb adatokat (Hartwigk,
1982; Wilson, 1992).

A bronchusvaladék vétele endoszkopos vizsgalat sordn lehetséges. A bakterioldgiai
vizsgalat eredményét a citoldgiai, a fizikélis €s a tobbi laboratériumi vizsgélat eredményével
egyiitt kell értékelni.

Egy kisérlet alkalméval az utdlag igazolt R. equi okozta tiidégyulladdsos esetek 62-
64%-a lett bakterioldgiailag pozitiv a bronchusvaladék megel6zden elvégzett tenyésztéses
vizsgélata sordn (Hillidge, 1987).

A citoldgiai vizsgdlat sordn intracelluldrisan Gram-pozitiv pleomorf palcdkat lehet
megfigyelni. A bronchusvaladékbol tenyésztéssel pozitiv mintdk 61%-dban taldltdk a
citologiai eredményeket is pozitivnak (Sweeney és mtsai., 1987). A bronchusvaladékkal
szemben a bronchusmosé folyadék nem alkalmas a citolégiai vizsgélatra, mivel a biztosan
tildégyulladdsban szenvedd csikdk 50%-anak bronchusmosé folyaddka nem mutat eltérést az
egészséges allatokhoz képest (Rossier €s mtsai., 1991).

Az orr- és a végbéltamponokbdl kitenyésztett R. equi nem jelenti egyértelmiien a
betegség fenndlldsat, hiszen a R. equi olyan telepen tartott csikok bélsarabdl is kitenyészthetd,
amelyiken a betegség egyaltalan nem fordul el6 klinikai formaban (Nakazawa és mtsai.,
1983a; Takai és mtsai., 1986a, 1986c¢).

A bélsarbdl torténd negativ bakterioldgiai lelet sem jelenti a R. equi fert6zés hidnyat,
mivel egy vizsgalatban a R. equi okozta tiidogyulladasban beteg csikok bélsarmintdinak csak
17%-4bdl tudtdk a baktériumot kitenyészteni (Ardans és mtsai., 1986).

Leadon és mtsai. (1988) 10 tiidogyulladdsban szenvedd csiké koziil 6 vérébdl ki tudtak
tenyészteni a R. equi baktériumokat.

A R. equi okozta bélgyulladas korai kérjelzéséhez Takai és mtsai. (1986b) a R. equi
szamédnak a bélsarban val6 meghatarozdsat javasoltidk. Heveny megbetegedés esetén a
baktériumszam 10*-r61 10" *-ra (R. equi/g bélsar) emelkedik a csiké bélsaraban.

3.15.1.7. Kérjoslat
A betegség korjoslata rendszerint a kétségestol a kedvezdtlenig terjed, és a kezelés
sikere nagyban fiigg a betegség korai felismerésétdl és a terdpiatdl. Abban az esetben, ha a
kezelést kovetden 7 nap utdn a csiké egészségi dllapotdban javulds 4ll be, akkor a korjoslat
kedvezd (Wilson, 1992). Teljes gyogyulds csak megfelelden hosszu terdpia esetén érhetd el
(Prescott, 1987). Ainsworth és mtsai. (1993) vizsgdlatai arra utaltak, hogy a gydgyult
csikokban az élet késobbi szakaszdban nem lehetett maradandé karosoddsokat megéllapitani.

3.15.1.8. Gyogykezelés

Az antibiotikumok szé€les kore hatdsos a R. equi ellen in vitro, de mivel ez a baktérium
intracellularis koérokozo, képes tulélni és szaporodni a makrofigokban, és elsajtosodott
tartalommal telt tdlyogokat hoz 1étre a tiidoben és mas szervekben, ezért ezen antibiotikumok
tobbsége hatastalan in vivo.

Az eritromicin €s rifampicin kombindcidja az elsddlegesen vélasztandé gydgyszer a R.
equi fertézésekre, amely amidta bevezették az alkalmazdsat, jelentdsen csokkentette a csikok
letalitasat (Hillidge, 1987; Sweeney és mtsai., 1987). Mindkét antibiotikum bakteriosztatikus
(Nordmann és Ronco, 1992), egyiitt alkalmazva szinergista hatdsuak (Prescott és Nicholson,
1984; Nordmann és mtsai., 1992), és csokkentik a rezisztencia kialakulasanak a
valoszinlis€gét (Nordmann €s Ronco, 1992).
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A rifampicin, és kisebb mértékben az eritromicin is lipid-oldékony, lehetdvé téve az
elsajtosodott anyagba torténd penetralasukat. A rifampicin kétszeresére koncentrdlodik a
fagocita sejtekben és hatdsos tobb intracellularis baktériummal szemben (Maurin és Raoult,
1993).

Az eritromicin aktiv mechanizmus révén 10-20 szorosdra koncentrdlédik a
granulocitdkban és az alveoldris makrofdgokban, de a magas intracelluldris koncentraci
ellenére az intracelluldris aktivitdsa kozel azonos az extracelluldris baktériumokkal szembeni
aktivitdsdval (Maurin és Raoult, 1993; van den Broek, 1993). Az alacsony intracelluléris
aktivitdsnak az a magyardzata, hogy az eritromicin a lizoszomdakban koncentralodik, de a R.
equi megakaddlyozza a lizoszoma és a fagoszoma fuzidjat. A fagolizoszoma savas kémhatédsa
szintén csOkkentheti az eritromicin hatdsossagat (Maurin és Raoult, 1993).

A rifampicin ajdnlott dézisa 5 mg/ttkg 12 o6ranként, vagy 10 mg/ttkg 24 Sranként
perordlisan adagolva (Hillidge, 1987; Castro és mtsai., 1986; Burrows és mtsai., 1992). A
rifampicin a vizeletet, konnyet és a nydlat vorosre, narancssdrgara szinezheti.

Az eritromicin ajanlott dézisa 37,5 mg/ttkg 12 6ranként perordlisan alkalmazva
eritromicin-sztearat vagy eritromicin-foszfat formajaban (Ewing és mtsai., 1994).

A Kklinikai tiinetek megszlinése, a plazmafibrinogén-szint normalizdléddsa segitséget
nydjthatnak a terdpia abbahagydsdnak megitélésében. A gydgykezelést dltalaban 4-9 hétig
célszerli folytatni (Hillidge, 1987). A plazmafibrinogén-szint normadlis értékre vald
visszatérését kovetden még 1-2 hétig kell folytatni a kezelést. A gydgykezelésre adott egy
héten beliili kedvezd klinikai vélaszreakcid, €s a plazmafibrinogén-szint csokkenése
kedvezdvé teszi a korjoslatot.

Alternativ  antibakteridlis terdpiaként trimetoprim-szulfonamid kombinécié (30
mg/ttkg, 12 6ranként) hatdsos lehet enyhe foku tiidogyulladds esetén, a betegség kezdeti
stddiumaban, vagy mds hatdsos antibiotikumokkal megkezdett terdpia folytatasaként (Wilson,
1992). Az enrofloxacin (5 mg/ttkg perordlisan, 24 Ordnként, 5 hétig) magdban vagy
rifampicinnel, esetleg ceftiofurral valé kombinacié formdjaban szintén alkalmazhat6
alternativ terdpiaként (Giguére és Prescott, 1997).

A lazas, étvagytalan, bagyadt csikékat nem szteroid gyulladds-csokkentdkkel kell
kezelni. A megfeleld terdpia mellett a nyugodt, jol szelldztetett, hiivés istalloban vald
elhelyezésrdl €s a megfeleld takarméany- és bdséges ivovizellatasrél gondoskodni kell
(Giguére €s Prescott, 1997).

Iziiletgyulladds esetén az antibiotikumos kezelés mellett sebészi beavatkozds is
sziikséges lehet (Desjardins és Vachon, 1990; Chaffin és mtsai., 1995).

3.15.1.9. Megel6zés
A R. equi okozta megbetegedések eldidézte karok megeldzésének alapvetden négy
teriilete van:
a./ A csiko szervezetébe bejutd fert6z6 dgens mennyiségének csokkentése
b./ A megbetegedés minél korédbbi felismerése
c./ Passziv immunizél4s
d./ Aktiv immuniz4las

a./ A csiko szervezetébe bejuto fertdzo dgens mennyiségének csokkentése
A betegség endémids formédban valé megjelenésére hajlamosit:
- ha az adott telepen méar hosszabb ideje tenyésztenek lovakat (a virulens torzsek
talajban torténo feldisuldsa)
- a nagy allatstirliség
- a nydri meleg id6jaras
- homokos talaj
- er0s porképzddés
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Alapvetéen a talajban 1év0 R. equi baktériumok szdmdban nincs kiilonbség az
allattart6 telepek kozott, azokon a telepeken viszont, ahol a megbetegedés endémidsan fordul
eld, a virulens (vapA+) torzsek ardnya sokkal nagyobb mas telepekhez viszonyitva (Takai és
mtsai., 1991b).

Ha sok csikét tartanak homokos, poros, bélsarral-szennyezett kifutéban, akkor ez
lehetdséget teremt nagy mennyiségii baktérium felvételére.

Nagyon fontos a csikokat jol szelldztetett, pormentes, tiszta és nem zsufolt istdlléban
elhelyezni. A legeld rotdciészerli véltdsdval is hozzdjarulhatunk a porképzddés
megakadalyozédsahoz.

A homokos teriileteket célszerli befiivesiteni, vagy locsoldssal megakadalyozni a
porképzddést. A tragyat rendszeresen el kell tavolitani a kifutébol és komposztalni.

Az a tenyésztési gyakorlat, hogy az ellések ideje a téli honapokra essen, jelentdsen
csokkentheti a megbetegedések szamat, mivel a nyari meleg, a fert6z6dés szempontjabol
kedvez0 idOszakra a csikok mar kevésbé fogékonyak a megbetegedésre (Giguére és Prescott,
1997).

b./ A megbetegedés minél kordbbi felismerése

A betegség korai felismerése €s a csiké elkiilonitése csokkenti a veszteségeket,
megakaddlyozza a virulens torzsek terjedését, és csokkenti a gydgykezelés koltségeit. A
hetente kétszer végzett teljes fizikdlis vizsgdlat, beleértve a testhOmérséklet mérését és a tiido
feletti hallgat6zasos vizsgélatot is, sikeres a korai korjelzés és az elhullisok megel6zése
szempontjdbol (Prescott és mtsai., 1989). Egyes szerzdk a csikok vérmintdinak kéthetenkénti
agargél-precipitaciés probdval vald ellendrzését javasoljdk sziiletésiiktél 5 honapos korukig
(Gaskin és mtsai., 1990; Wilkins és mtsai., 1993). Higuchi és mtsai. (1997) a 30 és 45 napos
csikok vérsavoinak ELISA-val torténd vizsgélatat javasoljak, és a pozitiv csikdk rendszeres
vizsgalatdval (naponkénti testhOmérséklet-mérés, rendszeres fizikdlis vizsgalat, é&s
plazmafibrinogén-szint mérése, ultrahang vizsgélat) a betegség a korai fazisaban felismerhetd
és a gyogykezelés elkezdhetd. Az esetek kisebb részében a csikdk szerokonverzid nélkiil is
megbetegedhetnek (Gaskin és mtsai., 1990; Hoffmann és mtsai., 1993).

A rendszeres, naponkénti testhOmérséklet-mérés, a szeroldgiai modszerek alkalmazasa
€s a plazmafibrinogén-szint kéthetenkénti mérése jelenti a legjobb mddszert a betegség korai
felismerésére (Giguére és Prescott, 1997).

c./ Passziv immunizalas

Elséként Martens és mtsai. (1989) mutattdk ki a R. equi-vel szemben termelt
hiperimmun savé védd hatdsiat kisérletes modellben. Késébb megéllapitottdk, hogy
csikonként egy liter R. equi-vel szemben termelt hiperimmun sav6 alkalmazdsa az ugyanazon
a ménesben tartott kontrollokhoz viszonyitva hatdsosan csokkentette a csikékban a R. equi
okozta tiidogyulladas fellépését é€s a mortalitast (Madigan és mtsai., 1991; Miiller és Madigan,
1992).

A hiperimmun savé hatdsmechnizmusa nem tisztazott, de egyes feltételezések szerint
az opszonizalo ellenanyagok révén fejtik ki hatdsukat, bar mds alkotérészek, mint a
fibronektin, komplement és citokinek szintén szerepet jatszhatnak a védelemben.

A hiperimmun savé védo hatdsanak elmaraddsardl is beszamolnak egyes kozlemények
(Hurley és Begg, 1995).

Miiller és Madigan (1992) javaslata szerint az 1 1 hiperimmun savét az 1-2 hetes
csikoknak kell beadni abban az esetben, ha a csiké a fertdzésnek leginkdbb kitett idészakban
sziiletett, az év elején sziiletett csikok esetén pedig a nyari meleg iddjaras kezdetén célszerii a
savot alkalmazni.
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Giguére és Prescott (1997) szerint a két alkalommal, el6szor az élet els6 hetében, majd
pedig 25-30 napos korban, alkalmazott hiperimmun savo kezelés jelenti a legjobb megoldast a
betegség megeldzésére.

d./ Aktiv immunizalas

Az aktiv immunizédlds sokkal kényelmesebb moddja lenne a R. equi okozta
megbetegedések megeldzésének, mint a nagy mennyiségii hiperimmun savé alkalmazasa.

Prescott és mitsai. (1979) formalinnal inaktivilt aluminium-hidroxiddal adjuvélt
vakcindt haszndltak, ami mind a humordlis, mind pedig a celluldris immunvélaszt indukalta,
de nem volt képes megvédeni a vakcindzott dllatokat a rafert6zéstol. Ebben a kisérletben
azonban csak hdrom csik6t hasznéltak, €s a szerzok is folvetik annak lehetdségét, hogy
tilsagosan nagy ddzist alkalmaztak a rafert6zés sorén.

Chirino-Trejo és mtsai. (1987) él6, avirulens vakcinatorzzsel perordlisan olyan
csikOkat vakcinaztak, amelyeket késobb aeroszol formdjdban virulens baktériumtorzzsel
fertoztek. Bar az immunizédlds megvédte a csikokat a kisérletes rafert6zéstol, a szerzok arra
figyelmeztettek, hogy az €16 vakcina noveli a kdrnyezet fert6zodésének kockdzatat.

Madigan és mtsai. (1991) a materndlis ellenanyagok révén probéltdk megvédeni a
csikOkat a megbetegedésektdl. A vemhes kancdkat inaktivélt R. equi vakcindval oltottak. Bar
a R. equi elleni ellenanyagok szintje emelkedett a colostrumban, de a csikdk vérsavdjdban
mért ellenanyagszintek nem noévekedtek, ami arra utal, hogy a vakcindzas altal kivéltott IgG
izotipus nem tud jelentds mennyiségben felszivddni a csikdk bélcsatorndjabal.

Becu és mtsai. (1997) azt tapasztaltdk, hogy kancdk vakcindzasa exoenzim aktivitdssal
rendelkezd €s vapA-t is tartalmazé vakcindval szignifikdnsan csokkentette (3%-r6l 1,2%-ra) a
csikOk kozott a tiidogyulladds el6forduldsat. Egy masik gazdasdgban pedig a kancédk
vakcindzédsa és a csikoknak hiperimmun savé adagoldsa révén a csikdk mortalitdsa 6%-16l
0%-ra csokkent. A szerzok szerint a csikok parenterdlis vakcindzdsa nem hatésos.

Pélfi és mtsai. (1978), valamint Beldk és mtsai. (1980) arra hivtdk fel a figyelmet,
hogy az EHV-2 fert6zésnek, mint hajlamosité tényezonek, jelentds szerepe lehet a R. equi
okozta megbetegedések eléforduldsdban, és az EHV-2 elleni védekezés jelentOsen
csOkkentheti a R. equi kartételét. A szerzok az EHV-2 elleni hiperimmun savét 6nmagaban
vagy R. equi elleni hiperimmun savéval keverve taldltdk hatékonynak a betegség
megeldzésére.

Nordengrahn és mtsai. (1996) egy olyan dllomédnyban, ahol R. equi okozta
megbetegedések endémidsan fordultak el és az EHV-2 fert6zottség is jelen volt, 19 csikot
vakcindztak egy EHV-2 ISCOM vakcindval. A kontrollként haszndlt 6t, nem vakcindzott
csikobdl harom elhullott, egyben pedig silyos foku 1égzdszervi tiinetek alakultak ki. A
vakcindzott 19 allat koziil 18 egészséges maradt, egyben pedig enyhe 1égzdszervi tiinetek
mutatkoztak. A kisérlet eredménye aldtdmasztja a kordbbi feltevést, amely szerint az EHV-2
fert6zés hajlamosito tényezd lehet a R. equi okozta tiidégyulladasra.

Tovabbi vizsgalatokat igényel olyan protektiv antigének €s adjuvansok alkalmazasa,
amelyek hatdsos Thl-tipusi immunvalaszt képesek indukdlni a R. equi okozta tiidogyulladas
megeldzése érdekében (Giguére és Prescott, 1997).

3.15.2. A betegség elofordulasa felnétt lovakban

A szakirodalomban csak kevés kozlemény szdl felnétt lovak megbetegedésérol.
Felnott éllatokban a R. equi okozta fertdzés elsOsorban immunszuppresszalt egyedekben
jelentkezik, vagy mds szisztémds megbetegedéshez tarsultan fordul el (Freestone és mitsai.,
1987; Hondalus 1997).

Sporadikusan a csikokhoz hasonlé elvéltozdsokat (tiido, vastagbél, és nyirokcsomo-
elvaltozasok) és sebfertozéseket is megfigyeltek felndtt lovakban (Roberts és mitsai., 1980;
Ellenberger és Genetzky, 1986; Zink és mtsai., 1986; Vengust és mtsai., 2002).
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Szérvanyosan meddd kancdk méhébdl €s elvetélt magzatokbdl is ki tudtdk a R. equi-t
tenyészteni (Fitzgerald és Yamini, 1995; Zink és mtsai., 1986).

3.15.3. A sertés R. equi fert6zottsége

A R. equi sertésekben az esetek tilnyomd tobbségében giimdokoérra emlékeztetd
elvéltozasokat képes eldidézni, de sertések makroszkopos elvéltozast nem mutatd all alatti
nyirokcsom@ibdl is kitenyészthetd (Karlson és mtsai., 1940, Jubb és Kennedy, 1970, Katsumi
és mtsai., 1991).

Egyes szerzOk mycobacteriumokkal egyiitt (Cotchin, 1943; Clapp, 1956), masok
onmagukban tudtak e baktériumokat a nyirokcsomékbol izoldlni (Woodroofe, 1950).

Zink és Yager (1987) malacokban kisérletesen 1étrehozott R. equi fertdzés kapcsan
megéllapitottak, hogy malacokban a csikokkal szemben, nem képzddnek makrofdgokban
gazdag talyogok és a kisérletes fert6zést kovetden a malacok lassan meggydgyulnak.

Rao és mtsai. (1982) malacok kozott fellépd heveny R. equi fertdzést észleltek, amely
bagyadtsiagban, étvagytalansagban, lazban, a szdjiiregben képz6do talyogokban, nyalzasban és
hirtelen elhulldsban nyilvanult meg. Egyes éllatok fején és nyaktdjékan odéma alakult ki, a
nyaki és az 4ll alatti nyirokcsomdk giimdékérhoz hasonld elvaltozasokat mutattak. A
nyirokcsomokbol és a szivvérbdl a R. equi baktériumokat izolaltak.

Gotoh és mtsai. (1991) sertések ép tonsilldiibol rovid szénldnci mikolsavakat
tartalmazd, mig tdlyogos nyirokcsomokbdl hosszu szénlancu mikolsavakat tartalmazo R. equi
torzseket izolaltak.

3.15.4. Az ember R. equi fert6zottsége

Az utébbi 10-15 évben a R. equi-nek, mint emberi kérokozénak a szerepe jelentdsen
megnott. Ez 6sszefiiggésben all az immunszuppresszalt, elsésorban a HIV-fert6zott emberek
szdménak a novekedésével. McNeil és Brown (1994) tobb mint 100 AIDS-beteg esetét kozli.
A szerzok ugy latjak, hogy az ember R. equi fert6zése indikatora lehet az AIDS kezdetének a
HIV-pozitiv emberekben. Az elmult években szdmos kézlemény jelent meg az ember AIDS-
hez tarsuld R. equi fert6z€sérdl (Scott és mtsai., 1995; Arlotti és mtsai., 1996.; Donisi és
mtsai., 1996).

Maiés immunszuppressziv hatdsnak kitett, vagy immunszuppressziv terdpidban
részesiild embereket szintén megbetegithet a koérokozd. Ebbe a kategéridba tartoznak a
daganatos betegek, leukemidban, lymphomdban szenvedOk, alkoholistdk, kortikoszteroid
kezelésben részesiiltek, valamint a vese-, sziv- és mdjtranszplantdltak (Prescott, 1991; McNeil
€s Brown, 1994; Segovia és mtsai., 1994; Sabater és mtsai., 1996). Ritkan ép immunrendszerti
emberek is megbetegedhetnek, ezekben az esetekben daltaldban sebzésekhez, sériilésekhez
tarsul a fertozés (Prescott, 1991; Walsh és Cunha, 1994).

A lovak megbetegedéséhez hasonldan az emberek esetén is elsOsorban a tiidogyulladas
és talyogképzddés jellemzi a koérképet, ami ldzzal, kohogéssel és mellkasi fajdalommal jar
(McNeil és Brown, 1994). A kérokozé a vérarammal szérédhat a szervezetben, bacteriaemia
alakulhat ki és mds szervekben is lehetnek elvéltozasok. Az ilyen fertézések altaldban nagyon
sulyosak és haldlos kimenetelieck (Harvey és Sunstrum, 1991). Emberekben az AIDS-hez
tarsuld R. equi fertdzottség haldlozasi ardnya még gyors diagndzis €s megfeleld kezelés esetén
is, elérheti az 55%-ot, de az AIDS alapbetegségtél mentes esetekben is megkdozeliti a 20%-ot
(About és mtsai., 1996; Emmons és mtsai., 1991).

HIV-fertdzottek R. equi okozta tiidégyulladdsa esetén a hemokultira az esetek 78%-
aban pozitiv, de bacteriaemia tiidogyulladas nélkiil is kialakulhat (Kovacs és mtsai., 1997).

A gyogykezelés altaldban antibiotikum-kombindciokkal, hosszu ideig tartd terapia
formdjéaban torténik (Mascellino és mtsai., 1994). A vankomicin, eritromicin, imipenem €s a
rifampicin az ajanlott terdpia a R. equi fertdzésekben (Kovacs és mtsai., 1997).
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Capdevila és mtsai. (1997) szerint a HIV-pozitiv betegek R. equi fert6zéseinek
kezelésére leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok az eritromicin, a rifampicin, a
vankomicin, az imipenem, a ciprofloxacin magédban, vagy kombindciéban egymadssal vagy
mas antibiotikumokkal, mint pl. aminoglikozidokkal vagy tetraciklinnel.

Munoz és mtsai. (1998) az eritromicin és a rifampicin kombindciéjit tartjdk a
legalkalmasabb terdpidnak az emberi megbetegedésekben, de felhivjak a figyelmet arra, hogy
olyan szervatiiltetett betegeknek, akik egyidejiileg ciklosporint is kapnak, nem ajanlott a
rifampicin alkalmazdsa, mert a rifampicin kozvetett uton a ciklosporin metabolizmusat
felgyorsitja €s ez nemkivanatos, fatdlis mellékhatdsokkal jarhat. A szerzok a nem-HIV
fertdzott betegek esetén perorélis ciprofloxacin kezelést javasolnak monoterdpia formdjaban.

Marsh és mtsai. (2000) rifampicint és ciprofloxacint alkalmaztak sikeresen egy
vesetranszplantalt betegen 4 honapig tarté terdpia formdjéban.

3.15.5. R. equi fert6zések mas allatfajokban

A R. equi fertézést mas dallatfajokban (szarvasmarhdban, juhban, kecskében,
szarvasban, bivalyban, macskdban, kutydban) is leirtdk, &ltaldban ezekben a fajokban
nyirokcsomodk eltdlyogosodasdaban és sebfertézésekben nyilvanul meg a koérkép, de ezek
ritkan fordulnak el (Hondalus, 1997).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Baktériumtorzsek

Az 4dltalunk izolélt és 6sszegylijtott valamennyi R. equi torzs Magyarorszag teriiletérol
szarmazott. A csiko-tiidotalyogokbdl, bélfodri- és gatorkozi-nyirokcsomokbdl szarmazd
torzsek egy részét Magyarorszdg kiillonbozd  teriiletein  milkodd  diagnosztikai
laboratériumokba, allategészségiigyi intézetekbe kiildott 1-4 hénapos kort csikéhullakbdl, ill.
azokbdl szdrmazé szervmintdkbol izoldltdk az ott dolgozé kollégak, masik részét pedig
tanszékiinkon magunk izoldltuk. A csikd orrtamponokbdl és végbéltamponokbdl szarmazd
torzsek tobbségét hdrom magyarorszagi ménesben (Hortobdgyon, MezOhegyesen ¢és
Somogysardon) gytijtott tamponmintdkbol, kisebb részét pedig mds hazai dllomanyokban
gyljtott tamponmintdkbdl izoldltuk. A sertésbdl szarmazd torzseket két magyarorszagi
vagohidon (Devecseren €s Miskolcon) gytijtott all alatti nyirokcsomokbdl tenyésztettiik ki. Az
emberbdl szarmazé torzseket az Orszagos Koranyi Tbe és Pulmonolégiai Intézet Altaldnos
Bakteriologiai Osztalyardl, a Johan Béla Orszdgos Epidemioldgiai Kozpont Bakterioldgiai
Osztalyardl és a Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Mikrobioldgiai Intézetébdl kaptuk.
Ezen torzsek a kovetkezd betegekbdl szarmaztak: 21. sz. torzs (transzplantdlt beteg mellkasi
sebe), 22. sz. (transzplantdlt beteg hemokultirdja), 31. sz. (ismeretlen immun-deficiencidval
sziiletett gyerek hemokultirdja), 32. sz. (AIDS-es beteg kopete), 33. sz. (AIDS-es beteg
kopete), 131. sz. (vérsejtes non-Hodgkin lymphomas beteg bronchusmosé folyadéka) 201. sz.
(id6s mezdgazdasdgi munkds labszarfekélye), 245. sz. (vesetranszplantdlt beteg kopete).
Valamennyi beteg €lt, amikor a baktériumizolalast beldliik elvégezték. A talajbdl szdrmazo
torzseket két magyarorszagi ménesben (Hortobagyon, Somogysardon) gytijtott talajmintakbdl
tenyésztettiik ki.

A koértani mintdkbdl az izoldlashoz kozonséges agartdptalajt /(5 g pepton (Oxoid), 3 g
hiskivonat (Reanal, Magyarorszdg), 2 g élesztOkivonat (Reanal, Magyarorszdg), 2 g agar
(Oxo0id), 1 g gliikéz (Reanal, Magyarorszag), ad 1000 ml viz)/ vagy 10% defibrinélt
szarvasmarhavért tartalmazé agartdptalajt hasznaltunk. A beoltott tadptalajokat 37°C-on 48-72
oran 4at, aerob koriilmények kozott tenyésztettiik. A tamponmintdkbdl, a sertés
nyirokcsomokbdl, és a talajmintakbol torténd szelektiv izoldldshoz CAZ-NB (Graevenitz €s
Piinter-Streit, 1995) és/vagy az altalunk kidolgozott TCP téptalajt (Osszetételét lasd a 4.2
fejezetben) hasznéltuk. A tenyésztést 37°C-on 48-72 6ran at aerob viszonyok kozott végeztiik.

A kitenyésztett, morfolégiai és tenyésztési tulajdonsdgaiban R. equi-re emlékeztetd
izolatumokat primer és szekunder biokémiai vizsgdlatoknak vettettiik ald, és a R. equi-nek
bizonyult torzseket a tovabbi vizsgdlatok elvégzéséig —80°C-on, 25% steril glicerint
tartalmazé kozonséges levesben lefagyasztva taroltuk.

A szeroldgiai és az Osszehasonlitdé vizsgédlatokhoz haszndlt tipustorzseket (ATCC
33701-33707) a Guelphi Egyetem (University of Guelph, Guelph, Canada), a Justus Liebig
Egyetem (Justus-Liebig-Universitit, Gieen, Germany) és a Kitasato Egyetem (Kitasato
University, Towada, Aomori, Japan) bocsatotta rendelkezésiinkre.

4.2. Szelektiv taptalajok osszehasonlit6 vizsgalata
Szelektiv taptalajok

Négy kiilonb6zo, kordbban az irodalomban leirt szelektiv taptalajt TINSDALE
(Tinsdale, 1947), M3T (Rowbotham és Cross, 1977), NANAT (Woolcock és mtsai., 1979) és
a CAZ-NB (Graevenitz €s Piinter-Streit, 1995), és négy, altalunk az el6zetes kisérletek
alapjan 0Osszedllitott (PNP, NC, TVP és TCP) téaptalajt hasonlitottunk 6ssze. Az altalunk
Ujonnan Osszedllitott tdptalajok peptont (Oxoid) (10 g/1), NaCl-ot (Reanal, Magyarorszag) (5
g/l), piroszo6lésavat (Reanal, Magyarorszag) (1 g/l), élesztokivonatot (Reanal, Magyarorszag)
(5 g/l), agart (Oxoid) (20 g/l) és a szelektiv adalékokat tartalmaztik. A szelektiv adalékok
Osszetételét az 3. tablazat mutatja.
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3. tablazat: Az alkalmazott szelektiv adalékanyagok Osszetétele.

A szelektiv

taptalaj NC PNP TCP TVP
neve

Osszetétel |norfloxacin (0,78 mg/l), |penicillin (0,78 mg/1), trimetoprim (6,25 mg/l), |trimetoprim (3,125 mg/l),
cefoperazon (3,125 mg/l), | nitrofurantoin (6,25 mg/1), | cefoperazon (6,25 mg/l), |vankomicin (0,098 mg/l),

nisztatin (25 mg/1), polimixin E (12,5 mg/l), |polimixin B (6,25 mg/l), |polimixin B (6,25 mg/l),
K-tellurit (50 mg/l) nisztatin (25 mg/l), cikloheximid (100 mg/1), |nisztatin (25 mg/l),
K-tellurit (50 mg/l) K-tellurit (50 mg/l) K-tellurit (50 mg/l)
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Baktériumtorzsek

Tizenkét, kiilonboz6 forrasbol Magyarorszdgon izolalt R. equi torzset (4. tablazat), egy
tipustorzset (ATCC 33701) és tiz més fajhoz tartoz6 baktériumtorzset (1asd. lejjebb) hasznaltunk a
kordbban ismert €s az altalunk Osszedllitott szelektiv tdptalajok hatékonysidgdnak a vizsgdlatara. A
torzseket hasznélatukig —80°C-on taroltuk.

4. tablazat: A szelektiv taptalajok vizsgdlatara hasznalt R. equi torzsek eredete és sorszama.

Eredet | A torzsek sorszama
Lo 24,27, 37, 85, 127, 128,
Ember |21, 33,

Sertés |129,

Talaj |69, 80, 96,

Talaj- és bélsdrmintdk

A talaj- és a bélsdarmintakat magyarorszdgi ménesek teriiletén a talaj feliiletérdl gytjtottiik és
muianyagdobozokban szdllitottuk a laboratériumba. A mintdkat felhaszndldsukig +4°C-on
hiitészekrényben taroltuk.

A vizsgélat menete

A szelektiv taptalajok Osszehasonlitdsdnak elsd 1épésében az irodalomban leirt 4, és az
altalunk osszedllitott 4 t4ptalaj szelektiv kapacitdsat (telepmorfoldgia, visszaizoldlhatésag, gatld
hatas) vizsgaltuk.

1./ A szelektiv taptalajok hatdsa a R. equi torzsek telepmorfolégidjara

Tizenkét, kiillonbozo eredetli R. equi torzset oltottunk a szelektiv tiptalajok feliiletére és 72
oraig tartd, 37°C-on tOrténd tenyésztést kovetden a baktériumtorzsek novekedését €s a
telepmorfoldgiat vizsgéltuk.

2./ A R. equi torzsek visszaizoldlhatésagénak vizsgélata

A visszaizoldlasi ardny meghatdrozasa céljabol higitdsi sort (10'-10) készitettiink négy R.
equi torzs (33, 96, 127, 128) 48 o6rds leves-tenyészetébol, és ezen levestenyészetek 107-szeres
higitasaibél 3x50 pl-t szélesztettiink ki 3-3 tédptalaj feliiletére. Szelektiv adalékanyagokat nem
tartalmazé kozonséges agart haszndltunk kontrollként. Harom napig tartd, 37°C-on torténd
tenyésztés utdn meghataroztuk a taptalajok feliiletén nott telepek szamat.

3./ A kiilonboz6 baktériumfajok novekedésének gétlasa

A taptalaj gatld hatdsdnak vizsgalata céljabol 6t Gram-negativ (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pasteurella multocida, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa) és 6t Gram-
pozitiv  (Arcanobacterium pyogenes, Bacillus cereus, Enterococcus faecium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus) baktériumtorzset oltottunk a kiillonb6z0 szelektiv
taptalajokra. Ezek novekedését 72 6ran at 37°C-on tortént tenyésztés utan vizsgaltuk. Kontroll
taptalajként 10% defibrindlt szarvasmarhavért tartalmazé agart hasznaltunk.

Misodik 1€pésben az irodalomban leirt taptalajok koziil és az altalunk Osszedllitott taptalajok
koziil a legjobb szelektiv kapacitdstinak taladlt egy-egy taptalajt hasonlitottunk Ossze bélsar- és
talajmintdk alkalmazasaval:

4./ A szakirodalomban leirt é€s az altalunk 6sszedllitott taptalajok koziil legjobbnak talélt
szelektiv taptalajok Osszehasonlitasa
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A korabbi vizsgédlatok sordn legjobbnak bizonyult két szelektiv tdptalaj hatékonysigat
16bélsar- és talajmintdkba belekevert, ismert mennyiségli R. equi visszaizoldlhatésdgaval
jellemeztiik. Hirom kiilonboz0 talaj- és bélsarmintat gyiijtottiink, majd fiziolégids konyhaséoldattal
ezekbdl szuszpenzidt készitettiink (10 g minta + 30 ml steril fiziol6gids konyhaséoldat), és ezen
szuszpenzié 5 ml-éhez adtunk 9,6x10° TFE (telepformdl6 egység) R. equi-t. Ebbdl a baktériummal
kiegészitett szuszpenziobol szélesztettiink 50 pl-t a CAZ-NB és a TCP talaj feliiletére, amelyeket
ezt kovetéen 37°C-on 72 6rén at tenyésztettiik, majd a nétt R. equi telepek szamdt és a hattér
baktérium- és gombaflora novekedésének mértékét vizsgaltuk.

Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzéshez a téptalajon nétt telepek szdma alapjan kiszamitott telepforméld
egység kettes alapu logaritmusat (logy) haszndltuk. Mivel a baktériumok a kettd hatvdnyai szerint
szaporodnak, a kettes alapu logaritmus értékek a baktériumsejtek osztédasdnak szdmaval ardnyosak.
Ezek az értékek jobban jellemzik a szelektiv tdptalajok kozotti kiillonbséget, mint a csiraszdm.
Mivel a nulla logaritmusa nem definidlhatd, abban az esetben, amikor nem nétt egyetlen telep sem
az agaron, akkor a nulla telepszamot 0,5-tel helyettesitettik a logaritmusos transzformdaciot
megelozden. A statisztikai elemzés sordn az SPSS 7.5 szoftver (SPSS 7.5, 1996., SPSS Inc.,
Chicago, Illionis, Amerikai Egyesiilt Allamok) GLM (General Linear Model) eljardsat, kétutas
variancia analizist és Dunett-tesztet alkalmaztunk.

4.3. Morfolégiai, tenyésztési és biokémiai vizsgalatok, a torzsek DNS-alapu azonositasa

Primer tesztek

A baktérium-izolatumok tenyésztési, morfolégiai és biokémiai tulajdonsdgait a standard
modszereknek (Barrow és Feltham, 1993; Czirdk, 1999) megfeleléen, az aldbbiak szerint
vizsgaltuk.

A baktériumok alakjat és fest0dését 48 oras tenyészetbdl készitett, Gram szerint megfestett
kenetekben fénymikroszkopos vizsgélat sordn biréltuk el.

A mozgds vizsgélatdhoz 10 pl fiziol6gids konyhaséoldatba 48 6rds baktériumtenyészetbol
vett mdkszemnyi baktérium-mennyiséget szuszpendaltunk, és ezt fedOlemezzel lefedve
faziskontraszt mikroszkopban vizsgéltuk.

Az aerob koriilmények kozott valé novekedést 37°C-os termosztitban 48 Ordig tartd
tenyésztést kovetden, az anaerob tenyésztést pedig anaerob edényekben, anaerob indikator (Oxoid)
jelenlétében vizsgéltuk.

A kataldz-prébat 3%-os H,O;-oldattal, a citokrom-oxiddz jelenlétét tetrametil-para-fenilén-
diamin-oldattal hajtottuk végre. A gliik6z bontdsét fenolvoros levesben (Difco), az OF-probat pedig
Hugh-Leifson tiptalajban végeztiik.

A vizsgdlatba bevont valamennyi R. equi torzs (8. tablazat, 57. oldal) primer biokémiai
tulajdonsagait megvizsgaltuk.

Szekunder tesztek

A pigmenttermelést kozonséges agaron 1 héten at szobahdn valé tenyésztést kovetden
birdltuk el. A CAMP-probét S. aureus-szal 10% szarvasmarhavért tartalmazé agaron végeztilk. A
vizsgalathoz sziikséges baktériumtorzset tanszékiink torzsgyiijteményébdl valasztottuk ki. A
sotlirést 7% NaCl-ot tartalmazé kozonséges agaron 3 napig ill. 5 napig tartdé 37°C-on torténd
tenyésztést kovetden birdltuk el. Az indoltermelést triptofan tartalmu levestenyészetben, a H,S-
termelést 3 ml cisztein tartalmu levesben, 6lomacetattal impregnalt megnedvesitett szlirdpapircsik
segitségével vizsgéltuk. A zselatinhidrolizist a baktérium kozonséges levestenyészetébe tett aktiv
szén tartalmi zselatinkorong felhasznédldsaval végeztik. Az uredztermelését karbamidot és
fenolvords indikéatort tartalmazd levestenyészetben, a nitratredukciét pedig 0,1% KNOs-ot
tartalmaz6 levestdptalajban vizsgéltuk. A kiillonbozd szénhidriatokbdl (laktéz, maltéz, mannit,
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szachardz, xildz, trehaléz, szalicin) torténd savtermelést, a szénhidratot és fenolvords indikatort
tartalmazo levesben vizsgaltuk. A szekunder biokémiai prébakat 145 torzs esetén végeztiik el.

A hemolizis vizsgélata nydlvért tartalmazé agaron

A nyulvért tartalmazé agar készitéséhez vagéhidon gytijtétt, defibrindlt nyulvérbdl PBS-ben
mosott vorosvérsejt-szuszpenziot allitottunk eld €s ebbdl 5%-ot hasznaltuk a nyul vorosvérsejteket
tartalmaz6 agar készitéséhez. A tenyészeteket 30°C-on 96 6ran it tenyésztettiik és 24, 48, 72 és 96
ora elteltével birdltuk el. A nydlvér-hemolizis vizsgalatat 133 torzs esetén végeztiik el.

A torzsek DNS alapu azonositdsa

Az azonositds a bakteridlis 16S rRNS gén R. equi specifikus konzervativ szekvencidira
alapozott PCR vizsgélattal tortént (Soedarmanto és mtsai., 1998).

Valamennyi vizsgdlatba bevont torzsb6l DNS-t vontunk ki a kovetkez6 modon: Eppendorf
csébe 200 wl steril bidesztillalt vizet mértiink, majd az adott baktériumtorzs szintenyészetébol
kacsnyi mennyiséget szuszpendaltunk benne. Ezt kovetden 100°C-os vizfiirddben a baktérium-
szuszpenziot 10 percig hokezeltiik, majd centrifugdltuk (10 000 g, 2 perc) és a feliiliszobol 100 pul-t
atvittink egy masik Eppendorf csObe. A feliiliszoban 1évé DNS-t hasznaltuk a polimeriz
lancreakcid sordn templatként. A mintdkat felhasznaldsukig —80°C-on taroltuk.

A polimeraz ldncreakcidt Soedarmanto €s mtsai. (1998) altal leirt primerek felhasznaldsdval
hajtottuk végre:

Rql (5’-) GGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTC (-3%);
Rq2 (5°-) CGCAAGCTTGGGGTTGAGCCCCAA (-3°)

A polimerdz lancreakcidhoz felhaszndlt dANTP-t, a Taqg-polimerazt és a puffert az MBI
Fermentas (Litvania) cégtdl vasaroltuk. A reakciét 50 pul reakcidegységben hajtottuk végre. A
dNTP-t 0,2 mM-os a primereket pedig 1 uM-os végkoncentracidban alkalmaztuk. A reakci6hoz
10 pl DNS-templdtot hasznaltunk. A polimerdzt az elsdé ciklus sordn 93°C-on adtuk a
reakcidelegyhez. A DNS kezdeti denaturdlasat 98°C-on 3 percig végeztik. A 35 ciklus sordn a
denaturicié 93°C-on, 30 mp-ig, a primerek kotddése 52°C-on 30 mp-ig, a ldnchosszabbodas pedig
72°C-on 1 percig tortént. Molekulatomeg-markerként GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus markert
hasznaltunk (MBI Fermentas, Litvadnia). A termék 15 pl-ét 2%-os agaréz gélben 100 V-on 20
percig futtattuk. A pozitiv reakciot 450 bp méretii termék megjelenése jelezte.

4.4. Enzimaktivitas vizsgalata

Az enzimaktivitdsi vizsgalatok soran API ZYM (bioMérieux, Franciaorszag) tesztcsikokat
hasznaltuk. A vizsgdlat végrehajtdsa és az eredmények értékelése a gyartd utmutatdsainak
megfeleléen tortént. A vizsgédlatokhoz a baktériumtorzsek kozonséges agaron nodtt 48 Ords
tenyészetébdl készitett McFarland 5-0s slirliségli szuszpenzidjat hasznaltuk.

Az enzimaktivitast 19 enzimre vonatkoztatva 31 torzzsel vizsgdltuk meg (5. tablazat).

5. tablazat: Az enzimaktivitas, szénforras-hasznositds és a 16S rRNS gén vizsgélatara hasznalt R.
equi torzsek eredete és szdma.

A torzsek eredete | A torzsek sorszama
Tipustorzsek 1-7 (ATCC 33701-33707)
Lo 23,26, 27, 34, 64, 122, 128,
Ember 21, 22,31, 32, 33, 131, 201,
Sertés 123, 129, 130,

Talaj 66, 72, 80, 88, 97, 106, 108,
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4.5. Szénforras-hasznositas vizsgalata

A szénforras-hasznositasi vizsgalatokat BIOLOG rendszer (Biolog, Inc., Hayward, Kanada)
GP2 lemezeiben (GP MicroPlate™) végeztiik el, amelyek a 95 szubsztritot a polisztirol lemez
valyulataiba beszdritott formédban tartalmaztak.

A vizsgdlatba vont 31 torzset (5. tablazat) leoltottuk 1-1 kozonséges agarra. Ezen a
taptalajon a torzseket 72 o6rdig, 30°C-on tenyésztettiik, majd mindegyik torzset rdoltottuk 10%
defibrinalt szarvasmarhavért tartalmazé BUG (Biolog Universal Growth) agarra, amelyen 30°C-on
24 o6ran at tenyésztettiikk. Ezt kdvetOen steril vattatamponnal az agar feliiletérdl a baktériumokat
taptalajpa (4 g NaCl, 0,57 g Na-tioglikolat, 1000 ml vizben) szuszpendéltuk. A szuszpenzid
stiriségét Biolog denzitométerrel a standardnak megfelelden éllitottuk be. A szuszpenziébol a 96
lyuki lemez minden vélyulatdba 150 pl-t oltottunk €s a lemezeket 30°C-on 48 6ran 4t inkubdéltuk. A
baktérium novekedését 4, 24, 48 ordig tartd tenyésztést kovetden szamitogéphez csatlakoztatott
ELISA-leolvaséval (Multiscan Plus, Labsystems Oy, Finnorszdg) detektaltuk 590 nm-es sziirét
hasznalva.

A mérési eredmények kiértékelésére, é€s a dendrogram elkészitésére a BIOLOG rendszer
sajat szoftverét (MicroLog 4.01) hasznaltuk.

4.6. Antibiotikum-érzékenység vizsgalata

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgdlatokat leveshigitisos moddszerrel, Mueller-Hinton
levesben a standardnak tekintett modszertani eldirds szerint (Czirok, 1999) végeztiik.

Husz reprezentativ R. equi torzsnél (6. tablazat) hatdroztuk meg a minimadlis gatld
koncentraciot (MIC), tiz antibiotikumra vonatkozéan. Valamennyi antibiotikumot a Sigma-Aldrich
Co.-t6l (Amerikai Egyesiilt Allamok) szereztiik be.

A felhasznalt antibiotikumok:
aminoglikozidok: amikacin-szulfat

gentamicin-szulfat
neomicin-szulfat

antituberculotikumok: rifampicin
glikopeptidek: vankomicin-hidroklorid
makrolidok: eritromicin
penicillinek: amoxicillin

penicillin G
tetraciklinek: minociklin-hidroklorid

oxitetraciklin-hidroklorid

6. tablazat: Az antibiotikum-érzékenység vizsgélatdra haszndlt R. equi torzsek eredete és szama.

A torzsek eredete A torzsek sorszama
Lo 23,26, 27, 34, 64, 65, 125, 128
Ember 21, 22,31, 32, 33, 131

Sertés 123, 129, 130,

Talaj 66, 72,97

4.7. Szerologiai vizsgalatok
A R. equi torzsek szerotipizdldsat a Prescott-féle szerotipizaldsi rendszer (Prescott, 1981)
szerint, agargél-precipitacids (AGP) prébaval végeztiik.

Hiperimmun vérsavok termelése nyulakban R. equi-vel szemben
A 7 tipustorzset (ATCC 33701-33707) 3-3 kozonséges agaron elszaporitottuk (30°C, 48
ora), majd a tenyészeteket 0,5% formalint tartalmazé fiziol6gids konyhasé-oldatban ugy
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szuszpenddltuk, hogy McFarland 3-as slirliségli szuszpenzidt nyerjiink. Az igy elkészitett oltbanyag
segitségével minden szerotipussal 6 egymast kovetd alkalommal, 3-4 naponként, novekvé ddzissal
(0,5 ml; 1 ml; 2 ml; 3 ml; 3 ml; 3 ml) 2-2 nyulat fiilvénaba oltottunk. Az utolsé oltast kdvetden 1
héttel a nyulakat ketamin - xilazin narkézisban elvéreztettiik, majd a vérsavot felhasznalasig —20°C-
on taroltuk.

Az agargél-precipiticids probdhoz sziikséges antigén eldallitdsa

A R. equi torzseket kozonséges agaron 30°C-on 48 oOrdig tenyésztettiik, majd az agar
feliiletérol eltavolitott 0,5 g (nedves tomeg) baktériumot torzsenként 5 ml fiziol6gids konyhasé-
oldatban szuszpendéltuk. Egy éjszakan 4t tartd, 30°C-on torténd inkubdlast kovetden a baktérium-
szuszpenziét 3000 g-vel 4°C-on 15 percig centrifugdltuk. Antigénként a feliilisz6t haszndltuk, amit
felhasznaldsig —20°C-on taroltunk.

Szerotipizalds

A torzsek szerotipusidt agargél-precipiticids probdval, Petri-csészébe ontott 0,8% agardzt
(Noble agar) tartalmazé gélben vizsgaltuk.

A vizsgdlat sordn torzsenként 2 rozettit haszndltunk, a rozetta kozépsdé mélyedésébe az
antigén-szuszpenziot, a koriilotte 1évokbe pedig az egyes tipustorzsekkel szemben termelt higitatlan
hiperimmun savok 20 pl-ét mértiikk. A reakciot nedves-kamraban valé 24 oraig tartd inkubalast
(20°C) kovetden biréltuk el.

A Prescott-féle szerotipizadlasi rendszerbe be nem sorolhaté torzsek koziil 30 torzzsel (11,
12, 15, 18, 70, 76, 84, 96, 110, 121, 125, 139, 190, 201, 208, 244, 245, 251, 260, 272, 281, 294,
300, 305, 311, 341, 348, 355, 370, 405) szemben az el6zdekben leirt médon nyulakban hiperimmun
savot termeltiink. Valamennyi savot megvizsgéltuk agargél-precipitidciés probdban mind a 30
torzsbol készitett antigénnel.

A vizsgalat alapjan azonos csoportba tartoz6 torzsekkel szemben termelt hiperimmun savok
koziil egyet-egyet kivalasztva agargél-precipitaciés probdban megvizsgaltuk a kordbban a Prescott-
féle szerotipizalasi rendszerbe be nem sorolhaté valamennyi torzset.
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4.8. A 16S riboszomalis RNS gén vizsgalata
A vizsgélatba bevont baktériumtorzseket az 5. tablazat (44. oldal) tartalmazza.

DNS-kivonds és -tisztitds R. equi szintenyészetbdl

- 400 pl lizispuffert (0,15 M NaCl, 0,01 M EDTA di-Na s6, pH: 8,0) tartalmaz6 Eppendorf-csébe
kacsnyi mennyiségii baktériumot szuszpendaltunk,

- keverés utan 10 pl lizozimet (10 mg/ml) adtunk az Eppendorf-cs6hoz, Gjra kevertiik é€s 37°C-os
vizfiirdoben 30 percig inkubaltuk,

- 5 ul proteindz-K-t (15 mg/ml) és 10 ul SDS-t (25%-os, felhasznaléds eldtt 60°C-os vizfiirdében
tartottuk) adtunk a mintdhoz, dsszekevertiik és 60 °C-os vizfiirdoben 30 percig inkubaltuk,

- a mintdt extrahdltuk 400 pl Tris/EDTA-val telitett fenol hozzdadasaval, osszekevertiik, majd
centrifugaltuk (4°C, 10000 g, 10 perc),

- 2400 pl feliiliszot 4j Eppendorf-csébe mértiik, majd extrahéltuk 400 pl kloroform hozzaadasaval,
- keverés utan centrifugaltuk (4°C, 10 000 g, 10 perc),

- a 300 pl feliildszot uj Eppendorf csébe mértiik.

A tovabbi DNS-tisztitds

A tovabbi DNS-tisztitast Prep-A-Gene DNS-tisztité készlettel (BioRad) végeztiik.

- a mintdhoz 600 ul Prep-A-Gene Binding Puffert adtunk, majd forgatdssal 6sszekevertiik,

- a mintdhoz 10 ul Prep-A-Gene Matrixot adtunk, forgatdssal Osszekevertilk, majd
szobahOmérsékleten 15 percig inkubdltuk,

- 2 percig centrifugéltuk (10 000 g), majd leontéttiik a feliiliszot,

- a mintdhoz 500 ul Prep-A-Gene Binding Puffert adtunk, keverés utdn centrifugaltuk (1,5 perc,
10 000 g), majd a feliiliszot leontottiik,

- a mintdhoz 750 pl Prep-A-Gene mosopuffert adtunk, keverés utan centrifugaltuk a mintat (1,5
perc, 10 000 g), majd leontottiik a feliiliszot,

- a mintdhoz 750 ul Prep-A-Gene mosépuffert adtunk, a mintdt centrifugaltuk (2 perc,
10 000 g), majd a feliiliszot pipettaval leszivtuk,

- a mintdhoz 50 pl steril vizet adtunk (ezzel kioldottuk a DNS-t a méatrixbdl), keverés utan 15 percig
37°C-on inkubdltuk a mintékat,

- centrifugalas (2,5 perc, 10 000 g) utan, 40 pl feliildszét mértiink at egy dj Eppendort csébe, és a
DNS-t 4°C-on taroltuk.

A 16S rDNS amplifikéldsa polimerdz ldncreakcié haszndlatdval
A polimeraz ldncreakciot Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 késziilékkel végeztiik,
amely sordn a kovetkez6 primereket hasznaltuk:
63f:  (5’-) CAGGCCTAACACATGCAAGTC (-3”)
1387r: (5°-) GGGCGGTGTGTACAAGGC (-3°)

A polimerdz lidncreakciohoz felhasznélt anyagokat az MBI Fermentas (Litvdnia) cégtdl
szereztiik be. A reakciét 50 ul reakcidegységben hajtottuk végre. A dNTP-t 0,2 mM-os, a
primereket pedig 0,5 uM-os végkoncentracidban alkalmaztuk. A reakcidhoz 2 pl DNS-templétot és
2,5 U polimerazt hasznaltunk. A polimerazt az elsd ciklus sordn 93°C-on adtuk a reakcidelegyhez.
A DNS kezdeti denaturdldsit 98°C-on 3 percig végeztiik. A 28 ciklus sordn a denaturacié 93°C-on,
30 mp-ig, a primerek kotddése 52°C-on 30 mp-ig, a lanchosszabbodds pedig 72°C-on 1 percig
tortént. A PCR-termék kimutatasit 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazé 1%-os agaréz gélben
elektroforézis segitségével végeztiik el. A PCR-terméket TBE-pufferben 100 V-on 15 percig
futtattuk. A DNS jelenlétét UV-fényben vizsgéltuk. A 16S riboszémélis RNS gén amplifikdcidjat
1338 bp méretli termék megjelenése jelezte. A PCR termék tisztitasat Prep-A-Gene DNS-tisztitd
készlettel (BioRad) végeztiik (lasd. feljebb). A 8 ul PCR-termék restrikciés endonukledzokkal
(Tru9l, Hin6l) valé emésztését R-puffer ill. Y-puffer alkalmazdsdval 3 Oran 4t végeztiik. Az
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emésztett terméket 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazé 1,5%-os agaréz gélben, 80 V-on, 70
percig futtattuk.

A kivélasztott 11 torzsbdl (5, 6, 26, 27, 31, 64, 66, 97, 106, 123, 131) szarmaz6 16S rRNS
gén elsé 440 bp-ra kiterjedd szekvenaldsat ABI 310 Genetic Analyser késziilékkel végeztiik. Az
altalunk a 16S rRNS génen végzett vizsgdlatokat szekvencia szinten az 1. abra szemlélteti.

1. dbra: A R. equi torzsek 16S rRNS génjén végzett vizsgalatok szekvencia szintli bemutatasa.
(A teljes 16S rRNS génen (1478 bp) az altalunk hasznélt primerek tapaddsi helyét narancssargaval,
az amplifikalt régiot félkovér nyomtatott nagybetiikkel, a 11 torzs esetén megszekvenalt régiot kék
szinnel, a Tru9l restrikciés endonukledz vagédsi helyeit piros szinnel, a Hin6l restrikcids
endonukledz vagasi helyeit pedig zold szinnel jeloltiik.)

tcctggectcaggacgaacgctggcggCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTTCG
GGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCC
TGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTG
GTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGG
TAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACC
GGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCG
TAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCGTCCGTGAAAACTTGGGGCTCAACCCCAAGCTTGCGG
GCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT A
GATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGG TAGGTGTG
GGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAA CCCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGA
TGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAAGCCGTAGAGATACGGCCCCCCTT
GTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGA AACCCTTGTCCTGTGTTGCCA GTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCG
GGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACA
CATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGT
CTCAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGACCCCGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG
CAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCgtcacgtcatgaaagtecggtaa
cacccgaagccggtggcectaacccttgtggagggagecgtcgaaggtgggatcggcecgattgggacyg
aagtcgtaacaaggtagccgtaccgg
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4.9. Plazmidprofil-vizsgalatok
A vizsgalatba bevont torzsek

Munkénk sordn az Osszesen 204, zomében lovakbol, és lovak kornyezetébdl szdrmazd
talajbdl izolélt, valamint 167, sertések all alatti nyirokcsoméibdl és 8, emberekbdl szarmazd R. equi
torzs plazmidprofiljat vizsgaltuk meg.

Referenciatorzsekként az ATCC 33701 (csikébdl izoldlt virulens torzs, 85 kbp-os I tipusd
virulenciaplazmiddal rendelkezik), a 222-es torzset (csikobdl izolalt, virulens torzs, 87 kbp-os I
tipusu virulenciaplazmiddal rendelkezik) és az S5-0s torzset haszndltuk (sertésbdl izolalt,
mérsékelten virulens torzs, 95 kbp-os virulenciaplazmiddal rendelkezik), mivel ezen torzsek
plazmidprofilja, és virulencidja is ismert volt (Takai és mtsai., 1996b; 2001a; 2001b).

A plazmid DNS izolalésa és vizsgdlata

A plazmid DNSt-t alkalikus lizis mddszerrel (Birnboim és Doly, 1979) izolaltuk, a Takai és
mtsai. (1991a) altal leirt médositasokkal (1. melléklet, 131. oldal). A plazmid DNS-t restrikcids
endonukledzokkal (EcoRI és EcoT22l) emésztettiik, a DNS-fragmenseket pedig 0,7%-os agardz
gélben valasztottuk szét (5 V/cm, 2 6ra), a DNS-t etidium-bromid jelenlétében UV-fényben tettiik
lathatova.

A virulenciafehérjét kédol6 gének kimutatasa

A torzsekbdl kivont plazmid DNS-mintdkban polimerdz lancreakcié segitségével mutattuk
ki a vapA- ill. a vapB-géneket. A polimeraz lancreakciohoz a kovetkezd primereket hasznéltuk
(Takai és mtsai., 1995a):
A 15-17 kDa antigén (vapA) génjének kimutatdsdhoz:

primer 1 (5’-)GACTCTTCACAAGACGGT(-3")

primer 2 (5’-)TAGGCGTTGTGCCAGCTAC(-3’).
A 20-kDa antigén (vapB) génjének kimutatdsahoz:

primer 3 (5’-) AACGTAGTCGCGGTGAGAA(-3’)

primer 4 (5’-) ACCGAGACTTGAGCGACTA(-3").

A polimerdz lancreakciét 50 pl-es reakcidelegyben Takai és mtsai. (1995a) leirdsdnak
megfelelden végeztiik. Az amplifikdcibhoz GeneAmp PCR system 2400 (Perkin-Elmer, Norwalk,
CT) késziiléket haszndltunk. Az amplifikaciot kovetden a reakcidelegy 10 pl-ét 0,7%-os agardz
gélben elektroforetizaltuk (50 V, 2 6ra), a DNS-t etidium-bromid jelenlétében UV-fényben tettiik
lathatova. A pozitiv reakciét 564 bp (vapA-gén) ill. 827 bp (vapB-gén) méretli reakcidtermék
megjelenése jelezte.
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4.10. Immun-hisztokémiai vizsgaltok

Az immun-hisztokémiai vizsgalatokhoz egy 6 hénapos korban elhullott csiké (,A”) és egy
masik allomanybdl szdrmazé két négyhénapos csiké (,,B” és ,,C”) mellkasi szervei alltak
rendelkezésiinkre. Valamennyi éllat 1dzas éallapottal jard 1€gzdszervi tiinetek kozott hullott el. Az
,»A” csiko az elhullds elotti napon parenteralisan gentamicin €s cekvinom-szulfit (Cobactan 2,5%
inj., Hoechst, Németorszag) kezelést kapott. A ,,B” és ,,C” allat gydgykezelésben nem részesiilt.

Makroszképos vizsgdlat

A makroszképos vizsgélat sordn az ,,A” dllatndl gennyes orrviladékot és altaldnos, enyhe
foku sargasagot lattunk. Valamennyi allatban (,,A”, ,,B”, ,,C”) a gitorkozi nyirokcsomok jelentdsen
megnagyobbodtak. A tiid0 megnagyobbodott, tomott tapintatd, szabdlytalan teriileteken s6tétvords
szinll volt. Benne a ,,B” és a ,,C” dllatban elszértan 1-4 cm atmérdji, tokkal nem hatérolt talyogok
voltak. Az ,,A” éllatban a jobb csucslebenyben 5 cm atmérdjii, kotdszovettel erdsen dtszott, idiilt
talyog volt lathat6. Valamennyi allatban (,,A”, ,,B”, ,,C”) a 1égcsé nydlkahartydjat habos, sargas,
nyulés valadék fedte. Az ,,A” éllatndl normdlis béltartalom mellett a vékony- és vastagbelek
csoportos nyiroktiiszéi duzzadtak, kipirultak voltak. Ezekbdl kiindulva a vastagbél teljes hosszdban
szamos, mélyre terjed0 fekély volt lathat6. A bélfodri nyirokcsomok tetemesen
megnagyobbodottak, részben eltdlyogosodtak. Az ,A” dllatban a 1ép és a mdj kissé
megnagyobbodott volt.

A tiidobol és a géatorkdzi nyirokcsomobdl az ,,A” csiké esetében pedig a vastagbélfodri
nyirokcsomébol is bakterioldgiai vizsgélatot végeztiink. A kdzonséges- €s véresagar tiptalajokat
aerob, anaerob és 10% CO;-ot is tartalmazé 1égtérben 37°C-on tenyésztettiik és 24, 48 6ra, valamint
72 6ra utdn birdltuk el. A baktériumok morfoldgiai vizsgdlatat, tovdbbd a primer probakat
standardban leirtak szerint (Barrow és Feltham, 1993) végeztiik, a szekunder teszteket pedig az API
Coryne lemez (bioMérieux, Franciaorszdg) felhasznédldsaval hajtottuk végre.

A ,,B” és ,,C” dllat tiidejébdl €s gatorkozi nyirokcsoméjabdl, mig az ,,A” dllat esetében csak
az eltdlyogosodott vastagbélfodri nyirokcsomo6bdl aerob viszonyok kozott nagy szdmban,
szintenyészetben 48 6rdra 2-3 mm atmérdjl, vizcseppszerl,, nyalkas telepek nottek. Az anaerob
tenyésztés sordn baktériumnovekedést nem tapasztaltunk. A kitenyésztett baktériumtorzsek a primer
és szekunder biokémiai tesztek alapjan R. equi-nek bizonyultak.

Szovettani vizsgalat

Valamennyi 4allat esetében (,A”, ,B”, ,C’) a tiidoétdlyogokbdl és a gitorkozi
nyirokcsomébdl valamint az ,,A” dllat eltdlyogosodott vastagbélfodri nyirokcsoméjabdl 5 pum
vastag fagyasztott metszeteket készitettiink (Cryotome, Shandon Co.). Ugyanezen szervekbdl
szOovetmintdt is vettiink és azokat 10%-os formalinoldatban 1-5 napig fixaltuk, paraffinba agyaztuk,
majd ezekbdl 5 um vastag metszeteket készitettiink, amelyeket hematoxilin-eozinnal, valamint
Ziehl-Neelsen szerint festettiink meg. Valamennyi dllatb6l lenyomati készitményt is vettiink a
bifurkaci6 eldtt a 1égcsdé nyadlkahartydjat fedd véaladékbol, a megnagyobbodott gatorkozi
nyirokcsomé és az eltdlyogosodott tiidOteriiletek metszéslapjardl. Az ,,A” dallat esetében az
orrjaratbdl és az eltdlyogosodott vastagbélfodri nyirokcsoméboél szintén lenyomatokat készitettiink.
A fagyasztott metszeteket és a lenyomati készitményeket 10 percig szobahdmérsékleten tomény
acetonban fixaltuk, majd —20°C-on téroltuk.

Valamennyi allatban (,,A”, ,,B”, ,,C”) a gdtork6zi nyirokcsomoéban €s a tiiddben gennyes
granuldma-képzddéssel jaré gyulladast, a tiidoben ezen kiviil elhaldst és talyogképzddést, az ,,A”
allatban pedig kifejezett kotOszovet-szaporodast is megfigyeltiink. Az ,,A” dllatban a vastagbélfodri
nyirokcsomdban gennyes, gramuléma és talyogképzddéssel jard gyulladést taldltunk. Ziehl-Neelsen
festéssel kérokozot nem tudtunk kimutatni.

R. equi specifikus hiperimmun savd elédllitdsa
Az immun-hisztokémiai vizsgalatokhoz hasznalt hiperimmun savét 1-es szerotipusu R. equi
(ATCC 33701) torzzsel szemben nyulakban adllitottuk eld a szerotipizdldshoz hasznélt
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immunsavokkal azonos modon.

R. equi specifikus [gG prepardldsa és tisztitdsa

Egy rész vérsavohoz dllandé keverés mellett fokozatosan 1 rész telitett ammonium-szulfatot
(pH 7,2) adtunk, majd folyamatosan 60 percig kevertiik. Ezt kdvetden az anyagot 10 000 g-vel
20 percig centrifugéltuk. A csapadékot az eredeti vérsavé térfogatdval megegyezd térfogati PBS-
ben oldottuk fel, majd megismételtik az ammoénium-szulfatos kisdzast és centrifugalast.
A csapadékot, a lehetd legkisebb mennyiségben, PBS-ben oldottuk fel. Az ammoénium-szulfatot
0,02 M Na-foszfat pufferral (pH 7,0) szemben, dializéldssal tavolitottuk el az oldatbdl. Az igy
eldkezelt anyagot, az affinitds-kromatografia elvén alapulé eljardssal, Protein G Sepharose 4 Fast
Flow (Amersham Pharmacia Biotech) oszlopon tisztitottuk meg az aldbbiak szerint.

A Protein G Sepharose 4 Fast Flow oszlopot 0,02 M Na-foszfat pufferral (pH 7,0) hoztuk
egyensulyba, majd perisztaltikus pumpa segitségével az anyagot 60 cm/Ora sebességgel vittiik fel a
gélre. A nem specifikusan kotédo fehérjéket UV 280 nm hullimhosszon valé folyamatos ellenérzés
mellett 0,02 M Na-foszfat pufferral (pH 7,0) mostuk le az oszloprdl. Az eludlashoz 0,1 M glicin—
HCI1 (pH 2,7) puffert hasznéltunk, kézben folyamatosan UV 280 nm hullimhosszon mértiik a
frakciok fehérjetartalmat. A gyljtott frakciok savas kozegét 1 M Tris-HCl (pH 9,0) pufferral
kozombositettiik. Az IgG-t tartalmazd frakcidkat egyesitettiik, majd telitett ammonium-szulfattal
(pH 7,2) bekoncentréltuk. Ezt kovetden PBS-sel szemben dializaltuk. A preparalt 1gG tisztasagat
SDS-PAGE-analizissel (Laemmli, 1970), PhastSystem automata késziilékkel (Amersham
Pharmacia Biotech), PhastGel 8-25 tipust minigélben (Amersham Pharmacia Biotech) ellendriztiik.
Az immunglobulint Coomassie Blue R-350 (Amersham Pharmacia Biotech), illetve PhastGel
Protein Silver Staining Kit (Amersham Pharmacia Biotech) alkalmazasaval tettiik lathatova.
Molekulatomeg standardként Low Molecular Weight Calibration Kit (LMW) (Amersham
Pharmacia Biotech) markert haszndltunk. Az IgG-t homol6ég R. equi antigénnel szemben
Ouchterlony-moédszerrel, kétdimenziés kettds immundiffiziéval is azonositottuk. Ezzel a
modszerrel, ill. passziv hemagglutindcids probaval vizsgaltuk az 1gG specificitdsat a R. equi 2-es, 3-
as, 4-es, 5-0s, 6-0s és 7-es szerotipusdval, valamint a Streptococcus equi ssp. equi-vel és a
Staphylococcus aureus-szal szemben.

Az igy eldallitott IgG-hez 1:1 ardnyban glicerint adtunk és felhasznéldsig —20°C-on taroltuk.

Immun-hisztokémia

2%-os szildn (Sigma Aldrich Co., Amerikai Egyesiilt Allamok) oldattal kezelt lemezeket
hasznaltunk, és a reakcidt kapillaris elven miikodo rendszerben (Sequenza immunostaining Center,
Shandon Co.) végeztilk. A formalinban fixdlt, paraffinba dgyazott metszeteken a deparaffindlast
kovetden antigén-feltarassal €s anélkiil is elvégeztiikk az immun-hisztokémiai reakciét. Az aldbbi
antigén-feltardsi modszereket probéltuk ki. A metszeteket 0,1%-os protease XIV (Sigma Aldrich
Co., Amerikai Egyesiilt Allamok) -oldattal szobahémérsékleten 5 percig, 37°C-on pedig 10, 20, ill.
30 percig inkubdltuk, valamint kuktdban citratpufferben (pH 6,0) nagy nyomdson 2, ill. 4 percig
melegitettiikk. Az antigén-feltdras nélkiil, a 10 perces protedz oldatban 37°C-on torténd inkubalassal,
valamint a 4 percig tarté melegités utdn nem lattunk festodést. A szobahdmérsékleten torténd 5
perces protedzos és a 2 perces kuktiban végzett feltardssal tobb foltban kaptunk nem tudl erds
festodést. A 37°C-on 20, ill. 30 percig protedz oldattal végzett kezelést kovetden diffiz erds
festodés mutatkozott. A 30 perces kezelés nyomdn az alapszovet mar karosodott, ezért
vizsgalatainkban a 20 perces inkubdlést védlasztottuk. A tovdbbiakban a paraffinos és a fagyasztott
metszeteket, valamint a keneteket azonos mdodon kezeltiik. A metszeteket szobahOmérsékleten 3%-
os H,O,-oldatban 10 percig, majd foszfat-pufferrel (PBS) végzett mosds utidn 2%-0s soviny
tejporral 20 percig inkubdltuk. A R. equi-specifikus IgG-vel az inkubdciét tobbféle modon és
higitdsban kiprébaltuk. A legjobb eredményt 1:12 000 higitdsban 37°C-on 3 Ordn at, vagy
szobahOmérsékleten egy éjszakan at és 1:2000 higitasban 57°C-on fél 6ran at végzett inkubdaldssal
kaptuk. Kontrollként egy szériametszeten a R. equi specifikus IgG-t PBS-re cseréltiik.
Mycobacterium bovis-szal fertdzott szarvasmarha paraffinba dgyazott tiidejébodl és Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis-szal (tovabbiakban Mycobacterium paratuberculosis) fertdzott
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szarvasmarha paraffinba dgyazott csipobelébdl készitett metszeteket szintén inkubdltuk a R. equi
specifikus IgG-vel. Az ,,A” éllat paraffinba dgyazott tiidOmetszetét, valamint a M. bovis-pozitiv és a
M. paratuberculosis-pozitiv metszeteket egy €jszakdn at antigén-feltards nélkiil nydlban termelt
anti-Mycobacterium bovis immunglobulinnal (Rabbit-anti-Mycobacterium bovis 1g fraction, DAKO
Co.) 1:1000 higitisban egy éjszakan 4t szintén inkubdltuk. A mosdst (PBS) kovetden egy
tormaperoxidézzal jelolt sztreptavidin-biotin kitet (DAKO Universal LSAB2 Kit-HRP, DAKO Co.)
alkalmaztunk a gyart6 utasitdsai szerint. Az ujabb mosast (PBS) kovetden H,O»-t is tartalmazé 3-
amino-9-ethylcarbazole (Sigma Aldrich Co., Amerikai Egyesiilt Allamok) oldatdval 10 percig
kezeltik szobahOmérsékleten. A Kkontrasztfestést Mayer-féle hematoxilinnal 20 madésodpercig
végeztilk. A metszeteket glicerinzselatinnal fedtiik, és 100-1000x nagyitdson vizsgaltuk.

4.11. Vakcinazasi kisérletek

A vakcindzési kisérleteket két, egymastol elkiiloniild helyen €s idoben végeztiik (L-11.). Az L.
kisérlet soran csak R. equi-t tartalmazé vakcindt, illetve olyan vakcinat hasznaltunk, amelyik a R.
equi mellett EHV-2-t is tartalmazott, és ekkor a kancédkat és a csikokat is oltottuk €s a kolosztralis
immunitds hatdsat is vizsgaltuk, mig a II. kisérlet sordn a csak R. equi-t tartalmazd kiillénb6zo
modon adjuvélt vakcindval csupdn a csikdkat oltottuk.

I/ Kisérleti dllatok, vakcindzds és mintavétel

A bivalens vakcinat két ménesben hasznaltuk, amelyek koziil az egyikben (,,A””) 25 vemhes
arab telivér, mig a masikban (,,B”) 25 néniusz-magyar félvér kanca volt. Az ,,A” ménesben minden
kancéat és megsziiletd csikoét is vakcindztunk, mig a ,,B” ménesben 15 kancat vakcindztunk és a
fennmaradé 10 kanca és csikdi szolgdltak vakcinazatlan kontrollként. A csak R. equi baktériumokat
tartalmaz6 vakcinat egy harmadik ménesben alkalmaztuk, ahol 27 vemhes kancat (angol telivér)
vontunk be a kisérletbe, amelyekbdl 15 vemhes kancat és csikgjat vakcindztuk, és 12 kanca és
csikdja szolgalt kontrollként. A kordbbi években mindhdrom ménesben a R. equi okozta
megbetegedések és elhulldsok rendszeresen eldéfordultak. Az ,,A” és a ,,B” ménesben az EHV-2
fert6zés szintén jelen volt, amelyet a kancdk vérsavoinak VN-prébaval vald vizsgdlata tdmasztott
ala.

Minden vakcindzott allat 3 ml vakcinat kapott intramuscularisan. A kancédkat ellés el6tt 6 €s
4 héttel vakcinaztuk. Az ,,A” ménesben a csikdkat harom alkalommal 3, 5 és 7 hetes korban
oltottuk. A ,,B” és a,,C” ménesben a csikodkat kétszer vakcinaztuk 3 és 5 (,,B”) ill. 5 és 7 hetes (,,C”)
korban. A kisérletbe bevont valamennyi kancdt és csik6t rendszeresen vakcindztik
rhinopneumonitis és 16influenza ellen (Resequin F, Hoechst, Germany).

A kancdktol vért vettiink a vakcindzdsok idOpontjaban €s két héttel az utolsé vakcindzas
utdn. A kolosztrum-mintdkat az ellést kovetd 24 6ran beliil gyijtottiik. A kontroll kancakbdl
ugyanabban az idOpontokban vettiik a mintdkat, mint a vakcindzott tarsaiktol. A csikoktol a
vérmintdkat 2-4 nappal a sziiletésiiket kdvetden, illetve 3, 5, 7 és 9 hetes korban vettiik.

Vakcindk

A vakcinakészitéshez egy olyan (23/93) 1-es szerotipusi R. equi torzset hasznéltunk,
amelyet egy tiidégyulladdsban elhullott csik6 tiidejébdl izoldltunk. A torzset kozonséges agarokra
oltottuk és 48 ordn at 37°C-on tenyésztettiik. A telepeket PBS-sel (pH: 7,2) mostuk le az agar
feliiletérol, és ezt kovetden centrifugaltuk. Az iiledéket haromszor mostuk PBS-ben, fizioldgids
konyhaséoldatban reszuszpenddltuk és a stirliségét 10° TFE/ml koncentriciéra allitottuk be.
Formalint (0,3% végkoncentracid) adtunk a szuszpenziéhoz €s 24 6ran keresztiil 37°C-on tartottuk.
Ezt kovetéen az inaktivdlt baktériumszuszpenziét frissen készitett aluminium-foszfat
(végkoncentrici6é 3 mg/ml) gélhez adszorbealtattuk, és felhasznalasig 4°C-on téroltuk.

A vakcinakészitéshez haszndlt EHV-2 torzs egy 1égzdszervi tiineteket mutatd csikobol
szarmazott (Palfi és mtsai., 1978). A virustorzset nyulvese sejtvonalon (RK13) szaporitottuk el. A
sejteket koncentraltuk a virustitert meghatdroztuk, majd formalinnal torténd inaktivalast kdvetéen
az elézdekben leirt médon aluminium-foszfat gélhez adszorbedltattuk. Az egyik kisérleti vakcina
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(bivalens) azonos mennyiségben tartalmazott inaktivalt és adjuvalt R. equi baktériumokat (10
TFE/ml) és EHV-2 torzset (1,5><107 PFE/ml), mig a masik vakcindban csak R. equi baktériumok
(10° TFE/ml) voltak.

Klinikai, szeroldgiai és bakterioldgiai vizsgélatok

A klinikai vizsgélatokat valamennyi ménesben a helyi allatorvos végezte. A vér- és a
kolosztrum-mintdk ellenanyag-tartalmdt passziv hemagglutinciés probaval vizsgéltuk, Biberstein
(1978) leirasa alapjan. Az EHV-2-vel szemben termelddott ellenanyagokat VN-prébaval mértiik. A
beteg csikdk orrtamponmintdibdl €s az elhullott csikdk tiiddmintdibol bakterioldgiai vizsgalatot
végeztiink.

Statisztikai vizsgdlat
A vérsavoban mért titerek kiértékelésére a Student-féle t-probat hasznaltuk.

IL./ Kisérleti dllatok, vakcindzds és mintavétel

Kisérleteinket két magyarorszagi ménesben hajtottuk végre. A ,,.D”-jelii dllomanyban 24,
2000. februdr és méjus kozott sziiletett magyar félvér csikot, mig az ,,E” ménesben 30, 2000. 4prilis
és junius kozott sziiletett néniusz — magyar félvér keresztezett csikot vontunk be a kisérletbe. A
csikokat sziiletési idejiiknek megfelelden véletlenszerlien osztottuk be a vakcindzott és a kontroll
csoportokba. A ,,D” ménesben 12 csikét vakcindztunk kétszer, 4 és 6 hetes korban, formalinnal
inaktivalt, aluminium-foszfat gélhez adszorbedlt virulens R. equi torzsbdl készitett vakcinaval.
Ugyanebben az dllomanyban 12, nem vakcindzott csiké szolgélt kontrollként. Az ,,E” ménesben 20
csikot vakcindztunk 5 és 7 hetes korban, ahol is 10 csiké ugyanazt az aluminium-foszfat gélhez
adszorbedlt vakcinat kapta, mint a ,,D” csoportban 1évé allatok, és masik 10 csikét ugyanazzal az
inaktivalt R. equi torzzsel, de inkomplett Freund adjuvénst tartalmazé vakcindval oltottunk.
Kontrollként 10 csikét hasznaltunk.

Minden csikét fizikélis vizsgélatnak vetettiink ald a vakcindzds idOpontjdban és hetente
legaldbb egyszer a kisérlet tartama alatt. Csak olyan csikékat vontuk be a kisérletbe amelyek az els6
vakcindzds idOpontjaban 1égzdszervi tiineteket nem mutattak. Minden csikobol orr- és
végbéltampon mintdkat, valamint vért vettiink a vakcindzasok idépontjdban és ezt kovetden 2, 4 és
6 héttel.

Vakcindk

Az alkalmazott vakcindt egy olyan egyes szerotipusu, virulens R. equi torzsbdl (195/92)
készitettiik, amelyet egy tiidogyulladasban elhullott csik6 tiidejébdl izolaltunk. A torzset kozonséges
agaron szaporitottuk el, PBS-ben (pH 7,2) szuszpendaltuk, hdkezeltiik (56°C, 1 6ra), centrifugaltuk,
az iiledéket haromszor mostuk PBS-ben, majd steril fiziol6gids konyhas6oldatban szuszpendalva a
csiraszamat 2x10° TFE/ml-re allitottuk be. A szuszpenziot formalinnal (0,3%) inaktivaltuk és
frissen készitett aluminium-foszfat (3 mg/ml) gélhez adszorbedltattuk, vagy azonos mennyiségii
inkomplett Freund (Difco) adjuvanssal kevertiik. A vakcindkat 3 ml-es d6zisban intramuscularisan
alkalmaztuk.

Bakterioldgiai és szeroldgiai vizsgdlatok

A tamponmintdkat véres agarra és a CAZ-NB szelektiv taptalajra (Graevenitz és Plinter-
Streit, 1995) oltottuk le, a R. equi baktériumok jelenléte és relativ szamanak meghatarozasa
céljabol.

A vérmintdkat agargél-precipitiacioval és ELISA-val vizsgaltuk. Az ELISA-hoz antigénként
a R. equi fiziol6gids konyhasdoldatos kivonatdt hasznaltuk, amelyet ugyanolyan médon allitottunk
eld, mint az agargél-precipitdcihoz hasznalt antigént (1asd 46. oldal).

Az antigén fehérjetartalmat 280 nm hulldmhosszon spektrofotométerrel (Camspec Ltd.,
Egyesiilt Kirdlysdg), mig munkahigitdsat 0,05 M karbonat-pufferben (pH 9,6), 0,1 M NaOH-
oldatban (pH 13), ill. PBS-ben (0,01 M foszfat/0,15 M NaCl, pH 7,2) val¢ titrdlassal éllapitottuk
meg. Az antigént karbonat pufferrel (pH 9,6) higitottuk, majd 0,97 pg/ml koncentraciéban 100 pl
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mennyiségben mértilk az ELISA-lemezek (Analyzer Kft.,, Magyarorszag) valyulataiba. Egy
éjszakan 4t 4°C-on torténd inkubdlast kovetden, 0,05% Tween 20-at (Sigma Aldrich Co., Amerikai
Egyesiilt Allamok) tartalmazé PBS-mos6-higité pufferrel hiromszor mostuk a lemezeket. A
vérsavokbol PBS-Tween 20-pufferrel 1:10-t61 - 1:1280-ig higitdsi sort készitettiink, majd
parhuzamosan 100-100 pl-nyi mennyiségeket mértiink a véjatokba. A lemezeket 60 percig
inkubdltuk 37 °C-on. Ezt kovetden 6tszor mostuk PBS-Tween 20-pufferrel, majd 200 ul PBS-
Tween 20-pufferben 1:6000-re higitott, nyidlban termelt, tormaperoxiddzzal jelolt anti-16 IgG
(whole molecule) konjugdtumot (Sigma Aldrich Co., Amerikai Egyesiilt Allamok) mértiink a
valyulatokba. A 60 perces 37 °C-on végzett inkubacié utdn, a lemezeket az eldzéekhez hasonldéan
ismét mostuk, majd az enzimaktivitist 100 ul TMB (tetra-metilén-benzidin) (Diavet Bt.,
Magyarorszag) bemérésével tettiik lathatova. Tiz perces szobahOmérsékleten végzett inkubalas utan
a reakciét 50 ul 4N H,SO4 oldattal allitottuk le. Az értékelést 450 nm-es optikai sziirGvel ellatott és
szamitogéphez csatlakoztatott Multiscan Ms (Labsystems Oy, Finnorszag) leolvasdval végeztiik.

Valamennyi lemezen negativ és pozitiv kontrollt helyeztiink el. Negativ kontrollként az
ELISA eldvizsgalatok sordn a minimdlis (OD: 0,143%+0,014), mig pozitivként a maximalis OD-
értéket (1,727£0,202) mutaté vérsavot hasznaltuk. Az eredmények értékelése sordn az (ODpyinta-
ODnegath kontroll)/ (ODpozin’v kontroll — ODnegath kontrol)X 100 képletet hasznaltuk és a 15% feletti értékeket
tekintettilk pozitivnak. ELISA-titer alatt a vizsgdlt savonak azt a legnagyobb higitasat értettiik,
amely az alkalmazott rendszerben még pozitiv eredményt adott.

A vizsgélati eredmények szemléltetése sordn az egyes vizsgdlati csoportok egyedi mintdiban
mért ELISA-titerek 10-es alapu logaritmusainak egyszer(i szamtani atlagat abrazoltuk.

Valamennyi csikd és 16 vérmintdjat agargél-precipiticidés probaval is megvizsgaltuk. A
reakciét 0,8%-os agargél kozegben, higitatlan vérsavéval hajtottuk végre. Antigénként az ELISA-
hoz hasznélt, R. equi fiziologias konyhas6oldatos kivonatat alkalmaztuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. R. equi torzsek izolalasa

Magyarorszag kiilonb6zo telepiilésein gytjtott, Osszesen 236, 16bdl vett orrtampon-,
ugyanennyi végbéltampon-mintat, 70 talajmintat €s 1124 sertésbdl szarmazo6 4ll alatti nyirokcsomot
vontunk bakteriolégiai vizsgalat ald. Vizsgdlataink sordn Osszesen 379 R. equi torzset gyljtottiink
Ossze Magyarorszag mintegy 43 telepiilésérdl (2. abra), amelyek tilnyomd tobbsége sajat izolatum,
egy részét pedig diagnosztikai intézeteink munkatérsai bocsatottak rendelkezésiinkre.

A SZIE-AOTK Jarvanytani és Mikrobiolégiai Tanszékére gyakorlé allatorvosok 4ltal
bekiildott talyogos csikétiidok mindegyikébdl, az orrtamponmintdk koziil 34-bol (14,41%), a
végbéltampon-mintdk koziil 67-bdl (28,39%), a talajmintdk koziil 48-bdl (68,57%), a sertés all alatti
nyirokcsomok koziil pedig 167 mintabdl (14,86%) tudtuk a R. equi baktériumokat kitenyészteni.

A vagohidon gytjtott sertés all alatti nyirokcsomok bakterioldgiai vizsgdlatanak eredményét
a 7. tablazat, mig az altalunk Osszegy(jtott valamennyi torzs eredet és az izoldlas helye szerinti
csoportositasat a 8. tablazat tartalmazza.

7. tablazat: A vagéhidon gyijtott sertés all alatti nyirokcsomoék bakterioldgiai vizsgalatanak
eredménye.

A sertés eredete A megyvizsgalt all R. equi pozitiv | A csoporton
alatti nyirokcsomék | nyirokcsomok | beliili pozitiv
szama szama mintak

aranya

Alsézsolca, Bataszék, Porboly, Tompa | 136 21 15,44%

Békés, Csabacsiid, Kondoros 54 11 20,37%

Csokmé, Fiizesgyarmat, Szeghalom, 147 20 13,61%

Ujiraz, Zsaka

Devecser 51 3 5,88%

Gyomaendréd, Gyula 82 7 8,54%

Hajdadorog, Hajdinanas, 66 4 6,06%

Kalmanhaza, Nyiregyhaza

Hajdunanas 108 18 16,67%

Kamut, Korosszegapati, Mezégyan, 308 57 18,51%

Okany, Zsadany, Vészté

Komadi, Okany 69 9 13,04%

Kunhegyes 98 16 16,33%

Miskolc 5 1 20%

OSSZESEN 1124 167 14,86 %
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Iyirepyhiza

Debrecen

Pénzespysr

Ig)evecser & 2 Srcsezegapit

Somogysird

2. abra: Az altalunk 6sszegyljtott R. equi torzsek szarmazasi helyei.
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8. tablazat: Az 6sszegyljtott R. equi torzsek eredet és izoldlas helye szerinti csoportositasa.

Eredet A torzs izolalasanak a helye és a torzs sorszama Osszesen

Csiko Babolna: 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 47, 48, 61, 62, 63, 120, 46
tijd(’itélyog Balvanyos: 164, 165, 182,
Dalmand: 34, 35,
Gant: 128,
Hortobagy: 57, 58,
Kakucs: 23, 122,
Kaposvar: 50, 51, 52, 53, 55, 59, 60,
Pénzesgyor: 49,
Mako: 27, 36,
Mezohegyes: 26, 28, 29, 30,
Oroshaza: 46,
Somogysard: 54, 64, 119, 121, 124, 126, 133, 211,

Csiko bélfodri | Kakucs: 24, 5
nyirokcsom(’) Somogysard: 65, 125, 127, 132,

Csiké gatorkozi | Balvanyos: 166, 167, 4

nyirokcsomé O"’Shézaf 45,
Somogysard: 212,

Csiké Aka: 200, 34
Balvanyos: 162, 163,

orrtampon
Budapest: 56,
Hortobagy: 16, 18, 20, 91,
Mezéhegyes: 183, 185, 187, 202, 205, 206, 208, 218, 219, 222,
Nyiregyhaza: 9, 13, 14,
Somogysard: 37, 136, 138, 139, 140, 154, 157, 159, 169, 172, 174, 176, 196,
Csiko Balvanyos: 168, 67
fahd Hortobagy: 17, 19, 92, 93, 94, 95,
végbéltampon Kakucs: 5,
Mezéhegyes: 184, 186, 188, 189, 191, 203, 204, 207, 209, 210, 213, 214, 215,
216,217,220, 221,
Nyiregyhaza: 10, 11, 12, 15,
Somogysard: 134, 135, 137, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153, 155, 156, 158, 160, 161, 170, 171, 173, 175, 177, 178, 179, 180,
181, 190, 192, 193, 194, 195, 197, 198, 199,
Ember Budapest: 32, 33, 131, 245; Debrecen: 21, 22; Miskolc: 31, 201, 8
Sertés Alsozsolca, Bataszék, Porboly, Tompa: 314, 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, | 167

322,323, 324, 325, 326, 327, 328, 346, 347, 348, 349, 350, 351,

Békés, Csabacsiid, Kondoros: 247, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255,
270,271,

Csokmd, Fiizesgyarmat, Szeghalom, Ujiraz, Zsaka: 263, 264, 265, 266, 267,
268, 269, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294,
Devecser: 123, 129, 130,

Gyomaendréd, Gyula: 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262,

Hajddadorog, Hajdinanas, Kalmanhaza, Nyiregyhaza: 275, 303, 304, 305,
Hajdunanas: 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 339, 340, 341,
342, 343, 344, 345, 370,

Kamut, Korosszegapati, Mezégyan, Okany, Zsadany, Vészto: 352, 353, 354,
355, 356, 357, 358, 359, 360, 361, 362, 363, 364, 365, 366, 367, 368, 369, 371,
372,373,374, 375, 376, 377, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385, 386, 387,
388, 389, 390, 391, 392, 393, 394, 395, 396, 397, 398, 399, 400, 401, 402, 403,
404, 405, 406, 407, 408, 409,

Komadi, Okany: 272, 273, 274, 276, 277, 278, 279, 280, 281,

Kunhegyes: 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 306, 307, 308, 309, 310,
311,312, 313, Miskolc: 244,

Talaj Hortobagy: 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, |48
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118,

Somogysérd: 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,

83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,

OSSZESEN 43 telepiilés 379
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5.2. Szelektiv taptalajok osszehasonlit6 vizsgalata

A kordbban a szakirodalomban leirt taptalajok koziil a TINSDALE taptalajon lehetett a
legjellegzetesebb morfoldgidju telepeket megfigyelni. Ezen a tiptalajon a torzsek 72 6rdig torténd
tenyésztést kovetden, nagy (2-3 mm atmérdjii), fényes, vizcseppszerii telepeket képeztek. A CAZ-
NB és a NANAT tédptalajon a legtobb torzs jol nott, de a telepek kisebbek voltak (1-2 mm
atmérdjiiek), az M3T talajon azonban 72 6ra tenyésztés utan sem lehetett telepeket megfigyelni.

Az altalunk kifejlesztett taptalajok koziil a legnagyobb méretli telepeket a TVP és a TCP
taptalajon lattuk. Mindkét taptalajon nagyméretii, fényld, vizcseppszert telepeket figyeltiink meg.
Az NC téaptalajon két torzs, a PNP talajon pedig hat torzs a megvizsgalt 12-bdl gyenge novekedést
mutatott, a telepek dtmérdje 1 mm alatt maradt.

Az Altalunk megvizsgdlt szelektiv tdptalajok potencidlis szennyezd baktériumfajokra
kifejtett gatlo hatdsat a 9. tablazat mutatja. Egyes tdptalajok nem voltak képesek a Proteus
mirabilis novekedését gatolni, masokon pedig a Staphylococcus aureus volt képes nagy szamban
novekedni. A hattér baktériumflérara gyakorolt gatld hatds tekintetében a legjobb eredményt a
NANAT, a CAZ-NB és a TCP téptalaj mutatott.

A kordbban leirt és az altalunk kifejlesztett 4-4 szelektiv tdptalaj R. equi telepszdmra
kifejtett hatasat négy kivalasztott R. equi torzs esetén vizsgédltuk meg, oly médon, hogy a szelektiv
talajokon nott telepszdmokat szelektiv komponenst nem tartalmaz6 kozonséges agaron novekvo
telepek szamahoz hasonlitottuk. A kiilonb6z6 talajok esetén kapott értékeket a 10. tablazat és a 11.
tablazat tartalmazza. A telepszam jelent6s kiilonbségeket mutatott annak megfeleléen, hogy milyen
taptalajt hasznaltunk.

A telepszamok kettes alapud logaritmusdnak alapjan a hdrom kordabban leirt tptalaj (10.
tablazat) szelektiv kapacitasa kozott, valamint a torzsek kozott is szignifikans kiilonbséget talaltunk
(p<0,001). A taptalaj X torzs interakcid szintén szignifikans volt (p=0,001), arra utalva, hogy a
taptalajok kozotti kiilonbség szignifikdnsan véltozik a torzseknek megfelelden. A NANAT,
TINSDALE és a CAZ-NB téptalajokat Dunett teszt segitségével a kontrollhoz (kozonséges agar)
hasonlitva, kideriilt, hogy a NANAT tdptalajon szignifikdnsan kevesebb volt a telepszdm (p<0,001),
mig a masik harom taptalaj esetén nem volt szignifikdns a kiilonbség (TINSDALE: p=0,318, CAZ-
NB: p=1,000).

Amikor a négy altalunk kifejlesztett taptalajt hasonlitottuk Ossze (11. tablazat) ugyanazt a
négy R. equi torzset haszndlva, a tdptalajok szelektiv kapacitdsanak kiillonbségei szignifikdnsak
voltak (p=0,009), de nem volt szignifikans a kiillonbség a torzsek kozott (p=0,677), és a taptalaj x
torzs interakcié szintén nem volt szignifikdns (p=0,210). Dunett teszt segitségével valamennyi
taptalajt a kontrollhoz hasonlitva csak a PNP talajon volt szignifikdnsan alacsonyabb a telepszam
(p<0,001), mig a masik hdrom tdptalaj esetén nem volt szignifikdns kiillonbség (NC: p=0,947, TVP:
p=0,969, TCP: p=0,308) a telepszamokban.

Az eddigi vizsgdlataink sordn a két legjobbnak itélt szelektiv tdptalajt Osszehasonlitva a
CAZ-NB talajon a bélsarmintakbdl a hozzdadott R. equi baktériumok minimum 72%-4t mig a TCP
talajon 91%-at sikeriilt visszaizoldlni. Talajmintak esetén ez az érték 79% és 62% (12. tablazat). A
szennyez0 baktérium- és gombaflérat a két tiptalaj megfelel6 mértékben gatolta, de azonos
mennyiségl (50 ul) talajmintat mindkét taptalajra leoltva, a TCP talajon csak tipusos fekete csillogé
R. equi telepek fejlodtek ki (3. abra), mig a CAZ-NB-talajon a R. equi-n kiviil néhany mas
baktériumtelep is kifejlodott (4. abra).
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9. tablazat: A kiilonboz6 szelektiv taptalajok szennyezd baktériumflorara kifejtett gatlo hatasa.

Baktérium torzsek Taptalajok
NANAT |TINSDALE |M3T |CAZ-NB| NC | TVP | PNP | TCP |Véresagar
(kontroll)
Arcanobacterium pyogenes — + - - - - - - +
Bacillus cereus - + - + + - - - +
Enterococcus faecalis - + - - + + + + +
Escherichia coli - + + - - — + _ +
Klebsiella pneumoniae — - - - - - - — +
Listeria monocytogenes - + — — - - - - +
Pasteurella multocida - + - - - - - — +
Proteus mirabilis - + — - - 4+ + - +
Pseudomonas aeruginosa + — + — + + — _ +
Staphylococcus aureus - + - - - + - - +

* nincs rajzas

+ j6 novekedés és a fajra jellemzd telepmorfologia

+ gyenge novekedés
— nincs novekedés
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10. tablazat: A szakirodalomban kordabban leirt szelektiv taptalajok, négy kivalasztott R. equi
torzsre kifejtett hatdsa.

Taptalaj TFE*/ml A TFE Kettes alapi
logaritmusa

Tartomany | Atlag + SE
NANAT 2,00x10°—7,20x107 | 19,93 -26,10 | 23,18 + 0,59
TINSDALE 3,00x107 — 1,42x10° | 24,84 —27,08 | 26,09 + 0,19
CAZ-NB 2,40x10" — 1,90x10° | 24,52 -27,50 | 26,48 +0,22
kozonséges agar | 3,60x10" — 1,88x10° | 25,10 - 27,49 | 26,47 +0,22
(kontroll)

*TFE: telepformdl6 egység

11. tablazat: Az altalunk kifejlesztett taptalajok, négy kivélasztott R. equi torzsre kifejtett hatdsa.

Taptalaj TFE/ml A TFE Kettes alapi
logaritmusa

Tartomany | Atlag+ SE
PNP 7,20x107 — 1,86x10°% | 26,10 —27,47 | 26,97 +0,13
NC 1,28x10° — 2,18x10% | 26,93 27,70 | 27,33 +0,07
TVP 1,22x10% = 2,96x10% | 26,86 —28,14 | 27.48+0,10
TCP 8,60x10" —2,08x10°% | 26,36 —27,63 | 27,17 +0,10
kozonséges agar | 9,60x10" — 2,38x10° | 26,52 -27,83 | 27,41+0,11
(kontroll)

12. tablazat: R. equi telepszamok a két legjobbnak bizonyult szelektiv tiptalaj esetén. A talajok
beoltasdra harom kiilonb6z0 talaj- és bélsarmintat haszndltunk.

Bélsar Talaj
Kontroll 1940 TFE Kontroll 1940 TFE
hozzaadott R. equi/ml hozzaadott R. equi/ml
R. equi baktériummal | R. equi baktériummal
nélkiil kiegészitve nélkiil kiegészitve
(TFE/ml) (TFE/ml)
CAZ-NB | 0-200 1400 - 2160 0-20 1540 — 2060
(72% — 111%) (79% — 106%)
TCP 20-60 1760 — 2340 0 1200 — 1840
(91% — 121%) (62% — 95%)
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ey ‘w"]; S ~
3. abra: R. equi telepek TCP taptalajon 72 6rdig tarté tenyésztést kovetden (50 pl talaj-szuszpenziét
oltottunk a taptalajra).

4. abra: R. equi telepek és néhany szennyezo6 baktériumtelep a CAZ-NB téaptalaj feliiletén 72 6raig
tart6 tenyésztést kovetden (50 pl talaj-szuszpenziot oltottunk a taptalajra ugyanabbdl a mintabol,
mint amit az el6z6 kép esetén hasznaltunk).
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5.3. Morfolégiai, tenyésztési és biokémiai sajatsagok, a torzsek DNS-alapu azonositasa

A genusba torténd besoroldshoz sziikséges elsddleges morfoldgiai, tenyésztési €s biokémiai
tulajdonsagok tekintetében valamennyi dltalunk megvizsgdlt torzs egységesen viselkedett. A
megvizsgalt torzsek kozott harom esetben taldlkoztunk pleomorf pélcika alakokkal, az 6sszes tobbi
esetben a szilard taptalajon torténd 48 Ordig tartd tenyésztést kovetdéen valamennyi torzs Gram
szerint festett kenetében coccus alakokat figyeltiink meg. A torzsek genusba torténd besoroldsahoz
sziikséges tulajdonsagait a 13. tablazatban foglaltuk ossze.

13. tablazat: A megvizsgalt R. equi torzsek elsddleges morfoldgiai, tenyésztési és biokémiai
tulajdonsagai.

Tulajdonsagok Eredmény
Alak coccus
Gram-festés +

Mozgas -
Novekedés levegion +

Novekedés anaerob -
koriillmények kozott

Katalaztermelés +
Oxidaztermelés +
Gliikézbontas -

Oxidativ/Fermentativ teszt | —

A vizsgélt torzsek kis hanyada (7 torzs, 1,85%) az oxiddz-prébaban gyenge szinreakcidt
adott. Csak akkor lehetett enyhe kékes elszinezddést l4tni, amikor kacsnyi mennyiségli
baktériumhalmazt tettiink a szlirépapirra, ha azonban szétdorzsoltiik a baktérium mennyiséget a
szlirOpapiron, akkor pozitiv eredményre utalé szinreakcié nem volt lathato.

A faji besorolashoz sziikséges, valamint az egyéb tenyésztési és biokémiai vizsgalatok soran
a vizsgdalatba bevont torzseknek 18 sajitsdgat vizsgaltuk meg. Az eredményeket a 14. és a 15.
tablazatban foglaltuk Ossze.

A vizsgalatba bevont 0sszes torzs termelt narancssargds-rozsaszin pigmentet, pozitiv volt a
CAMP-prébaban a S. aureus-szal, a torzsek tilnyomo tobbsége uredz enzimet termelt és a nitratot
nitritté redukalta.

A tipustorzsek 25%-a, a sajat izolatumoknak pedig 12,41%-a volt képes 7% NaCl-tartalmu
taptalajon novekedni (5 nap, 37°C), és az eldbbiek 62,5%-a, az utObbiaknak pedig 27,74%-a
kénhidrogént termelt Westphal-leves tdptalajban.

A megvizsgalt torzsek egyike sem termelt indolt és zselatindzt, valamint savat a taptalajban
1évo hétféle szénhidratbol és nem volt képes novekedni 7% NaCl-t tartalmazo taptalajon 3 napig
tart6 tenyésztést kovetden (37°C).

A nyul vorosvérsejteket tartalmazé agaron kialakulé hemolizist (5. dbra) 48 ordig tartd
tenyésztés utdn elbirdlva a tipustorzseknek 87,5%-a, a magyarorszdgi vizsgédlatba bevont
izolatumoknak pedig 82,11%-a okozott hemolizist.

A torzsek biokémiai és tenyésztési tulajdonsigait eredet szerint megvizsgalva a nyudlvéres
agaron torténd hemolizisben, a sétlirésben és a H,S-termelésben taldltunk jelentdsebb eltéréseket.

Amig a sertésbdl izolalt torzseknek csak a fele, addig a mas forrasbdl szarmazdéknak tobb
mint 83%-a okozott hemolizist a nytlvéres agaron.

A lovakbdl és a talajbdl szarmazoé torzsek kevesebb, mint 12,5%-a volt képes a 7% NaCl
jelenlétében val6 novekedésre, a sertésboil és az emberbdl szarmazoé torzseknek azonban legalabb a
fele képes volt erre.

A sertésbol és az emberekb0dl szarmazo torzsek kb. fele termelt H,S-t, a lovakbdl szarmazo
torzseknek viszont kozel 35%-a, a talajbol izolalt torzseknek pedig csak kb. 10%-a volt képes erre.

62



Rhodococcus equi torzsek dsszehasonlité vizsgédlata

14. tablazat: A magyarorszagi izolatumok és a tipustorzsek masodlagos tenyésztési €s biokémiai
tulajdonsagainak dsszevetése.

A vizsgalt tulajdonsagok Pozitiv torzsek
Tipustorzsek (8) | Sajat izolatumok (137)

Pigmenttermelés 8 (100%) 137 (100%)
Hemolizis nyudl vorosvérsejteket |7 (87,5%) 101/123 (82,11%)
tartalmazo (5%) agaron (48 ora)
CAMP-proéba S. aureus-szal 8 (100%) 137 (100%)
Sétiirés (7% NaCl) 3 nap 0 (0%) 0 (0%)
Sétiirés (7% NaCl) 5 nap 2 (25%) 17 (12,41%)
Indoltermelés 0 (0%) 0 (0%)
H,S-termelés 5(62,5%) 38 (27,74%)
Zselatinaztermelés 0 (0%) 0 (0%)
Ureaztermelés 8 (100%) 125 (91,24%)
Nitratredukcio 8 (100%) 129 (94,16%)
Savtermelés szénhidratokbal

Laktoz 0 (0%) 0 (0%)

Maltoz 0 (0%) 0 (0%)

Mannit 0 (0%) 0 (0%)

Szacharéz 0 (0%) 0 (0%)

Xiloz 0 (0%) 0 (0%)

Trehaloz 0 (0%) 0 (0%)

Szalicin 0 (0%) 0 (0%)
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15. tablazat: A masodlagos tenyésztési és biokémiai sajatsagok a torzsek eredete szerint (a pozitiv
torzsek szdma €s az azonos eredetii torzsek kozotti aranya).

A vizsgalt tulajdonsagok

A torzsek eredete

L6 (69) | Talaj (48) | Sertés (21) | Ember (6) | Kutya (1)
Pigmenttermelés 69 48 21 6 1
(100%) (100%) (100%) (100%)
Hemolizis nyudl vorosvérsejteket 59 40 3/6 5 1
tartalmazé (5%) agaron (48 (85,51%) | (83,33%) (50%) (83,33%)
CAMP-préba S. aureus-szal 69 48 21 6 1
(100%) (100%) (100%) (100%)
Sétiirés (7% NaCl) 3 nap 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%)
Sétiirés (7% NaCl) 5 nap 6 6 4/6 3 0
(8,7%) (12,5%) | (66,67%) (50%)
Indoltermelés 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%)
H,S-termelés 24 5 11 3 0
(34,78%) | (10,42%) | (52,38%) (50%)
Zselatinaztermelés 0 0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%)
Ureaztermelés 68 41 18 5 1
(98,55%) | (85,42%) | (85,71%) | (83,33%)
Nitratredukcio 64 47 19 6 1
(92,75%) | (97,92%) | (90,48%) (100%)
Savtermelés szénhidratokbal
Laktoz 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Maltéz 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Mannit 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Szacharéz 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Xiloz 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Trehaléz 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
Szalicin 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0
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5. abra: R. equi okozta hemolizis 5% nyulvért tartalmazé agaron (131. torzs, 48 6ra, 37°C).

A torzsek DNS-alapu azonositdsa

Az altalunk Osszegytijtott, biokémiai €s tenyésztési tulajdonsdgai alapjdn R. equi-nek
meghatarozott Osszes baktériumtorzs DNS-alapu azonositasat elvégeztik. Valamennyi torzsbol
kivont DNS-minta esetén ki tudtuk mutatni a reakcidelegybdl a polimerdz lancreakciét kdvetden a

R. equi specifikus, 450 bp méretl reakcioterméket (6. abra).

M 201

500 bp

\ /

400 bp

6. abra: A 201-es sorszamu torzs R. equi specifikus 450 bp méretii reakciéterméke.
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5.4. Enzimaktivitas

Az enzimaktivitdsi vizsgdlatok sordn a vizsgdlatba bevont 31 R. equi torzs
meglehetésen homogén moédon viselkedett (16. és 17. tablazat). Mind a tipustorzsek, mind
pedig a hazai izolalasu torzsek mindegyike rendelkezett alkalikus foszfatdz, leucin-, valin- és
cisztin-arilamiddz, savanyd foszfatdz, naftol-AS-Bl-foszfohidroldz, valamint o- és J3-
gliikozidaz aktivitassal.

A tipustorzsek és a sajat izoldldsu torzsek kozott csak az eszteraz (C4) és az eszteraz
lipaz (C8) aktivitdsban tudtunk kiilonbséget kimutatni. A hazai izoldlasu torzsek kozott mind
az eldbbi, mind pedig az utébbi enzim esetén nagyobb aranyban (42%, 96%) taldltunk pozitiv
torzseket, mint a tipustorzseknél (14%, 57%).

A megvizsgalt torzsek egyike sem rendelkezett lipdz (C14), tripszin, o-kimotripszin,
o~ és P-galaktozidaz, [-gliikuroniddz, N-acetil-B-glikézaminiddz, o-mannoziddz és o-
fukozidaz aktivitassal.

A torzsek enzimaktivitdsidt azok eredetével Osszevetve megdllapithatd, hogy az
emberbdl szarmazo torzsek eszterdz (C4) aktivitassal nem rendelkeztek, mig a mas forrasbol
(16, talaj, sertés) szdrmazd tOorzsek mintegy fele (43-56%-a) rendelkezett ezzel a
tulajdonsaggal. A kiilonb6z6 eredeti torzsek 67-100%-a rendelkezett eszterdz lipaz (C8)
aktivitassal.

16. tablazat: A hazai izoldlasu R. equi torzsek és a tipustorzsek enzimaktivitasa.

Vizsgalt enzimek Tipustorzsek (7) |Sajat izolalasiu torzsek (24)
Alkalikus foszfataz 7 (100%) 24 (100%)
Eszteraz (C4) 1 (14%) 10 (42%)
Eszteraz lipaz (C8) 4 (57%) 23 (96%)
Lipaz (C14) 0 0
Leucin-arilamidaz 7 (100%) 24 (100%)
Valin-arilamidaz 7 (100%) 24 (100%)
[Cisztin-arilamidaz 7 (100%) 24 (100%)
ITripszin 0 0
Ia-kimotripszin 0 0
ISavanyl'l foszfataz 7 (100%) 24 (100%)
[Naftol-AS-BI-foszfohidrolaz|7 (100%) 24 (100%)
lo-galaktozidsz 0 0
-galaktozidaz 0 0
-gliikuronidaz 0 0
o-gliikozidaz 7 (100%) 24 (100%)
|ﬁ-glﬁk0zidéz 7 (100%) D4 (100%)
N-acetil-B-gliik6zaminidaz |0 0
lo-mannozidiz 0 0
Ioc-fukozidéz 0 0
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17. tablazat: A R. equi enzimaktivitdsa a torzsek eredete szerint.

Vizsgalt enzimek A torzsek eredete
L6 (9) Talaj (7) [Sertés (6) [Ember (8) [Kutya (1)

Alkalikus foszfataz 9 (100%) [7 (100%) |6 (100%) [8 (100%) |1
Eszteraz (C4) 5 (56%) [B43%) [3(50%) [0(0%) 0
Eszteraz lipaz (C8) 8 (89%) [7(100%) W (67%) |1 (88%) |1
Lipaz (C14) 0 0 0 0 0
Leucin-arilamidaz 0 (100%) [7 (100%) |6 (100%) [8 (100%) |1
Valin-arilamidaz 9 (100%) [7 (100%) |6 (100%) [8 (100%) |1
[Cisztin-arilamidaz 0 (100%) [7 (100%) |6 (100%) [8 (100%) |1
[ Tripszin 0 0 0 0 0
lo-kimotripszin 0 0 0 0 0
[Savanyi foszfatiz 0 (100%) [7 (100%) |6 (100%) [8 (100%) |1
[Naftol-AS-BI-foszfohidrolaz 9 (100%) [7 (100%) |6 (100%) [8 (100%) |1
Ia-galaktozidéz 0 0 0 0 0

-galaktozidaz 0 0 0 0 0

-gliikuronidaz 0 0 0 0 0
o-glitkkozidaz 0 (100%) [7 (100%) |6 (100%) 8 (100%) |1
|ﬁ-glﬁkozidéz 0 (100%) [7 (100%) |6 (100%) 8 (100%) |1
N-acetil-B-gliikozaminidaz [0 0 0 0 0
Ioc-mannozidéz 0 0 0 0 0
lo-fukozidiz 0 0 0 0 0

5.5. Szénforras-hasznositas

Az altalunk megvizsgélt 31 R. equi torzs koziil valtozd szamu torzs Osszesen 44
szénforras hasznositidsiara volt képes (18. tablazat), mig 51 szénforrast nem tudtak
anyagcseréjiikhoz felhaszndlni. Mig a tipustorzsek Osszesen 20 szénforrds hasznositdsara
voltak képesek, addig a hazai izoldtumok Osszesen 44 szénforrdst tudtak hasznositani.

Egyes szénforrasokat (Tween 40, Tween 80, a-D-gliik6z, a-hidroxivajsav, L-tejsav,
metil-piruvat) az dltalunk megvizsgdlt Osszes torzs hasznositotta, mig mdsok (o-, B-
ciklodextrin, glikogén, inulin, mannan, N-acetil-D-glilk6zamid, N-acetil-D-mannézamid,
amigdalin, L-arabin6z, D-arabitol, cellobiéz, L-fukdz, D-galakturonsav, a-D-laktdz, laktuldz,
D-mannit, D-melibiéz, o-, és B-metil-D-galaktozid, o-, és B-metil-D-gliikkozid, o-metil-D-
mannozid, D-raffin6z, sedoheptulosan, D-szorbit, stachidz, szachar6z, D-tagatdz, xilit, D-, és
L-almasav, N-acetil-L-glutaminsav, alaninamid, D-alanin, L-alanin, L-alanin-glicin, L-
asparagin, glicil-L-glutaminsav, L-piroglutaminsav, putreszcin, 2-deoxi-adenozin, inozin,
timidin, wuridin, adenozin-5-monofoszfat, timidin-5-monofoszfat, uridin-5-monofoszfat,
frukt6z-6-foszfat, gliikoz-1-foszfét, glikoz-6 foszfat, D-L-a-glicerol-foszfat) hasznositdsara
egyik torzs sem volt képes.

A dextrint az emberi torzseknek csak a negyede, a sertésbol, a talajbol €s a 16bdl
szarmazo6 torzseknek pedig 60-100%-a hasznositotta. A sertésbdl izoldlt térzsek nem voltak
képesek a gentiobiéz hasznositdsara, a mas eredetli torzseknek viszont 25-57%-a hasznositotta
ezt a szénforrast. A D-mann6zt a lovakbdl és azok kornyezetébdl szarmazd talajbdl gyijtott
torzsek mindegyike képes volt hasznositani, a sertésbdl és emberbdl szarmazé torzseknek
azonban csak 60-63%-a. A borostydnkd-amidosavat az emberbdl szdrmazé torzsek nem
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tudtdk hasznositani, a mas forrasbol szdrmazoé torzsek azonban 29-40%-os aranyban képesek
voltak erre.

A kutydbdl szdrmazé torzs 17, az emberbdl szarmazé torzsek 24, a 16bol szarmazo
torzsek 25, a talajtorzsek 31 a sertésbdl szarmazé torzsek pedig 33 szénforrds hasznositisara
voltak képesek.

A BIOLOG baktériumazonosité rendszer (7. abra) 4 és 48 ordig tarté inkubdaciot
kovetden az Osszes dltalunk megvizsgélt torzset Rhodococcus equi-nek hatdrozta meg. A 24
Ordig tarté inkubdciot kovetd leolvasds eredményei alapjan a 31 megvizsgdlt torzsbdl a
rendszer sajat szoftvere 18 torzset Corynebacterium hoagii baktériumfajnak, 13 torzset pedig
R. equi-nek identifikalt.

A hazai izoldldsu és a tipustorzsek szénforrds-hasznositdsanak eredményeit a 18.
tablazat, a torzsek eredet szerinti szénforras-hasznositasat pedig a 19. tablazat tartalmazza.

A 48 o6raig tarté inkubdciot kovetd eredmények alapjan torzsfat allitottunk fel (8.
abra), amelyen a vizsgalt torzsek eredet szerint ugyan nem kiiloniilnek el teljes mértékben,
mégis a kiillonbozo eredetll torzsek tobbsége eredet szerint j6l koriilirhat6 csoportokban foglal
helyet.

7. abra: A BIOLOG lemez (27. torzs, 24 6raig tarté tenyésztést kovetden, a sotétvoros
szinreakci6 a szénforrds-hasznositdst jelzi).
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18. tablazat: A tipustorzsek és a hazai R. equi izolatumok szénforras-hasznositdsa (BIOLOG, GP2,
48 6ra, 30°C).

Szénforrasok Tipustorzsek (7) | Hazai izolatumok (24) | BIOLOG adatbazis*
Dextrin 4 (57%) 17 (71%) 14%
Tween 40 7 (100%) 24 (100%) 100%
Tween 80 7 (100%) 24 (100%) 97 %
Arbutin 0 1 (4%) 0%
D-fruktoz 0 2 (8%) 1%
D-galaktoz 0 1 (4%) 1%
Gentiobioz 0 11 (46%) 3%
D-glukonsav 0 1 (4%) 1%
o-D-gliik6z 7 (100%) 24 (100%) 99%
m-inozitol 0 1 (4%) 0%
Maltéz 1 (14%) 2 (8%) 0%
Maltotrioz 0 1 (4%) 1%
D-mannéz 4 (57%) 22 (92%) 32%
D-melezitéz 0 1 (4%) 1%
3-metil-gliik6z 0 1 (4%) 3%
Palatinéz 0 5 (21%) 3%
D-pszikoz 0 1 (4%) 4%
L-ramnoz 0 1 (4%) 3%
D-riboz 3 (43%) 20 (83%) 58%
Szalicin 1 (14%) 18 (75%) 3%
D-trehalo6z 0 5(21%) 1%
Turanéz 0 4 (17%) 47%
D-xiloz 0 4 (17%) 8%
Ecetsav 4 (57%) 22 (92%) 28%
o-hidroxivajsav 7 (100%) 24 (100%) 100%
B-hidroxivajsav 0 2 (8%) 3%
v-hidroxivajsav 0 6 (25%) 27%
p-hidroxifenil-ecetsav |0 1 (4%) 1%
o-keto-glutirsav 0 1 (4%) 3%
a-keto-valeriansav 5 (71%) 16 (67%) 99%
Laktamid 5 (71%) 21 (88%) 97 %
D-tejsav-metil-észter |5 (71%) 23 (96%) 37%
L-tejsav 7 (100%) 24 (100%) 100%
Metil-piruvat 7 (100%) 24 (100%) 76%
Mono-metil-szukcinat |0 1 (4%) 4%
Propionsav 4 (57%) 23 (96%) 86%
Piroszélosav 6 (86%) 22 (92%) 96%
Borostyankoé-amidosav |2 (29%) 5 (21%) 4%
Borostyankosav 0 1 (4%) 3%
L-glutaminsav 0 1 (4%) 3%
L-szerin 0 1 (4%) 3%
2,3-butandiol 0 1 (4%) 3%
Glicerol 7 (100%) 24 (100%) 99%
Adenozin 1 (14%) 2 (8%) 41%
Osszesen 20 44 82

*A BIOLOG adatbazis oszlopban feltiintetett értékek azt jelzik, hogy atlagosan a torzsek hany %-a képes az adott szénforrast hasznositani.
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19. tablazat: R. equi torzsek szénforras-hasznositasa eredet szerint (BIOLOG, 48 6ra, 30°C).

Szénforrasok Lé (10) Talaj (7) |Ember (8) |[Sertés (5) |Kutya (1)
Dextrin 10 (100%) |5 (71%) 2 (25%) 3 (60%) 1
Tween 40 10 (100%) |7 (100%) |8 (100%) 5 (100%) 1
Tween 80 10 (100%) |7 (100%) |8 (100%) 5 (100%) 1
Arbutin 0 1 (14%) 0 0 0
D-fruktoz 0 1 (14%) 0 1 20%) 0
D-galaktoz 0 1 (14%) 0 0 0
Gentiobioz 5 (50%) 4 (57%) 2 (25%) 0 0
D-glukonsav 1 (10%) 0 0 0 0
o-D-gliik6z 10 (100%) |7 (100%) |8 (100%) 5 (100%) 1
m-inozitol 1 (10%) 0 0 0 0
Maltoz 1 (10%) 1 (14%) 0 1 20%) 0
Maltotrioz 0 0 0 1 20%) 0
D-mannéz 10 (100%) |7 (100%) |5 (63%) 3 (60%) 1
D-melezitoz 0 0 0 1 (20%) 0
3-metil-gliik6z 0 0 0 1 20%) 0
Palatinoz 0 2 (29%) 2 (25%) 1 20%) 0
D-pszikoz 0 0 0 1 20%) 0
L-ramnéz 0 0 1 (13%) 0 0
D-riboz 9 (90%) 7 (100%) |5 (63%) 2 (40%) 0
Szalicin 8 (80%) 5 (71%) 5 (63%) 1 20%) 0
D-trehaloz 0 1 (14%) 3 (38%) 1 20%) 0
Turanéz 1 (10%) 1 (14%) 1 (13%) 1 20%) 0
D-xiléz 1 (10%) 2 (29%) 1 (13%) 0 0
Ecetsav 9 (90%) 7 (100%) |6 (75%) 3 (60%) 1
o-hidroxivajsav 10 (100%) |7 (100%) |8 (100%) 5 (100%) 1
B-hidroxivajsav 0 1 (14%) 0 1 (20%) 0
v-hidroxivajsav 1 (10%) |3 (43%) [2(25%) 0 0
p-hidroxifenil-ecetsav |0 0 0 1 (20%) 0
o-keto-glutarsav 0 0 0 1 (20%) 0
a-keto-valeriansav 8 (80%) 4 (57%) 5 (63%) 3 (60%) 1
Laktamid 10 (100%) |6 (86%) 6 (75%) 3 (60%) 1
D-tejsav-metilészter 10 (100%) |7 (100%) |7 (88%) 3 (60%) 1
L-tejsav 10 (100%) |7 (100%) |7 (88%) 3 (60%) 1
Metil-piruvat 10 (100%) |7 (100%) |8 (100%) 5 (100%) 1
Mono-metil-szukcinat |0 1 (14%) 0 0 0
Propionsav 10 (100%) |7 (100%) |7 (88%) 2 (40%) 1
Piroszolosav 9 (90%) 7 (100%) |7 (88%) 4 (80%) 1
Borostyanké-amidosav |3 (30%) 2 (29%) 0 2 (40%) 0
Borostyankosav 0 0 0 1 (20%) 0
L-glutaminsav 0 0 0 0 1
L-szerin 0 0 0 1 20%) 0
2,3-butandiol 0 0 0 1 20%) 0
Glicerol 10 (100%) |7 (100%) |8 (100%) 5 (100%) 1
Adenozin 0 2 (29%) 0 0 1
Osszesen 25 31 24 33 17
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Atlagos hasonlosagi értekek:

o 95,8 100

Sertés (130)
Talaj (106)
I Talaj (108)
Talaj (97
Ember (33)
| Talaj (72)

Ember (131)

s

Lo (ATCC 33701)
Sertés (ATCC 303703)

L
o Lé (122)
Talaj (80)
Lo (64)
Lo (23)
Lo (34)

Lo (128)

C e CETRSE . 1T |
Emhber (201)

Ember (22)
I_ Sertes (123)

Talaj (66)
I— Sertés (ATCC 33706)
Ember (ATCC 33707)
Sertés (ATC T 33705)
I_ Sertés (ATCC 33704)

b Ember (31)
1)

Emher (32)

8. abra: Kiilonboz0 eredetli R. equi torzsek szénforras-hasznositasa alapjan felallitott
torzsfaja (BIOLOG, 48 6ra, 30°C, a torzsek eredete mellett azok sorszdma szerepel).

5.6. Antibiotikum-érzékenység

A megvizsgélt 20 R. equi torzs legnagyobb érzékenységet a rifampicinnel (MIC:
0,0156-0,25 pg/ml) és az eritromicinnel (MIC: 0,125-0,5 pg/ml) szemben mutatott. A torzsek
az amikacin (MIC: 2-64 ug/ml), az oxitetraciklin (MIC: 16-64 pug/ml) és az amoxicillin (MIC:
2-64 pug/ml) irant voltak a legkevésbé érzékenyek.

A torzsek eredete €s antibiotikumokkal szembeni érzékenysége kozott nem tudtunk
Osszefiiggést kimutatni. A 20 R. equi torzs antibiotikum-érzékenységére jellemzd minimaélis
gatl6 koncentraciokat a torzsek eredete szerint csoportositva a 20. tablazat mutatja.
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20. tablazat: Egyes antibiotikumok kiilonb6z0 eredetii R. equi torzsekre kifejtett minimadlis gatlé koncentraciéi (MIC, pug/ml).

Antituberculo- | Makrolidok | Glikopeptidek Aminoglikozidok Tetraciklinek Penicillinek
tikumok
A torzsek rifampicin eritromicin | Vankomicin |genta- |neo- ami- oxitetra- | mino- peni- | amoxi-
eredete | szama micin |micin |[kacin |ciklin ciklin cillin G | cillin
Lo 8 0,125 -0,25 0,125-0,5 |1-2 2-8 1-16 |2-64 |32-64 |0,25-0,5 |2-64 [8-32
Talaj 3 0,125 -0,25 0,25-0,5 1 4 2-16 |4 64 0,5 4 16 — 32
Sertés 3 0,0156 - 0,125 |0,125-0,5 |1-2 4 2-16 |4-16 |64 0,5 2-4 16
Ember |6 0,0625 -0,125 |0,125-0,5 |0,5-2 1-4 |2-4 |4-16 [16-64 |[0,125-2 |[1-4 |2-64

72




Rhodococcus equi torzsek 6sszehasonlité vizsgéalata

5.7. Szerolégiai vizsgalatok

A hét R. equi tipustorzzsel szemben nyulakban termelt hiperimmun savok vizsgélata
sorin — a tipustorzseket antigénként alkalmazva — agargél-precipiticiés proba
(9. abra, 77. oldal) segitségével megdllapitottuk, hogy minden vérsavé specifikusnak
tekinthetd, azaz kizdrdlag a neki megfeleld szerotipusi, homolog torzs antigénjével reagalt
(21. tablazat).

21. tablazat: R. equi-vel szemben nyulban termelt hiperimmun savék vizsgalata agargél-
precipitacids probéaban.

Szerotipus Tipustorzs Homol6g | A savok vizsgalata soran hasznalt
savo antigének (AGP)

1 (|2 (3|4 |5]6]|7

1 ATCC 33701 1074 + | -] =-1=-1-=-1-=-1-

2 ATCC 33702 1476 -+ =-1-=-1-=-1-=-1-

1477 -+ | =-l-=-1=1-=-1-=

3 ATCC 33703 1480 - -+ | -=-|=-1-=-1-=

1481 -l =+ | -=-1-=-1=-1-

1484 -l -+ | -=-|-1-1-

4 ATCC 33704 1035 -l =l =-1+1-=-1-1-

5 ATCC 33705 1032 -l =l =-1=-141-1-

1033 - ==l =14+1-1-=

6 ATCC 33706 1038 - - =-|-=-1-1+1-

1039 - = =1 =1=14+1-=

7 ATCC 33707 1482 - =] - =-1-1-1%+

1483 -l -1 =1-=-1-=-1-14%

1485 -l -1 =1=-1-=-1-14%

Az altalunk megvizsgalt 379, kiilonboz6 eredetl R. equi torzs Prescott-féle
rendszerben torténd szerotipizdldsa sordn 173 torzs (45,65%) az 1-es, 107 torzs (28,23%)
a 2-es, nyolc torzs (2,11%) a 3-as, egy torzs (0,26%) pedig a 4-es szerotipusba volt
besorolhaté. Kilencven torzset (23,75%) ebbe a rendszerbe nem tudtunk besorolni. A
Prescott-féle 5-0s, 6-0s €s 7-es szerotipusokhoz tartoz6 torzseket a magyarorszagi vizsgalati
anyagokban nem taldltunk.

A 90 be nem sorolhatd torzs koziil eredet és izoléldsi hely alapjdn a legnagyobb
diverzitasra torekedve 30 torzset kivdlasztottunk, és ezekkel szemben nyulakat
immuniziltunk. A termelt Osszes hiperimmun savét a 30 antigénnel AGP prébaban
reagdltattuk, amely alapjan az antigének kozott négy jol elkiiloniilé csoport jelenlétét
allapitottuk meg. Minden csoportbdl kivalasztottunk egy torzset, és az ezekkel szemben
termelt hiperimmun savét AGP reakcioban vizsgédltuk a 90, be nem sorolhatd torzsbol
fennmaradt 60 torzzsel.

A négy kivalasztott savo valamelyikével, egy torzs kivételével, mindegyik a Prescott-
féle szerotipizalasi rendszerbe kordbban be nem sorolhatd torzsbdl késziilt antigén reagélt. A
kivalasztott négy hiperimmun savéval a Prescott-féle tipustorzsekbdl (ATCC 33701-33707)
készitett egyik antigén sem eredményezett precipitacids reakciot.
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Vizsgdlataink azt mutatjdk, hogy a R. equi torzseknek legaldbb négy 1j (az altalunk
javasolt ,,87-as, ,,97-es, ,,107-es és ,,117-es) szerotipusa létezik.

A lovakbdl szarmazd torzsek tdlnyomé tobbsége, 74,36%-a (116 torzs) az 1-es,
9,62%-a (15 torzs) a 2-es, 2,56%-a (4 torzs) a 3-as szerotipusba tartozott. A torzsek 13,46%-at
(21 torzs) nem tudtuk a kordbbi hét szerotipus egyikébe sem besorolni. A 21 torzs koziil 14-et
az altalunk javasolt ,,8”-as, harmat-harmat a ,,9”-es és a ,,10”-es, egyet pedig a ,,11”-es
szerotipusba tartozonak talaltunk.

A lovak kozvetlen kornyezetébdl gytjtott talajbdl szdrmazd torzsek 64,58%-a (31
torzs) az 1-es, 2,08%-a (1 torzs) a 2-es, 4,17%-a (2 torzs) a 3-as, 2,08%-a (1 torzs) a 4-es
szerotipusba tartozott, a torzsek 27,08%-a (13 torzs) pedig nem volt besorolhaté a Prescott-
féle szerotipizalasi rendszerbe. A tizenharom, a kordbbi hét szerotipusba be nem sorolhaté
torzs koziil egyet-egyet a ,,8”-as, a ,,9”-es és a ,,10”-es, kilencet pedig a ,,11”-es szerotipusba
tartozonak taldltunk, egy torzset pedig még a kibdvitett rendszerbe sem tudtunk besorolni.

A nyolc, emberekbdl izolélt torzs koziil hat térzs a 2-es szerotipusba tartozott, két
torzs pedig nem volt a rendszerbe besorolhat6. Az éltalunk kiterjeszett rendszerben a két be
nem sorolhat6 torzs egyike a ,,10”-es a mésik pedig a ,,11”-es szerotipusba tartozott.

A 167, sertések all alatti nyirokcsomdibol vigéhidon gylijtott torzs koziil 26 torzs
(15,57%) az 1-es, 85 torzs (50,9%) a 2-es, két torzs (1,2%) pedig a 3-as szerotipusba tartozott.
A sertés eredetli torzsek koziil 54-et (32,34%) nem tudtunk a rendszerbe besorolni. Az 54
torzsbol egyet-egyet a ,,87-as és a ,,107-es, 17-et a ,,9”-es 35-6t pedig a ,,11”-es szerotipusba
tartozonak taldltunk.

A izolélas helye szerinti és a szerotipus alapjan torténd csoportositds ramutat arra,
hogy a telepiilések tobbségében (15 telepiilésbdl 10-ben) 16bdl szdrmazé torzsek esetén az
altalunk megvizsgalt torzsek kozott csak 1-es szerotipusu torzsek fordultak eld. Harom
telepiilés esetén kettd, egy esetén négy, egy telepiilés esetén pedig 6t kiilonb6zd szerotipusu
torzs is elofordult az izolatumok kozott. Valamennyi dlloményban domindlnak (atlagosan:
74,36%) az 1-es szerotipusu torzsek a klinikai izoldtumokban, de egy édllomédny esetén
ahonnan nagyobb szamban vizsgéltunk orr- és bélsartampon-mintakat is az 1-es szerotipust -
kovetéen a 2-es (21,87%) és a ,,87-as (20,31%) szerotipusu torzsek is jelentds szdmban
fordultak elo.

A sertés eredetll torzsek diverzitasa nagyobb volt, mint a 16bdl szarmazé torzseké. Egy
vagohidi csoportban egy szerotipus, kettOben kettd, haromban hiarom, négyben négy, egyben
pedig 6t kiillonbozo szerotipusu torzs fordult eld. Legnagyobb gyakorisdggal a 2-es (50,9%), a
»117-es (20,96%), az 1-es (15,57%) és a ,,97-es (10,18%) szerotipusok voltak megtalalhatok.

A torzsek eredet és szerotipus szerinti megoszldsat a 22. és 23. tablazat, mig az
izolalas helye szerinti megoszlast a 16b6l szarmazé torzsek esetén a 24. tablazat, a sertésbol
izolalt torzsek esetén pedig a 25. tablazat tartalmazza.
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22. tablazat: A lovakbdl és azok kornyezetébdl szarmazo talajmintakbol kitenyésztett R. equi torzsek szerotipusok szerinti megoszlasa.

Eredet Szerotipus Nem besorolhaté Osszesen
1 2 3 4

Csiké Bébolna: 13, Somogysard: 2, Somogysard: 1, - Somogysard: 3, 46 (22,55%)
tiidotalyog Bélvanyos: 3,

Dalmand: 2,

Gant: 1,

Hortobagy: 2,

Kakucs: 2,

Kaposvar: 7,

Pénzesgyor: 1,

Maké: 2,

Mezdbhegyes: 4,

Oroshaza: 1,

Somogyséard: 2,
Csiko bélfodri | Somogysard: 2, - Kakucs: 1, - Somogysard: 2, 5(2,45%)
nyirokcsomé
Csiké Bélvanyos: 2, - - - Somogysard: 1, 4 (1,96 %)
gatorkozi Oroshdza: 1,
nyirokcsomé
Csiké Aka: 1, Nyiregyhdza: 1, |Somogysard: 1, |- Hortobagy: 1, 34 (16,67 %)
orrtampon Baélvanyos: 2, Somogysard: 3, Mezdbhegyes: 1,

Budapest: 1, Somogysard: 2,

Hortobagy: 3,

Mezébhegyes: 9,

Nyiregyhaza: 2,

Somogysard: 7,
Csiko Bélvanyos: 1, Somogysérd: 9, Somogysard: 1, - Nyiregyhédza: 3, |67 (32,84%)
végbéltampon | Hortobagy: 6, Somogysérd: 8,

Kakucs: 1,

Mezébhegyes: 17,

Nyiregyhdza: 1,

Somogysdrd: 20,
Talaj Hortobagy: 20, Somogysérd: 1, Somogysard: 2, Somogysard: 1, Hortobagy: 3, 48 (23,53 %)

Somogysdrd: 11, Somogysdrd: 10,
Osszesen 147 (72,06 %) 16 (7,84 %) 6 (2,94%) 1 (0,49%) 34 (16,67 %) 204 (100%)
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23. tablazat: Emberekbdl és sertésekbol szarmazo R. equi torzsek szerotipusok szerinti megoszlasa.

Eredet Szerotipus Nem besorolhaté Osszesen
1 2 3
Ember Budapest: 3, Miskolc: 1 8 (4,57%)
Debrecen: 2, Budapest: 1
Miskolc: 1,
Sertés Alsoézsolca, Bataszék, | Als6zsolca, Bataszék, Porboly, Csokmo, Flizesgyarmat, Alsézsolca, Bataszék, 167 (95,43 %)
Porboly, Tompa: 8, Tompa: 8, Szeghalom, Ujirdz, Zsdka: 1, Porboly, Tompa: 5,
Békés, Csabacsud, Békés, Csabacsud, Kondoros: 3, |Devecser: 1, Békés, Csabacsud,
Kondoros: 4, Csokmd, Filizesgyarmat, Kondoros: 4,
Hajdunénis: 2, Szeghalom, Ujirdz, Zséka: 16, Csokmd, Fiizesgyarmat,
Kamut, Devecser: 2, Szeghalom, Ujirdz, Zsédka:
Korosszegapati, Gyomaendrdd, Gyula: 3, 3,
Mezbgyan, Okdny, Hajdddorog, Hajdtinénas, Gyomaendrdd, Gyula: 4,
Zsaddny, Vésztd: 9, Kalménh4iza, Nyiregyhdza: 3, Hajdddorog, Hajduinénas,
Kunhegyes: 3, Hajdunanas: 8, Kalmanhdaza, Nyiregyhdza:
Kamut, Korosszegapati, 1,
Mez6gyan, Okany, Zsadany, Hajdunénas: 8,
Vészto: 33, Komadi, Okany: 7,
Komadi, Okany: 2, Korosszegapati, Kamut,
Kunhegyes: 7, Mezbgyan, Okany,
Zsadany, Vésztd: 15,
Kunhegyes: 6,
Miskolc: 1
Osszesen | 26 (14,86 %) 91 (52%) 2 (1,14%) 56 (32%) 175 (100%)
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4 savly ="
9. abra: A pozitiv agargél-precipitacios reakcié képe (72. sz. torzsbol kivont antigén és 3-as
szerotipus tipustorzsével szemben termelt hiperimmun savé precipitacids ivet hozott 1étre).
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24. tablazat: A lovak szarmazasi helye és a bel6liik izolalt R.

equi torzsek szerotipusok szerinti megoszlasa.

A lovak Szerotipus Osszesen
szdrmazas 1 2 3 567 8 9’ 107 | 17
helye
Aka 1 - - - | -1 - - - - - 1
Babolna 13 - - - | - | - - - - - 13
Balvanyos 8 - - - | -] - - - - - 8
Budapest 1 - - - | -1 - - - - - 1
Dalmand 2 - - - | -1 - - - - - 2
Gant 1 - - - - - - - - - 1
Hortobagy 11 - - - - - 1 - - - 12
Kakucs 3 - 1 - | -1 - - - - - 4
Kaposvar 7 - - - | - | - - - - - 7
Mako 2 - - - | -] - - - - - 2
Mezohegyes 30 - - - | -1 - - - 1 31
Nyiregyhaza 3 1 - - -1 - - - 2 1 7
Oroshaza 2 - - - | -] - - - - -
Pénzesgyor 1 - - - - - - - - - 1
Somogysard 31 14 3 - | - | - 13 3 - - 64
_ (48,44%) | (21,87%) | (4,69%) (20,31%) | (4,69%)
Osszesen 116 15 4 - | - | - 14 3 3 1 156
(74,36 %) | (9,62%) (2,56%) (8,97%) | (1,92%) | (1,92%) | (0,64%) | (100%)
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25. tablazat: A sertések szarmazasi helye és a beldliik izoldlt R. equi torzsek szerotipusok szerinti megoszlasa.

A sertések Szerotipus 6sszesen

szarmazasi helye 1 ) 3 4 5 6 7 S’ 29’ ,,10” 11”7

Alsézsolca, Bataszék, 8 8 - - -1 -1 - - 4 - 1 21

Porboly, Tompa

Békés, Csabacsiid, 4 3 - o - 1 - 3 11

Kondoros

Csokmé, Fiizesgyarmat, - 16 1 - -1 -1 - - - - 3 20

Szeghalom, Ujiraz, Zsaka

Devecser - 2 1 - -1 -1 - - - - -

Gyomaendréd, Gyula - 3 - - -1 -1 - - 1 — 3

Hajdadorog, Hajdinanas, - 3 - - - -1 - - - - 1 4

Kalmanhaza, Nyiregyhaza

Hajdunanas 2 8 - -1 -1 -=-1- - - 1 7 18

Komadi, Okany - 2 - -1 -1-=-1- - 3 - 4 9

Korosszegapati, Kamut, 9 33 - - - -1 - 1 5 - 9 57

Mezogyan, Okany,

Zsadany, Vészto

Kunhegyes 3 7 - - =-1-=-1- - 3 - 3 16

Miskolc - - - - - -1 - - - - 1 1

Osszesen 26 85 2 - -1-1- 1 17 1 35 167
(15,57%) | (50,9%) | (1,2%) 0,6%) | (10,18%) | (0,6%) | (20,96%) | (100%)
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5.8. A 16S riboszomalis RNS gén vizsgalata

A 16S riboszomdlis RNS gén vizsgdlata sordn valamennyi a vizsgédlatba bevont R.
equi torzsbol DNS-t vontunk ki. Ezt kovetden a kivont és megtisztitott DNS-t templatként
haszndlva polimerdz lancreakcidéval univerzdlis bakteridlis primereket alkalmazva
megsokszoroztunk egy 1338 bp hosszusdgii DNS szakaszt a vizsgédlatba bevont kiilénb6zo
eredetl R. equi torzsek genomjabdl (10. abra).

M 66 64 34 33 323127 26232221 7 6 5 4 3 2 1 M

1338 bp

*'ﬂnﬂnnnu-niww

M 20 13 13012 12812 12210 106 97 88 80 72 M

1. 212 .. 2

(1%-o0s agardz gél, etidium-bromiddal jelezve).

Az amplifikdlt DNS szakaszt RFLP-vizsgdlatnak vetettik ald 7ru91 és Hin6l
restrikciés endonukledzokat hasznédlva (1. abra, 48. oldal). Az RFLP-vizsgalat soran a PCR-
termékek emésztését kovetd elektroforézis utdn nem lattunk kiilonbséget az izoldtumok kozott
(11. és 12. abra). A vizsgalt DNS szakaszt minden torzs esetén a varakozasnak megfeleléen a
Tru91 restrikcidés endonukledz ot részre (805 bp, 86 bp, 132 bp, 196 bp, 119 bp), a Hinbl
enzim pedig 6 részre (631 bp, 125 bp, 53 bp, 230 bp, 25 bp, 274 bp) vagta (1. abra).
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Tru9l

72 066 64 34 33 32 031 27 2 5 2@ AT 6 3 o4 3 201 M

1114

147

1114

7266 64 34 033 032 031 27 2 03 o2 2AW YT o4 5 04 03 2 1M

Hinel

11. abra: Kiilonboz6 eredetli R. equi torzsek 16S rRNS gén régidjanak RFLP képe Tru9l és
Hin6l restrikcidés endonukledzokkal torténd emésztés utan
(2%-o0s agardz gél, etidium-bromiddal jelezve).
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1114
900
692
501
489
404
320
242
190
147

1114
900
692
501
489
404
320
242
190
147

M 20 13 13 12 12 12 12 10

Hin6l

10 97 88 80 M

12. abra: Kiilonboz6 eredetli R. equi torzsek 16S rRNS gén régidjanak RFLP képe Tru9l és
Hin6I restrikcids endonukledzokkal torténd emésztés utdn
(2%-0s agardz gélben, etidium-bromiddal jelezve).

A 11 torzs 16S rRNS gén régidjanak elsé 440 bp-jara kiterjedd szekvencia-analizis
eredménye alapjan megallapitottuk, hogy ezen régié szekvencidja a vizsgalt torzsek esetén
gyakorlatilag azonos (2. melléklet, 132. oldal).
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5.9. Plazmidprofil

A virulenciaplazmidra irdnyulé vizsgalatok els@ 1épéseként a baktérium-mintdkbol
kivont DNS-t templatként haszndlva polimerdz lancreakcié segitségével a virulencidhoz
kot6do vapA- €s vapB-gének jelenlétét vizsgaltuk (26. tablazat, 13. abra).

Az Osszesen megvizsgélt 369 torzs koziil 156 torzsben (41,5%) mutattuk ki a vapA-
gén jelenlétét (564 bp reakcidtermék), 51 torzsben (13,6%) a vapB-gént (827 bp
reakcidtermék), a fennmaradé 162 térzsben nem tudtuk a virulenciagének jelenlétét kimutatni.

A virulenciagének el6forduldsa a torzsek eredetétdl fliggden sajitos eltéréseket
mutatott. A lovakbdl szarmaz6 torzsek tilnyomé tobbségében (88,4%) a vapA-gén jelen volt.
A vapB-gén a lovakbdl szarmazé torzsekben nem fordult eld. A lovak kornyezetébdl gyiijtott
talajmintakbodl szarmazoé torzsek tobb mint a felében (54,2%) szintén a vapA-gént mutattuk ki.
VapB-gént hordoz6 torzset a talajbodl izolélt torzsek kozott sem taldltunk.

A 167, sertések all alatti nyirokcsom6ibdl izolalt torzs tobbsége (71,9%) avirulensnek
bizonyult, mivel benniik sem vapA-, sem pedig vapB-gént nem tudtunk kimutatni. A torzsek
27,5%-aban viszont vapB-gén volt jelen. Mindossze egy torzsben (0,6%) tudtuk a vapA-gént
kimutatni.

Az emberi izoldtumok tobbsége (71,4%) mérsékelten virulens torzsnek bizonyult,
mivel vapB-gént hordozott. A torzsek masik része (28,6%) avirulens volt, mivel benniik nem
tudtunk virulenciagéneket detektalni.

A polimerdz lancreakcidval vapA+ (156 torzs) és a vapB+ (51 torzs) torzsekben a
virulenciaplazmid jelenlétét vizsgaltuk (14. abra) és az izolalt virulenciaplazmidokat kétféle
(EcoRI, EcoT22l) restrikciés endonukledzzal emésztettik ¢és a fragmenseket
gélelektroforézissel vélasztottuk szét (15. abra).

A csikokbol szarmaz6 129 virulens torzsbol, 123 torzs egy 85 kbp méretti, I-es tipust
plazmidot, 6 torzs pedig egy 87 kbp méretii I-es tipusu plazmidot tartalmazott (27. tablazat).

A talajbdl szarmazé 26 virulens torzs 85 kbp méretli, I-es tipusi plazmidot
tartalmazott (27. tablazat).

A sertésekbdl szdrmazd 1 virulens (vapA+) torzs 85 kbp méreti I-es tipusu
virulenciaplazmidot tartalmazott. A 46 mérsékelten virulens (vapB+) torzs koziil 1 torzs 1-es
tipusu (79 kbp), 1 torzs 4-es tipusu (88,5 kbp), 38 torzs 5-0s tipusu (95 kbp), 1 torzs 6-0s
tipust (89 kbp), 2 torzs 7-es tipusi (96 kbp), 2 torzs 16-os tipusu, 1 torzs pedig iddig nem
ismert Uj (18-as) tipusu virulenciaplazmidot tartalmazott (16. abra, 28. tablazat).

Az immundeficiens emberekbdl izoldlt 5 mérsékelten virulens (vapB+) torzs
mindegyike egy 95 kbp méretii 5-6s tipusu virulenciaplazmidot tartalmazott (28. tablazat).

A lovakbdl és a lovak kornyezetébdl, valamint a sertésekbdl és az emberekbdl
szarmaz6 avirulens (vapA—, vapB-) torzsek egy részében, Osszesen 41 torzs esetén ismeretlen
funkcidji plazmidok jelenlétét is vizsgaltuk. A csikd végbéltamponokbdl kitenyésztett torzsek
koziil 5-ben, a talajb6l szarmazd torzsek esetén pedig 8 torzsben taldltunk ismeretlen
funkcigji (kriptikus) plazmidot. Ezen kriptikus plazmidokat az agardzgélben vald
helyezddésiik alapjan két csoportra osztottuk (kis é€s nagy plazmid).
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26. tablazat: A vapA- és a vapB-gének jelenléte (PCR-rel vizsgdlva) a Magyarorszagon izolalt R. equi torzsekben.

A torzsek eredete Torzsek vapA+ vapB+ Virulencia-gént
szama torzsek torzsek nem hordozoé
torzsek
Csiko
Tiidotalyog 46 42 (91,3%) — 4 (8,7%)
Bélfodri nyirokcsomo 5 5 (100%) — —
Gatorkozi nyirokcsomé 4 4 (100%) - -
Orrtampon 31 27 (87,1%) - 4 (12,9%)
Végbéltampon 60 51 (85,0%) - 9 (15,0%)
Re’szb’sszeg 146 129 (88,4%) - 17 (11,6%)
Talaj 48 26 (54,2%) — 22 (45,8%)
Sertés
All alatti nyirokcsomok 167 1 (0,6%) 46 (27,5%) 120 (71,9%)
Ember
AIDS-es betegek kopete 2 - 1 (50%) 1 (50%)
Szervatiiltettettek 3 - 2 (66,7%) 1 (33,3%)
Immundeficiens gyerek 1 - 1 (100%) -
Non-Hodgkin lymphomas beteg 1 - 1 (100%) -
Labszarfekélyes beteg 1 — — 1 (100%)
Re’szb’sszeg 8 - 5(71,4%) 3 (28,6%)
Osszesen 369 156 (41,5%) | 51 (13,6%) 162 (43,1%)
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27. tablazat: Magyarorszagon csikokbol és talajmintakbodl izoldlt R. equi torzsek virulenciaplazmidjainak megoszlasa.

Eredet Virulens torzsek Avirulens torzsek Osszesen
Ismeretlen (Kriptikus) Nincs plazmid
85 kbp plazmid 87 kbp plazmid
(I-es tipus) plazmid Kis plazmid |Nagy plazmid

+ 1 plazmid | (I-es tipus) | (<30 kbp) (>30 kbp)

Csiko tiid6talyog Babolna: 9, Balvanyos: 3, Kaposvar: 1 Mezéhegyes: 1 Babolna: 4, 46
Dalmand: 2, Gant: 1,
Hortobagy: 2, Kakucs: 2,
Kaposvar: 7, Pénzesgyor: 1,
Maké: 2, Mezdéhegyes: 3,
Oroshaza: 1, Somogysard: 7,

Csiké bélfodri nycs. | Somogysard: 4, Kakucs: 1, 5

Csiké gatorkozi Balvanyos: 2, Oroshaza: 1, 4

nyirokcsomo Somogysard: 1,

Csiké orrtampon AKka: 1, Balvanyos: 1, Balvanyos: 1 Mezéhegyes: 1, Hortobagy: 1, 31
Budapest: 1, Hortobagy: 3, Mezéhegyes: 1 Mezohegyes: 2
Mezéhegyes: 3, Nyiregyhaza: Nyiregyhaza: 1,

2, Somogysard: 13,

Csiké6 végbéltampon Balvanyos: 1, Hortobagy: 5, | Mezohegyes: 1 | Mezohegyes: 3, | Nyiregyhaza: 1 | Hortobagy: 1, Nyiregyhaza: 2, 60

Kakucs: 1, Mezdhegyes: 7, Somogysard: 1 | Somogysard: 2, |Somogysard: 2,
Nyiregyhaza: 1, Somogysard:
32,
Talaj Hortobagy: 19, Somogysard: 3, |Somogysard: 5, |Hortobagy: 4, 48
Somogysard: 7, Somogysard: 10,
Osszesen 145 4 6 5 8 26 194
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28. tablazat: Magyarorszagon emberekbdl és sertésekbdl izoldlt R. equi torzsek virulenciaplazmidjainak jellemzése.

Eredet | Virulens Mérsékelten virulens torzsek Avirulens torzsek Ossze-
torzsek (vapB+) (vapA-; vapB-) sen
(vapA+)
85 kbp Plazmid tipus Nincs
plazmid (méret) virulenciaplazmid
(I-es 1 4 5 6 7 16 Uj (18)
tipus) | (79 kbp) | (88,5 kbp) (95 kbp) (89 kbp) | (96 kbp)
Ember Budapest: 3, Budapest: 1, 8
Debrecen: 2, Miskolc: 1,
Miskolc: 1,
Sertés |Devecser: |Csokmé, |Hajdu- Alsézsolca, Békés, Békés, Békés, | Also- Alsozsolca, Bataszék, Porboly, 167
1 Fiizes- nanas: 1, Bataszék, Porboly, | Csaba- Csabacsiid, | Csaba- |zsdka, Tompa: 18,
gyarmat, Tompa: 2, csiid, Kondoros: | csiid, Bata- Békés, Csabacsiid, Kondoros:
Szegha- Békés, Csabacsiid, | Kondo- 1, Kondo- |szék, 5,
lom, Kondoros: 3, ros: 1, Korosszent | ros: 1, Porboly, | Csokmd, Fiizesgyarmat,
Ujiraz, Csokmd, -apati, Komadi, | Tompa: |Szeghalom, Ujiraz, Zsaka: 5,
Zsaka: 1, Fiizesgyarmat, Kamut, Okany: |1, Gyomaendrdéd, Gyula: 4,
Szeghalom, Ujiraz, Mezégyan, |1, Hajdidorog, Hajdinanas,
Zsaka: 14, Okany, Kalman-haza, Nyiregyhaza: 4,
Devecser: 2, Zsadany, Hajdunanas: 11,
Gyomaendrdd, Vészto: 1, Komadi, Okany: 6,
Gyula: 3, Korosszegapati, Kamut,
Hajdunanas: 6, Mezégyan, Okany, Zsadany,
Komadi, Okany: 2, Vészto: 52,
Korosszegapati, Kunhegyes: 15,
Kamut, Mezégyan,
Okany, Zsadany,
Vészto: 1,
Kunhegyes: 4,
Miskolc: 1,
Ossze- | | 1 1 44 1 2 2 1 122 175
sen
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28 21

«— 827 bp
564bp —0m—0p

13. abra: A vapA- és a vapB-génre specifikus PCR termék (564 bp; 827 bp)
a2l-es és a 28-as sz. torzs esetén.

29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

14. abra: Néhany torzs plazmidképe (29., 30. 34-38. sz. torzs: 85 kbp méretii plazmid, 31-32.
torzs: 5-0s tipust 95 kbp méretli plazmid, 33. torzs: nincs plazmid, az alsé csik a megvaltozott
elektroforetikus mobilitdsi kromoszomalis DNS-t jelzi).
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202 203 204 205

15. abra: A hazai virulens torzsekben talalt virulenciaplazmidok RFLP képe (202., 204. sz.
torzs: 87 kbp, I-es tipusd plazmid, 203., 205. sz. torzs: 85 kbp, I-es tipust plazmid).

M 1 4 5 6 7 16 yy M

<+—23kb

<+«—9,4 kb
<+«—0,6 kb

«—44%kDb

L 23Kb
~2,0kb

<«—0,6 kb
16. abra: A hazai mérsékelten virulens torzsekben taldlt kiilonb6z6 tipusu
virulenciaplazmidok (1, 4, 5, 6, 7, 16, 4j) EcoRI végasi képe.
(Molekulatomeg marker: HindIll-mal emésztett lambda-fag DNS).
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5.10. Immun-hisztokémiai vizsgalatok

Agargél precipitdcid és passziv hemagglutindcid

A tisztitott IgG az agargélprecipitacios, ill. passziv hemagglutindciés prébdval a R.
equi 1-es szerotipusdbdl készitett antigénnel reagélt. A tobbi szerotipussal, valamint a
Streptococcus equi ssp. equi-vel és a Staphylococcus aureus-szal nem adott keresztreakciot.

Immun-hisztokémia

A kontroll (PBS) metszetekben és kenetekben nem lattunk pozitiv reakciot. A R. equi-
specifikus IgG csak a R. equi-hez kotédott, a M. bovis-hoz és a M. paratuberculosis-hoz nem
(29. tablazat). A M. bovis-specifikus immunglobulin enyhe hattérfestddés mellett mindharom
baktériumhoz kotédott (29. tablazat). Ez az immunglobulin gyengébben festette meg a R.
equi-t, mint a R. equi-specifikus IgG. Az utébbi specifikusan, hattérfestddés nélkiil mutatta ki
a korokozét (17. abra), kiilonosen annak sejtfalat, ill. burkat (18. abra). A baktériumok
dontéen a makrofagok, ritkdbban a neutrofil granulocitdk citoplazmdjédban voltak lathatok,
extracellularisan csak elvétve fordultak eld. A ,,B” és ,,C” dllat eltdlyogosodott tiidejében és
az ,,A” dllat eltdlyogosodott vastagbélfodri nyirokcsoméjaban nagy szamban, mig a gatorkozi
nyirokcsomékban (,A”, ,B”, ,,C”) és az ,,A” dllat tiidejében csak elvétve lattunk
baktériumokat. Mindharom dllat esetében a lenyomatokban hasonlé pozitiv reakciét lattunk,
mint a paraffinos és a fagyasztott metszetekben (30. tablazat). A 1égcsovet fedd nyalkabol
készitett lenyomatban minden esetben nagy szamu R. equi-t lattunk a makrofagok és a nagy
szamu neutrofil granulocita citoplazmdjaban (19. abra). Az ,,A” éllatban az orrbdl készitett
lenyomatban, két gdécban extracelluldrisan, egymadssal Osszetapadva lattunk R. equi-hez
hasonl6 pozitiv reakciét mutatd baktériumokat. Ritkan, szabdlytalan teriileteken a kenetekben
és kiilonosen a metszetekben, a makrofdgokban a baktériumok csak nagyon halvanyan
festodtek. Néhdny esetben az egyes makrofagsejtekben 1év0 baktériumok koziil egyesek
erdsen, mig masok csak alig festodtek.

29. tablazat: A nyidlban termelt R. equi specifikus IgG vizsgalata.

anti-R. equi | anti-M. bovis
IgG Ig
R. equi-vel fertézott ,,A” csiko tiideje + +
M. bovis-szal fert6zott szarvasmarha tiideje — +
M. paratuberculosis-szal fert6zott szarvasmarha csipobele — +

+: kotodik a baktériumhoz
—: nem kotodik a baktériumhoz
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30. tablazat: A bakteriol6giai és az immun-hisztokémiai vizsgalatok eredménye.

Allatok Szervek (Minta) Bakterioldgiai | Paraffinos | Fagyasztott | Lenyomati
vizsgalat metszet metszet készitmény
»A” Tiid6 — +/— +/— +/—
Gatorkozi nyirokcsomo — +/— +/— +/—
Vastagbélbélfodri + + + +
nyirokcsomo
Légcso n.v. n.v. n.v. +
Orrvaladék n.v. n.v. n.v. +/—
,»»B” Tiido + + + +
Gatorkozi nyirokcsomo + +/— +/— +/—
Légcsé n.v. n.v. n.v. +
4, C” Tiido + + + +
Gatorkozi nyirokcsomo + +/— +/— +/—
Légcs(i n.v. n.v. n.v. +
—: nincs R. equi baktérium
+/—: elvétve R. equi baktérium
+: sok R. equi baktérium
n.v.: nem vizsgalt
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17. abra: A ,,C” allat tiidejébdl késziilt paraffinos metsze

|
&

-
t. Nagyszamu baktérium a

makrofagok és a neutrofil granulocitdk citoplazm4jaban
(Immun-hisztokémia, nyul anti-R. equi IgG, Mayer-féle hematoxilinnal kontrasztfestve).
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o » B

b
3
18. 4bra: ,,” lat tiidejébol készilt fagysztott metszet. A krofégsejtek
citoplazmdjaban elhelyezkedd baktériumoknak kiilondsen a faldban lathato erds festddés

(Immun-hisztokémia, nydl anti-R. equi IgG, Mayer-féle hematoxilinnal kontrasztfestve).

19. abra: A ,,B” dllat 1égcs6-nyé1aha’1rtyéj ardl készitett kenetben nagyszdmu baktérium a
makrofagsejtek és a neutrofil granulocitdk citoplazmdjdban (Immun-hisztokémia, nyul anti-R.
equi 1gG, Mayer-féle hematoxilinnal kontrasztfestve).
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5.11. Vakcinazasi kisérletek
L/ A nyakizomba intramuscularisan alkalmazott vakcindk nem valtottak ki lathat6 vagy
tapinthat6 helyi reakcidkat, sem a vemhes kancdkban, sem pedig vakcindzott csikokban. Az
allatok végbélben mért testhOmérséklete, étviagya és viselkedése sem vdltozott a vakcina
hataséra.

Az ,,A” ménesben 24 egészséges csiko sziiletett, de a kisérlet ideje alatt R. equi okozta
megbetegedésbdl szarmazd klinikai tiinetek €s elhullds nem fordult eld.

A ,,B” ménesben a 15 vakcindzott kancdnak 14 €16 csikdja sziiletett. A 14 csiké koziil
egy hullott el Streptococcus equi ssp. zooepidemicus fertézés kovetkeztében €s tovabbi két
csikot kellett gydgykezelni hasonldé okok miatt, de a csik6k kozott nem fordult el klinikai
tiinetekben vagy elhulldsban megnyilvanuld R. equi fert6zottség.

A kontroll csoportban 10 egészséges csiko sziiletett, amelyek koziil kettd elhullott R.
equi okozta megbetegedés kovetkeztében, és tovabbi négy csikot kellett kezelni a betegség
klinikai tiinetei (laz, kohogés, nehézlégzés) miatt. Mindkét elhullott csikéd tiidejébol 1-es
szerotipusu R. equi baktériumokat tenyésztettiink ki. A klinikai tiineteket mutaté beteg csikok
orrvaladékdbol azonban nem tudtuk a korokozot kitenyészteni. A R. equi okozta
tidégyulladdsban megbetegedett két csikondl az elsé klinikai tiineteket 39, illetve 41 napos
korban figyeltiik meg. Ezek a csikok a penicillin-, sztreptomicin- és enrofloxacin-kezelés
ellenére 7 ill. 8 nap betegség utan elhullottak. A kérboncolds sordn sulyosfoku, nagyszamu
tdlyogképzddéssel jaré gennyes tiidogyulladést figyeltink meg mindkét dllatban. A négy,
1égz0szervi tiineteket mutatd csikd esetén az elsé klinikai tiinetek 25, 47, 48 és 60 napos
korban jelentek meg, de az antibakteridlis terdpia hatdsdra a csikok gyogyultak.

A ,,C” ménesben a vakcindzott kancdknak 15 csikéja sziiletett, amelyek kozott a R.
equi okozta megbetegedéssel vagy elhulldssal nem taldlkoztunk. A 12 kontroll kancdnak
Osszesen 11 csikoja sziiletett, amelyek koziil egy hullott el R. equi okozta tiidogyulladasban és
egy tovabbi pedig a betegségre jellemzd klinikai tiineteket mutatott. Az elhullott csiké 43
napos kordban betegedett meg és 17 nappal késébb a gyodgykezelés ellenére elhullott. A
koérbonctani vizsgdlat sordn tadlyogképzddéssel jaré gennyes tiidogyulladast allapitottunk meg
€s a R. equi-t a tiidobdl kitenyésztettiik. Mdas, 1€gzdszervi tiineteket mutat6 csikok orrtampon-
mintdibol nem tudtunk R. equi baktériumokat kitenyészteni.

A kétszeri vagy haromszori vakcindzasra adott immunvailasz meglehetdsen gyenge
volt, mind a R. equi-vel, mind pedig az EHV-2-vel szemben. A vemhes kancakban alacsony
ellenanyagszinteket (mértani atlag és szérds: 1,6+1,2-t6l 3,24+0,92-ig) mértiink mér az elsd
vakcindzast megel6zéen a R. equi-vel és az EHV-2-vel szemben. Két héttel a masodik
vakcindzast kovetden a titerek valamennyi vakcindzott kancidban novekedtek. A R. equi-vel
szembeni atlagos titerek 1-3,5-szer magasabbak voltak, a vakcindzott kancdkban, mint a nem
vakcinazott kontrollban (,,B” és ,,C” ménes).

A kolosztrumban R. equi-vel és EHV-2-vel szemben mért ellenanyag-titerek
hasonldak voltak a masodik vakcinazas utan két héttel a vérsavoban mért titerekhez. Az ,,A”
és a ,,B” ménesben a 2-4 napos koru csikdk vérsavdiban nagyon alacsony ellenanyagszinteket
taldltunk, mind a R. equi, mind pedig az EHV-2-vel szemben. A titerek alacsonyak maradtak
egészen 5 hetes korig, majd fokozatosan emelkedni kezdtek. A ,,B” ménesben a 7 hetes kortu
vakcindzott csikokban a R. equi-vel szembeni titerek valamivel magasabbak voltak (mértani
kozép: 3,2), mint a kontrollokban (mértani kozép: 1,8). A ,,C” ménesben a R. equi-vel
szembeni titerek viszonylag magasak voltak mindkét kisérleti csoportban, a kimutathat6
ellenanyagok gyakorlatilag eltiintek 3 hetes korra és ezt kovetden fokozatosan emelkedésnek
indultak és kétszer magasabb geometriai kozépértéket értek el a vakcindzott (5,5), mint a
kontroll (2,7) csoportban (31. tablazat).
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31. tablazat: A R. equi-vel (IHA — passziv hemagglutinicid) és az EHV-2-vel (VN — virusneutralizacids préba) szembeni ellenanyag-titerek (logy)
(atlagtszoras) a vakcinazott és a kontroll kancdk és a csikok vérsavdiban, valamint a kolosztrum-mintakban.

A Kisérleti csoport Kancak Csikok
Az els6 vakcinazas utan eltelt idé | Kolosztrum Eletkor
0 nap 14 nap 28 nap 2-4 nap 3 hét 5 hét 7 hét 9 hét
,»A”” ménes
Vakcinazott kancdk és csikok
R. equi|3,240,9 NV 4,712,0 3,8%1,6 0,7£1,5 | 0,22%1,5 NV 2,1£1,5 | 2,9%1,6%
EHV-2|2,540,9 NV 5,8%1,8* 5,6x1,2* 1,410,8 | 3,2+1,2%%* NV 5,2%1,4% | 5,2+1,5%
,,B’> ménes
Vakcinazott kancdk és csikok
R. equi|2,7+1,2 | 3,6£0,8%* | 3,610,8%* 4,1£1,5%* | 0,610,9 1,1£1,0 | 1,7£1,0%* | 3,2+1,5* NV
EHV-2|2,1+0,9 | 5,5+0,5%* | 6,241,8%* 6,111,4%* 1,810,6 1,610,7 2,5+0,7 | 3,4%1,2%* NV
Kontroll kancdk és csikok
R equi|1,6£1,2| 1,9%1,1 2,620,7** 2,120 0,6x1,1 1,6£1,0 | 1,6+1,0%* | 1,8%1,0%* NV
EHV-2(224+0,5| 2,1+0,5 2,510,4 2,5%1,2 0,6x1,0 0,8+0,4 2,2+1,1 2,2+1,2 NV
,,C”’ ménes
Vakcinazott kancdk és csikok
R. equi| 2,3+0,8 NV 6,7t1,8** NV 4,3%1,6 0,7£1,0 3,1£1,2 NV 5,5%1,8
Kontroll kancék és csikok
R. equi| 2,7+0,9 NV 3,2+1,1 NV 2,3+1,1 0,510,7 2,4+1,1 NV 2,7%1,8

*: P<0,05

**: P<0,01 a vakcindzas elotti titerhez (kancédk), illetve a sziiletés utani titerhez (csikdk) hasonlitva.

NV: nem vizsgalt
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I/ A ,,D” ménesben annak ellenére, hogy a csikdk a kisérlet kezdetén klinikailag
egészségesnek tlintek, mind a vakcindzott, mind pedig a kontroll csoportban valamennyi csiké
esetén a végbéltamponbdl €s néhany esetben az orrtamponbdl is ki lehetett a R. equi baktériumokat
tenyészteni. A vakcindzott csoportban R. equi okozta tiidégyulladds harom csiké esetén fejlodott ki,
amelyekbdl ketto el is hullott. Az egyik 7 hetes korban hullott el, és ez az allat a masodik vakcinat
mar nem is kapta meg, a kozben kifejlodd tiidogyulladas miatt. A kisérlet végére (hat héttel a
masodik vakcindzast kovetden) valamennyi csikd, amelyikben klinikai tiinetek alakultak ki, iiritette
a R. equi baktériumokat az orrvaladékaval.

Az ,,E” ménesben a R. equi okozta tiidogyulladés klinikai tiineteivel sem a két vakcinazott,
sem pedig a kontroll csoportban nem taldlkoztunk, de a R. equi baktériumokat néhany éllat esetén,
mind a végbéltamponokbdl, mind pedig a orrtamponokb6l mindhdrom csoport esetén ki tudtuk
tenyészteni, ami arra utal, hogy a fert6zottség jelen volt az dllomdnyban. Az inkomplett Freund
adjuvdnst tartalmaz6 vakcina, enyhefoku 6démat okozott a befecskendezés helyén és enyhe, 2-3
napig tart6 testhOmérséklet emelkedést valtott ki.

Agargél-precipitdcids probaval csak egy olyan ,,D” ménesbeli csiké vérsavdjdban tudtunk
precipitdlo ellenanyagokat kimutatni, amelyik két alkalommal aluminium-foszfat gélhez adszorbealt
vakcinat kapott. Ennek a vérsavonak az ELISA titere 640 volt.

A csikokbol szarmazd vérsavok ELISA-val torténd vizsgdlatdval megéllapitottuk, hogy a
valdszinlileg kolosztralis eredetli ellenanyagok alacsony titerekben még a vakcindzds el6tt jelen
voltak a csikokban mindkét ménesben (20. abra, 21. abra). A kétszeri vakcinazast kovetden az
atlagos ellenanyag-titer 0,4 (log;o) értékrol 1,5-re emelkedett a ,,D” ménesben 1évo csikdkban, de a
titerek lassan csokkenni kezdtek és a kisérlet végére nem taldltunk kiilonbséget a vakcinazott és a
kontroll csoport egyedei kozott (20. abra). Az ,E” ménesben a kezdeti ellenanyag-titerek nem
emelkedtek sem az aluminium-foszfat gélhez adszorbedlt, sem pedig az olajos vakcina alkalmazasat
kovetéen (21. abra). A ,,D” ménesben €16 csikokban az ellenanyag-titerek nagyobb mértékben
emelkedtek a madsodik vakcindzdst kovetd masodik hét végére, mint az ,,E” ménesben, ahol a
kezdeti ellenanyag-titerek sokkal magasabbak voltak.

A kancak vérsavoinak ellenanyag-titerei 10 és 320 kozotti értékeket mutattak (32. tablazat).
A ,D” ménesben a kancdk 42,3%-aban, mig az ,E” ménesben a 71,9%-dban 80-as ELISA
ellenanyag-titert mutattunk ki.

32. tablazat: Feln6tt lovak ELIS A-titerei a két vizsgalt dllomanyban.

ELISA-titer |,,D”” ménes (26 10) |,,E” ménes (32 16)
10 1 (3,85 %) — (0 %)
20 1 (3,85 %) 39,37 %)
40 7 (26,92 %) 13,12 %)
80 11 (42,31 %) 23 (71,9 %)
160 4 (15,38 %) 3 (9,37 %)
320 2 (7,69 %) 2 (6,24 %)
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1,5%0,15

1,4- 1,2+0,06 1,2%0,19

12 csiké ELISA titereinek (log;()
atlaga (+ SE)

A csikok kora

1,1+0,12 1,1 0,12

@ vakcinazott
O kontroll

és az elso vakcinazas utan eltelt napok szama

20. abra: A csikok vérsavoiban mért ELISA titerek aluminium-foszfat gélhez adszorbealt
R. equi-vakcina adasat kovetéen ("'D' ménes)
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ELISA titerek (log,,)

tiz csiké atlaga (+ SE)

1,6-
1,44 £ 0,21

1,4+

1,24

0,8

0,6

0,4

0,2

A csikok kora
és az els6 vakcinazas utan eltelt napok szama

,25

B aluminium-foszfat
Oolajos adjuvans
Ekontroll

21. abra: Aluminium-foszfattal és olajos adjuvanssal adjuvalt R. equi-vakcinaval oltott csikok

vérsavoinak ELISA-titerei (""E' ménes).
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6. ERTEKELES, KOVETKEZTETESEK

6.1. A torzsek eredete

Munkénk sordn Osszesen 379 R. equi torzset gyijtottink Ossze kiillonbozdé kortani €s
kornyezeti  mintdkbol  (csikd  tiidotdlyogokbdl,  gdtorkdzi  nyirokcsomdkbdl,  bélfodri
nyirokcsomdkbdl, orrtamponokbdl, végbéltamponokbdl, sertés all alatti nyirokcsomokbdl,
talajmintdkbol €s emberekbdl szarmazé mintdkbdol) Magyarorszdg 43 telepiilésérél. A kortani
esetekbdl szdrmazé mintdk megoszldsa egyenletes volt az orszdg kiilonbozé régidiban, a
talajmintdkat két nagy ménes kifutéiban gyujtottiikk, a sertés all alatti nyirokcsomdk tilnyomo
tobbsége pedig Békés megyében hizlalt sertésekbdl szdrmazott.

A R. equi izoldldsara irdanyuld vizsgdlataink aldtdmasztottdk azt a szakirodalomban is
széleskortien fellelhetd vélekedést, amely szerint a R. equi kornyezetiinkben széles korben eléfordul
(Takai és Tsubaki, 1985).

A R. equi okozta tiidogyulladasra utal6 jarvanytani és kérbonctani kép esetén szinte minden
esetben ki tudtuk a kérokozoét tenyészteni a tiidétalyogokbdl, valamint a bélfodri- és a gatorkozi
nyirokcsomdkbdl. Ezekben az esetekben szelektiv taptalaj alkalmazasdra sem volt sziikség, mivel a
kérokozé kozonséges agaron is képes novekedni és semmilyen kiilonos igényt nem tdmaszt a
taptalajjal szemben (Barton és Hughes, 1980).

A tamponmintdkbdl és a talajmintdkbdl torténd tenyésztés sordn dusitdsi eljardst nem
végeztiink, hanem csak egy szelektiv taptalajra torténd leoltast kovetden biréltuk el a tenyészeteket.
Vizsgalataink sordn azonban nem a mintdban torténd baktériumkimutatds volt az elsddleges célunk,
hanem a torzsgyiijtés. A mintdk levestenyészetben vald dusitast kovetod szilard taptalajra torténd
kioltdsos vizsgélataval a fertdzottségi ardny bizonydra még magasabb lett volna, de a szelektiv
taptalajokra val6 kozvetlen kioltés is bizonyitotta a R. equi torzsek széleskorli el6fordulésat.

Az orrtamponmintdkban a R. equi 14,41%-o0s aranyban fordult el6. A mintdk tobbsége felsd
1éguti klinikai tiinetet nem mutat6 dllatokbdl szdrmazott, egy résziik azonban orrfolyasos csikokbol
szarmazd minta volt. Ez utébbi esetekben természetesen a mintdk nagyobb részébdl lehetett a
korokozot kimutatni, tobb esetben Streptococcus equi-vel egyiitt. Az is tény azonban, hogy a R.
equi okozta tiidégyulladdsban beteg csikok esetén a szakaszos iirités miatt nem lehet minden
esetben az orrtamponbdl a kérokozot kitenyészteni.

A végbéltampon-mintdk 28,39%-4bol tenyésztettiik ki a baktériumot, ami magas ardnynak
tekinthetd. Takai és Tsubaki (1985) csikdk bélsarmintdinak 24,7%-abol tudtak a kdérokozot
kitenyészteni. A csikdk bélcsatorndjabol a R. equi kimutathatésdga az allat koratol is fiigg, mivel a
korokozd az 1-2 hetes kort csikdk bélcsatorndjdban telepszik meg és onnan hosszi ideig
kimutathaté. Az altalunk megvizsgélt végbéltamponok 1-3 hénapos csikékbdl szarmaztak, amely
életszakaszban az irodalmi adatok (Takai és mtsai., 1986a) szerint a 6-7 hetes életkorig n6 az
izolalhat6sag, azt kovetden pedig csokken.

Katsumi és mtsai. (1991) vagéhidon gyijtott sertés 4all alatti nyirokcsomOkbdl a sajtos
nyirokcsomé-gyulladdsos esetek 45,6%-abdl, a makroszkdpos elvaltozast nem mutaté eseteknek
pedig a 9,4%-4bol tudtik a R. equi baktériumokat izoldlni. Madarame €s mtsai. (1998) 1615
sertésbol gyljtott all alatti nyirokcsomdt megvizsgalva pedig az dllatok 5,5%-abol tudtdk a R. equi-t
kitenyészteni.

Vizsgélataink sordn csak néhany (10-15) makroszkopos elvaltozast mutaté nyirokcsomoéval
taldlkoztunk, de ezek egyikébdl sem tudtuk a R. equi-t izoldlni. Az egyes vagohidi csoportok kozott
jelentds eltérést (5,88%-20,37%) taldltunk a R. equi kitenyészthetoségét illetéen. A vagdhidi
csoportok azonban az esetek tobbségében tobb, mind foldrajzilag, mind pedig tartdstechnologiailag
kiillonbozé dllomanyokbdl szdrmazd sertéseket foglaltak magukban. Feltételezhetéen ezen
alloményok kozott 1€v0 nagyobb kiilonbségek az édllatok keveredése miatt valamelyest elmosodtak,
de az irodalomban taldlhat6 adatokhoz viszonyitva igy is a sertések jelentés hanyadabdl ki tudtuk a
baktériumokat tenyészteni. Ez a magas ardny a tartdsi koriilményekkel allhat Osszefiiggésben
(természetkozeli tartds, talajjal valo kozvetlen érintkezés).
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6.2. Szelektiv taptalajok osszehasonlité vizsgalata

Ha R. equi baktériumokat mds mikroorganizmusokkal (baktériumokkal, gombdakkal)
nagymértékben szennyezddott mintabodl szeretnénk izoldlni, akkor erre a célra szelektiv taptalajokat
célszerl igénybe venni.

Az éaltalunk megvizsgélt nyolc szelektiv taptalaj koziil a TINSDALE, a CAZ-NB, a TVP, az
NC és a TCP taptalajok nem gatoltdk jelentdsen a R. equi torzsek szaporodédsit. Ezeken a
taptalajokon a legtobb torzs megfeleléen szaporodott. A NANAT, az M3T és a PNP taptalajokon
azonban csak gyengébb novekedést figyeltiink meg.

A visszaizoldlhat6sdgi vizsgdlatok sordn a kordbban leirt tdptalajok kozott a legjobb
eredményeket a CAZ-NB tédptalaj esetén kaptuk. Nem volt szignifikdns kiilonbség a CAZ-NB
taptalaj és a kontroll tdptalajon nott telepszam log, — értékei kozott.

Az éltalunk kifejlesztett tiptalajok kozott csak a PNP tdptalaj esetén tapasztaltunk
szignifikdnsan alacsonyabb log, értékeket, a tobbi taptalaj esetén viszont nem taldltunk szignifikdns
kiillonbséget a kontroll tdptalajokhoz viszonyitva.

A kordbban leirt tdptalajok kozott a NANAT és a CAZ-NB tdptalaj rendelkezett a
legnagyobb szelektiv kapacitdssal. Az dltalunk kifejlesztett talajok kozott pedig a TCP tdptalaj volt
képes a legjelentdsebb mértékben gitolni a szennyezO hattér baktériumfléra novekedését. A
TINSDALE, a TVP és a PNP taptalajok nem rendelkeztek kielégitd gétld hatdssal a megvizsgélt ot
Gram-negativ és 6t Gram-pozitiv baktériumtorzs novekedésére.

A NANAT tdptalaj nagyon j6 szelektiv kapacitassal rendelkezett a héttér baktériumflorara;
de ez a taptalaj jobban gatolja a R. equi torzsek novekedését, mint a TINSDALE, illetve a CAZ-NB
taptalaj. Ezen a tdptalajon a R. equi baktériumok visszaizoldlhatésdga alacsonyabb volt, mint a tébbi
kordbban leirt tdptalajon, €s a mintdban jelenlévd gombdkra kifejtett gatlé hatds sem volt kielégitd,
mivel ezek a gombak (Mucor, Rhizopus) képesek voltak a 2-3 napos tenyésztési idd alatt a
baktériumtelepeket tilndni.

A TINSDALE téptalajon a R. equi nagyon jol novekedett, de a hattérflérdval szembeni
szelektiv kapacitdsa meglehetésen gyenge volt. Az M3T téaptalaj képes volt a hattér szennyezd
baktériumfléra novekedését gitolni, de a rhodococcusok novekedéséhez tobb, mint 72 6ra
inkubdcids iddre volt sziikség, és a rhodococcusok akkor is csak kisméreti (=<1 mm) telepeket
képeztek. A PNP taptalaj nem volt képes megfelel6 mértékben gatolni a hattér baktériumflora
tagjait, és a visszaizoldlas sordn a R. equi telepszdma é€s a telepek atmérdje is kisebb volt, mint a
kontroll téptalaj esetén.

A TVP taptalajon a kiillonbozd eredetli R. equi torzsek is nagyon jol néttek, jol gétolta a
gombdk novekedését is, de a hattér baktériumflorara kifejtett gatlé hatdsa nem volt kielégitd, ezért
nem javasoljuk e tdptalaj haszndlatat er6sen szennyezett mintak esetén.

Az NC t4ptalaj nem csokkentette a R. equi telepszamot szignifikdnsan, de a hattérflérara
kifejtett gatldsa nem volt olyan hatdsos, mint a TCP t4ptalaj esetén.

A nyolc szelektiv tiptalajra kiterjedd vizsgédlataink alapjan a CAZ-NB és a TCP téptalajt
taldltuk a legalkalmasabbnak a R. equi szelektiv izoldlasdra. Mindkét taptalaj lehetové tette a
bélsarmintdkba belekevert R. equi baktériumok legaldbb 72 — 91%-4nak a visszaizolédldsat, és a
hattér baktérium- és gombaflora novekedését jelentds mértékben gatolta.

A TCP téptalaj elonye a CAZ-NB talajjal szemben, hogy azon a R. equi telepmorfoldgidja
sokkal jellegzetesebb (fényld, nyadlkds, fekete, 3-5 mm atmérdji vizcseppszerii telepek), és
hatdsosabban képes a hattér gomba- és baktériumflora novekedését gatolni a kornyezeti mintakban.
Az er0sen szennyezett mintdk baktérium- és gombaflérdjaban azonban jelentds kiilonbségek
lehetnek, amibdl adéddan egy adott minta esetén az egyik vagy a madsik tdptalaj segitségével
sikeresebben izoldlhatjuk a mintdban jelenlévé baktériumokat. Eppen ezért erésen szennyezett
mintdk esetén mindkét tiptalaj (CAZ-NB, TCP) egyiittes haszndlata az izoldlas esélyét novelheti,
onall6 alkalmazas esetén viszont a TCP talaj hatékonyabbnak bizonyult.
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6.3. Morfolégiai, tenyésztési és biokémiai sajatsagok, a torzsek DNS-alapa azonositasa

Az A&ltalunk megvizsgalt Osszes R. equi torzs, 48 Ordig 37°C-on, élesztokivonatot is
tartalmazo kozonséges agaron torténd tenyésztést kovetden a szakirodalomban is leirt (Prescott,
1991) jellegzetes vizcseppszerii, 0sszefolydsra hajlamos, nyalkds telepeket képezett és néhdny napig
szobahOmérsékleten valo tartds utdn lazacszinli pigmentet termelt. Az irodalomban leirt mas jellegii
telepekkel csak eltérd Osszetételll, rosszabb mindségli taptalajon torténd tenyésztés utdn, vagy
hosszabb tenyésztési idot kovetden taldlkoztunk. Az élesztokivonat nélkiili, magas NaCl tartalmd,
vagy egyes szelektiv tdptalajok esetén kisebb, pigmentet nem termeld és nem nyalkds, hanem
inkabb matt-fényti, 6sszefolydsra nem hajlamos telepeket figyeltiink meg. A véresagaron hosszabb
ideig torténd tenyésztést kovetden a kezdetben (24-48 6ra) nyalkds, nyulds telepek valdsziniileg a
burok viztartalmdnak csokkenése miatt a 3-5 napig torténd tenyésztést kovetéen matt-fényl, vaj
konzisztenciaju lapos telepekké valtak. Valdszinlileg Jones és mtsai. (1989) is ezen jelenség miatt
taldlkozhattak 4 napig véres agaron torténd tenyésztést kovetden un. ,,R-tipusi” R. equi telepekkel.
A megszokottdl (lazacszinil) eltérd pigmentet termeld torzzsel nem taldlkoztunk.

Valamennyi megvizsgalt tenyészet nagyon jellegzetes, kifejezett ,,dohos pinceszag’-ra
emlékeztetd szaggal rendelkezett. A R. equi tenyészetek ezen tulajdonsidgat Prescott (1991)
,foldszag”-ként jellemezte.

A Dbaktérium morfologidjanak vizsgilata sordn a szakirodalomban taldlhaté adatoknak
megfeleléen (McNeil és Brown, 1994) az esetek tilnyomo tobbségében coccus alaku baktériumokat
figyeltink meg, ami a szilard tdptalajon torténd 48 ordig tartd tenyésztést kovetden elvégzett
vizsgalatra vezethetd vissza.

Az altalunk megvizsgilt Osszes torzs csak oxigén jelenlétében volt képes szaporodni,
anaerob viszonyok kozott egyetlen torzs sem indult fejlddésnek, igy azt a kordbbi véleményt
(Prescott és Hoffman, 1993), amely szerint egyes torzsek csak anaerob viszonyok kozott ndnek nem
tudtuk megerdsiteni.

A sotlirés vizsgdlata sordn a kiillonbodz6 irodalmi forrdsok egymasnak ellentmondé adatokrol
szamoltak be. McGowan és Mangano (1991), valamint Soedarmanto és mtsai. (1997, 1998) 6,5%
NaCl-tartalmu levesben nem figyeltek meg novekedést, mig Emmons és mtsai. (1991) ennek éppen
az ellenkezdjét tapasztaltdk. A vizsgdlataink sordn 7% NaCl-ot tartalmazé szilard téptalajt
hasznéltunk €s 5 nap tenyésztési id0 utdn a tipustorzsek 25%-a, a sajat izolatumoknak pedig 12,41%
képezett szemmel lathaté telepeket. Eredményeink alapjan ez a 6,5-7%-os NaCl koncentrici6 az,
amelyik a sétlirés hatarat jelenti a R. equi esetén.

Az emberekbdl és a sertésekbodl szarmazd torzsek a NaCl-dal szembeni magasabb
tolerancidjara nem tudunk magyardzatot adni, lehet, hogy csak az alacsony torzsszam (ember: 6
torzsbol 3 pozitiv; sertés: 6 torzsbol 4 pozitiv) miatt alakult ki ez az eredmény, ennek kideritése
tovéabbi vizsgdlatokat igényel.

A torzsek hemolitikus aktivitdsdnak vizsgélata alapjan a Smola és mtsai. (1994) altal k6zolt
eredményeket tudtuk megerdsiteni. Az daltalunk megvizsgdlt torzsek sem hemolizéltak teljes,
defibrinalt szarvasmarha vért tartalmazé agaron, de mosott nyudl vordsvérsejteket tartalmazo agaron
a torzsek tdlnyomé tobbsége (82%-a) erds [-hemolizist mutatott. A torzsek eredete szerint nem
talaltunk lényeges eltérést a nem hemolizal6 torzsek ardnya kozott. A hemolizist 48 ordig tartd
tenyésztést kovetden birdltuk el, mivel 72 ill. 96 6rdig tart6 tenyésztést kovetden a tdptalajok egy
részében spontdn hemolizis alakult ki, ami a késdbbi birdlatot zavarta volna.

Az equi-faktorok jelenlétét a CAMP-préba segitségével mutattuk ki. Prescott és mtsai.
(1982), valamint Bern és Limmler (1994) altal leirtakhoz hasonléan az dltalunk megvizsgéalt Osszes
torzs termelt equi-faktorokat, amelyek a Staphylococcus aureus P-toxinjaval kifejezett, teljes [3-
hemolizist idéztek eld. Eredményeink aldtdmasztjadk Prescott és mtsai. (1982) azon véleményét,
mely szerint az equi-faktorok termelése a R. equi dllandé €s megbizhaté6 tulajdonsdga és hasznalhat6
a torzsek identifikaldsdban. Az identifikélds sordn azonban minden esetben a S. aureus-t hasznalatat
javasoljuk. A Listeria monocytogenes-nek a R. equi-vel a CAMP-prébaban val6 haszndlata sordn
kapott eredmények az irodalmi adatok (Nakazawa és Nemoto, 1980; Quinn és mtsai., 1994), és sajat
tapasztalataink (nem kozolt adatok) alapjan is ellentmonddsosak. A L. monocytogenes-t ebben a

99



Koértani elvaltozasokbdl és kornyezeti mintdkbol szdrmazéd

reakcioban haszndlva nem csak a baktériumtorzstdl, hanem a véresagar (vér) mindségétol is fiigghet
az eredmény.

A biokémiai tulajdonsdgok koziil a torzsek az indol- és a zselatindztermelés, valamint a
szénhidratokb6l valé savtermelés hidnya vonatkozdsdban egységesen, az irodalmi adatok
tobbségével (McKenzie és Donald, 1979; Prescott, 1991) megegyez6 médon viselkedtek.

Az 4ltalunk megvizsgélt valamennyi torzs termelt kataldz enzimet, ami a legtobb irodalmi
adattal 0sszhangban all (Goodfellow és mtsai., 1982; Prescott, 1991; Bern €s Lammler, 1994).

Az oxidaz enzim termelése tekintetében az irodalom nem egységes, egymdsnak ellentmondé
adatokkal taldlkozhatunk. Az irodalmi adatok tobbsége szerint a R. equi oxid4dz-negativ (Prescott,
1991), és csak kivételesen taldlkozhatunk oxiddz pozitiv torzsekkel (Prescott és mtsai., 1982). Sajét
tapasztalataink ennek éppen az ellenkezdjét tdmasztjdk ald. Az altalunk megvizsgilt torzsek
mindegyike termelt oxiddz enzimet. Egyes torzsek esetén az oxiddz-proba sordan kialakul6
szinreakcié gyenge volt, €s csak akkor latszott, ha baktériumokat kis halom formdjaban tettiik a
megnedvesitett szlirOpapirra, de a torzsek tobbsége kifejezetten erds szinreakcidt adott. Adataink
igy Davis és Newton (1969) eredményeit erdsitik meg €s ellentmondanak a Marsh és Graevenitz
(1973), Barton és Hughes (1980), Takai és mtsai. (1985), valamint Drancourt és mtsai. (1992)
eredményeinek. Az egymastdl ilyen mértékben eltérd eredmények az oxidazreagens mindségbeli
eltéréseibdl, vagy valamilyen mds tenyésztéssel Osszefiiggd (pl. buroktermelés mértéke)
tulajdonsagbol adédhatnak.

Uredzaktivitissal a megvizsgdlt hazai torzsek 91,24%-a, mig a tipustorzsek 100%-a
rendelkezett. Ez az eltérés valdszinlileg csak a mintaszambeli kiilonbségekbdl adddott. Ezek az
eredmények az irodalmi adatok tobbségével Osszhangban éllnak (Prescott és mitsai., 1982;
Fuhrmann és Lammler, 1997; Soedarmanto és mtsai., 1997, 1998; Bizet és mtsai., 1997). Bern és
Liammler (1994) viszont az 4ltaluk megvizsgdlt allati eredetli torzseknek csak 6%-at, mig az
emberekbdl izolalt torzsek 31%-at taldltdk uredz pozitivnak. Ezeket az eltéréseket feltételezésiink
szerint az API Coryne lemez haszndlata eredményezte. Bern és Limmler (1994) az éltaluk
meghatarozott 30 torzs koziil 6sszesen 5 torzset (16,67%) taldltak uredaz-pozitivnak. Ez az érték
0sszhangban all az API Coryne adatbdzisdban taldlhatd R. equi-re vonatkoz6 15%-os értékkel. Ezek
alapjan feltételezziik, hogy az API Coryne tesztcsikban alkalmazott uredz-proba érzékenysége
kisebb, mint a hagyoményos uredz-teszteké.

A torzsek tobbsége (tipustorzsek 100%-a, a hazai izolatumok 94,16%-a) képes volt a nitratot
nitritté redukdlni, amely ardny megfelel az irodalomban fellelhetd adatoknak (Prescott, 1991; Bern
és Lammler, 1994; Fuhrmann és Liammler, 1997; Bizet és mtsai., 1997). Az API Coryne
adatbazisdban a R. equi torzsek 85%-at tartjak nitratredukcioban pozitivnak. Az uredz-negativitassal
Osszesen 12 torzs esetén taldlkoztunk, az uredzaktivitds és a nitratredukcié egyiittes hidnyaval
azonban csak egy torzs esetén. Ezen eredmények alapjan nem tudjuk megerdsiteni, hogy ezen két
tulajdonsdg hidnya gyakran egyiittesen fordul el (van Etta és mtsai., 1983; Miiller és mtsai., 1988;
Novak és mtsai., 1988; Nordmann és mtsai., 1992).

A R. equi torzsek H,S-termelésében kiilonbségek vannak (Barton és Hughes, 1980; Prescott,
1991). Az éltalunk megvizsgalt tipustorzsek 62%-a, a hazai izolatumoknak pedig 27,74%-a termelt
H,S-t. Az emberbdl és a sertésbdl szarmazé torzsek azonos ardnyban, kb. 50%-ban termeltek H,S-t,
mig a lovakbdl izoldlt torzsek kb. 35%-ban, a talajbdl izolélt torzsek pedig csak kb. 10%-ban voltak
erre képesek. Kaura és Mutimer (1987) altal megvizsgalt torzsek 62,5%-a rendelkezett ezzel a
tulajdonsaggal.

Bar az egyes biokémiai reakcidk pozitivitdsanak aranyaban voltak kiilonbségek a kiilonboz6
eredetli R. equi torzsek kozott, de egyetlen olyan tulajdonsdgot sem tudtunk kimutatni, amelyik csak
bizonyos eredetii torzsekre lenne jellemzo.

Az 4ltalunk Osszegylijtott 6sszes, tenyésztési, morfoldgiai €s biokémiai tulajdonsagai alapjan
R. equi-nek meghatarozott torzsbdl kivont DNS-bdl polimerdz lancreakcié segitségével ki tudtuk
mutatni a R. equi-re jellemz06 450 bp méretli DNS szakaszt.

Eredményeink megerdsitik, hogy nem csak a kortani esetekbdl, hanem a kornyezeti
mintdkbdl szdrmazd izoldtumok esetén is a klasszikus tenyésztési, morfologiai és biokémiai
vizsgdlé moddszerek egyiittesen alkalmasak a R. equi fajszintli meghatdrozdsara. Az azonosités
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azonban elvégezhetd a 16S rRNS gén 450 bp hosszisagu specifikus DNS szakaszanak polimeraz
lancreakcio segitségével valo kimutatasaval is.

6.4. Enzimaktivitas

Vizsgélataink sordn megallapitottuk, hogy az altalunk megvizsgélt Osszes torzs rendelkezett
alkalikus- és savanyu foszfatdz, leucin-, valin- és cisztin-arilamiddz, a- és B-gliikkozidaz, valamint
naftol-AS-Bl-foszfohidroldz aktivitdssal. A torzsek kozott kiilonbséget csak két enzim (eszteraz
(C4), eszteraz lipaz (C8)) esetén taldltunk. A torzsek eredete és enzimaktivitdsa kozott 1ényeges
kiilonbséget csak az eszterdz (C4) aktivitdsa esetén figyeltiink meg, ugyanis az emberekbdl izolalt
torzsek ilyen enzimaktivitdssal nem rendelkeztek, mig a mds eredetli torzseknek kb. a fele
rendelkezett ezzel az enzimmel.

Az altalunk kapott eredmények részben megegyeznek a szakirodalomban fellelhetd
adatokkal (Barton és Hughes, 1980; Mutimer és Woolcock, 1980; Prescott, 1991; De La Pena-
Moctezuma, 1996), egyes esetekben azonban eltéréseket taldltunk. A Kaura és Mutimer (1987) éltal
megvizsgalt torzseknek 84%-a rendelkezett alkalikus foszfatdzzal, mig a Goodfellow és mitsai.
(1990) éltal megvizsgalt torzsek nem rendelkeztek alkalikus foszfatazzal €s a torzseknek csak 90%-
a mutatott savanyu foszfatdz aktivitast. De La Pena-Moctezuma és mtsai. (1996) éltal API ZYM
tesztcsikkal megvizsgélt 5 torzs mindegyike rendelkezett eszterdz lipdz (C8) aktivitdssal, de egyik
a rendszert hasznaltdk, mint mi, nem tesznek emlitést. Bern és Lammler (1994) API Coryne
tesztcsikot haszndlva 30 torzset vizsgalt meg, amelyek koziil 26 (86,7%) rendelkezett a-gliikozidaz
aktivitdssal, de egyetlen torzsben sem tudtak B-gliikkozidéaz aktivitdst kimutatni.

Az altalunk hasznalt API ZYM rendszer a konstitutiv enzimek vizsgdlatara szolgél, de
valészinlileg a vizsgdlandé baktérium elszaporitdsdra haszndlt tdptalaj is befolydsolhatja az
eredményeket. Mi a vizsgélataink sordn két alkalommal k6zonséges agaron passzéltuk a torzseket,
mieldtt rdoltottuk volna a lemezre, igy az altalunk vizsgélt kiilonbozé eredetii torzsek eredményei
egymadssal Osszehasonlithatok. Az egyes irodalmi adatokban tapasztalhato eltérések feltételezésiink
szerint a kiilonbozd tiptalajok hasznélatdban, illetve az eredmények szubjektiv kiértékelésében
keresendok.

6.5. Szénforras-hasznositas

A szakirodalomban fellelhetd adatok szerint a szénforrds-hasznositds vizsgdlatin alapuld
BIOLOG (Biolog, Inc., Hayward, Kanada) identifikdl6 rendszert eddig a R. erythropolis (Wang és
Krawiec, 1994) és a R. fascians (Harris-Baldwin és Gudmestad, 1996) meghatarozdsara hasznaltak.

Egyetlen irodalmi forrasban olvashatunk csak (De La Pena-Moctezuma €s mtsai., 1996)
ezen rendszernek - a R. equi szénforrds-hasznositdsdnak vizsgélatara valé - a hasznélatardl, a
szerzOk azonban mind a Gram-negativ, mind pedig a Gram-pozitiv baktériumok meghatirozaséra
szolgdld lemezre leoltottdk az altaluk vizsgdlt kis szamu (5) torzset, az eredményeket azonban mas
baktérium-meghatdroz6 rendszerek eredményeivel kozosen, ellentmondasokt6l sem mentesen
kozolték. A szerzok a kapott szénforrds-hasznositasi profil szamitégépes kiértékelésérdl nem tettek
emlitést.

Bizet és mtsai. (1997) a szénforrds-hasznositds vizsgdlatira alkalmas Biotype-100
(bioMérieux, Franciaorszdg) lemezt haszndltidk tobb mds rokon faj mellett 12, lovakbdl és
emberekbdl szarmazd R. equi torzs jellemzésére. A két rendszer azonban csak 35%-os atfedést
mutat az alkalmazott szénforrdsokat illetden.

A Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Goodfellow, 1994) 4ltal kozolt
szénforrds-hasznositédsi adatok tilnyomo tobbsége olyan szénforrdsokat (11) nevez meg, amelyeket
a BIOLOG rendszer nem tartalmaz. A maltézt olyan szénforrdsnak mindsiti, amelyet a R. equi nem
képes hasznositani, bar az éltalunk megvizsgélt tipustorzsek koziil egy, a hazai izoldlasu torzsek
koziil pedig kettd képes volt azt felhaszndlni. A mannézzal kapcsolatos informdciét viszont, amely
szerint a torzsek tobbsége hasznositani tudja, vizsgalataink aldtdmasztottdk.

A De La Pena-Moctezuma €s mtsai. (1996) altal végzett szénforrds-hasznositési vizsgalatok
eredményeinek csak egy részét tudjuk megerdsiteni (Tween 40, Tween 80, a-D-gliikéz, L-tejsav és
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a Glicerol hasznositdsat), mert a hidnyos és ellentmondédsos adatkozlésiik nem teszi lehetdvé az
eredmények korrekt egybevetését.

A Bizet és mtsai. (1997) 4ltal haszndlt Biotype-100 rendszer hat olyan szénforrast
tartalmazott, amelyek a BIOLOG rendszerben is megtaldlhatdk, és mindkét rendszerben a vizsgélt
torzsek képesek voltak hasznositani ezeket. Ezen szénforrdsok esetén egy kivételével
(borostydnkdsav) a két rendszerben vizsgdlt torzsek hasonl6 moédon viselkedtek. A
borostydnkdsavat a Bizet és mtsai. (1997) altal vizsgdlt torzsek mindegyike képes volt hasznositani,
a magyarorszagi torzsek koziil viszont csak egy.

A tipustorzsek hazai izoldldsu torzsekhez viszonyitott 1ényegesen kisebb aktivitdsat azzal
magyarazzuk, hogy a tipustorzseket kb. 20-25 évvel ezeldtt izolaltdk, és az elmult években
,labortorzsek-ként sokkal kisebb kornyezeti terhelésnek voltak kitéve, mint a ,,vad” torzsek. Hat
szénforrds (gentiobiéz, D-manndz, D-rib6z, szalicin, ecetsav, propionsav) esetén taldltunk jelentOs
(legalabb 30%-os) kiilonbséget a tipustorzsek és a hazai izolatumok kozott. Ezekben az esetekben a
hazai izoldlasu torzsek jelentOsebb ardnyban tudtdk hasznositani az adott szénforrdsokat. A
BIOLOG adatbazis és a hazai torzsek szénforras-hasznositdsa kozott kKilenc szénforras (dextrin,
gentiobiéz, D-mannéz, szalicin, turandz, ecetsav, o-keto-valeridnsav, D-tejsav metilészter,
adenozin) esetén taldltunk 30%-ndl nagyobb eltérést.

A kiilonboz6 eredetli torzsek szénforrds-hasznositids sordn mutatott eltéréseit torzsfa
segitségével szemléltettiik (8. abra, 71. oldal). Nagyon érdekes, hogy a kiillonb6z0 eredetii torzsek a
torzsfan jol elkiiloniilé csoportosuldst alkotnak, €s a sertés eredetli torzsek az esetek tobbségében az
emberi eredetl torzsek tarsasagdban foglalnak helyet.

Az eredet szerinti Osszehasonlitd vizsgélatok, valamint az eredmények alapjdn készitett
torzsfa elemzése vilagit rd arra, hogy ezen anyagcsere-profil vizsgdlatok alkalmasak lehetnek
jarvanytani vizsgélatok végzésére, de kiillonbozd baktériumtdrzsek azonos eredetének
meghatdrozasara is.

A BIOLOG baktériumazonosité rendszer szoftvere a 4 és a 48 6rdig tartd inkubéciét kovetd
leolvasés utdn, valamint a 24 6rdig tart6 leolvasdst kovetden 13 torzs esetén a torzseket R. equi-nek,
mig a 24 oraig tartd leolvasast kovetden 18 torzset Corynebacterium hoagii-nek hatarozott meg. A
C. hoagii fajt 1995-ben a R. equi fajba soroltdk &4t (Ruimy és mtsai., 1995). Mindezek
figyelembevételével a BIOLOG rendszert alkalmasnak taldltuk a R. equi nagy pontossidggal valo
meghatarozasara.

Vizsgdlataink eredményei tehat hidnypotloak abban a vonatkozdsban, hogy viszonylag nagy
szamu (31), kiilonb6zo eredetli R. equi torzs szénforrds-hasznositisdhoz, valamint a BIOLOG
rendszer diagnosztikai munkéban val6 felhasznalhatosdgahoz szolgéltattunk adatokat. Vizsgalataink
ugyanakkor ramutattak a BIOLOG szoftver adatbdzis rendszeres felfrissitésének fontossdgara is.

6.6. Antibiotikum-érzékenység

A szakirodalomban viszonylag sok olyan kozleménnyel taldlkozhatunk, amelyek a R. equi
torzsek antibiotikum-érzékenységére vonatkozéan korongdiffiziés modszerrel kapott adatokat
kozolnek. Ez a mddszer kivitelezését tekintve egyszerlibb, de az eredmények felhasznalhatosdga
vonatkozdsdban korldtozottabb informdciét ad.

Az adott antibiotikum adott baktériumtorzsre vonatkoz6é minimaélis gatlé koncentracidjanak
(MIC) ismeretében azonban, ha az antibiotikum adott fajra jellemzé farmakokinetikai és
farmakodindmids tulajdonségait is ismerjiik, akkor konnyebben megitélhetd az antibiotikum varhat6
hatdsossdganak a kérdése. Vizsgalataink sordn harom fajb6l (emberbdl, 16bdl, sertésbol) €s talajbol
izolélt, Osszesen 20 R. equi torzs esetén hatdroztuk meg 10 antibiotikum minimélis gatlé
koncentracidjat.

Prescott és Nicholson (1984), valamint Nordmann és Ronco (1992) eredményeivel
Osszevetve az dltalunk megvizsgalt torzsek megkozelitdleg azonos érzékenységet mutattak
rifampicin, eritromicin, minociklin és penicillin G vonatkozdsdban, magasabb MIC értékeket
kaptunk azonban vankomicin, gentamicin, amikacin, oxitetraciklin és amoxicillin esetén. A
magasabb MIC értékek, az irodalomban emlitett vizsgédlatok ota eltelt 10-20 év, illetve a
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megvizsgalt torzsek alacsony szamdval (5 torzs) magyardzhatd. A torzsek eredete és MIC értéke
kozott nem tudtunk Osszefiiggést kimutatni.

A R. equi okozta kérképek gyodgykezelésében legszélesebb korben elterjedt és maig is
javasolt terdpia az eritromicin-rifampicin kombinacié (Hillidge, 1987; Sweeney és mtsai., 1987).
Takai és mtsai. (1997) a beteg allatokbdl kitenyésztett R. equi torzseket abban az esetben tekintették
érzékenynek rifampicinre, ha MIC értékiik 12,5 pg/ml alatti volt. A bélcsatorndbdl kitenyésztett
torzsek esetén a 12,5 ug/ml MIC értéki torzseket is érzékenynek tekintették. Giguére és Prescott
(1997) viszont a 0,06 pug/ml vagy az ennél kisebb MIC-értéket mutaté torzseket tekintették
érzékenynek. Ez utébbi szempont alapjan csak 3 torzs (2 sertésbdl, 1 pedig emberbdl izolalt)
tekinthetd érzékenynek a megvizsgalt 20 torzs koziil, a Takai és mtsai. (1997) dltal javasolt
hatdrértékek alapjan viszont mind a 20 torzs érzékenynek tekinthetd rifampicinnel szemben.
Giguére és Prescott (1997) szerint a 0,25 pug/ml, vagy az ennél kisebb MIC értékii torzseket lehet
érzékenynek tekinteni az eritromicinre. Ez alapjan az &ltalunk megvizsgalt torzsek koziil 7 torzs
(ember: 2, 16: 3, sertés: 1, talaj: 1) tekinthet6 rezisztensnek, 13 pedig érzékenynek az eritromicinre.
Ezen adatok értékelésénél azonban a R. equi kutatdsban eldljaré két kutatdcsoport a rifampicin
érzékenységre vonatkozo hatarértékeinek ilyen mértékii (200x) eltérése dvatossagra int.

6.7. Szerologiai vizsgalatok

A R. equi szerotipizdldsara két rendszer létezik. Prescott rendszere (1981) agargél-
precipitacié segitségével 7 szerotipust kiilonboztet meg. Nakazawa (1983b) targylemez-
agglutindciot haszndlva 27 szerotipust kiilonitett el. A két szerotipizalasi rendszer nem feleltethetd
meg teljes mértékben egymadsnak, az agargél-precipiticioban és a targylemez-agglutinicidban
részben mds antigének is milkddnek. Lammler és mtsai. (1997) 98, kiilonboz6 eredetli R. equi
torzset mindkét rendszerben szerotipizaltak, amely sordn mig a Prescott rendszerben 5 szerotipusba
tudta a torzseket besorolni, és 12 torzs nem volt besorolhatd, addig a Nakazawa-féle rendszerben 11
szerotipusba tagolddtak be a torzsek, 3 torzs viszont egyik szerotipusba sem volt besorolhat6.
Zimmermann (1996) a tipustorzseken végzett vizsgédlatai alapjan megallapitotta, hogy a Prescott-
féle 2-es antigén a Nakazawa-féle 3-as és 16-o0s, a Prescott-féle 6-os antigén a Nakazawa-féle 1-es
és 17-es, a Prescott-féle 7-es antigén pedig a Nakazawa-féle 9-es és 18-as szerotipussal szemben
termelt savoval reagdl. Egyik rendszer sem tekinthetd teljesnek, mivel mindkét szerotipizalasi
rendszer esetén taldlkoztak be nem sorolhatd torzsekkel (Mutimer és mtsai., 1982; Zimmerman,
1996; Lammler és mtsai., 1997). A Nakazawa rendszer esetén kevesebb be nem sorolhatd torzset
talaltak, mint a Prescott rendszere esetén, ennek ellenére ez utobbi rendszer elterjedtebb, szélesebb
korben hasznilt.

Szeroldgiai vizsgélataink sordn az daltalunk Osszegyiijtott Osszesen 379 R. equi torzs
Prescott-féle rendszerben vald szerotipizalasat végeztiik el. Az ebbe a rendszerbe be nem sorolhat6
90 torzs koziil 89-et pedig 4 jol elkiiloniild, egymdssal és a Prescott-féle tipustorzsekkel
keresztreakciot nem adé csoportba tudtuk besorolni. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a R. equi-nek
agargél-precipitacids probédval vizsgalva legalabb négy 4j (dltalunk javasolt: ,,8-as, ,,97-es, ,,10”-es,
,»117-es) szerotipusa létezik.

A tipustorzsekkel szembeni hiperimmun savé termelése sordn az eredeti leirastdl (Prescott,
1981) eltérden a torzseket 37°C helyett 30°C-on tenyészettiik. Egyrészt ez a R. equi szaporodasdnak
optimdlis homérséklete, masrészt pedig ezen a hdOmérsékleten a virulenciafehérjék (vap) nem
fejezOdnek ki, igy nem kellett tartanunk a kiilonb6z6 szerkezeti poliszacharid burokkal rendelkezd,
de azonos virulenciafehérjét kifejezd torzsek kozott fellépd keresztreakciok kialakuldsatol.

A csikok tiidejébdl, bélfodri- és gatorkozi nyirokcsomdibdl (bizonyitottan kortani esetek)
kitenyésztett torzsek tilnyomé tobbsége (81,8%-a) az 1-es szerotipusba tartozott. Az irodalmi
adatokban az 1-es szerotipusu torzsek, ha nem is ilyen nagy mértékben, de szintén domindlnak
(Prescott, 1981; Mutimer és mtsai., 1982; Lammler és mtsai., 1997). Lovakban az 1-es szerotipust
kovetden a leggyakrabban az altalunk javasolt ,,8”-as (10,9%) szerotipusu, ezt kovetden pedig a 2-
es (3,6%) és 3-as (3,6%) szerotipusu torzsek fordultak elo.

A csiké orrtampon- és végbéltampon-mintdkbdl kitenyészett torzsek sajatos csoportjat
képezik a kortani és a kornyezeti mintdknak. Ezen torzsek tobbsége (70,3%) szintén az 1-es
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szerotipusba tartozott, kisebb résziik pedig a 2-es (12,9%) és az éltalunk javasolt ,,8”-as (7,9%)
szerotipusba, de eldfordultak kozottik ,,97-es (3%), ,,107-es (3%), 3-as (2%) és ,,117-es (1%)
szerotipusba tartoz6 torzsek is. A részben kornyezeti minta jelleg a torzsek diverzitdsaban is
megnyilvanult.

A lovak kornyezetébdl gyiijtott talajbol kitenyésztett torzsek 64,6%-a tartozott az 1-es
szerotipusba, 18,8%-a az éltalunk javasolt ,,117-es szerotipusba, 4,2%-uk a 3-as szerotipusba, €s 2-
2%-uk a 2-es, a 4-es €s az altalunk javasolt ,,87-as, ,,9”-es és ,,107-es szerotipusokba.

Vizsgdlataink eredményei arra utalnak, hogy lovakban az 1-es szerotipusu torzsek tudnak
leginkdbb megtelepedni, benniik kortani elvaltozasokat eldidézni, €s kornyezetiikben feldisulni, de
lényegesen kisebb szamban mas szerotipusok — el@sorban az d&ltalunk javasolt ,.8-as — 1is
megbetegithetik a lovakat.

A lovakkal szemben a sertések 4ll alatti nyirokcsomoéiban a 2-es szerotipusu torzsek
domindltak (50,9%), mig az 1-es szerotipusu torzsek csak 15,57%-ban fordultak eld, és Osszesen
csak kettd (1,14%) 3-as szerotipust torzset taldltunk. A sertésekbdl szarmazo6 torzsek kozott kétszer
akkora (30,86%) volt a be nem sorolhatd torzsek ardnya, mint a lovakbdl €s azok kornyezetébdl
szarmazé torzsek kozott (16,67%). A be nem sorolhatd torzsek kozott két altalunk javasolt uj
szerotipus a ,,117-es (64,8%) és a ,,9”-es (31,5%) domindlt. Tehét sertések kozott a leggyakrabban
eléfordulé 2-es szerotipust (50,9%) kovetdéen az 4altalunk uj szerotipusnak javasolt ,,117-es
(20,96%), az 1-es (14,57%), majd pedig a ,,9”-es (10,17%) szerotipus fordult elo.

Vizsgdlataink eredményei a 2-es szerotipus dominancidjét illetéen nagyon jol korreldlnak a
szakirodalomban taldlhaté adatokkal. Az éltalunk elért 6t publikdcié alapjan az eddig megvizsgalt
Osszesen 281 sertés eredetll R. equi torzs 50,18%-a tartozott a 2-es szerotipusba (Prescott, 1981;
Mutimer és mtsai., 1982; Katsumi és mtsai., 1991; Zimmermann, 1996; Limmler és mtsai., 1997),
és a torzsek 27,76%-at nem lehetett a Prescott-féle szerotipizaldsi rendszerbe besorolni. A fentebb
emlitett irodalmi hivatkozasok koziil egyediil Prescott kozolt adatokat az 1-es szerotipus
dominancidjarol (46%) a 2-es szerotipussal szemben (29%), de ehhez hasonl6 adatokat a késobbiek
sordn egy szerzé sem publikalt, sOt kisebb szamu torzs vizsgdlata esetén a 2-es szerotipus még
nagyobb dominancigjat (60%, 90%) er0Ositették meg (Zimmermann, 1996; Limmler és mtsai.,
1997).

Az emberi eredetli torzsek kozott a sertésekhez hasonldan szintén a 2-es szerotipus dominélt
(75%). A Prescott-féle rendszerbe be nem sorolhatd két torzs koziil az egyik az dltalunk Gjonnan
javasolt ,,10”-es, a masik pedig a ,,117-es szerotipusba tartozott. A Fuhrmann és Limmler (1997)
altal megvizsgélt 22 emberi torzs koziil 8-at (36,36%) az 1-es szerotipusba, 9-et (40,9%) a 2-esbe,
két torzset (9,1%) a 6-osba, 1-1-et (4,55%) pedig a 3-as és az 5-0s szerotipusba tudtak besorolni. A
22 torzs koziil csak egy (4,55%) torzset nem lehetett besorolni egyik szerotipusba sem. Prescott
(1981) kozleményében a megvizsgélt hét emberi torzs koziil négy az 1-es, kettd a 2-es, egy pedig a
7-es szerotipusba tartozott. A hazai emberi izolditumokban a 2-es szerotipus erds dominancidja,
vagy az alacsony t0rzsszdm miatt a véletlen miive, vagy pedig az ember sertésekhez és a lovakhoz
hasonléan rendelkezik egyfajta szerotipus preferencidval, amely révén a kettes szerotipusu torzsek
az embert nagyobb valdsziniiséggel képesek megbetegiteni, mint mds szerotipusok.

Az emberekben és a sertésekben domindlé 2-es szerotipusu R. equi torzsek felvetik az
esetleges jarvanytani kapcsolatot e két faj kozott.

A torzsek izoldlasanak foldrajzi helyét és a szerotipusait elemezve megallapithatd, hogy
azokon a telepiiléseken, ahol nemcsak tiidétdlyogokbdl, hanem orr-, és végbéltamponbdl
kitenyésztett torzseket is vizsgaltunk és a megvizsgalt torzsek szdma is nagyobb volt, ott nagyobb a
torzsek diverzitdsa, tobbféle szerotipusba voltak a torzsek besorolhatok. Vizsgdlataink és az
irodalmi adatok alapjan valdészinisithetd, hogy kiilonb6zé foldrajzi teriileteken az egyes
szerotipusok egymadashoz viszonyitott eléforduldsi ardanya kiilonbozo lehet. A 4-es szerotipusu
torzset pl. Prescott elsO leirdsat kovetden, aki az dltala megvizsgalt torzsek 4%-at sorolta ebbe a
szerotipusba, csak mi taldltunk (1 torzs), az irodalomban més kdzlemény nem sz6l ezen szerotipus
el6fordulasardl (2. tablazat, 24. oldal, 22. tablazat, 75. oldal).
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6.8. A 16S riboszémalis RNS gén vizsgalata

A 16S riboszomalis RNS gének megtaldlhatok minden baktérium genomjdban, és ezekben
az id6 eldrehaladtdval lassu iitemben mutaciok halmozddnak fel, amely révén ,,molekularis 6éraként”
hasznalhatok (Woese, 1987). A 16S rRNS gének varidbilis régidinak szekvencidi egyediilallo
informdcioét szolgaltatnak valamennyi baktériumfajrdl €s értékes informdaciét nyerhetiink az ezek
kozotti rokonsagi kapcsolatokrol is. Mdésrészrdl viszont, a 16S rRNS gén, éppen a 16S rRNS
szerkezeti allanddsdganak kényszere miatt, olyan konzervativ régidkkal rendelkezik, amelyek
minden baktériumban megtaldlhatok.

A rhodococcusok, de mas baktériumok esetén is a leghatékonyabb taxondmiai eszkéz a 16S
riboszomdlis RNS gén szekvencia-analizise. Két adott baktérium esetén ezen gén szekvencidjdnak
valtozatossdga felhaszndlhaté a koztiikk fenndll6 rokonsdgi fok megdllapitisara (Bell és mitsai.,
1998). Azok a baktériumok tartozhatnak egy azonos fajba, amelyeknél a 16S rRNS gén
szekvencidjdnak hasonlésdga 97% vagy a feletti (Stackebrandt és Goebel, 1994). A Rhodococcus
genuson belill a 16S rRNS gén szekvencia-analizise alapjdn a filogenetikai fan 6t j6l elkiiloniild
csoportot dllitottak fel (Rainey és mtsai., 1995b; Bell és mtsai., 1998; Goodfellow és mtsai., 1998):
L./ R. erythropolis, R. globerulus, R. marinonascens, R. opacus, R. percolatus, 11./ R. coprophilus, R.
zopfii, R. rhodochrous, R. ruber, I11./ R. rhodnii, IV./ R. fascians, V./ R. equi.

Az interneten elérhetd adatbazisokbdl beszerzett, 12 kiillonbozd R. equi torzs, 16S rRNS gén
szekvencia-analizisére Kkiterjed0 elOzetes vizsgédlatok szerint ezen régidban kisebbfokd bazis-
sorrendbeli kiilonbségek figyelhetok meg. Az altalunk megszekvenalt 440 bp-nak megfelelo régiod
360 bp-ja esetén 7 torzs szekvencidit (AJ272467-73) figyelembe véve 33 bazishelyen volt
baziseltérés a tobbséghez viszonyitva (2. és 3. melléklet, 132. ill. 136. oldal). Vizsgalataink soran 7
tipustorzs és kiillonbozé eredetli, Magyarorszagon izoldlt 24 R. equi torzs 16S rDNS régidjanak
részleges vizsgdlatat végeztiik el abbdl a célbdl, hogy az esetlegesen meglévd kiillonbségeket
feltarjuk, és a kiillonbségek alapjan filogenetikai elemzést végezziink.

Kornyezeti és kortani mintakbdl izolalt, a R. equi fajnak meghatarozott 24 baktériumtorzs €s
7 tipustorzs 16S rRNS gén régiéjanak RFLP vizsgélatdval nem tudtunk kiillonbségeket kimutatni.
Tizenegy torzs esetén az elsé 440 bp-ra kiterjedd szekvencia-analizissel a torzsek kozott két torzs
esetén egy-egy bazisra kiterjedo kiilonbséget taldltunk. Vizsgalataink alapjan megéllapitottuk, hogy
a kiilonbozo eredetli R. equi torzsek 16S rRNS génje a génbank adatbazisa alapjdn vart értéknél
nagyobb homologitast mutatott (2. melléklet).

A génbankbdl szdrmaz6 szekvencidkban meglévd kiilonbségek vagy szekvendldsi hibakbdl
adédhattak, vagy pedig nagyobb szamu, egymastdl foldrajzi értelemben nagyobb tdvolsagrol
szarmazd R. equi torzs vizsgalata esetén lehetne csak ebben a genomrégioban nagyobb mértékii
diverzitast kimutatni.

6.9. Plazmidprofil

Magyarorszag kiilonbozo teriileteirdl (43 telepiilésrol szarmazo), dsszesen 369 R. equi torzs
virulenciaplazmid-hordozasat is megvizsgéaltuk. Munkank elsé részében a torzsekbol kivont DNS-
mintdkban polimerdz ldncreakcié segitségével a virulenciafehérjék (vapA, vapB) génjét probaltuk
kimutatni.

Négy torzs kivételével, 12 magyarorszdgi gazdasdgbol szdrmazé csikék kortani
elvaltozasaibol (tiidétalyogbol, bélfodri- és gatorkozi nyirokcsomdbol) kitenyésztett valamennyi
torzs virulens volt, tehét rendelkezett a vapA-génnel. A négy torzs, amelyik ezzel a génnel, ill. az
ezt kodolé plazmiddal nem rendelkezett, valdszinlileg a tobbszori atoltds, illetve a hosszd idén
keresztiill cukormentes lagyagarban torténd tarolds sordn veszitette el virulenciaplazmidjat.
Tekintettel arra, hogy az altalunk megvizsgélt koértani esetekbdl izolalt baktériumtorzsek az orszag
kiillonbozo teriileteirdl szarmaztak, vizsgdlataink alapjan megdllapithatd, hogy Magyarorszdgon a
virulens R. equi torzsek széleskorlien elterjedtek.

A 8 gazdasagbodl szdrmaz6 csikokbol gylijtott orr- és végbéltampon-mintdkbol kitenyészett
torzsekben, ezen mintdk kettds jellege (kornyezeti-kortani) ellenére is nagyon magas (85-87%) volt
a virulens torzsek aranya az irodalomban fellelhet6 adatok tiikrében (Hashikura és mtsai., 2000). A
két nagy ménes teriiletén gytijtott talaymintdkbodl kitenyészett torzsek jelentds része (28% ill. 82,6%)
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virulens volt, ami arra utal, hogy ezen ménesek talajdban a hosszi idd alatt a virulens torzsek
nagymértékben feldusultak. A lovakbdl és lovak kornyezetébdl izoldlt torzsek kozott mérsékelten
virulens (vapB-gént hordozd) torzseket nem taldltunk.

Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a sertések all alatti nyirokcsomdéibdl szarmazé R. equi
torzsek majdnem mindegyike mérsékelten virulens volt és a vapB feliileti fehérjét fejezte ki (Takai
és mtsai., 1996b; Madarame ¢és mtsai., 1998). Ezzel szemben az daltalunk megvizsgalt,
Magyarorszag 29 telepiilésérdl szdrmazo, sertések all alatti nyirokcsomdibdl izoldlt 167 R. equi
torzs tobbsége (71,9%) avirulensnek bizonyult, amelyek nem hordoztak virulenciaplazmidot. A
torzsek egy része (27,5%) azonban hordozta a vapB-gént, tehat mérsékelten virulensnek tekinthetd.
A sertésbdl szarmazd torzsek kozott csak egy virulens (vapA-gént hordozd) torzset taldltunk.
Eredményeink arra utalnak, hogy a virulens R. equi torzsek csak nagyon ritkdn fordulnak el a
hazai sertésekbdl izolalt torzsek kozott. A hazai sertésekben az avirulens torzsek magas ardnyu
eléforduldsanak a természetes tartds (tirds) miatti nagyobb baktérium-expozicio, ill. az esetlegesen
fennéll6 takarmdnyozdssal 0sszefiiggd szdjnyalkahértya sériilések lehetnek az okai.

Az emberi izoldtumok tilnyomé tobbsége (71,4%) mérsékelten virulens, kisebb résziik
(28,6%) pedig avirulens volt.

A virulenciaplazmidok tipusat RFLP képiik alapjan A4llapitottuk meg. Vizsgélataink
kimutattdk, hogy a virulens, csik6kbol és talajbdl izolalt R. equi torzsek tobbsége, valamint az egy
sertésbol szarmazo torzs 85 kbp méretli I-es tipusu plazmidot, kisebb résziik pedig 87 kbp méretii I-
es tipusi plazmidot tartalmazott. Ugyanilyen tipusi plazmidokat Franciaorszagban,
Olaszorszagban, Torokorszagban, Eszak- és Dél-Amerikdban, valamint Ausztralidban €16 csik6kbél
izolélt torzsekben taldltak (Takai és mtsai., 1999; Becu és mtsai., 2000; Ozgur és mtsai., 2000). A
lovakbdl és lovak kornyezetébdl szarmazé avirulens torzsek nem hordoztak virulenciaplazmidot, de
koziiliik néhany (13 torzs) ismeretlen funkcidju plazmiddal rendelkezett. A kiillonb6zd méretd,
ismeretlen funkcidjui plazmidok nagyobb ardnyban fordultak elé a hazai izolatumokban, mint azt
korabban Japdnban gy0jtott kornyezeti mintakbdl izoldlt torzsekben taldltak (Takai és mtsai.,
1995a).

A sertésekbdl szdrmaz6é mérsékelten virulens torzsek tobbsége 95 kbp méretli 5-0s tipusu
virulenciaplazmidot hordozott, de néhany (7 torzs) mas tipusd plazmidot is taldltunk. Néhany torzs
a kordbban is ismert 1-es, 4-es, 6-0s, 7-es és 16-es tipusu plazmidot hordozott, egy torzs pedig egy
eddig ismeretlen 4j tipusu virulenciaplazmiddal rendelkezett (16. abra, 88. oldal).

Az emberi mérsékelten virulens torzsek mindegyike 95 kbp méretli 5-0s tipusi plazmidot
tartalmazott, pontosan olyat, mint amelyeket a hazai sertés eredetli mérsékelten virulens torzsek
hordoztak. Takai és mtsai. (1995b) 5 orszdgbdl (Ausztraliabol, Franciaorszagbdl, Olaszorszagbdl,
Déniabdl és az Amerikai Egyesiilt Allamokbd6l) szdrmazé AIDS-betegekbdl izoldlt R. equi torzsek
vizsgdlata soran kimutattak, hogy a megvizsgalt 29 torzs koziil csak 8 (28%) volt avirulens, 7 torzs
(24%) virulens, a torzsek tobbsége (14 torzs, 48%) pedig mérsékleten virulens volt. Ezzel szemben
a hazai torzsek kozott virulens torzset nem taldltunk, a 8 emberi eredetii torzs koziil 6 (75%)
mérsékelten virulens volt.

Vizsgalataink azt mutatjdk, hogy a magyarorszdgi immundeficiens beteg emberekben
ugyanolyan R. equi torzsek fordulnak eld, mint a sertésekben. Bar eddig nem vizsgéltuk, nagy
valoszinliséggel a mérsékelten virulens torzsek a sertések kornyezetében is jelen vannak.

6.10. Immun-hisztokémiai vizsgalatok

Az észlelt makroszképos €s mikroszkdpos elvaltozasok jellemzoek a lovak R. equi fertdzése
sordn kialakul6 folyamatokra (Dungworth, 1993). Az éltalunk elddllitott R. equi-specifikus 1gG a
leirt immun-hisztokémiai reakcidoban er6s szinreakcioval, hattérfestddés nélkil mutatta ki a
korokozot. Az ellenanyag a R. equi-vel rokonsagban allo M. bovis-szal és M. paratuberculosis-szal
ugyanakkor nem reagdlt. A pozitiv immun-hisztokémiai reakciét, hasonléan masokhoz (Ishino és
mtsai., 1992; Madarame €s mtsai., 1996) mi is fOleg a makrofdg sejtek, ritkdbban a neutrofil
granulocitdk citoplazmdjdban lattuk, extracelluldrisan csak elvétve voltak jelen. Néhany
makrofagsejtben 1évé baktériumtestet, mivel csak gyengén festddtek, ezzel a moddszerrel sem
lehetett biztosan jelezni. Ennek okdt nem tudtuk kideriteni. Az immun-hisztokémiai reakciot

106



Rhodococcus equi torzsek 6sszehasonlité vizsgédlata

kapillaris elven mikodd rendszerben végeztiik, melyben a reagensek egyenletesen fedték be a
targylemezt. Foltokban jelentkez6 reakci6 kialakuldsa igy itt nem valdszinii. Az esetleges technikai
hiba ellen szdl az is, hogy néha az egy sejtben helyet foglalé baktériumok sem azonos intenzitassal
festddtek. Lehet, hogy a citoplazmaban 1év6 baktériumok e reakcidban résztvevd epitopjai ezekben
az esetekben mar karosodtak, vagy valamilyen médon rejtve voltak a R. equi specifikus IgG eldl. A
kordbbi leirdsoknak megfeleléen (Matsui és mitsai., 1989; Ishino és mtsai., 1992) a M. bovis-
specifikus immunglobulin gyengébb festddést eredményezve €s enyhe hattérfestodés mellett, a
vizsgélt eseteinkben is kotddott a R. equi-hez.

A csikék R. equi okozta fert6zése esetén, a klinikai tiinetek sokszor mar csak a betegség
eldrehaladott stddiumdban jelentkeznek (Dungworth, 1993). Ennek ellenére az idOben elkezdett,
megfeleld gyodgyszeres kezelés 70%-os gyogyuldsi aranyt eredményezhet (Powell és Jackson,
1992). A baktérium izoldldsa és azonositdsa akar 2-5 napot is igénybe vehet. A bakterioldgiai
vizsgalatot megel6zden antibakteridlis kezelésben részesiilt allatbdl az izoldlas még ennél is tovabb
tarthat (Prescott és Hoffman, 1993). Az altalunk leirt immun-hisztokémiai eljards eredményét az
antibiotikum addsa nem befolydsolta. A fagyasztott metszetben €s a lenyomatban ugyanolyan jol ki
tudtuk mutatni a koérokozét, mint a paraffinos metszetben. Elhullott csikob6l e moddszerrel,
kiillonosen a gennyesen beolvadt teriiletekbdl a R. equi gyorsan és megbizhatéan kimutathatd. A
fagyasztott metszet elonye, hogy a szovettani morfoldgia is viszonylag jol lathatd, mig a lenyomat
eldnye, hogy nincs sziikség kriosztatberendezésre.

A R. equi fertdzés €16 allaton torténd korjelzésére a 1égcsdaspirdtum citoldgidval kombinalt
bakterioldgiai vizsgdlata szamit a legmegbizhatobb moddszernek (Giguere és Prescott, 1997).
Virulens R. equi-vel kisérletesen fert6zott ot csiké 1égesdaspirdtumanak vizsgalata soran (Anzai és
mtsai., 1997) a baktériumot, a fertdzést kovetd 8. napon tudtdk legkorabban izoldlni, mig immun-
fluoreszcens és PCR moddszerrel azt csak a 10. naptdl lehetett kimutatni. A klinikai tiinetek csak a
fert6zést kovetd 11. naptdl kezdtek kialakulni. E szerzOk a fert6zés legkordbbi kimutatdsara a
baktérium izoldldsit javasoltdk. A fertdzés késObbi szakdban azonban az immun-fluoreszcens és
PCR mddszert tartjdk megfelelonek, mivel ezek feltehetéen a mar elpusztult vagy karosodott,
egyébként mar ki nem tenyészthetd baktériumokat is kimutatjdk. Mi immun-hisztokémiai
modszerrel mindhdrom, R. equi-fert6zés kovetkeztében elhullott allat 1égcsévaladékabdl nagy
mennyiségli, fOleg intracellularisan elhelyezkedd koérokozot tudtunk kimutatni sok neutrofil
granulocita kiséretében. Ismert, hogy az endémidsan fertézott lédllomanyokban a klinikailag
egészséges egyedekbdl is ki lehet tenyészteni a R. equi-t (Ardans és mtsai., 1986). Ezért a
légcsbaspiratum tenyésztéses vizsgdlataval parhuzamosan a gyulladdsos sejtek kimutatdsat célzo
citologiai vizsgalat elvégzése is fontos. Az altalunk leirt mddszer elonye, hogy az izolédlashoz
viszonyitva gyors (akar 2 6rdn beliil elbirdlhat6), és az immun-fluoreszcens vizsgalattal szemben
egyuttal a citolégiai vizsgdlat elvégzésére is alkalmas.

Emberben és dllatban a nem virulens, vapA antigénekkel nem rendelkezd torzsek is
megbetegedést idézhetnek elé (Hondalus 1997, Davis €s mtsai., 1999). Az immun-hisztokémiai
diagnosztikdban ezért elsdsorban olyan ellenanyagok alkalmazasa célszerii, amely a virulens és nem
virulens R. equi torzseket is képes kimutatni. Egyes szerzOk szerint a R. equi-vel szemben termelt
poliklondlis ellenanyag a virulens €s az avirulens torzsekhez egyarant képes kotédni (Madarame és
mtsai., 1996; Davis és mtsai., 1999). Az dltalunk el6allitott poliklonalis R. equi-specifikus IgG az 1-
es szerotipussal reagdlt. A lovakbdl izolélt R. equi torzsek tilnyomo tobbsége az 1-es szerotipusba
tartozik (Lidmmler és mtsai., 1997), ezért ez az IgG megbizhatdan alkalmazhat6 lovakban a R. equi
okozta megbetegedések diagnosztikdjaban a leirt immun-hisztokémiai reakcioban.

Az orrvaladékbdl készitett kenetben ugyancsak lattunk a R. equi morfoldgidjdnak megfeleld
baktériumokat. Az eldallitott R. equi specifikus IgG a lovak légutaiban egyébként gyakran
eléforduld Streptococcus equi ssp. equi-vel és a Staphylococcus aureus-szal nem reagilt. A 16
orrnyalkahartydjan, e fajokon tdl igen sok mds baktériumfaj is el6fordulhat. Ezért e mddszer
alkalmazhatdsdga a R. equi kimutatasara orrvaladékbol készitett kenetbdl tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Ez az immun-hisztokémiai médszer gyorsan, és a bakteriologiai vizsgédlattal megegyezd,
esetenként azt meghalad6 érzékenységgel mutatja ki a R. equi-t elhullott csikék elvaltozott
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szerveibdl, kiilonosen a tdlyogokbdl. Vizsgélataink alapjan feltételezhetd, hogy ezzel a mddszerrel a
R. equi-t €16 allat 1égcsdaspiratumabdl is ki lehet mutatni ugy, hogy egyuttal az alsébb 1égutak
esetleges gyulladdsos elvaltozasai is kimutathatok.

6. 11. Vakcinazasi kisérletek

Nagy sziikség lenne hatékony R. equi vakcindra, mivel a csikok e baktérium okozta
tiildégyulladésa viladgszerte eldfordul, foként a fert6zés kezdetén nehezen felismerhetd, és gyakran a
hosszan tarté antibakterialis kezelés sem vezet eredményre. Tobb probalkozas tortént mar a csikok
immunizaldsara kolosztralis dton, hiperimmun savé alkalmazdsdval vagy aktiv immunizélassal, de
az eredmények meglehetdsen ellentmonddsosak (Prescott és mtsai., 1979; Machang’u és Prescott,
1991b; Becu és mtsai., 1997). Ellenanyagok ugyan megjelennek a természetes médon fert6zddott és
a vakcinézott csikok vérsavoiban is, de ezek titere meglehetdsen alacsony (Ellenberger és mitsai.,
1984). A hiperimmun vérsavd adédsit egyesek eredményesnek tekintik, mdsok szerint viszont
hatastalan vagy csak mérsékelt eredményeket ad (Madigan és mtsai., 1991; Martens és mtsai., 1991;
Hurley és Begg 1995). A csikdk vérsavdjaban ELISA-val materndlis ellenanyagok kozel 1 hénapos
korig mutathatok ki (Hietala és mitsai., 1985). A R. equi okozta tiidogyulladds klinikai tiinetei
gyakran mar 4 hetes korban elkezdddnek és az ilyen korai természetes fert6z0dés a lassan kialakul6
humoridlis és celluldris immunvalasz miatt magas letalitassal jar.

L/

Kisérleteink sordn két kiilonbozé vakcinat alkalmaztunk, amelyek koziil az egyik egy EHV-
2 virustorzset is tartalmazott, mivel ez a virus magyarorszagi 16dllomédnyokban széles korlien
elterjedt és hasonl6 kort csikokat tud megbetegiteni, mint a R. equi, igy hajlamosit6 tényezo lehet a
R. equi okozta tiidégyulladds kialakuldsdban (Palfi és mtsai., 1978). A csikék EHV-2 elleni
vakcindzasa, illetve materndlis eredetii ellenanyagok jelenléte hozzdjarul az EHV-2 1égutakban val6
elszaporodasdnak megel6zéséhez, ami hozzdjarulhat a R. equi okozta tiidogyulladds egyik
hajlamosité tényezdjének a kikiiszoboléséhez. A vakcinatorzs gennyes tdlyogképzddéssel jard
tiildégyulladdsban elhullott csiko tiidejébdl szarmazott.

Vizsgélataink sordn a klinikai eredmények nagyon kedvezden alakultak, mivel sem R. equi
okozta klinikai megbetegedést, sem pedig elhulldst nem figyeltiink meg a vakcindzott csoportokban,
a kontroll csoportban azonban 3 csiké elhullott, és 5 dllat a R. equi fert6zésre jellemzd 1égzdszervi
klinikai tiineteket mutatott. Az ,,A” gazdasdgban bar kontrollok nem voltak, de a vakcindzott csikok
kozott nem alakult ki R. equi okozta tiidégyulladds annak ellenére, hogy a kisérletet megel6z0
évben megsziiletett 21 csik6bdl 11 hullott el R. equi okozta tiidégyulladdsban. Az ,,A” és a ,,B”
gazdasdgban 1év0 csikdk a bivalens vakcindt kaptdk, mivel ezekben az dllomdnyokban korabban
mind az EHV-2, mind pedig a R. equi fert6zést megallapitottdk. A ,,C” ménesben viszont csak a R.
equi fertdzottséget allapitottdk meg. Az ,,A” ménesben a csikékat 3 alkalommal immunizéltuk,
mivel ebben az dllomédnyban a 2 hénapos kor feletti csikok megbetegedését is megfigyelték.

Mivel a kolosztrumban és a 2-4 napos csikok vérsavéiban csak nagyon alacsony ellenanyag-
szinteket tudtunk mérni, feltételezhetéen a csikdk R. equi okozta tiidogyulladdssal szembeni
védelme inkabb a fiatal csikok ismételt vakcindzdsanak, mint a kancdk oltdsanak volt az eredménye.
Ezek a feltételezéseink 0sszhangban allnak Madigan és mtsai. (1991), valamint Martens €s mtsai.
(1991) azon megfigyeléseivel, melyek szerint a kancdk vakcindzdsdval nem lehetett megvédeni a
csikOkat a R. equi okozta tiidogyulladassal szemben. A ,,B” és a ,,C” ménesben a R. equi-vel és az
EHV-2-vel szembeni ellenanyag-szintek az 5. héttdl kezdtek emelkedni és a 9. hétre relativ magas
titereket értek el, amely a legkifejezettebb a ,,C” ménesben volt (5,5+1,8 a vakcindzott csikokban és
2,7£1,2 a kontrollokban). Eredményeink aldtdmasztjdk Hietala és mtsai. (1985) megfigyeléseit, akik
kimutattdk, hogy a csikdk kolosztrdlis ellenanyagai kb. 30 napos korra iiriilnek ki, amelyet a
természetes fertdzés eredményeként az ellenanyagszint 45-60 napos kor utani emelkedése kovet.

Az EHV-2-vel szembeni neutralizdlé ellenanyag titerek 9 hetes korra (,,A” ménes, atlag:
5,2+1.,4) olyan értéket értek el (2 és 6 kozotti, logy), mint amilyeneket mésok az dtvészelt csikok
savo-parjaiban mértek (Pélfi és mtsai., 1978). Egyes szerzok szerint a R. equi okozta megbetegedés
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EHV-2-vel szembeni hiperimmun savé alkalmazdsaval onmagaban is megeldzhetd (Beldk és mtsai.,
1980).

1L/

Tekintettel arra, hogy a R. equi virulens torzsei specifikus hajlamosité tényezdk
(virusfertdzések) nélkiil is képesek a csikok megbetegitésére, ezért tovabbi vizsgélatok véltak
sziikségessé abban a vonatkozdsban, hogy egy egykomponensti, virulens, R. equi torzsbol eldallitott
inaktivalt vakcina kiilonb6z6 moédon adjuvdlva milyen ellenanyagvalaszt képes indukélni a
csikékban.

Kisérleteink eredményeként megallapithatd, hogy inaktivélt, aluminium-foszfattal vagy
olajjal adjuvalt R. equi vakcina 4 €s 6 hetes korban torténd intramuscularis alkalmazasaval a csikok
vérsavojanak ellenanyagszintje a kontroll allatokhoz képest, — amelyek csak a természetes R. equi
expoziciénak vannak kitéve, — nagyobb mértékben emelheté abban az dtmeneti idészakban, amikor
a csikok leginkabb fogékonyak a fertézésre. A 4 és 6 hetes korban alkalmazott vakcindzas
eredményeként az ellenanyagszint emelkedik, majd néhdny hét milva csokken, kb. 12 hetes korra
csokken olyan mértékben, hogy erre az id0szakra a vakcindzott és a kontroll allatok ELISA-titerei
kiegyenlitodnek.

Annak ellenére, hogy a ,,D” ménesben a vakcindzott allatok alapvér-titerei tizes alapu
logaritmusdnak atlaga csak 57%-a volt a kontroll allatok azonos mddon szdmitott értékének, a két
vakcindzast kovetd 2 hét elteltével ez az ardny megfordult (125%). A vakcindzas eredményezte
kontrollhoz viszonyitott titer-emelkedés fiigg az oltott dllatoknak az oltds idépontjdban fennallé
ellenanyag-szintjétél és a kornyezeti expozicié mértékétdl is. Az altalunk vizsgalt két
csikéallomany kornyezeti feltételei kozott az alapvetd kiilonbség az volt, hogy az ,,E” ménes esetén
a kornyezeti porexpozicidra lényegesen nagyobb lehetdség adddott (homokos talaj, extrém mdédon
poros kornyezet). Ez a kiilonbség a 4 hetes csikokbodl vett vérmintdk kiinduldsi titerében is
megnyilvanult. Az ,,E”-dllomanybdl vett vérmintdk alapvéreinek titerei (atlag: 20) magasabbak
voltak, mint a D-4llomény esetén mért titerek (4tlag: 10).

Az B’ gazdasdgban a kiilonb6z0 vizsgalati csoportok alapvéreiben az ELISA-titerek atlagai
lényeges kiilonbséget mutattak annak ellenére, hogy a csoportokat a sziiletés idépontjanak
megfeleléen random mdédon alakitottuk ki. Tekintettel arra, hogy a két vakcindzott csoport
alaptiterei eleve magasabbak voltak, a vakcinazassal nem tudtunk tovabbi 1ényeges ellenanyagszint-
emelkedést kivaltani, de a vakcindzott csoportok ellenanyag-titerei a kisérlet teljes ideje alatt a
kontroll allatok értékei felett maradtak. Ez az ellenanyagszint azonban a védettséghez kevés volt.

A ,D”-dllomanyban a vizsgdlat évében a csikok kozott két elhullds volt, mindkettd a
vakcindzott csoportban. Az egyik allat esetén a masodik vakcinat az allat mar nem kapta meg a
klinikai tiinetek megjelenése miatt. A gyorsan progredidld, iziiletekre is kiterjedd generalizalt
megbetegedés a kezelés ellenére két hét leforgdsa alatt az allat elhulldsdhoz vezetett. A masik dllat
esetén nagy valdszinliséggel a nem megfeleld gyogykezelés vezetett a hosszan fenndllé lazas
allapotot kovetd elhullashoz.

Az E” gazdasdgban a kordbbi évek gyakorlatatdl eltérOen, amikor is évente 4-5 allat hullott
el R. equi okozta megbetegedésekben, sem a kontroll, sem pedig a vakcinizott dllomanyban nem
voltak klinikai tiinetekben megnyilvanulé 1€gzdszervi megbetegedések. A vakcindzast kovetden az
allatok tilnyomé tobbségében 3-4 napig tart6 1azas allapotot figyeltiink meg, de klinikai tiinetekben
megnyilvanulé megbetegedéssel nem taldlkoztunk.

Az AGP prébaban kapott eredmények teljes mértékben Osszhangban dllnak az irodalmi
adatokkal (Nakazawa és mtsai., 1987; Takai €s mtsai., 1990), mely szerint az AGP teszt, —
sejtfeliiluszé antigénkivonat alkalmazdsdval — nem eléggé érzékeny a R. equi-vel szemben
termelddott ellenanyagok kimutatdsara csikok vérsavomintdiban. Az ELISA alkalmas médszer az
R. equi-vel szembeni ellenanyagok kimutatdsara (Hietala és mtsai., 1985; Takai €s mtsai., 1994c),
de a titerek még két alkalommal, inaktivalt R. equi-t tartalmaz6 vakcindval torténd oltds utan is csak
alacsony szinteket értek el. Annak ellenére, hogy a legtobb kisérletbe bevont csiké hosszabb-
rovidebb ideig iiritette a baktériumot a bélsaraval és/vagy az orrvdladékdval, nem tudtunk magasabb
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ellenanyag-titereket kimutatni a vérsavoikban, ami a természetes humordlis immunvélasz
kialakuldsénak elégtelen voltara, illetve hidnyéra utalt.

Kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy a R. equi-vel szembeni materndlis ellenanyagszint
eltinését kovetden 4-6 hetes korban kétszer, intramuscularisan alkalmazott, aluminium-foszfattal
vagy olajjal adjuvalt, inaktivadlt oltéanyag képes a vérsavd R. equi-vel szembeni
ellenanyagszintjének a kontrollhoz viszonyitott emelésére abban az atmeneti idoszakban, amikor a
kornyezetbdl torténd fert6zodés eredményeként még nem tudott kialakulni megfeleld mértékii
természetes ellenanyagvdlasz a csikdkban. Ez a titer-emelkedés azonban nem volt képes minden
esetben a megbetegedés megeldzésére.

Bar jelenleg csak egerekben és emberekben bizonyitott a CD4+ limfocitdk Thl- és Th2-
szubpopulécidinak 1étezése, egyes szerzok feltételezése szerint a R. equi els6dlegesen lovakban is
Th2 (2-es tipust)) immunvalaszt indukdl. Egérben a Th1-tipusti immunvélasz megvédi az egeret a R.
equi okozta megbetegedéstdl, a Th2-tipusi immunvélasz viszont nem ad védelmet, hanem a
betegség kialakuldsdhoz jarul hozza (Kanaly és mitsai., 1995). Prescott és mtsai. (1997)
egérkisérletekre alapozott feltételezése szerint az adjuvalészerek (aluminium-hidroxid,
immunstimuldlé komplexek) hozzésegitik a szervezetet a Th2-tipusi immunvalasz kialakuldsdhoz,
és 1gy a vakcindk adta antigén-inger az elvaltozasok sulyosbodésat eredményezheti.

Tovébbi vizsgalatok sziikségesek a csikok R. equi okozta megbetegedése korfejlodésének €s
a virulenciafehérje (vapA) indukélta immunvalasz jobb megértéséhez, és ennek tiikrében hatékony
aktiv immunizaldsi médszer kidolgozasihoz.
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10. MELLEKLETEK

1. melléklet: Plazmid DNS izolalasanak technikaja R. equi baktériumokbdl
Reagensek
I-es oldat: 20% szachar6z, 10 mM EDTA, 25 mM TrisAEHCI (pH: 8,0)
IM TrisAEHCI (pH8,0) 0,5 ml

0,5M EDTA (pH8,0) 0,2 ml
5M NaCl 0,1 ml
Szachardz 2g
Lizozim 0,05¢g
Vizzel 10 ml-re kiegésziteni

I-es oldat
10% SDS 2 ml
10 N NaOH 0,3 ml

Vizzel 10 ml-re kiegésziteni

III-as oldat
5 M K-acetét vagy 3 M Na-acetat

Fenol-Kloroform keverék

TE puffer: 1 M Tris HCI (pH: 8,0) 1 ml
0,5 M EDTA 0,2 ml
Vizzel 100 ml-re kiegésziteni

A plazmidizolalas menete:

. A R. equi torzset leoltottuk 5 ml BHI levesbe.

. 36 6ran at 30°C-on tenyésztettiik.

. Centrifugéldssal 1,5 ml-es Eppendorf csobe gylijtottiik 6ssze a baktériumsejteket.

. Centrifugéltuk a sejteket (3 perc, 12 000 rpm) és a feliiliszét leszivtuk.

. Reszuszpendaltuk a sejteket 1 ml TE pufferben és haromszor mostuk a sejteket.

. Centrifugéltuk a sejteket (3 perc, 12 000 rpm) és a feliilisz6t leszivtuk.

. Hozzaadtunk 0,2 ml-t az I-es oldatbdl €s vortex-szel Osszekevertiik.

. A csoveket 37°C-on 2 6rdn 4t inkubaltuk.

. Hozzédadtunk 0,4 ml-t a II-es oldatb6l, majd atforgatassal osszekevertiik.

10. Hozzaadtunk 0,3 ml-t a III-as oldatbdl és vortex-szel Osszerdzattuk. A csoveket 30 percig vagy
egy éjszakan at jégkasaban inkubaltuk.

11. Centrifugéltuk a csoveket (10 perc, 15 000 rpm) €s a feliilaszot (0,7-0,8 ml) atontottiik dj csdbe.
12. Hozzaadtunk 0,5 ml fenol-kloroform keveréket, és 100-szor atforgattuk a csoveket.
13. Centrifugéltuk a csoveket (10 perc, 15 000 rpm).

14. A feliilisz6bol 0,5 ml-t pipettaval atvittiink 4j csobe.

15. Hozzaadtunk 0,5 ml izopropanolt, és fagyasztdba tettiik 30 percre.

16. Centrifugéltuk a csoveket (10 perc, 15 000 rpm).

17. Elontottiik az izopropanolt €s a pelletet megmostuk 70%-os etanolban.

18. A pelletet levegdn megszaritottuk (5 perc).

19. A DNS-t reszuszpendaltuk 30 pl TE pufferben.

20. A plazmid DNS-t elektroforetizaltuk.

O 0 IO\ N B W =
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a génbankbol letoltott két (Re 1363, Re 1475) R. equi 16S rRNS gén szekvenciajara illesztve.

10 20 30 40 50 60 70 80

CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGICGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGICGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT

CAGGCCTAACACATGCAAGICGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT
CAGGCCTAACACATGCAAGICGAACGGTAAGGCCCCTT
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAAGGCCCCTT

130 140
CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTIGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGHTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGIGGCGAACGGGTIGAGTAACACGIGGGTIGATCIGCCCIGCACICIGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTIGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG

CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGIGGCGAACGGGTIGAGTAACACGTIGGGTIGATCIGCCCIGCACTICIGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGIGGCGAACGGGTIGAGTAACACGTIGGGTIGATCIGCCCIGCACTICIGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGIGGCGAACGGGTIGAGTAACACGTIGGGTIGATCIGCCCIGCACTICIGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTIGATCTGCCCTGCACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG
CGGGGGTACACGAGIGGCGAACGGGTIGAGTAACACGTIGGGIGATCIGCCCIGCACTICIGGGATAAGCCTGGGAAACTGGG

159
141
118
118
118
118
118
118
118
117
118
118
117

132



Rhodococcus equi torzsek dsszehasonlitd vizsgalata

Re 1363
Re 1475
131

106

26

27

5

6

66

97

123

31

64

Re 1363
Re 1475
131

106

26

27

5

6

66

97

123

31

64

160
142
119
119
119
119
119
119
119
118
119
119
118

240
222
198
199
199
199
199
199
199
198
199
199
198

170 180 190 200 210 220 230 240

TCTAATACCGGATATGAGCICCTGICGCATGGCGGGGGTIGGAAAGGTTTACTGGTGCAGNATGGGCCCGCGGCCTAT CARACK)
TCTAATACCGGATATGAGCTCCIGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATC CA YL
TCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGHTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATC‘ 197
TCTAATACCGGATATGAGCICCTGICGCATGGCGGGGGTIGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTAT CANNEERS
TCTAATACCGGATATGAGCTCCIGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATC CARNECRS!
TCTAATACCGGATATGAGCICCTGICGCATGGCGGGGGTTIGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTAT CARNEERS
TCTAATACCGGATATGAGCTCCIGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATC CARNECRS!
TCTAATACCGGATATGAGCTCCIGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATC CARNECRS!
TCTAATACCGGATATGAGCICCTGICGCATGGCGGGGGTIGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTAT CARNEERS
TCTAATACCGGATATGAGCTCCTIGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTGGTIGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCANNEMN
TCTAATACCGGATATGAGCICCTGICGCATGGCGGGGGTIGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTAT CANNEERS
TCTAATACCGGATATGAGCICCTGICGCATGGCGGGGGTIGGAAAGGTTTACTGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTAT CARNEERS
TCTAATACCGGATATGAGCTCCTIGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGGTTTACTGGTIGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCANEM

250 260 270 280 290 300 310 320

GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTIGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGSHR)
GCTITGITGGTIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGHSINE
GCTITGITGGTIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAC
GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTIGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGNES
GCTITGITGGTIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGCE S
GCTITGITGGTIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GACE S
GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTIGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGNES
GCTITGITGGTIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGCE S
GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTIGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGNES
GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTIGGGACTGACH AN
GCTITGITGGTIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGCE S
GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTIGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACT GAGNES
GCTTGTITGGIGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTIGGGACTGACH AN
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330 340 350 360 370 380 390 400

I RCT S VAVIIN/ CACGGCCCAGACTCCTINCGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTINATGCAGCGACGCCGCGIGSEE
Re 1475 302 ACACGECCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTG 381

131 VARSI CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTIGATGCAGCGACGCCGCGT G
106 VACIIN" CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTIGATGCAGCGACGLCCGCGT GimeeEs)
26 VAR CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGme k]
27 VACIIN" CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT GimeeEs)
5 VA CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGmeISE]
6 VAR CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGmeISE]
66 VACEIN" CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTIGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTIGATGCAGCGACGCCGCGT GimeeEs)
97 VARSI CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT G
123 VACIIN" CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTIGATGCAGCGACGLCCGCGT GimeeEs)
31 YACIIN" CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTIGATGCAGCGACGCCGCGT GimeeEs)

64 VARSI CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT G

410 420 430 440 450 460 470 480

I RCTXC I VIO /. CGGATGACGGCCTTCGGGTTGTNAACCINITTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCIGCAGAAGAAGCACCGG
RN WACEECI VA CGGATGACGGCCTITCGGGTTGTAAACCTICTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTIGACGGTACCTIGCAGAAGAAGCACCGG

131 SIS/ GGGATGACGGCCTITCGGGTITGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
106 EISPEIN"\ GGGATGACGGCCTTCGGGTTIGTAAACCTCITTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
26 SN/ CGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
27 SN/ CGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
5 EISPEIN"\ GGGATGACGGCCTTCGGGTTIGTAAACCTCITTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
6 SN/ CGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
66 EISPEIN"\ GGGATGACGGCCTTCGGGTTIGTAAACCTCITTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
97 CISESEIN "\ CGGATGACGGCCTTCGGGTTIGTAAACCTCITTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
123 SN/ CGGATGACGGCCTITCGGGTITGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
31 EISPEIN"\ GGGATGACGGCCTTCGGGTTIGTAAACCTCITTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGG
64 CISESIN "\ CGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACGAAGCGAGAGTGACGGEACCT
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490 500 510 520 530 540 550 560

T T P S Ul ORI PR ISR IR IPUPRVOPRN ISR IRl SR
Re 1363 480 A CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTNATNCGTNGGGTGCNAGCGTTGTCCGGAATTNCTGGGCGTNAAGAGCTCGTAGGC 559
Re 1475 462 A CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTARAAGAGCTCGTAGGC 541
131 438 @ 440
106 439 &N\ 441
26 439 [ — 441
27 439 O 440
5 439 [l ———— 440
6 439 [l ———— 440
66 439 (M- ————— 440
97 438 (- 440
123 439 O®N\- 441
31 439 @A 442
64 | I il B L A L O L 420

135



Koértani elvaltozasokbdl és kornyezeti mintdkbol szdrmazéd

3. melléklet: Tiz Rhodococcus equi torzs génbankban elérheté 16S rRNS gén szekvencidiban
fellelhetd kiilonbségek (az aldhdzott és kékkel szedett bazisoktdl a eldre felé terjedd régidnak
megfeleld szakaszt szekvendltuk meg a sajit 11 torzs esetén).

AF273620

AF273619

AF273613

AJ272468 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AJ272473 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AJ272469 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AJ272472 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AJ272471 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AJ272470 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AJ272467 ACACGAG TGGGTGATCTGCCCT CTGGGAT
AF273620 W e
AF273619 W e
AF273613 W e e e
AJ272468 CRGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG
AJ272473 CIGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG
AJ272469 CIEGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG
AJ272472 CIEGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG
AJ272471 CIEGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG
AJ272470 CIGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG
AJ272467 CIEGGGAAACTGGGTCTAATACCGGHTATGAGCTCCTGTCGCATGGCGGGGGTTGGAAAGG

AF273620 @
AF273619 =
AF273613 =
AJ272468 TTTACTG CAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGECTACCA
AJ272473 TTTACTG CAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGECTACCA
AJ272469 TTTACTG CAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGECTACCA

AJ272471 TTTACTG CAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGECTACCA
AJ272470 TTTACTG CAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGHCTACCA

T
T
T
AJ272472 TTTACTGETGECAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGECTACCA
T
T
AJ272467 TTTACTGYTHCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCARCTTGTTGGTGGGGTAATGGECTACCA

AF273620 e
AF273619
AF273613
AJ272468 AGGCGACBACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGHGABCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGE
AJ272473 AGGCGACBACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGHGABCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
AJ272469 AGGCGACBACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGHGABCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
AJ272472 AGGCGACBACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGHGABCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
AJ272471 AGGCGACBACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGHGABCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
AJ272470 aGGeGACacceeTAGCCGGCCTGAGAGGGGANCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGE
AJ272467 AGGCGACBACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGHGABCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
AF273620 o CAGCAGTGGGRATATTGCACABTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AF273619 e CAGCAGTGGGJAATATTGCACARTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AF273613 e CAGCAGTGGGEBAATATTGCACARTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AJ272468 TCCTACGGGAGEBCAGCAGTGGGEAATATTGCACAMTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AJ272473 TCCTACGGGAGECAGCAGTGGGEAATATTGCACAMTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AJ272469 TCCTACGGGAGECAGCAGTGGGEAATATTGCACABTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AJ272472 TCCTACGGGAGEBCAGCAGTGGGEAATATTGCACAMTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AJ272471 TCCTACGGGAGEBCAGCAGTGGGEAATATTGCACAMTGGGCGAAAGCCTGATGCA
AJ272470 TCCTACGGGAGECAGCAGTGGGEAATATTGCACATGGGCGAAAGCCTGATGCA
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AJ272467
AF273620
AF273619
AF273613
AJ272468
AJ272473
AJ272469
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AJ272467

AF273620
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AJ272473
AJ272469
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AJ272467

AF273620
AF273619
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AJ272470
AJ272467

AF273620
AF273619
AF273613
AJ272468
AJ272473
AJ272469
AJ272472
AJ272471
AJ272470
AJ272467

AF273620
AF273619
AF273613
AJ272468
AJ272473
AJ272469
AJ272472
AJ272471
AJ272470
AJ272467

TCCTACGGGAGICAGCAGTGGGIAATATTGCACAITGGGCGAAAGCCTGATGCA
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEBACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCCTTCAGCAGGEBACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEACC
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEBACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGEACG
CCGCGTGAGGGATGACGGHCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGACG
CCGCGTGAGGGATGACGGECTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGACG

—

GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACHACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACITACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACITACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACITACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACITACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACITACGTGCCAGCAGCCGCGGT
GAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT

[N NN NI NN NN

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTATGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT
AATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTC GCGGTTT

GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCTCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA
GTCGCGTCETCCGTGAAAACTTGGGG CAACCCCAAGCTTGCGGGCGATACGGGCAGA

CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
CTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAG
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GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAGGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGTTICTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTHTGGGCAGTAACTGACGCTGANGAGCGAAAGC
GAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTETGGGCAGTAACTGACGCTGAGGARYCGAAAGC

TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGHCGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTATATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGHTCCACGCCETAAACGGTGGECGCTA
TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCHTAAACGGTGGECGCTA

GGTGTGGGTTECETTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECETTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECETTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECETTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECETTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECETTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECHTTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTECHTTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTHECHTTCCACGGGATCCGEGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCETG
GGTGTGGGTTHYCPTTCCACGGGATCCGHGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCHYTG

GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGC-
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAARGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG

GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACGEGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG
GGGAGTACHGCCGCAAGGCT TCAAAGGAATTG CCCGCACAAGCG

GAGCATGTGGATTAATTCGATGCARCGCH——————————————————————————————
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTREACCTGGGTTTGACATATACCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTIACCTGGGTTTGACATATACCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTIACCTGGGTTTGACATATACCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTREACCTGGGTTTGACATATACCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTREACCTGGGTTTGACATATACCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTRACCTGGGTTTGACATATACCG
GAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGC GAACCTIACCTGGGTTTGACATATACCG
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AF273620 W e e e
AF273619 @ e
AF273613 W e e e e e e
AJ272468 GAAAGCCITAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AJ272473 GAAAGCCETAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AJ272469 GAAAGCCETAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AJ272472 GAAAGCCETAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AJ272471 GAAAGCCETAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AJ272470 GAAAGCCETAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AJ272467 GAAAGCCETAGAGATACGGCCCCCCTTGTGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCTGTCGT
AF273620 @ mmm e e e
AF273619 @ mmmm e
AF273613 W e e e e
AJ272468 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AJ272473 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AJ272469 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AJ272472 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AJ272471 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AJ272470 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AJ272467 CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGT
AF273620 W e e
AF273619 @ e
AF273613 W e e e
AJ272468 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AJ272473 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AJ272469 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AJ272472 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AJ272471 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AJ272470 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AJ272467 TGCCAGCGCGTAATGGCGGGGACTCGCAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTG
AF273620 W e
AF273619 = mmmm e
AF273613 W = e e e e e e e e
AJ272468 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AJ272473 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AJ272469 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AJ272472 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AJ272471 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AJ272470 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AJ272467 GGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGCC
AF273620 @ mmm e e e
AF273619 W e
AF273613 W e e e
AJ272468 GGTACAGAGGGCTGCGATICCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAICCGGTCTCAGTTCG
AJ272473 GGTICAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCG
AJ272469 GGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCG
AJ272472 GGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCG
AJ272471 GGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCG
AJ272470 GGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCG
AJ272467 GGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCTCAGTTCG
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AF273620 —mmmmmmmmm o
AF273619 e
AF273613 e
AJ272468 GATCGGGGrcTlecaac
AJ272473 GATCGGGGETCTEGCAAC
AJ272469 GATCGGGGETCTEGCAAC
AJ272472 GATCGGGGETCTEGCAAC
AJ272471 GATCGGGGETCTEGCAAC
AJ272470 GATCGGGGETCTEGCAAC
AJ272467 GATCGGGGETCTEGCAAC
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