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1. Osszefoglalas

A Bordetella bronchiseptica széles kérben elterjedt korokozé baktérium. Fontos
szerepet jatszik a sertések torzitd orrgyulladasanak és a kutyak kennelkdhdgésének
kéroktanaban, 0Osszefliiggésbe hozzak szamos hazi és vadon ¢él6 Adllatfaj Iléguti
megbetegedéseivel, és egyre gyakrabban szamolnak be emberi fertézésekrdl is.

Munkank célja volt kilenc kiilénb6zé gazdafajbdl izolalt és eltérd foldrajzi terlletekrél
szarmazo B. bronchiseptica térzsek feno- és genotipizald mddszerekkel t6rténd jellemzése,
kuldénds tekintettel a B. bronchiseptica virulencia tényezdinek pontosabb megismerésére és
gazdaadaptaciora utalo jegyek keresésére.

A vizsgalatokba bevont tdrzsek azonositasara hagyomanyos biokémiai prébakat és
fajspecifikus polimeraz lancreakciot (PCR) alkalmaztunk. A molekularis azonositas soran az
Osszes torzs B. bronchiseptica-nak bizonyult, annak ellenére, hogy a térzsek 7%-a a nitrat-
redukcios, 2%-a pedig az ureaz aktivitast jelzd probaban — a fajra nem jellemzé médon —,
negativ eredményt adott. Az ureaz-negativ torzsek tovabbi biokémiai probakban (Diatabs
tablettak, API 20 NE lemez) sem adtak pozitiv reakciét. Az uredz enzimet kdodold
génszakaszt (ureC) azonban minden vizsgalt térzsnél kimutattuk, ami arra utal, hogy az
uredaz aktivitas hianyanak oka transzkripcids szinten és/vagy a jarulékos fehérjék
megvaltozasaban keresendb.

A B. bronchiseptica antibiotikumokkal szembeni érzékenységét nyul és sertés
eredetl torzseken Kirby-Bauer korongdiffuziés mddszerrel vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
torzsek rezisztensek a penicillinre, a ceftiofurra, a vankomicinre és a linkomicinre, de
érzékenyek a kolisztinre, a neomicinre, valamint az alkalmazott quinolonokra. Ampicillinnel
és eritromicinnel szemben mindkét gazdafajbdl szarmazd torzsek esetén valtozatos
eredményeket kaptunk. Tetraciklinre és szulfonamidokra a torzsek tobbsége érzékenyen
reagalt, de a nyul eredetl torzsek 5%-a, a sertés eredetl torzseknek pedig egyharmada
szulfonamid-rezisztens volt, és taldltunk egy sertés eredetli tetraciklin-rezisztens
B. bronchiseptica térzset is.

A B. bronchiseptica mozgasképességét félfolyékony taptalajon vizsgaltuk kildonbdzé
modulalé szignalok (szobah&mérséklet, MgSQO,) jelenléte mellett, illetve azok hianyaban.
Megallapitottuk, hogy torzseink valamennyi kisérleti elrendezésben aktiv mozgast mutattak,
de legnagyobb motilitasi zonakat a modulalé szignalok hianyaban mértink, amely alapjan
arra a kvetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalat soran térzseink avirulens allapotuak voltak.
A mozgasképesség molekularis vizsgalata soran a csillok f6 alkotdéelemét (flagellin) kédold
flaA génszakaszt vizsgaltuk PCR-t kdvetd restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP)

maodszerrel. Harom restrikcidos endonukleaz (Hincll, Bgll és Mspl) hasznalataval 6sszesen 8



kilénb6z6 hasitasi mintazatot irtunk le (A-H tipus). Az egyes hasitasi tipusok hazai térzsek
esetén Osszefliggest mutattak a gazdafajjal; kutya eredetli térzsek A, sertés eredetl térzsek
B, macskak és tengerimalacok C tipusu mintazatot adtak. Nyul eredetl torzseknél A és B
tipust is kimutattunk, a human térzsek (n=7) viszont valtozatos RFLP-tipussal rendelkeztek
(A, C, D, F, H). A flaA gén valtozatai és a torzsek gazdafaja k6zotti dsszefligges a nukleinsav
alapu filogenetikai fan is nyomon kovethetd, ugyanis a kilonb6z6 RFLP-tipusok (gazdafajok)
kuloénbozd klaszterekben helyezkedtek el.

A tdrzsek adhézids képességét kuldnbdzd gazdafajokbdl szarmazo vordsvertestekkel
végzett hemagglutinacios prébaval vizsgaltuk. A legerfsebb reakciokat kutya- és sertésvér
esetében lattuk, mig a leggyengébb agglutinaciot csirkevérrel tapasztaltuk. Munkank soran
gazdaadaptaciora utalé jeleket nem talaltunk. Feltételezhetjlk viszont, hogy a
B. bronchiseptica tobbféle hemagglutinaciés faktorral rendelkezik, ugyanis egyes torzsek a
vizsgalatok folyaman (adott vértipusnal is) eltéré6 eredményeket adtak. A B. bronchiseptica
szamos adhezinje kozll genetikai vizsgalatainkhoz a fimA gén altal kodolt fimbriat
valasztottuk ki. PCR modszer segitségével megallapitottuk, hogy az 0Osszes torzs
rendelkezik fimA génnel, melyek az RFLP vizsgalatok soran azonos mintazatot adtak, a
gazdafajtol fliggetlenil. Szekvencia- és filogenetikai elemzést kdvetbéen megallapitottuk,
hogy a fimA génszakaszon belll csak minimalis a klloénbség a térzsek kozott.

A B. bronchiseptica toxinjai kézll az adenilat ciklaz-hemolizin toxint vizsgaltuk mind
hagyomanyos, mind pedig molekularis moédszerekkel, ugyanis ez a toxin — szamos egyéb
citopatogén hatas mellett —, felelés a vordsvértestek széteséséért is. A B. bronchiseptica
hemolitikus tulajdonsagait kiilénbdz6 6sszetétell és pH-ju taptalajokon néztik. A vizsgalatok
soran valtozé eredményeket kaptunk, de a hazai kutya eredetii torzsek esetében soha nem
tapasztaltunk hemolizist. PCR modszerrel kimutattuk, hogy ezeknél a torzseknél a toxint
kodolo cyaA gén hianyzik, és helyére az un. ptp operon épul be, amely nukleotida sorrendjét
tekintve minden vizsgalt térzsnél azonos volt. Magyarorszagi kutya eredetli B. bronchiseptica
torzsek estén a cyaA gén hianyat gazdaadaptaciés jegynek tekinthetjok. A cyaA-pozitiv
torzsek RFLP vizsgalatakor 4 kilénb6zé tipust (A-D), azon belll az A tipus dominancigjat
(90%) irtunk le, amely gazdafajtol fuggetlen tulajdonsdg. A cyaA génszekvencidk
elemzésekor a human torzsek valtozatossagat tapasztaltuk, egy hazai torzs esetén Uj
alléltipust irtunk le. A filogenetikai elemzés soran toérzseink két f6 csoportot alkottak, az 1.
klaszterbe inkabb allati, mig a 2. klaszterbe inkabb human eredet( torzsek keriltek.

A B. bronchiseptica torzsekkel végzett kutatdsaink alapjan elmondtaté, hogy a
fenotipusos jellegek nagymértékben valtozhatnak a baktérium intra- és extracellularis
allapotatol fuggden, viszont a genetikai vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy
léteznek baktériumfajon bellili gazdaadaptaciés jegyek, legalabbis sziikebb féldrajzi région

belul.



Summary

Bordetella bronchiseptica is a widespread pathogen bacterium. B. bronchiseptica is
involved in respiratory diseases in a variety of wild, household, and laboratory mammalian
species. It plays a key role in the aetiology of atrophic rhinitis in pigs and canine kennel
cough. Accumulation of case reports on human infections indicates that B. bronchiseptica
may implicate an increasing zoonotic risk as well.

Our aims were to examine B. bronchiseptica strains isolated from nine different host
species and various geographic regions by pheno- and genotypic methods, and to
characterize some virulence factors of B. bronchiseptica looking for signs of host adaptation.

Primary identification of the examined strains was confirmed by traditional
biochemical tests and species-specific polymerase chain reaction (PCR). However, some of
the strains gave unusual reaction in the nitrate-reduction test (7% negative) and in the
urease test (2% negative). The ureC gene, which codes urease enzyme, was detected at all
urease-negative isolates. Presumably, the presence of a partial region of ureC could not
provide information about the whole urease operon. Conceivably, transcriptional failure or
mutations and/or deletions in the coding region of ureC or associated genes might block the
ability of urea-hydrolysis of B. bronchiseptica.

The antibiotic susceptibility of B. bronchiseptica strains originated from rabbits and
pigs were examined by Kirby-Bauer disk-diffusion method. All strains were resistant to
penicillin, ceftiofur, vancomycin and lincomycin, while susceptible to colistin, neomycin and
the used quinolones. The sizes of inhibition zone of ampicillin and erythromycin were varied
widely between strains from both host species. The majority of the strains were susceptible
to tetracycline and sulphonamides, while 5% of the strains from pig and one third of the
strains from rabbit proved to be sulphonamide-resistant and one porcine strain was
tetracycline-resistant, too.

The motility of B. bronchiseptica was investigated on semisolid media with presence
or absence of modulating signals (room temperature, MgSQ,). All strains showed active
movement in every experimental layout. The largest motility zones were measured at the
absence of modulating signals. Presumably, the examined strains shifted into avirulent
phase by phenotypic modulation.

Flagellin (encoded by flaA), the main component of cilia was analysed by PCR
followed restriction fragment length polymorphism analysis (RFLP). Three restriction
endonucleases (Hincll, Bgll and Mspl) were used and 8 different fragment patterns were
described (A-H types). Some RFLP-types correlated with host species; canine strains

showed type A, porcine strains represented type B and type C flagellin profile was found in
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strains from cats and guinea pigs. Type A and B were detected in strains from rabbits, while
strains of human origin possessed various RFLP types (A, C, D, F and H). Connection
between variances of flaA and the host species might be followed up on the phylogenic tree
as well as the different RFLP types (hosts) located on distinct clusters.

Adhesion of the strains was investigated by haemagglutination test with erythrocytes
from different host species. We found the most intense reactions with canine and porcine
erythrocytes, while the slightest agglutinations were observed with chicken red blood cells.
Signs of host adaptation were not detected. Presumably, B. bronchiseptica has more
haemagglutination factors since some strains showed different results during the tests. From
the adhesins of B. bronchiseptica, the fimbria (encoding by fimA) was chosen for genetic
examinations. All strains possessed the fimA gene, and every PCR products yielded the
same fragment pattern by RFLP, irrespectively of the host. The sequence and phylogenetic
analysis showed only minimal differences between strains within fimA.

Of the toxins of B. bronchiseptica, adenylate cyclise-haemolysin, responsible for the
lysis of erythrocytes, was chosen for traditional and molecular examinations. Haemolytic
properties of B. bronchiseptica were observed on various culture media with different
compositions and pH values. The strains showed various results, however, we never saw
haemolytic activity with the Hungarian canine strains. The lack of the toxin-coding cyaA gene
was detected by PCR in these non-haemolytic strains. Additionally, the cyaA was replaced
by ptp operon in all examined strains. Furthermore, the nucleotide sequence of the ptp was
the same in every ptp-positive strains. The deletion of cyaA gene within the Hungarian
canine B. bronchiseptica strains can be regarded as a sign of host adaptation. Four different
types (A-D) of the cyaA gene were established by RFLP analysis, and the dominance of type
A (90%) was noticed, independently from the host. The strains were sorted into two major
groups at phylogenetic analysis. Cluster 1. contained strains from animals while cluster 2.

involved mostly human strains.

In summary, the phenotypic properties of B. bronchiseptica could change
considerably, depending on the actual intra- and extracellular conditions of the bacterium.
However, results of genetic methods suggest the existing of host adaptation, at least in

limited geographic regions.



2. Bevezetés

A Bordetella bronchiseptica széles gazdaspektrummal rendelkezé, vilagszerte
elé6fordulé Gram-negativ baktérium. Az altala okozott legismertebb kérképek kdzé tartozik a
sertések torzitd orrgyulladasa és a kutyak kennelkbhogése. A légutak megbetegedését
idézheti el6 még nyudlban, macskaban, tengerimalacban, emellett szamtalan egyéb hazi,
laboratériumi és vadon él6 eml8sallat Iégutaibdl is izolaltak mar. A B. bronchiseptica fert6zés
tébbnyire nem jar sulyos klinikai tlinetekkel vagy nagyaranyu elhullasokkal, de tetemes
gazdasagi veszteségeket okozhat a tenyésztéknek és az allattarto telepeknek. Az egyedileg
vagy kis csoportban tartott hazi kedvencek fertéz6dése az egyre gyakoribb emberi
megbetegedések miatt valhat fontossa; a megndvekedett human esetek szama a
B. bronchiseptica zoonotikus jelentéségére hivja fel a figyelmet.

A koérokozé baktériumok virulencia tényez6ik segitségével képesek a betegségek
kialakitasara. A B. bronchiseptica esetében a gazdaszervezet nyalkahartyajan valé
megtapadasban és annak kolonizacidjaban szerepet jatszdé adhezinek, valamint a betegség
jellemzd tuneteinek kialakitasaban résztvevd toxinok vizsgalata jelenti a f6 kutatasi
irAnyvonalat napjainkban. A virulenciafaktorok és a baktériumok gazdaszervezethez valo
alkalmazkodasanak vizsgalata nagymértékben hozzajarulnak a koérokozo baktériumok
patomechanizmusainak jobb megértéséhez. A B. bronchiseptica alapvet6 tulajdonsagainak
feltarasa, az altala okozott betegségek elSidézésében betdltott szerepének tisztazasa
elengedhetetlen a hatékony védekezés és a megel6zés szempontjabal.

A jelen kutatds célja, hogy a széles korben elterjedt és igen heterogén
B. bronchiseptica fajon bellil az altalunk alkalmazott moddszerekkel jellemezni és
csoportositani tudjuk torzseinket. Kulénos figyelmet forditottunk arra, hogy a fertézés egyes
fazisaiban lényeges virulenciafaktorokat (motilitds, adhezinek és toxinok) feno- és
genotipusos tulajdonsagaik alapjan jellemezzik, és molekularis technikak segitségével a
torzsek kozotti esetleges kuldnbségekre, valamint a filogenetikai kapcsolatokra fényt
deritslink. Vizsgalataink kdzéppontjaban annak felderitése allt, hogy a B. bronchiseptica
virulenciajat meghatarozo tényezéknek létezik-e gazdafaji specifikussaga (gazdaadaptacio),
és hogy ezek a tényez6k mennyire allanddak térben és idében.

Annak ellenére, hogy a szakirodalomban szamos példat talalunk a B. bronchiseptica-
val kapcsolatos célzott kutatasokra, meglehetésen kevés a nagyszamu, elsésorban allati
eredetl torzset tobbféle szempontbdl vizsgald, dsszehasonlité tanulmany. Magyarorszagon
hagyomanya van a sertés eredetli B. bronchiseptica torzsekkel végzett kutatdsoknak, de
tébb gazdafajbdl szarmazod térzsek dsszehasonlité vizsgalatara eddig nem kerllt sor. Hazai

és nemzetkdzi viszonylatban is hianypétionak tekinthetd munkank nemcsak az altalanos
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alapkutatas szamara szolgaltathat uj ismereteket, de fontos lehet a nagy- és kisallattartok
igényeit kielégitd gyorsdiagnosztikaban, a célzottabb terapias kezelésben és vakcinak
fejlesztésében is. A B. bronchiseptica-val kapcsolatos Uj informaciok segithetik a zoondzis
veszélyének csokkentését, valamint a — B. pertussis-szal valé nagyfoku hasonlésaga miatt —,
a szamarkdhdgés elleni hatékonyabb védekezeést is. Eredményeink tehat fontosak lehetnek

az allatgyégyaszat és a human orvoslas teriletén is.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Bordetella bronchiseptica altalanos jellemzése
3.1.1. A Bordetella nemzetség tagjai és jellemzésiik

A Bordetella genus tagjai vilagszerte elterjedt, Gram-negativ patogén baktériumok,
rendszertanilag a B-proteobaktériumok osztalyanak Alcaligenaceae csaladjaba tartoznak.
Jelenleg 8 faj sorolhaté a nemzetségbe: a B. pertussis, a B. parapertussis, a
B. bronchiseptica, a B. avium, a B. hinzii, a B. holmesii, a B. petrii, és a B. trematum. A
nemzetség legismertebb, és egyben névadd tagja a B. pertussis, melyet 1906-ban Jules
Bordet és Octave Gengou izolalt elészor. A kizardlag embereket fertézd B. pertussis a nagy
morbiditasu szamarkdéhdgés (mas néven pertussis) kérokozéja. A szamarkdhodgés pontos
eredete nem ismert, elsé emlitése is csak az 1540-es években tortént, ezért viszonylag Uj
betegségnek tekinthetd (Diavatopoulos, 2006). A szamarkdéhogés klasszikus
gyermekbetegség, leginkabb az 1-10 éves korosztalyt érinti. A kezdeti natha-szer( tinetek
megjelenése utan a baktérium altal termelt toxinok — elsésorban a pertussistoxin —, hatasara
kialakulnak a betegségre jellemzé szimptomak. A fokozott nyalkatermelés miatt goércsos
kohogdrohamok alakulnak ki, az ezt kdvetd erdltetett belégzést pedig jellegzetes huzd hang
koveti, amelyrél a nevét kapta a betegség. A kdhdgés utan gyakran el6fordul hanyas és
cianozis. A tunetek 6-8 hét alatt megszinhetnek, sulyosabb esetekben azonban
tudégyulladas és encephalopathia is kialakulhat, amelyek akar halalos kimenetellek is
lehetnek (Cotter és Miller, 2001). Az 1940-es években bevezetett védéoltdsoknak
készdnhetben a betegség jelentésen visszaszorult, ennek ellenére tovabbra is mintegy 50
millid embert érint, és kdézel 300 000 ember hal meg évente pertussis miatt, féleg a fejl6dé
orszagokban (Crowcroft és mtsai., 2003). A B. pertussis-nal manapsag életkor-valtas
figyelhetd meg, ugyanis egyre gyakrabban lehet talalkozni serdul6k és felnéttek
megbetegedéseivel (Deville és mtsai., 1995; Epinfo, 2013), annak ellenére, hogy a kdzel 30
éve bevezetett acellularis vakcinak sokkal hosszabb védettséget nyudjtanak. A (mar oltott)
felnéttek fert6z6dése sokszor tunetmentes, vagy kevésbé sulyos lefolyasu, de jarvanytanilag
igen jelentés, ugyanis az érintettek a baktérium rezervoarjat képezhetik, illetve az ujabb
megbetegedések a baktérium antigén készletének megvaltozasat (antigén drift) jelezhetik
(Cotter és Miller, 2001; Budai, 2005).

A B. parapertussis-t 1937-ben irtak le el6szor egy human klinikai mintabol, és sokaig
kizarélag emberi megbetegedésekbdl izolaltak. A B. parapertussis fertézés jellemzé tinetei
nagyon hasonlitanak a szamarkohdgés szimptomaira (kdbhégéroham, hanyas), de nem jar

lymphocytosissal, gyorsabb lefolyasu, és enyhébb tlnetek kialakulasa az altalanos. A
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kevésbé sulyos tunetek valoszinlsithetd oka, hogy a B. parapertussis nem termel
pertussistoxint (Cotter és Miller, 2001; Diavatopoulos, 2006). A nyolcvanas évek masodik
felét6él kezd6dbéen tObb juhdllomanyban is kimutattdk a B. parapertussis-t, mind
tudégyulladasban szenvedd, mind egészséges juhok légzdszerveibdl. A két eddig ismert
gazdafaj légutait a baktérium eltér6 torzsei kolonizaljak, megkulonboztetésiukre a

B. parapertussis, , és a B. parapertussis, jelolések hasznalatosak (Cotter és Miller, 2001). A

két eltér6 vonalba tartozd torzseket fenotipus alapjan nem lehet megkullonboztetni
egymastol, a nagyfoku genetikai kiilénbség miatt azonban egyes kutatok kildn fajnak tekintik
a kilénbozé gazdafajbdl szarmazé B. parapertussis izolatumokat (Mattoo és Cherry, 2005).

A B. bronchiseptica-t Ferry (1911) izolalta el6szor légzdszervi tlineteket mutato
kutyabdl, ezért Bacillus bronchicanis-nak nevezte el. Kés6bb Kkilonb6zd emlésdk
(tengerimalac, majom, ember) légutaibdl is kimutatta, ezért a mikroba nevét Bacterium
bronchisepticus-ra valtoztatta. Ezt kdvetéen szamos néven illették a baktériumot, majd 1952-
ben, amikor rendszertani hovatartozasa tisztazodott, Moreno-Lopez javaslatara kapta
jelenlegi elnevezését (Goodnow, 1980).

A B. bronchiseptica burokkal rendelkezd, atlagosan 0,5 x 2,0 ym nagysagu, pleomorf,
rovid palcika alaku baktérium. Sporat nem képez, csilléi segitségével aktiv mozgasra képes.
Szigoruan aerob, hémérsékleti optimuma 35-37°C (Goodnow, 1980). Tapanyagok
szempontjabol igénytelen baktérium, amely természetes vizekben, szlirt csapvizben,
valamint PBS-ben hosszabb ideig is életképes (Porter és mtsai., 1991). Kdénnyen
tenyészthet6, szaporodasahoz szénforrasként aminosavak, citrat, vagy laktat is elegendé.
Szelektiv izolalasa antibiotikumokat tartalmazé MacConkey taptalajon torténik. Véres agaron
24 oras inkubaciot kovetbéen aprd, domboru, fényes, szirkésfehér telepeket képez, a
koléniak koérll B-hemolizis lathatd, melynek kialakuldsa figg a taptalaj és a vér mindségétél
is (Gonzalez és mtsai.,, 2006). Biokémiai tulajdonsagait tekintve a B. bronchiseptica
meglehetésen inaktiv baktérium. Katalaz- és oxidaz-pozitiv, az ureumot akar 4 oran belll
bontja, a nitratot az esetek tdbbségében nitritté redukalja. Indol-negativ, a kulonb6z6
szénhidratokat nem hasznositja, lipaz- és észteraz-aktivitdsa nincs (Goodnow, 1980).

A B. bronchiseptica vilagszerte elterjedt, széles gazdaspektrumu koérokozé, amely
kuldnféle 1égzdszervi megbetegedéseket képes elbidézni. Osszefliggésbe hoztak a sertések
torzité orrgyulladasaval, a kutyak kennelkbhégésével, a nyulak nathajaval, de szamtalanszor
izolaltak mar egyéb hazi-, haszon-, vad- és laboratériumi emldsallatok léguti betegségeibél,
és egyre gyakrabban jelennek meg adatok human esetekrél is (Mattoo és Cherry, 2005). A
B. bronchiseptica nemcsak zoonotikus jellege miatt érdekes a human gydgyaszat szamara,
hanem a B. pertussis-hoz viszonyitott nagyfoku feno- és genotipusos hasonlésaga miatt
annak modelljeként alkalmazhaté a koérokozé jobb megismerését elésegitd, és igy a

szamarkohogés elleni hatékonyabb védekezést szolgald kutatasokban.
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A B.avium hazi- és vadmadarak légutaiban megtelepedd patogén baktérium.
Természetes korllmények kozott is megtalalhatd csirkék, pulykdk és mas madarak
légz6szerveiben, de elszaporodva, vagy hajlamosité tényez8k hatasara gyorsan terjedd,
heveny betegséget idéz el6. A fertézésre elssorban a fiatal allatok fogékonyak, altalanos
tunetek kozé tartozik a bagyadtsag, nehezitett Iégzés, a szem és az orr b6 valadékozasa,
tisszodgés, kotbhartya gyulladas és gyakran a hang elvesztése. ld6sebb allatoknal
mindezekhez szaraz kdhogeés is tarsulhat. Sulyos esetben kialakulhat tracheobronchitis, ami
elhullast eredményezhet. A baromfi bordetellosisok kdzil a legismertebb korkép a
pulykacoryza, mely nagy gazdasagi karokat okoz, hazityuakban és fiirjben a betegég enyhébb
lefolyasu (Mattoo és Cherry, 2005; Varga és mtsai., 1999). Annak ellenére, hogy a B. avium
madarakhoz tarsult baktériumnak tekinthetd, szamos B. avium és B. avium-like torzs létezik,
melyeket hill6kbél vagy immundeficiens emberekbdl izolaltak (Gross és mtsai., 2010).

Az elmult 30 évben a Bordetella nemzetség 4 fajjal bovilt, és szamtalan, faji szinten
még nem azonositott térzs var besorolasra. Jelenleg a B. ansorpii, (Ko és mtsai., 2005) var
az uj fajként valé megerdsitésre.

Az "0j" Bordetella fajok kozul a legismertebb a B. hinzii, amely madarak Iéguti
baktériumflérajanak kommenzalista tagjanak tekinthetd, de bizonyos térzsek képesek a
coryzahoz hasonlé tlnetek kialakitasara is. A B. hinzii az emberi szervezetben is
megtelepedhet, immunszuppresszalt betegeknél (AIDS, cysticus fibrosis, Epstein-Barr
fert6zés) szeptikémiat okoz, léguti tinetek viszonylag ritkan jelentkeznek (Gerlach és mtsai.,
2001; Gross és mtsai., 2010).

A B. holmesii-t 1983-ban izolaltdk human szeptikémiabdl, és sokaig csak néhany
hasonlé jellegli sporadikus esetet irtak le. Az 1990-es évek végén azonban egy észak-
amerikai szamarkéhogés-szeri jarvanybdl izolaltak, ahol életkortdl figgetlenll betegitett
meg egészséges embereket is. A legtdbb "Uj" Bordetella-nak ismeretlen a patogenitasi
potencialja, de tény, hogy a B. holmesii-t altalaban human sérilésekbdl, sebekbdl és
légutakbdl izolaljak (Mattoo és Cherry, 2005), és 16S rDNS vizsgalatok alapjan a
B. pertussis testvércsoportjanak tekintheté (Gross és mtsai., 2010).

B. trematum-ot kilonb6z6 human sebekbdl, fllfertézésekbél és cukorbetegek
fekélyeibdl izolaltak (Vandamme és mtsai., 1996), léguti eredetl torzsrél eddig nem szamolt
be a szakirodalom.

A B. petrii — a nemzetség tobbi tagjatol eltéréen —, fakultativ anaerob, a kérnyezetben
megtalalhaté baktérium (von Wintzingerode és mtsai., 2001). A legtdbbszdr kontaminalt
kornyezeti mintakbdl (pl. anaerob bioreaktor Uledéke, klorbenzanos talaj), tengeri
szivacsokbol, vagy flifajok gydkere mellél izolaltak, de human klinikai esetekbdl is

kitenyésztették mar (Fry és mtsai., 2005).
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3.1.2. A B. bronchiseptica evoluciés kapcsolatai

A B. pertussis-t, a B. parapertussis-t és a B. bronchiseptica-t kdzésen a ,klasszikus
Bordetella-k” névvel illetik. Egyuttes emlitésik alapja nem csak az eml6s fajokat érint6 léguti
fert6zések megjelenése, hanem a koztuk levé szoros filogenetikai kapcsolat is (Arico és
mtsai., 1987). A harom faj k6zo6tti rendkivil alacsony genetikai valtozatossag miatt Kloos és
mtsai. (1981) a csoport tagjainak egy baktériumfaj kulonb6z6 gazdahoz adaptalodott alfaj-
szint(i besorolasat is javasoltak. Tizen6t metabolikus enzim multilokusz enzim elektroforézis
(MEE vagy MLEE) mddszerrel végzett vizsgalata soran van der Zee és mtsai. (1997) 36
kilénb6zd elektroforetikus tipust (ET) mutattak ki, és a legnagyobb valtozatossagot a
B. bronchiseptica torzsek kozott talaltak. Feltételezve, hogy az ET-k kdzotti polimorfizmusok
szama aranyos a kozds 6stél valé elagazas idejével, a torzsek egymashoz viszonyitott
leszarmazasi vonalaira kovetkeztettek. Kimutattak, hogy a két B. parapertussis (human és
juh) vonal evoluciésan is kllonbézik egymastél, a human B. parapertussis torzsek egyes
B. bronchiseptica izolatumokkal allnak szorosabb rokonsagban, mig a B. pertussis fajba
tartoz6 mintak teljesen kulonalldé klasztert alkotnak. Az eredmények alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a B. pertussis és a B. parapertussis egy feltételezett
B. bronchiseptica 6sbdl evolvalédhatott, és a human gazdafajhoz valé adaptaciojuk két,
egymastadl fliggetlen esemény soran jott létre.

Ujabban a nagyfoku molekularis és filogenetikai hasonlésag miatt a B. pertussis, a
B. parapertussis és a B. bronchiseptica kilén ,klaszterbe” sorolasa az elfogadott (Gerlach és
mtsai.,, 2001). A ,klaszter” tagjainak 1-1 tipustdrzsének (B. pertussis: Tohama 1,
B. parapertussis: 12822 és B. bronchiseptica: RB50) teljes genom szekvencia vizsgalatat
Parkhill és mtsai. (2003) végezték el. A harom térzs genomjanak méretét rendre 4,1; 4,8 és
5,3 millié bazispar nagysagunak hataroztak meg, és akarcsak van der Zee és mtsai. (1997),
Ok is az inszercios elemek nagyfoku elterjedését irtak le a human-adaptalt fajokban, raadasul
a B. pertussis genomjaban 9,4%, a B. parapertussis genomjaban 5% pszeudogént is
talaltak. A teljes genomot 6sszehasonlité vizsgalataik azt mutattak, hogy a B. pertussis 0,7-
3,5, a B. parapertussis 0,27-1,4 milli6 éve evolvalddott egy B. bronchiseptica-szeri 6sbél, és
ez a folyamat — feltehet6leg az egy gazdahoz val6 alkalmazédas miatt —, széleskori
génvesztéssel jart. A delécié vagy inaktivacio féleg a metabolizmusban, a felszini strukturak
szintézisében és a membrantranszportban szerepld géneket érintette, a patogenitasért
felel6és génekre nem terjedt ki.

A B. bronchiseptica klaszter evoluciés kapcsolatainak feltérképezésére Cummings és
mtsai. (2004) microarray alapu 6sszehasonlité genom hibridizacioval (CGH) tettek kisérletet.
Az altaluk kapott dendrogram sok hasonlésagot mutatott a van der Zee és mtsai. (1997) altal

alkotott faval, ugyanis szintén a B. bronchiseptica torzsek nagyfoku valtozatossagat mutatta.
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Azonban ez az ujabb fa jobban tamogatta azt az elképzelést, miszerint a human és juh
eredetl B. parapertussis szorosabb rokonsagban all egymassal, mint barmely
B. bronchiseptica torzzsel, de feltlinik egy meélyen eldgazé B. bronchiseptica csoport is, mely
a B. pertussis-szal all kapcsolatban. A klasszikus Bordetella-k evoluciéjaval kapcsolatos
tanulmanyok koézul Diavatopoulos és mtsai. (2005) munkaja ujabb érdekességgel szolgalt.
Hét haztartasi gént és inszercidés szekvenciakat alapul vevé multildkusz szekvencia tipizalas
(MLST) modszerrel 4 komplexbe csoportositottak a harom faj térzseit. A B. pertussis, és a
B. parapertussis egy-egy kulén komplexbe kerilt (Il és Ill), mig a B. bronchiseptica két
alpopulaciora oszlott, amiben elkiloniltek egymastol az allati (I komplex) és az emberi (IV
komplex) eredetli torzsek. K6zds Osnek egy allati eredetii B. bronchiseptica tekinthetd,
amibél kialakult a B. parapertussis, majd késébb a human-adaptalt B. bronchiseptica vonalrél

a B. pertussis is kivalt (1. abra).

B. bronchiseptica

complex |
157001 (100%) B. pertussis
. complex I
e 15481 (100%)
> 157002 (100%)
° 151663 (100%)

‘bronchiseptica
complex IV
157663 (80%)

B. parapertussishu . Human eredeti torzsek

IS1007 (83%)

Allati eredeti torzsek

Complex I" Ismeretien eredeti torzsek
1S71001 (100%) ™y Szekvenalt torzseket tartalmazo tipusok
151002 (100%) % #  (Tohama, RBS50, 12822)

1. dbra: A klasszikus Bordetella-k evoluciés viszonya [Diavatopoulos és mtsai., 2005]

Az egyes torzsek eltéré feno- és genotipusos tulajdonsagainak oka lehet, hogy a
klasszikus Bordetella-k genomjanak minddssze fele konzervativ. Ezt Park és mtsai. (2012)
allapitottak meg elsésorban human eredetl Bordetella térzsek (6 B. bronchiseptica, 3
B. pertussis, 2 B. parapertussis és 1 B. parapertussis plazmid) genomjat egypontos nukleotid

polimorfizmus (SNP) analizissel vizsgalva. Kutatdsaik alapjan az utols6 kbéz6s 8s egy
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B. pertussis- és B. bronchiseptica-szerl baktérium lehetett, igy még kozelebbi rokonsagot

feltételezve e két faj kozott a tobbi fejlédési aghoz képest.

3.2. A Bordetella bronchiseptica altal okozott betegségek

A B. bronchiseptica-t a vilag szinte minden pontjan izolaltak mar kilénb6z6
emlésfajokbdl, és néha madarakbdl is (Musser és mtsai., 1987). Az altala okozott
betegségekre jellemzd, hogy széles korben elterjedtek, nagyaranyu elhullassal azonban nem
jarnak. A fert6zés gazdafajon belll és esetenként a gazdafajok kozott is létrejohet. A
B. bronchiseptica szamos gazdafaj orrliregeiben megtalalhaté (tinetmentes hordozas),
gyakran bakterialis vagy viralis tarsfertézés sziikséges a tiinetek kialakitasahoz. A betegség
cseppfertézéssel terjed, de a patogén atadasaban szerepet jatszhat a beteg/hordozé allattal
valé kozvetlen érintkezés, a beteg/hordozé allat nyalaval szennyezett takarmany, a
koérnyezetben megtalalhatd ragalyfogé targyak (pl. itatd, ketrec, jatékok) és a gondozok is. A
betegség terjedését seqiti az allatok zsufolt tartasa, a stressz, a nem megfeleld szellbzés és
a rossz higiéniai viszonyok (Cotter és Miller, 2001). A B. bronchiseptica a kulénbdz6
gazdafajokban eltéré kérképek kialakitasara képes, a leggyakoribb és legjelentésebb

megbetegedéseket a kdvetkez6kben ismertetjlk.

3.2.1. Sertések torzité orrgyulladasa

A B. bronchiseptica-hoz kapcsol6édé betegségek koéziul a legnagyobb gazdasagi
jelentdséggel a sertések torzitd orrgyulladasa (TO) bir. A koérképet 1830-ban
Németorszagban irtak le elészér (Franque, 1830), Magyarorszagon az 1960-as évektdl van
jelen a betegség (Aldasy és Vanyi, 1962). A téma gazdag szakirodalommal rendelkezik, tébb
hazai kdzlemény is megjelent, melyek elsésorban Osz Gyula (1956), Elias Béla (Elias és
mtsai., 1983) és Magyar Tibor (1999) nevéhez fiz6dnek.

A TO kialakulasat kezdetben genetikai rendellenességekkel és/vagy takarmanyozasi
problémakkal (A és D vitamin hianya, nem elegendé Ca és P) magyaraztak, késébb azonban
egyre inkabb valamilyen fert6z6 agens szerepe kerult el6térbe (Goodnow, 1980). Végul
kiderult, hogy a betegség hatterében a B. bronchiseptica és a Pasteurella multocida toxikus
torzsei allnak (Magyar és Lax, 2002). A B. bronchiseptica énmagaban altalaban kézepes
sulyossagu és regeneralddasra hajlamos elvaltozasokat okoz, de — elsésorban dermonekro-
toxinja altal —, olyan elvaltozasokat képes |Iétrehozni az orriireg nyalkahartyajan, hogy az ép
szOvethez csak kis affinitadssal kd6t6dd P. multocida azt kolonizalni tudja, és toxintermelése
réveén kialakulhatnak a betegségre jellemz§ sulyos elvaltozasok (Magyar, 1999).

A malacok életik els6 hetében a legfogékonyabbak a fertézésre, melynek gyakori

tinetei a kénnyezés, tlisszogés, savos-gennyes orrfolyas, esetleg orrvérzés. Sulyosabb
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esetekben a csontképzd sejtek karosodasa miatt a csontosodas zavara figyelheté meg,
aminek kovetkeztében az egyik-, vagy mindkét oldali orrkagylok elsorvadnak, az orr az
érintett oldal felé elcsavarodik vagy megrévidil (2. abra). Ez utdbbi magaval hozza az orrhat
bérének durva rancosodasat, és gyakran a metsz6fogak talalkozasanak elmaradasat is
(brachygnathia superior). Jellemzé a konnycsatorna elzarédasa is, ami a bels6é szemzug
szennyez8désektdl torténd elszinezb6dését eredményezi. Az elvaltozasok kdvetkeztében az
allatok takarmanyfelvétele csokken, és fogékonyabba valnak egyéb fertézésekkel szemben
(Magyar és Lax, 2002).

A TO ellen szamos kereskedelmi forgalomban megtalalhaté vakcinat kifejlesztettek
mar, ahogy az allomanyok oltasara is tobb stratégia létezik (ivarérett egyedek, vemhes koca,
malacok kulénb6zd variaciéban torténé oltdsa). A vakcinak hatdsosak ugyan a betegség
klinikai formainak visszaszoritasara, a korokozok eliminalasara azonban nem képesek. A
gyakorlatban a betegség heveny formajanak megjelenésekor antibiotikum-terapiat
hasznalnak (tetraciklinek, florfenikol, szulfonamidok), az esetek tobbségében altalaban kevés
sikerrel. A kléramfenikolok — bar hatasos gyodgyszerei a TO-nak —, husallomanyokban nem
hasznalhatoak (Brockmeier és mtsai., 2012; Kadlec, 2006).

2. abra: A torzit6 orrgyulladas (TO) klinikai tlinetei
a: az orr elcsavarodasa; b: maxilla megrévidilése; c: orrvérzés és a konnycsatorna elzarédasa

3.2.2. Kutyak fert6z6 tracheobronchitise

A kutyak fert6z6 tracheobronchitise, mas néven a kennelkbhogés, a vakcinazasok
ellenére is gyakori, erésen fert6zd tdbbtényez8s légzdszervi megbetegedés, melyben a
B. bronchiseptica-nak elsédleges szerepet tulajdonitanak (Bemis és mtsai., 1977). A
B. bronchiseptica o6nalléan is képes létrehozni a jellegzetes elvaltozasokat, de a
kennelkbhdgés koroktanaban szerepet jatszhat a kutya adenovirus (CAV-2), a kutya
parainfluenzavirus (CPIV), valamint a kutya l|égz8szervi coronavirus és reovirusok,

bakterialis korokozok kézil pedig Mycoplasma-kat és Streptococcus equi-t izolalnak gyakran
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a megbetegedésbdl (Vieson és mtsai,, 2012). A betegség vezetd tunete az elhuzédo,
sokszor rohamszeriien jelentkez6 szaraz kdhdgés, ami stressz, fizikai megterhelés, vagy a
gége tapintasara sulyosbodhat és mukoézus valadék oklendezésébe torkollhat. Sulyosabb
tinetek csak ritkan, altaldban kolyOkkutyaknal és immunszuppresszalt egyedeknél
jelentkeznek. Ekkor el6fordulhat mukopurulens orrfolyas, nehezitett légzés, émelygeés,
etvagytalansag, elesettség, 1az és tuddégyulladas is, amely kezelés hianyaban az allatok
elhullasahoz vezethet (Datz, 2003a). A kérel6zményben altalaban az szerepel, hogy az allat
kutyapanziéban, allatklinikan, allatmenhelyen tartézkodott, vagy talalkozott hasonlo tlineteket
mutatd kutyaval. Az egyedi fertézésekrdl elmondhatd, hogy az enyhébb tlinetekbél a beteg
allat 2-3 hét alatt spontan gyogyul (Fenwick, 2005), ellenkez6 esetben doxiciklin vagy
tertaciklin, esetleg fluorokinolon, vagy co-trimoxazol antibiotikumok alkalmazasa javasolt
(Datz, 2003b).

3.2.3. Macskak bordetellosisa

A felsd léguti megbetegedések a macskak leggyakoribb Klinikai problémajanak
tekintheték. Hatterlkben kilénb6zd virusok (pl. macska-herpeszvirus, macska-calicivirus) és
baktériumok (pl. B. bronchiseptica, Chlamydophila psittaci, Clamydophila felis, Mycoplasma
spp.) allnak, gyakran tarsfertézés formajaban (Magyar és mtsai.,, 2009), de a
B. bronchiseptica-t egyediili korokozéként is kimutattdk mar macskakbdl (Jacobs és mtsai.,
1993). A fert6zésre els6sorban a fiatal, 4-11 hoénapos egyedek fogékonyak, igy a macskak
tébbsége atesik a bordetellosison, mire eléri az egyéves kort (Binns és mtsai., 1999). Hazi
kedvencként tartott macskak gyakran a vellk egy haztartasban él6 kutyaktdl fertézédnek
meg (Dawson és mtsai., 2000). Macskak kozott gyakori a szubklinikai fert6zottség, amely
példaul a zsufolt tartasbdl eredd stressz kdvetkeztében manifesztalédhat. Ekkor enyhe laz,
étvagytalansag, tisszogés és kotéhartya-gyulladas figyelhetd meg, a kdhdgés — ellentétben
a kutyakkal —, nem A&ltalanos tinete a betegségnek. Kezelés hianyaban fekélyes
orrgyulladas, horghurut és tudégyulladas alakulhat ki, amely az allatok elhullasahoz vezethet
(Magyar és mtsai., 2009).

B. bronchiseptica fert6zés ellen meglehetésen ritkan alkalmaznak macskaknal
vakcinakat, sokkal gyakoribb a tlnetek gydgyszeres kezelése. Igen hatékonyak az
enrofloxacin tipusu szerek, de hosszabb tava alkalmazasuk retinakarosodashoz vezet.
Leggyakrabban fluorokinolonokat, gentamicint, tetraciklint és potencialt szulfonamidokat

hasznalnak a terapia soran (Datz, 2003b).
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3.2.4. Nyulak B. bronchiseptica fertézottsége

A B. bronchiseptica el6fordulasa mind egészséges, mind beteg nyulakban altalanosnak
mondhat6. A légutakban megjelené baktérium betegséget altalaban nem okoz, viszont
hajlamosit a Pasteurella fajokkal valdé fert6z6désre, amelyek sulyos megbetegedést
valthatnak ki. Deeb és mtsai. (1990) szerint a nyulak nagy része mar fiatal korban fert6z6dik
B. bronchiseptica-val, mig a Pasteurella-fert6zéttség valdszinlisége a nyulak életkoraval
emelkedik, és igy a fels6 léguti megbetegedések kockazata is né az allatok életkoraval.
Ramutattak arra is, hogy a kérképet a P. multocida egyedil vagy a B. bronchiseptica-val
egyutt alakitja ki, amire az utébbi egymagaban nem képes. Ezzel ellentétben Glavits és
Magyar (1990) arrél szamol be, hogy kisérletesen fertézott laboratériumi nyulaknal a
B. bronchiseptica 6nmagaban is képes volt sulyos betegséget okozni.

Kedvtelésbdl tartott nyulak leggyakrabban a velik egy haztartasban él§
tengerimalacoktol fertéz6dhetnek meg, mig tenyészetekben a felnétt nyulak tekintheték
rezervoarnak. A B. bronchiseptica terjedését az anyatdl valé fert6zédés inditja el, majd az
elvalasztott (1-4 honapos) allatok kozott testvérrél testvérre terjed szét a populacioban (Long
és mtsai., 2010).

3. abra: Felsd léguti tineteket mutaté nydl [van Praag, 2014]

A nyulak felsé léguti megbetegedéseire orr- és szemvaladékozas, tlsszOgés és
esetenként |az jellemzé (3. abra). A B. bronchiseptica megtelepedhet az alsé Iégutakban is,
ekkor étvagytalansag, lehangoltsag, nehézlégzeés, cianozis és laz vagy éppen tul alacsony
testhdmeérséklet a jellemzé tinet (van Praag, 2014).

Nyulak felsé léguti fert6zéseinek kezelésére legsikeresebben kuldnféle antibiotikum-
kombinacidk hasznalatosak. Leggyakoribb az enrofloxacin/ciprofloxacin gentamicinnel

kisérve, vagy az enrofloxacin doxiciklinnel kombinalva. Alacsony dézisban, hosszutavon
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alkalmazhat6 a trimetoprim-szulfadiazin antibiotikum kombinacié, valamint az eritromicin és

annak modosulatai is (van Praag, 2014).

3.2.5. Ragcsalok B. bronchiseptica fertézottsége

Az évek soran szamos alkalommal izoldltak B. bronchiseptica-t kulonbdzé
ragcsalofajokbol (van der Zee és mitsai., 1997), annak ellenére, hogy az egyes gazdafajok
érzékenysége meglehetésen eltér6. Természetes koérilmények koézott a patkany
tinetmentesen is hordozhatja a kérokozoét, az egerek és a horcsogfélék viszont kevéssé
érzékenyek a betegségre (Beregi és mtsai., 2010). Szabadon él6 ragcsald-koldniak
B. bronchiseptica fert6zottségérél nincsenek adatok, de szamolni kell azzal, hogy a beteg
vagy hordozo ragcsalo potencialis fertézéforras lehet egy arra fogékony allattenyészetben.

A B. bronchiseptica a hobbi és laboratériumi tengerimalac-tenyészetekben egyarant az
elsé szamu léguti kérokozonak tekinthetd (Krogstad és Dixon, 2003), amely nagyaranyu
elhullasokat is eredményezhet. A kezdeti tinetek (orrvaladékozas, étvagytalansag, laz)
megjelenése utan a fertézés az alsé légutakra is gyorsan kiterjed, ahol — altalaban fatalis —,

bronchopneumonia alakul ki (Nakagawa és mtsai., 1971).

3.2.6. Human megbetegedések, zoonosis

A B. bronchiseptica az emberi Iégutakban is képes megtelepedni, gyakran tarsfertézés
formajaban (Wernli és mtsai.,, 2011), de egyedlli korokozoként is képes betegség
kialakitasara (Lorenzo-Pajuelo és mtsai., 2002). Az 1960-as évektdl kezdve egyre nagyobb
szamban jelennek meg irdsok human B. bronchiseptica fertézésekrél a vildag minden tajardl
(Ghosh és Tranter, 1979). Altalanos tiinetek k6zé tartozik az orrmellékiireg gyulladasa, a
pertussis-szerl kdhoégés, a tracheobronchitis és a tidégyulladas (Woolfrey és Moody, 1991).
A nem-invaziv B. pertussis-szal és a B. parapertussis-szal ellentétben a B. bronchiseptica
emberben képes elbidézni agyhartyagyulladast, szivbelhartya-gyulladast és szeptikémiat is
(Diavatopoulos, 2006). A legtobb érintett valamilyen immunszuppressziét okozoé
alapbetegségben szenvedett (pl. diabétesz, leukémia, rakos megbetegedések, AIDS), és
nagy aranyban talalhatdéak transzplantalt egyének a fertézottek ko6zott. Viszont az idés kor
(ritkéabban a kisgyermekkor), a nem megfeleld higiénia és az alkoholizmus is ndveli a
fertézés veszélyét (Ghosh és Tranter, 1979; Shimoni és mtsai., 2000; Woolfrey és Moody,
1991).

A human megbetegedések nagy részében szerepet jatszik a B. bronchiseptica-val
fert6zott allattal valé kontaktus, ezért a B. bronchiseptica zoonotikus jelentésége nem

elhanyagolhaté. A szakirodalomban szép szammal talalunk példat haszonallatoktol, kutyatél,
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macskatol és nyultdl kapott fertézésre is (Guierard és mtsai., 1995; Wernli és mtsai., 2011;
Woolfrey és Moody, 1991).

Egy, a klasszikus Bordetella-k evolucidjat vizsgalo tanulmany szerint (Diavatopoulos és
mtsai., 2005) a legtdbb human eredetl B. bronchiseptica izolatum (komplex V) eltér a mas
gazdafajokbdl szarmazo B. bronchiseptica-ktdl (komplex I). Ahuja és mtsai. (2012) az | és a
IV komplexbe tartozé térzsek citotoxicitasat vizsgalva megallapitottak, hogy a IV komplexbe
tartozé6 human eredetli torzsek nagyobb sejtkarositdé hatassal rendelkeztek, mint az |
komplex térzsei. Emberi tiidékarcindma sejteken (A-549) viszont mar szignifikans kilonbség
volt a két komplex tagjai k6zott: a human eredetli B. bronchiseptica térzsek hatasara akar
10-20-szor nagyobb mennyiségben keletkezett a sejtek pusztulasa soran felszabadulo laktat-
dehidrogenaz enzim.

Emberi megbetegedéseknél gyakori jelenség, hogy az alkalmazott antibiotikum-terapia
hatastalannak bizonyul, ugyanis a human B. bronchiseptica izolatumok in vivo és in vitro
antibiotikum-rezisztenciaja eltérhet egymastél. Ettdl fuggetlenil leghatasosabb gyégyszernek
az eritromicint, a potencialt szulfonamidokat és az amoxicillin/klavulansav kombinaciot,
valamint a tobramicint és a ciprofloxacint tekinthetjik (Shimoni és mtsai., 2000; Wernli és
mtsai., 2011).

3.3. A Bordetella bronchiseptica virulencia tényezéi

A bakteridlis korokozok virulenciafaktoraik segitségével képesek kifejteni patogén
hatasukat, ezért a kildénb6z8 virulenciafaktorok vizsgalata, azok szerepének elemzése
fontos kutatasi irdnyt jelentenek napjainkban. A Bordetella nemzetség tagjai szintén szamos
virulencia tényez6vel rendelkeznek. Annak ellenére, hogy e faktorok kézétt talalhatod olyan,
amely csak bizonyos fajokra jellemzé (pl. a pertussistoxin csak a B. pertussis-ra), masok
csak bizonyos fajokbol hianyoznak (pl. TTSS a B. parapertussis, -bol), a klasszikus
Bordetella-k virulenciafaktor készlete egységesnek mondhato, és kifejezé6désuket mindegyik

fajban azonos rendszer szabalyozza.

3.3.1. ABvgAS szabalyozé rendszer

A B. bronchiseptica képes alkalmazkodni a koérnyezeti valtozasokhoz azaltal, hogy
megfeleld modon expresszalja strukturdlis és feluleti fehérjéit, metabolikus enzimeit és
szekrécios proteinjeit. Ez a folyamat a gének szintjén meghatarozott, a szabalyozasért a
BvgAS (Bordetella virulence gene activator/sensor) kétkomponensl transzdukcids rendszer
a felelés, melynek komponensei 100, illetve 96%-0s egyezést mutatnak a B. bronchiseptica
és a B. pertussis kozoétt (Martinez de Tejada és mtsai., 1996). A BvgS szenzor kinaz egy

135 kDa-os transzmembran protein, melynek periplazmatikus N-terminalis része érzékeli a
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kornyezeti jeleket. Stimulus hatasara egy ATP molekulatol foszfat-csoportot von el és egy
négylépcsbs foszforilacios kaszkadot indit, melynek utolsé Iépéseként aktivalja a
citoplazmaban talalhaté 23 kDa-os BvgA transzkripcios aktivatort. Az aktivalt BvgA C-
termindlis végén talalhatdé DNS-kotd domén kapcsoléodik a gének promoteréhez és
meginditja a transzkripciot (Akerley és mtsai., 1992). Ezt az allapotot Bvg®, vagy virulens
fazisnak nevezzik, ugyanis els6sorban a vag (vir activated genes [a BvgAS-t eredetileg vir-
nek jelolték]) lokusz génjei aktivalodnak, mely tartalmazza az adhézidért és toxikus
hatasokért felelés géneket. Mindemellett a vag gének aktivaciéjaval gatlodik a vrg (vir
repressed genes) l6kuszon talalhaté gének transzkripcidja. Cotter és Miller (1994) igazoltak,
hogy a Bvg" fazis sziikséges és elégséges feltétel a B. bronchiseptica szamara a légz6szerv

hamjanak kolonizaciéjahoz (4. abra).
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4. abra: A BvgAS rendszer mikddése [Preston és mtsai., 2004]

Kedvezétlen kérulmények kozott, mint példaul alacsony hémérséklet (26°C alatt) vagy
kémiai modulatorok (MgSO, és/vagy nikotinsav) hatasara a BvgS inaktivalodik, és igy a
BvgA foszforilacio hidanyaban nem tudja befolyasolni a transzkripciét. Ekkor Bvg’, avirulens
fazisrél beszéllink, amelyben a vag lI6kusz funkcidja gatolt, a vrg I6kuszé pedig aktivalt. A vrg
I6kusz funkciéja még kevésbé ismert, itt a motilitdsért és az ureaz aktivitasért felel6s,
valamint a szideroforokat kdédold gének talalhatok (Cotter és Miller, 2001). A Bvg® és
Bvg fazisok kozotti, kdrnyezeti hatasra létrejové szabalyozasi mechanizmus az un.
fenotipusos (antigén) modulacié mar régen ismert jelenség (Lacey,1960).

Scarlato és Rappuoli (1991) leirtak a Bordetella-kban egy atmeneti fazist is, amit az
adhezinek megjelenésével és a toxinok hianyaval jellemeztek. Cotter és Miller (1997)
hasonlé atmeneti fazist mutaté B. bronchiseptica térzset a bvgS lokusz egy nukleotid

cseréjével hoztak létre, és a kdztes fenotipust Bvg' (intermediate) fazisnak nevezték el. A
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B. bronchiseptica képes biofilm képzésre, melynek kifejezetten kedvez a Bvg' fenotipus (Irie
és mtsai., 2004). Az els6ként jellemzett Bvg'-fazisi gén a bipA volt, ami egy kiils6 membran
fehérjét kodol, és az E. coli intimin, valamint a Yersinia fajok invasin molekulajanak aminosav
Osszetételével mutat nagymeértékld homoldgiat (Stockbauer és mtsai., 2001).

A Bvg és Bvg' fazisok funkcidja a természetes infekcidban még ismeretlen, de
feltételezhet6, hogy a Bvg fazisnak a gazdaszervezeten kivili tulélésben (Ottemann és
Miller, 1997), mig a Bvg' fazisnak a transzmissziéban van fontos szerepe (Deora és mtsai.,
2001). A legalabb harom fazis jelenléte arra utal, hogy a BvgAS rendszer nem csupan két
végallapotot valtogaté kapcsold, funkcidjat tekintve sokkal inkabb egy reosztat, ami
diszkréten szabalyozza az 4altala kontrollalt fehérjék expresszidjat a koérnyezeti hatasok
fuggvényében (Edwards, 2006). A legujabb kutatasok fényében (Melvin és mtsai., 2014) a
BvgAS regulacidja alatt all6 gének négy csoportba sorolhatéak. Elsé csoportba tartoznak a
toxinokat és szekrécios rendszereket kodold gének, melyek csak és kizarélag Bvg® fazisban
fejezédnek ki. Masodik csoportot képezik azok a gének, melyek expresszidja Bvg" és Bvg'
fazisban is magas, vagyis a filamentézus hemagglutinint, a fimbriakat, valamint magat a
BvgAS-t kodold gének. Harmadik csoportba a kizarélag Bvg' fazisra jellemz6 bipA talalhato,
mig negyedik csoportba a vrg Iokusz Bvg fazisban szintetizalddo fehérjegének tartoznak.

A fenotipusos modulacid a virulenciafaktorok szintézisének transzkripcio szintjén
torténd, kornyezeti hatasokra végbemend reverzibilis gatldsa Egy masik szabalyozé
mechanizmus az un. fazisvaltds, melynek alapja egy kdrnyezeti hatasoktdl flggetlen
frameshift mutacid, amely irreverzibilis Bvg~ variansokat eredményez. A Bvg tdrzsek
fenotipusosan hasonléak, fliggetlenul attél, hogy milyen médon keletkeztek (Passerini de

Rossi és mtsai., 1997).

3.3.2. Adhezinek

A bakteriadlis fert6zés els6 |épése a gazda sejtjeihez val6 specifikus tapadas. Minden
patogénnek rendelkeznie kell valamilyen adhéziés mechanizmussal, amely a megtapadason
tul a feluleten t6rténd elszaporodast is segiti, rdadasul megakadalyozza a gazdaszervezet
fizikai védekez6 mechanizmusai altal térténé kisodrodast. Az ilyen adhéziéért és
kolonizacioért felel6s virulenciafaktorokat adhezineknek nevezzik. Bordetella-k esetén
szamos fehérje (pl. flagellin, BrkA [Bordetella resistance to killing], BipA) jatszhat kozvetett
szerepet az adhézidban, valédi adhezinnek azonban jelenleg csak a filamentozus
hemagglutinint, a pertaktint és a fimbriakat tekintjuk (Jacob-Dubuisson és Locht, 2007).

A B. bronchiseptica adhezinjei (5. abra) koézul nagy jelentéségli a 220 kDa-os
filamentézus hemagglutinin (FHA), amelynek 367 kDa méretli prekurzora az fthaB génrdl

szintetizaldédik. Az érett monomer fehérje 50 x 4 nm nagysagu, hajtlszeriien visszahajld
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fonalas képlet, amely nagy mennyiségben van jelen a baktérium felszinén a ndvekedés
logaritmikus fazisaban, mig a stacioner fazisban mar egyaltalan nem talalhaté meg (Jacob-
Dubuisson és Locht, 2007). Szerkezetileg sok (B-red6t és B-hélixet tartalmaz, melyek két
régioba rendezédnek, a 19 tagu ismétlédések szama akar a hetvenet is meghaladhatja
(Kajava és mtsai., 2001). Az FHA tdbbféle receptor-k6té domeénnel rendelkezik, ezaltal
klldnb6dzd sejttipusokhoz képes kapcsolddni. A molekula kézepén 1évé Arg-Gly-Asp triplet
(RGD) felelés a makrofagok és egyéb leukocitak megkotéséért. A szénhidrat-felismerd
domén (CRD) segitségével a csillds nyalkahartyahamsejtek és a makrofagok fellletén
talalhaté glikolipidekkel teremt 0sszekottetést (Relman és mtsai., 1990). Menozzi és mtsai.
(1994) egy lektin-szeri aktivitassal rendelkezé heparin-kétéhelyet is meghataroztak, melynek
a hemagglutinacioban, és a nem-csillézott epitél sejtekhez torténé adhézidban van
jelentésége. Az FHA protektiv antigén, nagyfokd immunogenitasa miatt a sejtmentes
vakcinak egyik f6§ komponense (Cotter és Miller, 2001).

A pertaktin (PRN) egy 69 kDa méret( kils6 membranfehérje, amely nélkilozhetetlen a
nyalkahartya kolonizaciéjahoz (Nicholson és mtsai., 2009). Egy 93 kDa-os prekurzorbdl jon
létre proteolitikus hasitasok altal, adhéziés tulajdonsagai fehérje-fehérje koélcsdnhatasok
révén eérvényesilnek. Az FHA-hoz hasonléan tartalmaz egy RGD motivumot, és két
ismétlédd, prolinban és leucinban gazdag régiot, melyek paralell B-hélixeket alakitanak ki. A
PRN az autotranszporterek csaladjaba tartozik. Ez annyit tesz, hogy a fehérje rendelkezik
egy szignal peptiddel, ami segiti a biolégiailag aktiv domén atjutasat az eukariota sejt
plazmamembranjan (Jacob-Dubuisson és Locht, 2007). Ez lehet az alapja a PRN citotoxikus
hatédsanak is, ugyanis PRN-negativ mutans B. bronchiseptica torzs makrofagokon vizsgalt
citotoxikus hatasa szignifikansan kisebb volt, mint a vad tipusu térzsé (Forde és mtsai.,
1999). A PRN a B. bronchiseptica bakteriofagjanak receptora (Doulatov és mtsai., 2004), és
fontos alkotéeleme a szamarkdhdgés elleni sejtmentes vakcinaknak.

A fimbriak (FIM) hosszu, vékony, peritrich, heparin-k6té régiéval rendelkezd kulsé
membran fehérjék. Lényegesek az adhézié folyamataban, ezen kivil az adaptiv
immunrendszer f6 célpontjai, és feltételezhetéen gyulladaskeltd hatassal is rendelkeznek. A
FIM-negativ mutans Bordetella tdrzsek sokkal kevésbé képesek a nyalkahartya
kolonizacidjara, mint a vad tipusuak (Jacob-Dubuisson és Locht, 2007). A fimbridk tdbbféle
alegységbdl éplinek fel. Az alegységeket egymastdl fiiggetlen gének kodoljak, igy valtozatos
modon, kombinalddva fejezddhetnek ki. A két f6 nagy alegységet (Fim2, Fim3) a fim2 és a
fim3 gének kodoljak, ezek hatarozzak meg a baktérium szerotipusat, és mindketté szokasos
Osszetevdje az acellularis pertussis vakcinaknak (Jacob-Dubuisson és Locht, 2007). Tovabbi
fimbridlis (fimA, fimX, és fimN) nagy alegység géneket is leirtak mar (Mattoo és Cherry,
2005), de ezek jelenléte és/vagy expresszidja eltér az egyes fajokban. Példaul B. pertussis-

bol hianyzik a fimN, B. parapertussis-nal a fimX frameshift mutaciét szenvedett, és a fimA
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csak a B. bronchiseptica-ban teljes és funkcioképes (Boswitz és mtsai., 1997). A kis
alegységek kdzll a FimD a fimbridk tetején talalhatd, meglehetésen konzervativ struktura,
amely befolyasolja a nagy alegyseégek expresszidjat és a termékek polimerizaciojat (Willems
és mtsai., 1990). A FimB és FimC kis alegységek a strukturalis alegységek

Osszeszereléséért felel6s chaperon fehérjék (Cotter és Miller, 2001).

3.3.3. Toxinok

A Bordetella-k altal termelt virulencia tényezék kozul a betegségre jellemzé lokalis és
szisztémas elvaltozasok kialakitasaban a toxinok kiemelked6 szereppel birnak. A
B. bronchiseptica legfontosabb toxinjai k6zé tartozik a lipopoliszacharid (LPS), az adenilat
ciklaz-hemolizin (ACT), a dermonekrotoxin (DNT) és a trachealis citotoxin (TCT) (5. abra).

A Gram-negativ baktériumok, igy a B. bronchiseptica sejtfalanak fontos dsszetevéi az
LPS komplexek. Az LPS endotoxin poliszacharid komponensei antigén hatasuak (O-
antigén), mig a toxicitasért a foszfolipid komponens (lipid-A) a felelés. A lipid-A toxikus,
pirogén és mitogén funkcioval bir, valamint aktivalja a makrofagok tumor nekrézis faktor
termelését (Mattoo és Cherry, 2005). Feltételezhetd, hogy egy adott fert6zésben az LPS
szerepe valtozhat, ugyanis Sisti és mtsai. (2002) kiUlénb6zd LPS szerkezeti variansok
jelenlétét mutattak ki egy fert6zési folyamat soran.

A trachealis citotoxin (TCT) a bakteridlis sejtfal Ujraépitése soran keletkezé toxin,
amelynek citopatogén hatasa a csillos nyalkahartyahamsejtek nagymértéki elhalasat okozza
a mitokondriumok karosodasa, a sejtek kozotti ,tight junction” kapcsolatok felszakadasa és a
sejtek kilokédése miatt. (Mattoo és Cherry, 2005). Ezeket a hatasokat nem-csillés
hamsejteken azonban nem tapasztaltak. A TCT glikopeptid természetii molekula, mely
minden Gram-negativ baktériumban megtalalhatd, de csak a Neisseria gonorrhoeae, illetve a
Bordetella nemzetség tagjai Uritik kornyezetikbe, a tobbi baktérium a citoplazmajaba
visszaforgatva Ujrahasznositja. (Cotter és Miller, 2001). Mivel a TCT a sejtfal feléplléséhez
szukseéges, kifejezddése fliggetlen a BvgAS rendszertdl.

A dermonekrotoxin (DNT) egy fehérjetermészetl, 160 kDa nagysagu héérzékeny toxin,
amely a B. bronchiseptica klaszter tagjaiban hasonld genetikai sszetétellel és bioldgiai
funkciéval rendelkezik. A DNT-t kodolé génszakasz meglehetdsen konzervalt, expresszidja a
BvgAS rendszer szabalyozasa alatt all (Walker és Weiss, 1994). Kisérleti allatok bdrébe
fecskendezve a toxin lokdlis elhalast idéz eld, intravénasan pedig az egerek elhullasat
okozza (Magyar, 1999). Természetes korulmények kozott a DNT a baktériumok
citoplazmajaban talalhatd, a kdérnyezetbe a baktérium szétesése kdvetkeztében jut ki (Cowell
és mtsai.,, 1979). DNT-pozitiv és DNT-negativ mutans B. pertussis és B. parapertussis

torzsek szopdsegereken végzett vizsgalata soran Weiss és Goodwin (1989) azt tapasztaltak,
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hogy a torzsek azonos virulenciaval rendelkeztek. ,, Ebben az esetben ugy tlnik, hogy a
DNT nem szukséges a sikeres fert6zéshez. Masrészt a DNT-nek meghataroz6 szerepe van
a sertések torzitd orrgyulladasanak kialakitdsaban (Magyar és mtsai., 1988), ugyanis képes
megvaltoztatni a gazda sejtjeinek morfolégiajat és gatolni az osteoblastok differencialodasat
(Horiguchi és mtsai., 1991). A DNT 30 aminosav (as) hossziu N-terminalis régidja
segitségeével kotddik a célsejtekhez, majd egy intramolekularis hasitas utan a katalitikus
aktivitasu C-terminalis régio (300 as) az eukariota sejt citoplazmajaba jut. A citoplazmaban
kélcsbnhatasba kerlil a Rho-GTPaz fehérjékkel, ezaltal a citoszkeletalis rendszer, valamint a
génexpressziohoz és a sejtciklushoz kapcsolodo jelatviteli utak szabalyozasat befolyasolja
(Hewlett és Donato, 2007).

Az adenilat ciklaz-hemolizin toxin (ACT) 200 kDa témegi, nagymértékben konzervalt,
bifunkcionalis fehérje, amely kizardlag Bvg" fazisban expresszalodik. A toxint a cyaABCDE
operon kédolja. A cyaA génrdl szintetizalédik egy 1706 as-badl allé protoxin monomer, melyet
a cyaC gén terméke, egy poszt-transzlaciods regulator fehérje aktival. A cyaB, D és E gének
termékei pedig a toxin szekrécidjaért felelések. Az ACT négy funkcionalis doménnel
rendelkezik; az N-terminalis régié (400 as) foglalja magaba az adenilat ciklaz domént, a C-
terminalis régidban (1300 as) talalhat6 a hidrofob porus-képzé domén, a kalcium-kété domén
és egy szekrécids szignal domén. C-terminalis szakasz aminosav sorrendjében glicinben és
aszparaginsavban gazdag, tandem ismétlédé szekvenciak talalhatéak, ezért az ACT az RTX
(repeats in toxin) bakteridlis citotoxinok csalddba sorolhaté (Vojtova és mtsai., 2006a). A
tébbfunkciés ACT a CD11b/CD18 receptorokhoz kétédik, majd transzlokalédik az eukariota
sejt citoplazmajaba, ahol kalmodulin hatasara aktivaloédik és szuprafizioldgias mennyiségben
adenozin-trifoszfatbol (ATP) ciklikus adenozin-monofoszfatot (CAMP) allit el6 (Hewlett és
Donato, 2007). A megndvekedett cAMP szint és a citoplazma membran permeabilitdsanak
megvaltozasa felboritja a sejt normal mikoédését, a monocitak, makrofagok és neutrofil
sejtek effektor funkciodit, és igy immunstatuszuk (fagocitézis, gyulladaskeltd mediatorok
képzése) csokken (Serezani és mtsai., 2008). Ezen felil az ACT gatolja a kemotaxist
(Mattoo és mtsai., 2001), megvaltoztatia az eritrocitak morfolégigjat (Vojtova és mtsai.,
2006b), apoptézist indukal makrofagokban (Khelef és mtsai., 1993), és dendritikus sejtek
érésének akadalyozasaval gatolja az antigén-prezentaciot, melynek kovetkeztében a T-
sejtek aktivalodasa is csokken (Lebrun és mtsai., 2009). Az ACT hemolitikus, és az eddig
ismert leghatékonyabb adenilat ciklaz aktivitdssal rendelkez6 toxin, ami nagymértékben
gatolja mind a veleszuletett, mind az adaptiv immunitast, ezért is tulajdonitanak neki
meghatarozd szerepet a Bordetella fajok 1égz&szervi patogénként elért evollcios sikerében
(Buboltz és mtsai., 2008).
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3.3.4. Egyéb virulenciafaktorok

A mozgasképesség szamos korokozd szamara fontos tulajdonsag, mert igy képes
eljutni a mikroorganizmus a célsejthez. A B. bronchiseptica — ellentétben a klaszter tobbi
tagjaval (Parkhill és mtsai., 2003) —, aktiv mozgasra képes, peritrich csillés baktérium. A
csillé (flagellum) részei az alapi test, a kampo és az ostor, ez utdébbi 18-22 nm atmérgji
struktura, hossza akar a baktériumsejt két-haromszorosa is lehet (Richter és Kress, 1967).
F& épitéeleme a flagellin, amely dsszehluzdédasra képes, helikalis szerkezetli fehérje. A
B. bronchiseptica-ban két motilitasért felelés génszakaszt azonositottak. Az egyik a flaA, ami
a flagellin strukturalis génjét kédolja, valamint az frIAB (flagellar regulatory locus) operont,
amely szabalyoz6 funkciét lat el, termékei a csillék komponenseinek szintézisét és
Osszeszerelését segitik (Akerley és Miller, 1993). Az frlAB transzkripciojat kozvetlenil a
BvgAS rendszer gatolja, ezért a motilitasért felelés gének csak Bvg fazisban fejezédnek Ki.
Avirulens fazisban a flagellum valészinlileg a kdrnyezetben valé tulélésében és az Uj gazda
megtalalasaban fontos a baktérium szamara (Cotter és Miller, 2001). Savelkoul és mtsai.
(1996) kimutattak, hogy a csillékkal rendelkezd B. bronchiseptica torzsek, illetve a tisztitott
flagellumok is képesek Hela sejtekhez kotédni, vagyis a csillok szerepet jatszhatnak a
nyalkahartyakon torténé megtapadasban. A csillék adhezin-szer( tulajdonsagaért a flagellin
molekulak kdzépsé, hipervariabilis régioja teheté feleléssé (Ramos és mtsai., 2004). Emellett
a flagellin j6 antigén, és erbs gyulladaskelté tulajdonsaggal is rendelkezik. Hatasara a
gazdaszervezetben kilénb6zd gyulladasos mediatorok (pl. TNFa és IL-6) és toll-like
receptorok nagyfoku termelése indul meg. Az erés immunvalaszt indukalé hatasa miatt a
flagellin fontos szerepet jatszhat a B. bronchiseptica elleni vakcinak fejlesztésében (Lopez-
Boado és mtsai., 2005).

A lll tipusu, vagy kontakt-dependens szekrécios rendszer (type three secretion system;
TTSS) altalanosan hasznalt a Gram-negativ baktériumok kdrében, hogy effektor proteinjeiket
direkt médon az eukaridta sejt citoplazmajaba juttassak, aminek kdvetkeztében a fert6zott
sejt funkcidi megvaltoznak (Kurushima és mtsai., 2012). Az effektor molekulakat atjuttatni a
bels6 és a kulsé bakterialis membranon az injektiszOma elnevezésii apparatus feladata,
amely egy bazalis testbél és egy extracitoplazmatikus tibél all, amelyen keresztll tavoznak a
molekulak. A TTSS-t a bsc l6kusz kddolja mindegyik klasszikus Bordetella fajban, a I6kusz
kdzel 30 nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz és kodolja a TTSS apparatust, a BscN
ATPazt, a szekretalandé fehérjéket, regulator molekulakat és a feltételezett chaperonokat. A
kilonb6z6 ORF-ek expressziokor képz6d6é kombinalddasa tobbféle fenotipust eredményez
(Kozak és mtsai., 2007). A lokusz féleg B. bronchiseptica-ban tanulmanyozott, mert a Bsc-
asszocialt fenotipus kdnnyebben detektalhaté ebben a fajban, mint a B. pertussis-ban. A Bsc

leglatvanyosabb in vitro hatasa a kilénb6zé sejtvonalakon elidézett sejthalal. Mig a legtébb
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TTSS-rel rendelkezé Gram-negativ korokozé (Yersinia, Salmonella, Shigella) a fagocitakon
fejti ki citotoxikus hatasat, addig a B. bronchiseptica TTSS apparatusa a makrofagok mellett
kllénb6dzd fajokbdl szarmazé epitél sejteket is karosit (Stockbauer és mtsai., 2003). Yuk és
mtsai. (1998) in vivo patkany-kisérletben kimutattak, hogy a TTSS-negativ mutans térzsek a
vad tipusuhoz képest csak kis mértékben tudtak kolonizalni a légutakat, és fertézésre utald
tineteket sem mutattak az allatok. A TTSS immunmodulalé hatasu, és feltehetéleg szerepet
jatszik az alsé légutak sikeres kolonizacidjaban, és perzisztald fertézések kialakulasaban
(Kozak és mtsai., 2007; Skinner és mtsai., 2004).
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5. abra: A klasszikus Bordetella fajok virulencia faktorai [Hester, 2012]

A B. pertussis (piros), a B. parapertussis (fekete) és a B. bronchiseptica (z6ld) jellemzd virulencia
tényez68i az adenilat ciklaz-hemolizin (ACT), a dermonekrotoxin (DNT), a filamentézus hemagglutinin
(FHA), a fimbriak, a flagellin, a lipopoliszacharid komplex (LPS), a pertaktin (PRN), a pertussistoxin
(PTX), a trachealis citotoxin (TCT) és a harmas tipusu szekrécios rendszer (TTSS)
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A baktériumok szamara a vas elengedhetetlen a ndvekedéshez, az oxidacios-
redukciés bioldgiai folyamathoz, a kolonizaciéhoz és a patogenezishez. Emlés gazdaban a
szabadon elérheté vas mennyisége nagyon alacsony (10° M), mert hemhez, laktoferrinhez,
transzferrinhez, vagy mas vas-kelalé faktorokhoz kototten van jelen, ami a természetes
immunitas részének tekinthetd (Diavatopoulos, 2006). A szikséges vas felszabaditasara
szamos patogén ugy evolvalodott, hogy képes szintetizalni és szekretalni kis molekulasulyu
vegylleteket, melyek a vasat nagy affinitassal kotik meg. Ezeket a molekulakat
szideroféroknak nevezzik. A Bordetella nemzetség specifikus szideroférja az alcaligin, ami —
még nem tisztazott mechanizmus altal —, képes a laktoferrintdl és transzferrintdl elvonni a
vasat (Giardina és mtsai.,, 1995). Az alcaligint az alc operon génjei kodoljak, de
kifejez6désik a kornyezetben talalhaté vas mennyisége altal szabalyozott. Vas-éhezéskor
sok alcaligin képzd6dik, elegendd vas mellett viszont alcaligin felszabadulas nem mutathato ki
(Foster és Dyer, 1993).

3.4. A Bordetella bronchiseptica jellemzésére hasznalt vizsgalati moédszerek

A mikroorganizmusok azonositasara manapsag is elterjedt mdédszer a tenyésztést
kovetd biokémiai profil vizsgalata. A B. bronchiseptica esetén légzési enzimek jelenlétét, az
ureum bontasat, a nitrat-redukciot és kulonboz6é szénhidratok hasznositdsat tesztelik
elsédlegesen. A hagyomanyos biokémiai probakat egyre inkabb hattérbe szoritjdk az
automatizalt rendszerek, mint példaul az APl 20 NE, vagy a BIOLOG, melyek révidebb idé
alatt szélesebb koérl vizsgalatra adnak lehet6séget. Kétségtelen azonban, hogy egy jol
megvalasztott szelektiv vagy differenciald taptalaj (pl. véres agar, kromogén talajok) mellett a
baktérium szamos tulajdonsaga leolvashato.

Az adhézi6 mechanizmusanak egyik legegyszeribb in vitro vizsgalati modszere a
vorosveértest (vvt) szuszpenzidkkal végzett hemagglutinacids proba, ugyanis a baktériumok
hasonlé6 modon képesek a vvt-khez tapadni, mint a hamsejtekhez (Ofek és Beachey, 1980).
Ennek kdvetkeztében parhuzam vonhat6 a baktérium adhézios képessége és a vvt-k altala
torténd Osszecsapddasanak mértéke kozott. A Bordetella nemzetség hemagglutinacios
aktivitasarol el6szér Keogh és munkatarsai (1947) szamoltak be. Medfigyelték, hogy az
altaluk vizsgalt B. bronchiseptica tdrzsek agglutinaltdk az emberbél, egérbdl, baromfibdl és
mas allatfajokbdl szarmazé véreket.

A szeroldgiai vizsgalatok szintén szerves részét képezik a Bordetella fajokkal
kapcsolatos kutatasoknak. Az 1960-as évektél kildnbdzd agglutinaciés probakat (csé-
agglutinacio, targylemez-agglutinacié, mikro-agglutinacié) alkalmaztak az  adott
allat(allomany) B. bronchiseptica ellen termelt ellenanyag szintjének meghatarozasahoz, sok

esetben pedig a nem manifesztalédott fert6zésekre lehetett fényt deriteni a mébdszer
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segitségével. Az antigén—ellenanyag kolcsonhatasan alapuld kutatasokban (pl. vakcina-
fejlesztés) attorés jelentett az ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) modszer
megjelenése, mert segitségével gyorsabb, pontosabb és szignifikansan érzékenyebb lett az
ellenanyagszint meghatarozasa (Venier és mtsai., 1984).

A koérokozé baktériumok ellen széles kérben alkalmaznak antibiotikumokat, de a célzott
terapia érdekében elengedhetetlen az adott izolatum antibiotikum-rezisztencia vizsgalata. A
B. bronchiseptica tdérzsek antibiotikum-érzékenységét hagyomanyos korongdiffuzios, E-
tesztes, vagy minimalis gatlé koncentracié (MIC) mddszerrel hatarozzak meg leginkabb a
gyakorlatban. Ezzel szemben az alapkutatasban el6étérbe kerilt az antibiotikum-rezisztencia
genetikai hatterének vizsgalata is (Kadlec, 2006).

A fehérje alapu vizsgalatok kozul kiemelendd® a multilokusz enzim elektroforézis
(MLEE). Musser és mtsai. (1987) 300-nal tobb, eltér6 gazdafajbdl szarmazéd
B. bronchiseptica térzs MLEE vizsgalataval nagyfoku fajon bellili valtozatossagot tartak fel.
Megallapitottak, hogy legnagyobb kilonbségek a kutya eredetl torzseknél talalhatdak,
ugyanis a 20 tipusbdl tizenkettét képviseltek, raadasul az evolucios torzsfa kilonb6zé again
helyezkedtek el ezek a torzsek. A sertés eredetl torzseket is ot tipusba soroltak, de ezek
kozul négy tipust csak 1-1 térzs képviselt.

A genotipizalé modszerek a kdrnyezeti korilményektdl figgetlenll adnak informaciot a
fajok kozotti és a fajokon beluli kulénbségekrdl és hasonldésagokrol. A polimeraz lancreakcio
(PCR) segitségével az izolatumok gyors és egyszer(i azonositasa valt lehetévé. Dragsted és
mtsai. (2004) altal kifejlesztett B. pertussis és B. parapertussis azonositasara szolgalé PCR
modszer szenzitivitasa (97%) messze meghaladta a hagyomanyos tenyésztéssel végzett
vizsgalatok érzékenységét (58%). Hozbor és mitsai. (1999) Ilétrehoztak egy, a rutin
diagnosztikaban is hasznalhato B. bronchiseptica fajspecifikus PCR-t. A flagellin strukturalis
geénjének upstream régidjat valasztottak ki célszekvencianak, igy segitségével azonosithatok
és egymastol elvalaszthatok a kulénb6z6 Bordetella fajok. Fajon bellli molekularis tipizalas
egyik legegyszeriibb, PCR alapu médja a RAPD (randomly amplified polymorphic DNA),
ahol révid primerek a genom homoldg szakaszait erésitik fel, és a kapott mintazat alapjan
csoportosithatok a torzsek (Keil és Fenwick, 1999; Shin és mtsai., 2007). Napjainkban egyre
nagyobb hangsulyt fektetnek a gyorsdiagnosztikdban is alkalmazhaté mddszerek
fejlesztésére. Ezen technikak kozul a real-time PCR rendkivil nagy segitséget nyujt a rutin
diagnosztikai vizsgalatokban (Tizolova és mtsai., 2014).

A restrikcios endonukleazok (RE-k) felfedezésével Uj genetikai vizsgalati médszerek
jottek létre, melyeket a Bordetella kutatasokban is szép szammal alkalmaznak. A
kromoszémalis DNS RE-k altali hasitasaval (Restriction Endonuclease Analysis; REA) a
képz6d6 fragmentek alapjan fajok kézotti (Khattak és Matthews, 1993) és fajon bellli (Sacco

és mtsai., 2000) megkllonbdztetésre nyilik lehetéség. Register és Magyar (1999) a
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ribotipizalast hasznalta B. bronchiseptica torzsek jellemzésére. A Pvull RE emésztéssel
nyert fragmenteket egy E. coli génjébdl elballitott probaval hibridizaltak, és a mar meglevé 13
ribotipus mellé a magyarorszagi izolatumok vizsgalata soran tovabbi két uj ribotipust irtak le.
Manapsag a PCR- és az RE-technikdk egyittes alkalmazasa a gyakori, mint példaul az
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Gzyl és mtsai., 2005), vagy a 16S rDNS-
re specifikus ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis). Friedman és
munkatarsai (2006) kilénb6zbé gazdafajokbdl szarmazd B. bronchiseptica izolatumok
jellemzésére kifejlesztettek egy PCR-t kovet6 RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) rendszert, ahol a flagellin gén szakaszat Eael, a Hincll, a Bgll és a Haell RE-
kkal valé hasitasat kdvetéen kilonb6zd mintazatokat tudtak megkullonboztetni. A PCR-
termékek és/vagy restrikcios fragmentek elkilonitése nem mindig megoldhaté hagyomanyos
gélelektroforézissel, kilondsen nagyméretl termékek esetében. llyenkor kilénbdzé futtatasi
technikakat érdemes hasznalni, mint példaul a DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), TGGE (Temporal Temperature Gradient Electrophoresis) (Shina és mtsai.,
2002), vagy a PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) (Gueirard és mtsai.,1995).

A microarray-ek megjelenésével egyszerre tobb tulajdonsdag is vizsgalhaté (Cummings
és mtsai., 2004), tébbek kozott ezaltal sikerdlt elkiloniteni a Bvg® és Bvg' fazisban kifejez6d6
B. bronchiseptica géneket (Nicholson, 2007). Egy, vagy tébb gén (pl. MLST), de akar a teljes
genom szekvenalasaval nukleotid szintli kilénbségek, és sokkal pontosabb filogenetikai
kapcsolatok olvashatok le (Park és mtsai., 2013; Diavatopoulos, 2006).

Az allatkisérletek mind a mai napig elengedhetetlen részét képezik a Bordetella-kkal
kapcsolatos  kutatasoknak. Kezdetben mesterséges fert6zésekkel igazoltak a
B. bronchiseptica kérokozé képességét (Bemis és mitsai., 1977), vagy éppen a kildonbozé
virulenciaval rendelkezé vad tipusu tdrzsek jelenlétét (Rutter és mtsai.,, 1981). Kisérleti
allatokat hasznalnak az egyes toxinok hatasanak (Magyar és mtsai., 2000), valamint vad
tipusu és egy adott gén delécidjaval kialakitott mutans torzsek kérokoz6 képessége kozti in
vivo vizsgalatara (Harvill és mtsai., 1999). A kulénb6z6 képalkotd eljarasoknak (rontgen,
komputer tomografia, magneses rezonancia) kdszonhetéen in situ is megfigyelhetbek és
id6ben nyomon kdvethetéek bizonyos elvaltozasok (Magyar és mtsai., 2003; Pésa és mtsai.,
2011). Egyre gyakoribbak azonban az allatkisérleteket kivalto, in vitro szovettenyészeteken
torténd vizsgalati médszerek, melyekkel szintén jol modellezhet egy fertézés, vagy egyes

virulenciafaktorok mikddése (Ahuja és mtsai., 2012).
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4. Anyag és modszer

4.1. A felhasznalt B. bronchiseptica torzsek

Munkankhoz frissen izolalt és az MTA ATK AOTI térzsgyiijteményében megtalalhato,
hazai és kulfoldi eredetd, kulonféle gazdafajokbol (sertés [n=48], kutya [n=47], nyul [n=43],
macska [n=4], tengerimalac [n=6], 16 [n=5], koala [n=2], pulyka [n=2] és ember [n=7])

szarmazo B. bronchiseptica torzseket hasznaltunk fel (Melléklet 1. tablazat).

4.1.1. A baktériumok izolalasa, tenyésztése és azonositasa

A B. bronchiseptica izolalasat laboratériumunkba érkezett szervekbdl (légcsd, tidd)
vagy orrtampon-mintakbdl kisérelttk meg antibiotikum tartalmi MacConkey (Becton,
Dickinson and Company; New Jersey, USA) taptalajon. A lemezeket aerob koérilmények
kozott, 37°C-on 48 odran keresztul inkubaltuk. A B. bronchiseptica-ra jellemzé
telepmorfologiat mutaté (Sanden és Weyant, 2005) baktériumtelepeket 5% juhvért
tartalmazé Columbia agar taptalajra (Lab M; Bury, UK) oltottuk, és a 37°C-on 24 ¢ra alatt
kindvé tenyészetet hasznaltuk tovabbi vizsgalataink soran. A torzsek fenntartasa liofilizalt és
-70°C-on fagyasztott formaban tortént.

A friss izolatumok identifikdlasahoz és a térzsgyljteményi torzsek ellenérzéséhez
telepmorfologiai, biokémiai és molekularis vizsgalatokat végeztink. Az szukséges

vizsgalatok részletes leirasat a 4.2.1, a2 4.2.3, a 4.3.1 és a 4.3.2. fejezetek tartalmazzak.

4.2. A B.bronchiseptica torzsek fenotipusanak meghatarozasara iranyulé

vizsgalatok

4.2 1. Telepmorfolégiai vizsgalatok

A baktériumok 24 o¢ras, 37°C-on torténd inkubacidja utan megfigyeltik a kialakuld
koléniak szinét, fényességét, nagysagat, alakjat, a telepek szélét, konzisztenciajat és

hemolizalo képességét.

4.2.2. Hemolizal6 képesség vizsgalata

Az azonositas és a tenyésztés soran a torzsek nem mindig mutattdak a
B. bronchiseptica-ra jellemzd p-hemolizist. Mivel ezt a sajatsagot befolyasolhatjak a
tenyésztési korilmények is, a tdrzsek hemolitikus tulajdonsagainak vizsgalatara a kovetkez6

taptalajokat hasznaltuk fel:
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5% juhvért tartalmazé Columbia agar, pH 7,2 (véres agar) (Lab M)
5% juhvért tartalmazé Columbia agar, pH 6,8 (Lab M)
5% juhvért tartalmazé Columbia agar, pH 7,2 (Bio-Rad; Hercules, USA)
5% lovért tartalmazé Columbia agar, pH 7,2 (Bio-Rad)
15% lovert tartalmazo Bordet Gengou (BG) agar, pH 6,8 (Becton, Dickinson and Company)
15% juhvért tartalmazé BG agar, pH 6,8 (Becton, Dickinson and Company)
Luria-Bertani (LB) (Lab M) taplevesbdl valo kioltas véres agarra
A vizsgalatokat legalabb kétszeri ismétléssel hajtottuk végre, valamennyi

elrendezésben aerob kortlmények kozott, 37°C-on és 24 6raig tartott az inkubacio.

4.2 3. Biokémiai tulajdonsagok vizsgalata

A B. bronchiseptica izolatumok faji szinten térténé azonositasahoz a szikséges és
elégséges biokémiai probakat végeztik el (Sanden és Weyant, 2005). Hagyomanyos
levestaptalajok segitségével tesztelttk a mikrobak ureum-bonté és nitrat-redukald
képességét, a triptofan-bontd képességet indol prébaval ellenériztik. Az izolatumok
szénhidrat hasznosité képessegét glikédz, laktdoz és szachardz tartalmu taplevesben

vizsgaltuk (Konkoly Thege és Lanyi, 1999).

4.2.4. Ureum-bonto képesség vizsgalata

A biokémiai fajazonositas soran felfigyeltink 4 darab, egy Bacs-Kiskun megyei
sertésteleprél szarmazé toérzsre, melyek az atlagtédl eltér6 médon nem rendelkeztek ureaz
aktivitassal. Az atipikus (ureaz-negativ) térzsek mellett a KM22 jel(i, jol jellemzett (Magyar és
mtsai., 2008) sertés eredetl torzset hasznaltuk kontrollként.

Az ureum-bontasért felelés gének aktivitasa alacsony hémérsékleten, valamint
nikotinsav és/vagy MgSO4 mellett megemelkedik (Cotter és Miller, 2001), ezért 24°C-o0s
inkubacié mellett is elvégeztik a hagyomanyos biokémiai tesztet. A MgSO, mennyiségétdl

valé fliggés vizsgalatahoz kilonbozo, 0, 40, 100 és 150 mM MgSO, tartalmu LB taplevesbe
oltottunk egy kacsnyi friss baktériumot, majd az inkubacié utan (37°C, 24 h) 30 pl

szuszpenziot pipettdztunk a hagyomanyos ureum levesbe (Heininger és mtsai., 2002). A
tesztet 37°C-0s, 24 6ras inkubacioé utan értékeltik ki. Az ureum-bonté képességet Diatabs
diagnosztikai tablettak (Rosco Diagnostica; Taastrup, Dania), valamint API 20 NE lemez
(bioMérieux; Marcy I'Etoile, Franciaorszag) segitségével is teszteltik a gyarték utasitasai
szerint. A mikrobak sotlird képességét 3,5%-0s, valamint 5%-os NaCl tartalmu nutrient

agaron (Lab M) tanulmanyoztuk.
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4.2.5. Hemagglutinaciés préba

A B. bronchiseptica térzsek adhéziés képességének vizsgalatdhoz targylemez-
hemagglutinacios vizsgalatokat végeztiink, amelyhez 6sszesen 79 (32 hazai és 47 kulfoldi),
9 kulénb6zé gazdafajpdl szarmazd B. bronchiseptica toérzset valasztottunk ki. A
vizsgalatokhoz alvadasban gatolt szarvasmarha-, sertés-, 16-, juh-, kutya- és csirkevért,
illetve human ,A”, ,B” és ,0” vércsoportu véreket hasznaltunk. A véreket 3000 g-n 5 percig
centrifugaltuk. A csé aljara tlepedett vvt-ket PBS (foszfattal pufferelt séoldat) (Sigma-Aldrich;
St. Louis, USA) oldatban szuszpendaltuk, majd ismét lecentrifugaltuk az elegyet (3000 g,
5 perc). A mosasi folyamatot a felliluszo kitisztulasaig ismételtiik. Ekkor a lellepedett vvt-ket
tartalmazo pelletb6l PBS-sel 10%-0s szuszpenzidt készitettlink. A szuszpenzié 20 pl-ét
targylemezre cseppentettik, amelyben egyenletesen eloszlattunk egy kacsnyi friss
baktériumot. A reakcidk eredményét egy perc elteltével olvastuk le, és 6tfokozatu skalan (0-
4) értékeltik. A 0 hemagglutinaciés szint a hemagglutinacio hianyat jeldlte, a 4 pedig a teljes
hemagglutinaciét (6. abra). A vizsgalatot szobah&mérsékleten végeztik és a vérek
mennyiségétdl fuggben (akar tdbb alkalommal is), alkalmanként legalabb haromszor
ismételtlk meg. A végs6 értékeléskor az ismétlések eredményeit atlagoltuk, majd a kapott

értékeket egész szamokra kerekitettuk.

6. abra: Hemagglutinacios szintek
0: negativ reakcid, 1: gyenge reakcio, 2: kbzepesen erés reakcio, 3: erés
reakcio, 4: teljes hemagglutinacié

4.2.6. A mozgasképesség vizsgalata

A kuldnbdzé koérnyezeti tényez6k B. bronchiseptica térzsek mozgasképességére
gyakorolt hatasat Passerini de Rossi és mtsai. (1997) moddszere alapjan végeztik el.
Vizsgalatainkat 40 darab (34 hazai és 6 kulféldi) nydl eredetl térzzsel hajtottuk végre.
Kétféle, 0,4% agart tartalmazo félfolyékony taptalajt hasznaltunk: Luria-Bertani (LB) és
40 mM MgSO,-tal dusitott Luria-Bertani (LB+MgSO,) taptalajt. Két sorozatot oltottunk a

talajokra pontoltassal, és egy-egy sorozatot 24°C-on, illetve 37°C-on 24 6raig inkubaltuk. A
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kulonb6zé kornyezeti feltételek mellett (LB-37; LB-24, LB+MgSO,-37; LB+MgSO,-24)
keletkezett motilitasi zénakat milliméter pontossaggal olvastuk le. A vizsgalatot haromszori
ismétléssel végeztik el. Az adatok megjelenitéséhez az intézetben fejlesztett Phyton script

programot hasznaltuk.

4.2.7. Antibiotikum-érzékenység meghatarozasa

A B. bronchiseptica antibiotikum-rezisztencia vizsgalatahoz 40 nyul (34 hazai és 6
kulféldi) és 15 (hazai) sertés eredetii torzset valasztottunk ki, és Kirby-Bauer korongdiffuzios
modszert alkalmaztunk (Ortez, 2005). Egy kacsnyi friss tenyészetb8l szarmazd baktériumot
5 ml fiziologias sooldatban szuszpendaltunk, az elegy siriiségét denzitométerrel (BioSan;
Riga, Lettorszag) 0,5 McFarland-re allitottuk be, a szuszpenzitt steril vattapalca segitségével
Muller-Hinton (LAB M) taptalajra szélesztettuk. A vizsgalat soran hasznalt 14 kilénb6zd

antibiotikumot az 1. tablazat ismerteti.

1. tablazat: Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok soran felhasznalt antibiotikumok adatai

Antibiotikum csoportok Antibiotikum neve Rovidités* Gyarto
Sejtfalszintézist gatlok
Penicillinek Penicillin PEN 10 Abtek
Ampicillin AMP 10 Abtek
Cefalosporinok Ceftiofur FUR 30 Biolab
Glikopeptidek Vankomicin VAN 30 Abtek
Citoplazmamembrant karositok
Polymixinek Kolisztin COL 10 Abtek
Fehérjeszintézist gatlok
Aminoglikozidok Neomicin NEO 30 Abtek
Tetraciklinek Tetraciklin TET 30 Abtek
Makrolidok Eritromicin ERY 15 Abtek
Linkozamidok Linkomicin L2 Biolab
Nukleinsavszintézist gatlok
Quinolonok Flumequin FLM 30 Biolab
Enrofloxacin ENO 5 Abtek
Nalidixsav NAL 30 Abtek
Szulfonamidok Szulfonamid SMX 300 Abtek
Co-trimoxazol COT 25 Abtek

*:A rovidités melletti szam a korongok pg-ban megadott antibiotikum tartalmat jeldli

Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok kiértékelésekor a Clinical and Laboratory

Standards Institute (2013) ajanlott hatarértékei alapjan, a NEBIH Allat-egészségiigyi
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Diagnosztikai Igazgatosag altal kidolgozott hatarértékeket (Melléklet 2. és 3. tablazat) vettik
figyelembe.
4.3. B.bronchiseptica torzsek genotipusanak meghatarozasara iranyuld

vizsgalatok

4.3.1. DNS izolalas

A friss baktériumtenyészetek egy-egy telepét 50 ul desztillalt vizben szuszpendaltuk,
és vortexelést kovetéen 20 percig 99°C-on asztali razo-termosztatban (BioSan) féztik. A
felf6zott szuszpenziot centrifugaltuk (16 000 g, 1 perc), hogy a forralasos mddszer kdzben
keletkezett sejttormelék és a fellluszéban levé DNS elvaljon egymastdl. A fellluszét (DNS

templat) steril csdvekbe pipettaztuk at és a tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

4.3.2. Polimeraz lancreakcio

PCR

A reakciokhoz sziikséges primereket vagy a szakirodalom alapjan valasztottuk ki, vagy
magunk terveztik OLIGO 5 Primer Analysis Software (Molecular Biology Insights, Inc;
Colorado Springs, USA) segitségével. A molekularis azonositas soran a B. bronchiseptica
flagellin génjének upstream régidjara tervezett primereket hasznaltunk, a reakcio
korilményeinek megvalasztasanal Hozbor és mtsai. (1999) ajanlasat kovettik. A premix

oldatot Friedman és mtsai. (2006) leirasa alapjan allitottuk 6ssze.

Reakcitelegy Osszetétele:
16,5 pyl PCRviz
2,5 yl 10xDreamTaq puffer
2,0 yl DMSO
1,2 yl 25 mM MgCl,
1,0 yl 10 mM dNTP
0,3 pl 50 uM Bbr fwd primer
0,3 yl 50 uyM Bbr rev primer
0,2 pl 5U/ul DreamTaq polimeraz
1,0 yl DNS templat

A 4 atipikus uredz-negativ és a kontroll KM22 toérzs ureC génszakaszanak
felsokszorositasahoz kovettik a Reed (2001) altal leirt héprofilt, a premix 6sszeallitasakor
viszont az altalunk alkalmazott rendszerhez optimalizaltuk a cikkben szerepld

mennyiségeket.
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Reakcidelegy 6sszetétele:
17,25 ul PCR viz
2,5 ul 10xDreamTaq puffer
2,0 yl DMSO
1,0 yIl 25 mM MgCl,
0,5l 10 MM dNTP
0,5yl 50 uM ureC fwd primer
0,5yl 50 uM ureC rev primer
0,25 ul 5U/ul DreamTaq polimeraz
0,5 yl DNS templat

A vizsgalatokba vont 152 torzs kivalasztott génszakaszainak (fimA, flaA, dnt, cyaA és
ptp) felsokszorositasahoz a reakcidelegy Osszetétele — a primerek kivételével — megegyezett
a fajspecifikus PCR-nél leirt recepturaval (Friedman és mtsai., 2006). Vizsgalataink soran a

kovetkez6 primereket hasznaltuk fel:

Bbr fwd 5-AGGCTCCCAAGAGAGAAAGG-3’ Hozbor és mtsai., 1999
Bbr rev 5-TGGCGCCTGCCCTATC-3 Hozbor és mtsai., 1999
ureC fwd: 5-TGGGCCTGAAGATCCACGAGGACTGGG-3’ Reed, 2001
ureCrev  5-GGTGATGGCACACCATGACCATGTC-3’ Reed, 2001
fimA fwd 5-CTGACCGCCTGTGCATTGA-3 Boschwitz és mtsai., 1997
fimA rev 5-CACCTGGCTGCGGAGATT-3 Boschwitz és mtsai., 1997
flaA fwd 5-TGGCTGCAGTCATCAATACC-3 Winstanley és mtsai., 2001
flaA rev 5-AGCGACAGGACGTTTTGC-3 Friedman és mtsai., 2006
dnt fwd 5-GCGGTACTTGGGATAATAGA-3’ Stepniewska & Markowska-Daniel, 2010
dnt rev 5-ATAAAGATGAATCGGCATTG-3 Stepniewska & Markowska-Daniel, 2010
cyaAfwd 5-GATGAYGTCGTGCTTGCCAATGCTT-3 jelen dolgozat
cyaArev  5-ATGCGGATCTCCAGGTCGTT-3 jelen dolgozat
ptp fwd: 5-ATCCTGGTGCAACTGAGGTTCTG-3 Buboltz és mtsai., 2008
ptp rev: 5-AGGTTGTGGGTGATGAACAGCAG-3 Buboltz és mtsai., 2008

Az egyes génszakaszokhoz tartozé reakciok hdprofilja, valamint a termékek vart
hossza a 2. tablazatban talalhaté. A reakcidkat Swift Mini Instrument (Esco; Hatboro, USA)
PCR készllék segitségével hajtottunk végre, a PCR termékeket tovabbi felhasznalasig -
20°C-on taroltuk.
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2. tablazat: A vizsgalt génszakaszok felsokszorozasakor alkalmazott reakciokériimények és
a PCR termékek vart hossza

PCR Kezdeti Denaturacié Annelacié Extenzié Végsé Ciklusok Termék

denaturacio extenzi6 szama hossza

Fajspecifikus 94°C 94°C 53°C 72°C 72°C 30 237 bp
180 s 30s 30s 30s 300 s

ureC 94°C 94°C 50°C 72°C 72°C 35 323 bp
540 s 30s 30s 30s 600 s

fimA 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 30 549 bp
180 s 30s 30s 45s 300 s

flaA 94°C 94°C 50°C 72°C 72°C 30 1165 bp
180 s 60 s 60 s 90 s 600 s

dnt 95°C 94°C 56°C 72°C 72°C 35 224 bp
600 s 30s 30s 20s 420 s

cyaA 94°C 94°C 68°C 72°C 35 2151 bp
120 s 15s 150 s 120 s

ptp 95°C 95°C 56°C 72°C 72°C 30 958 bp
300 s 30s 30s 60 s 480 s

A PCR termékek detektalasa

A PCR termékeket 1,5%-os SeaKem (Lonza; Basel, Svajc) agar6z gélben 1xTBE
(trisz-bérsav-EDTA) (Lonza) pufferben, megfelel6 méreti molekulasuly markerek mellett
ellen6riztik 9 V/cm elektromos térer6sségl gélelektroforézissel. A gél zsebeibe mintanként
5yl PCR terméket és 1 yl 6xDNA Loading Dye-t mértiink. Az elektroforézis utan a gélt
2 yg/ml tdménységi etidium-bromid oldatban festettik meg. A termékek detektalasa és
dokumentalasa UV fényben tortént Kodak Gel Logic 212 Imaging System (Rochester, USA)

segitségével.

4.3.3. Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

A mintak el6készitése

Az RFLP analizishez a négy gén vizsgalat (fimA, flaA, cyaA és ptp) PCR termékeit
hasznaltuk fel. Ha gélfotd alapjan ugy itéltik meg, a PCR termékeket PureLink™ Quick Gel
Extraction Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) segitségével a gyartdé utasitdsai szerint
megtisztitottuk.

A PCR termékeket (20 pl) 500 ul, -20°C-on tarolt témény etanolba mértik, majd
vortexelést kovetben az elegyet legalabb egy éjszakan keresztul -20°C-on tartottuk. Ezt
kdvetéen a mintakat 18 000 g-n, 4°C-on 20 percig centrifugaltuk, majd a feluluszot

ledntoéttik. A maradék alkoholt vakuumcentrifuga segitségével tavolitottuk el. A kiszaritott
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pelletet (DNS) 10 pl ultra tisztasagu PCR vizben oldottuk fel, és ez a betdményitett DNS

minta szolgalt alapul az RFLP vizsgalatoknal.

RFELP

Az egyes géneknél alkalmazott restrikcios endonukledzokat a BioEdit 7.3.1.0. (Hall
1999) és a GeneQuest — Lasergene 7.1.0. (DNASTAR; Madison, USA) programok
segitségével valasztottuk ki. A fimA gén vizsgalatahoz Hincll és Sall enzimeket, a flaA
génszakasz hasitasahoz Hincll, Bgll és Mspl endonukleazokat alkalmaztunk. A cyaA
génszakaszt Narl és Sall, a ptp operont Narl és Bgll enzimek hasznalataval vizsgaltuk. A
reakcidelegyek oOsszemérésénél és az egyeb reakciokorilmények megvalasztasanal a
gyarték, a Thermo Scientific [Bgll, Hincll, Mspl, Sall] és a Promega (Fitchburg, USA) [Narl]

ajanlasa alapjan jartunk el.

A hasitasi mintazat detektalasa

Az enzimek hatasara létrejott fragmenteket 2,5%-0s MetaPhor (Lonza) agaréz gélben
1xTBE pufferben gélelektroforézissel (7 V/cm) ellenériztiik. A gél zsebeibe megfeleld méreti
molekulasuly markereket, valamint a 7 yl 6xDNA Loading Dye festékkel dsszekevert teljes
térfogatu RFLP mintakat pipettaztuk. A gélt elektroforézis utan 2 pg/ml toménységi etidium-
bromid oldatban festettik meg. A termékek detektalasa és dokumentalasa UV fényben
tortént Kodak Gel Logic 212 Imaging System segitségével, a fragmentek hosszanak

megallapitdsahoz a Kodak Molecular Imaging Software-t hasznaltuk.

4.3.4. Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A nukleinsav sorrendek meghatarozasat négy gén kijelolt szakaszan végeztuk el (fimA,
flaA, cyaA és ptp) Osszesen 40 reprezentativ toérzsnél. A szekvenalé primerek minden
esetben megegyeztek a PCR soran alkalmazott primerekkel, azonban a cyaA 2151 bp
hosszu szakaszanak vizsgalatahoz egy tovabbi, sajat tervezésl belsé primerre is szikség
volt (cyaA-in rev: 5-TGGTTTCGGGTTCGTCCATCA-3’). A PCR termékek tisztitasat és a
szekvenalo reakcié dsszemérését a Macrogen Europe Ltd. (Amszterdam, Hollandia) hajtotta
végre. A hagyomanyos Sanger-féle dideoxinukleotid modszerrel torténd, kapillaris
elektroforézis alapu szekvenalashoz ABI 3130XL készlléket hasznaltak. A Macrogen-tdl
kapott kromatogramokat Chromas LITE 2.01 (Technelysium Pty Ltd; South Brisbane,
Ausztralia) programmal értékeltik ki, a két iranybdl leolvasott szekvenciakat a SeqMan —
Lasergene 7.1.0. (DNASTAR) programmal illesztettik o6ssze. A kész szekvencidkat a

GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) internetes adatbazisaba toltottiuk fel.
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Az altalunk vizsgalt térzsek szekvencidait a GenBank adatbazisaban szerepl6
B. bronchiseptica teljes genom, fimA, flaA, cyaA valamint ptp génszekvenciakkal (Melléklet
6. tablazat) hasonlitottuk 6ssze BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999) és MegAlign — Lasergene 7.1.0.
(DNASTAR) programok segitségével. A nukleotid és az ebbdl szarmaztatott aminosav
szekvencia hasonldésagokat Clustal W algoritmussal (Higgins és mtsai., 1994) szamoltuk Ki.
Az illesztés eredményeként filogenetikai dendrogramot készitettlink, a filogenetikai analizist
a MEGA 6.06 szoftverrel (Tamura és mtsai., 2013) hajtottuk végre. Eredményeink
O0sszehasonlithatdésaga érdekében a szakirodalomban altalanosan hasznalt Neighbor-Joining
modszert alkalmaztuk Az evolucidés tavolsagokat Jukes-Cantor korrekcidés rata
figyelembevételével szamitottuk ki, a torzsfa topologigjat 1000 ismétiéses bootstrap

analizissel vizsgaltuk.
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5. Eredmények

5.1. A B. bronchiseptica torzsek jellemzéi
5.1.1. Az izolalt torzsek

Magyarorszagrol a vizsgalati id6szakban (2009-2013) 91 kutya, 45 nyul, 30 sertés, 16
16, 10 macska, 2 tengerimalac, 2 vaddiszno és 2 ékszertekn6s szerv vagy orrtampon minta
érkezett laborunkba, valamint tovabbi 1-1 mintat dolgoztunk fel egér, patkany, vakond,
cickany, nyest, menyét, géte és széncinege gazdafajokbdl. Telepmorfoldgia alapjan azokat a
baktériumokat tekintettik B. bronchiseptica gyanusnak, amelyek izolalaskor MacConkey
taptalajon 48 ora inkubalas utan legfeljebb 1-2 mm atmérgji, rézsaszines, domboru, ép
széll telepeket képeztek, és véres agaron jellegzetes szagu, szlrkés-fehér, fényes,
legfeljebb 1-2 mm atmérdjl, domboru, ép széll, kaccsal kdnnyen felvehet és szétkenhetd
telepeket formaltak. A 206 mintabdl az azonositasi vizsgalatokat kovetéen 23 sertés, 30 nyul

és 24 kutya eredet( torzset izolaltunk, a tébbi mintabdl B. bronchiseptica nem tenyészett ki.

5.1.2. A fajazonositas eredményei

A torzsgyljteménylnkbdl és sajat izolatumaink koézul Osszesen 164 torzset
valasztottunk ki, melyeket el6szdr azonositasi vizsgalatoknak vetettink ala. A biokémiai
probak soran a reprezentativ torzsek tébbsége (90%) fajra jellemzd, egységes eredményt
adott (7. abra).

|

7. dbra: A biokémiai probak eredményei
U: ureumbontas, N: nitrat-redukcio, I: indol termelés, G: glikoéz
hasznositas, L: laktéz hasznositas, Sz: szacharéz hasznositas

A B. bronchiseptica biokémiai inaktivitasara jellemzéen egyetlen térzs sem
hasznositotta a felkinalt szénhidratokat (glikoz, laktdéz és szachardz), és a triptofan bontasat

jelzd indol tesztben is negativ eredményt kaptunk. A nitrat-redukcié tesztelésekor a térzsek
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csupan 92%-a lett pozitiv, és talaltunk 4 darab ureaz-negativ izolatumot is (Mellélet 1.
tablazat).

A molekularis azonositas soran a fajspecifikus PCR-rel felsokszorositott 237 bp
hosszusagu DNS szakaszt — a biokémiai probak eredményétdl fuggetlenul —, minden

mintanal kimutattuk (16. abra).

5.2. A fenotipusos vizsgalatok eredményei
5.2.1. A torzsek hemolizal6 képessége

A torzsek hemolizalé képességének vizsgalatakor valtozatos eredményeket kaptunk.
Leggyengébb hemolitikus aktivitast a Bio-Rad tipusu juhvéres Columbia talajon
tapasztaltunk, ahol néhany viszonylag friss sertés és nyul eredeti izolatumon kivil nem volt
feltisztulas a telepek koril. Ezzel ellentétben a lovérrel kiegészitett Bio-Rad-os taptalajon az
esetek tébbségében gyenge B-hemolizist figyeltink meg. Kivételt képeztek ez aldl a hazai
kutya eredetl tdrzsek, valamint kulfoldi torzsek kézil az MBORD 843 és a Bb 335 jelli torzs,
ugyanis ezeknél a térzseknél hemolizist egyetlen esetben sem figyeltiink meg. Az MBORD
jelzési kulféldi térzsek kdzel felénél nagyon gyenge, csak a baktérium telepek alatt kialakulo
feltisztulast lattunk.

Vizsgalataink soran legtdbbszdér LAB M tipusu juhvéres Columbia agart hasznaltunk. A
tobbszoros leoltas soran a torzsek eltéré hemolitikus aktivitast mutattak. VA-on soha nem
tapasztaltunk hemolizist a magyarorszagi kutya eredet(i tdrzsek kdérében, de nem volt hazai
torzs, amely az 6sszes leoltds soran kifejezett f-hemolizist mutatott volna. Egyes torzsek,
mint példaul az 5230 (sertés), a leoltdsok 95%-ban nem hemolizalt, mig tobbek kozott a
KM22 95%-ban feloldotta a taptalajban levé vvt-ket. A sertés és nyul eredeti friss izolatumok
esetében az izolalast kovetd 1-2 leoltasnal még széles hemolitikus zonat lattunk a telepek
koral, majd idével ezeknél a torzseknél is leoltasonként valtozé hemolitikus aktivitast
tapasztaltunk. Kulféldi toérzsek koérében szintén eltérd volt a hemolitikus aktivitas az egyes
leoltasokkor, viszont az MBORD jelzési torzsek kdzll csak a két koala eredet(inél (681 és
698) lattuk a talaj kisebb-nagyobb feltisztulasat. Szintén nem tapasztaltuk egyetlen esetben
sem VA-on hemolizist a 4607 és a 4609 (sertés), valamint a Bb 335 (kutya) kulfoldi
torzseknél (8. és 9. abra).

A VA-on valé hemolizist folyadékkulturaban (LB) valé tenyésztéssel prébaltuk
erbsiteni, de a taplevesbdl torténd kioltas utan is valtozé eredményeket kaptunk. A VA-on
eddig nem hemolizald (kutya eredetii) torzsek tovabbra sem mutattak hemolitikus aktivitast,
a tobbi torzsnél altaldban nem tapasztaltunk valtozast, de egyesek gyengébb, masok
er8sebb hemolizist mutattak, mint azt megel6z6en. Az alacsonyabb (7,2 helyett 6,8) pH-ju

VA-on kifejezettebb hemolitikus aktivitast tapasztaltunk, de az eddig inaktiv térzsek tovabbra
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is negativak maradtak. A tapanyagokban dusabb BG agaron 15% juhvér mellett térzseink a
sima VA-hoz hasonl6an viselkedtek. A l6vért tartalmazé BG talajon viszont a hemolizalo
torzsek egyértelmd, akar 1 cm nagysagu hemolitikus zonat is kialakitottak a telepek korul, de
a kutyakbol szarmazo torzsek esetén (38 hazai és 2 kilfoldi) nem lattunk feltisztulast. Az
MBORD-os torzsek kozul tovabbra is csak a két koalabdl szarmazd tbérzs produkalt

hemolizist, a tobbi torzs esetében — figgetlenul a gazdafajtél —, nem lattunk feltisztulast.

it 7
"?—

8. abra: Juhveres agaron nem 9. abra: Juhvéres agaron B-hemolizist
hemolizal6 kutya eredetii (5462) mutato nyul eredeti (5653)
B. bronchiseptica torzs B. bronchiseptica torzs

5.2.2. A hemagglutinacios képesség vizsgalata

A hemagglutinaciés vizsgalatokat 9 gazdafajbdl szarmazd, dsszesen 79 (32 hazai és
47 kalfoldi) B. bronchiseptica torzzsel végeztik el. A munkahoz felhasznalt azonos tipusu
vérek az esetek tobbségében nem azonos donortdl szarmaztak. Az egyes vizsgalati
alkalmakkor tdbbszoéri ismétlés soran kapott eredmények atlaga a Melléklet 4. tablazataban
talalhato. Altalanossagban elmondhaté, hogy a vizsgalt torzsek a kiildnbozé tipusu vvt-ket
agglutinaltak, és a legtdbb vérnél valamennyi hemagglutinaciés szint megjelent. Gyenge és
kézepes erGsségl reakciot eml6és eredetli vvt-k mellett csak elvétve talaltunk. Csirkevérrel
viszont — az emlbs vérekkel ellentétben —, joval gyengébb reakciokat kaptunk. A harom
eltérd tipusu (A, B és 0) human vérrel kapott reakciok k6zott szamottevé kildnbséget nem
talaltunk, kiléndésen a B és 0 tipusu wvt-kel kapott eredmények egyeztek meg az
Osszesitésben. A leger6sebb (3 és 4 fokozatu) reakcidkat kutya eredetll vérrel adtak a
baktériumtérzsek, a hemagglutinacié hianyat szarvasmarha, 16 és csirke vvt-k mellett
tapasztaltuk nagy szamban. Tobb esetben (9,5%) is el6fordult, hogy a kilénbdzé
alkalmakkor, vagy mas donortdl kapott vvt-kkel torténd vizsgalat soran az el6z6ekhez képest

mas eredményt kaptunk. Human 0, szarvasmarha, juh és 16 vvt-k mellett egyszer erbs vagy
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teljes hemagglutinaciodt lattunk, mig ugyanaz a térzs masik donor vérével semmilyen reakciét
sem adott. Human B, sertés és nyul eredeti vérek esetén az 1/3 vagy a 2/4

hemagglutinacids szintek kdzétti valtozatossagot tapasztaltunk (10. abra).

80 —
70 | | ] | 0
60 - —_— — m1
o -
40 -

m3
30 -
20 - m4
10 - . mVv
0 i T T T T T - T T T T .NA

hu-A hu-B hu-0 szm juh sertés nyul kutya 16 csirke

10. abra: A hemagglutinaciés probak atlagolt eredménye kilénbdzd tipusu vorosvértest
szuszpenzidk mellett
hu: human; szm: szarvasmarha; 0: negativ reakcid; 1: gyenge hemagglutinacid; kézepesen erés
reakcio; 3: er6s reakcio; 4: teljes hemagglutinacio; NA: nincs adat; V: valtozé hemagglutinacio
(a ktlénb6z6 alkalmakkor/donorral végzett vizsgalatok eredménye legalabb két
hemagglutinacios szinttel eltért egymastol)

Magyarorszagi és kulfoldi eredetl torzsek kozott a vizsgalatok soran eltérést nem
tapasztaltunk, mindkét csoportban megjelent valamennyi hemagglutinacios szint, és valtozo
hemagglutinaciét mutatéd térzseket is talaltunk. Egyeddili kivételt az MBORD jelzési kulféldi
torzsek képeztek, amelyek a vizsgalatok negyedében negativ reakciot adtak. Koézlllk
kerlltek ki a human, sertés és nyul véreket nem agglutinalé térzsek (2 pulyka és 1 human
eredetl). L6 vvt-kkel kapott negativ reakciok 75%-anal szintén MBORD jelzésl térzzsel
tortént a vizsgalat.

Ha adott gazdafajbdl szarmazé térzsek hemagglutinaciés probaban adott eredményeit
nézzik a kuldnbozé tipusu vérekkel, az dsszesitéshez képest kisebb-nagyobb eltéréseket
tapasztalunk. Sertés eredetli (n=30) B. bronchiseptica térzsek kérében csak erds és teljes
hemagglutinaciot kaptunk human 0, sertés, nyul és kutya vvt-kkel, az A és B tipusu human,
valamint juhvérrel szemben szintén ezt a két hemagglutinaciés szintet figyeltik meg az
esetek legalabb 83%-ban. Negativ és gyenge reakciot szarvasmarha, 16 és csirke vvt-k
esetén kaptunk, bar 2, 3 és 4-es hemagglutinacios szinteket is feljegyeztunk.

A 14 kutyabodl izolalt torzsnél a sertés eredetl torzsekhez képest aranyaiban kevesebb
telles hemagglutinaciét talaltunk. Ezt a csdkkenést az Osszes veértipusnal medfigyeltik,
viszont a 2-es szintl és annal gyengébb reakciok aranya nem valtozott. Az Osszes vizsgalt
torzs (n=79) kozul egyetlen kutya eredetli (NCTC 452) adott gyenge hemagglutinaciot
human vvt-kkel. Az dsszes vizsgalati elrendezésbdl 19 esetben valtozé hemagglutinacios
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értéket kaptunk, és szarvasmarha vvt-t hasznalva a kutya eredetl torzsek felénél nem
tudtunk konkrét szintet megallapitani.

Nyul eredetl torzseknél alig kaptunk teljes hemagglutinaciot, ez aldl csak a kutya vvt-
kkel adott reakcid volt kivétel. Az esetek tdbbségében 3-as szintli erés reakciét
tapasztaltunk, de human A, 16 és csirke vvt-kkel kozepesen erfs (2-es szintl) reakciot
kaptunk. A térzsek 58%-a nem agglutindlta a szarvasmarha wvvt-ket, mas gazdafajbdl
szarmazo torzseknél nem tapasztaltuk a negativ reakcidk ilyen magas aranyat. A legtébb
valtozé értéket juh vvt-kkel kaptuk.

A human megbetegedésbél szarmazo B. bronchiseptica torzsek esetében a sertés vvt-
kel szemben kaptuk a legtdobb (57%) teljes reakciot, a tobbi vértipusnal legfeljebb egy vagy
két torzs viselkedett hasonloképpen. Kutya eredetl vvt mellett tapasztaltuk a legtdbb (71%)
er8s (3-as) reakciét. Szarvasmarha és 16 vérekkel a térzsek 43-43%-a adott valtozé reakcidt.

A tengerimalac (n=5) és kllondsen a 16 (n=5) eredetl torzseknél sok teljes
hemagglutinaciot lattunk, mindkét esetben a kutya vvt-k mellett volt a legtobb 4-es szintl
reakci6é. Mindkét gazdafajnal a 16 és a csibe eredetll vérekkel kaptuk a leggyengébb,
legfeljebb 2-es szintl hemagglutinaciot. Elsésorban 16 és szarvasmarha vvt-kkel valtakozott
a hemagglutinaciés préba eréssége. Viszont amig tengerimalac eredetii torzseknél tobbféle
hemagglutinacios szint is megjelent a vizsgalatok soran, addig a lovakbdl szarmazo

mintaknal — 16 és csirke vvt-k kivételével —, mindenhol erés vagy teljes reakciét észleltink.

5.2.3. A motilitas vizsgalata

A B. bronchiseptica mozgasképességét 40 darab nyul eredetl térzsdn vizsgaltuk a
koérnyezeti paraméterek valtozasanak fliggvenyében 4 kilénb6zé kisérleti elrendezésben. A
haromszori ismétlés soran kapott eredményeket a Melléklet 5. tablazata tartalmazza.
Altalanosan elmondhatd, hogy nagy kiterjedés(i motilitasi zénakat nem tapasztaltunk, azok
legfeljebb masfél cm atméréjlek voltak. A legnagyobb motilitasi zonakat LB taptalajon, 37°C-

os inkubacio mellett mértik. Alacsonyabb hémérséklet vagy MgSO, hatasara kisebb
aktivitast lattunk, a legkisebb mozgast pedig mindkét modulaldé szignal jelenléte mellett
jegyeztik fel. Ettél fuggetlenul torzseink nem viselkedtek egységesen, néhany torzsre az
alacsonyabb hémérséklet, masokra a MgSO, volt nagyobb hatassal. Ot térzsnél (ebbdl 3
azonos eredeti) motilitdst egyik elrendezésben sem tapasztaltunk, az 5636 jell térzs pedig

csak minimalis mozgast mutatott (1-3 mm atmérd), azt is csak 37°C-on.
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11. abra: B. bronchiseptica torzsek kulénb6z6 kdrnyezeti paraméterek mellett mért motilitasi
zbénajanak kuldnbségei

A pontok az egyes mérési eredményeket jeldlik. Az abran a nem mozgé térzseket nem tuntettik fel.

Az egyes elrendezések kozotti kuldonbségek alapjan leolvashaté (11. abra), hogy az
alapallapothoz képest (LB-37) dsszességében az alacsony hdmérséklet jobban gatolta a
mozgast, mint a MgSO,. A 24°C-on tenyésztett torzseknél nagy kulonbséget nem talaltunk a
MgSO, -tal dusitott és a sima LB agaron megfigyelt mozgasképesség kozétt, MgSO,
hatasara pozitiv és negativ iranyban is valtozott a térzsek motilitdsa. Viszont kiugré értékeket
tobb 6sszehasonlitasban is talalunk; az 5008 torzsnél nagyobb motilitasi zéna alakult ki
24°C-on, mint 37°C-on, az 5023 szamu t6rzs mozgasara pedig kifejezetten gatlé hatassal

volt a MgSO,.

5.2.4. A torzsek antibiotikum-érzékenysége

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokat 40 nyul eredetl (34 hazai és 6 kulfoldi) és

15 magyarorszagi sertésallomanybdl izolalt B. bronchiseptica térzzsel végeztik el. Az
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antibiotikumok koril mért gatlasi zénak nagysagat és az adott gazdafajhoz tartozo
hatarértékeket a Melléklet 2. és 3. tablazata tartalmazza.

A vizsgalatba vont térzsek kozul az 6sszes eérzékeny volt a kolisztinre, viszont teljes
rezisztenciat talaltunk mind az 55 térzsnél penicillinnel, ceftiofurral, vankomicinnel és
linkomicinnel szemben. A tdbbi vizsgalt antibiotikum (AMP 10, NEO 30, TET 30, ERY 15,
FLM 30, ENO 5, NAL 30, SMX 300 és COT 25) esetében mind a nyul, mind a sertés eredetl

torzseknél valtozatossagot tapasztaltunk (12. abra).

12. abra: Az 5008 szamu, nyul eredet(i B. bronchiseptica torzs
antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak eredménye ampicillin,
co-trimoxazol, tetraciklin, flumequin, neomicin és ceftiofur
antibiotikumok mellett

Nyul eredetl térzseknél nagyfoku, 100%-o0s érzékenységet tapasztaltunk neomicin és
tetraciklin antibiotikumokkal szemben, mig a legvaltozatosabb eredményeket az ampicillin
esetében kaptuk. A térzsek 22,5%-a érzékeny, 20%-a mérsékelten érzékeny volt, viszont a
rezisztens torzsek 30%-anal egyaltalan nem tapasztaltunk gatlasi zénat. A 6 kalfoldi torzs
ampicillin-rezisztens volt. Eritromicinnel, flumequinnel, enrofloxacinnal és nalidixsavval
szemben egyetlen torzs sem mutatott rezisztenciat, de amig az eritromicin esetében a
mérsékelten érzékeny torzsek voltak tulsulyban (72,5%), addig a quinolonoknal legalabb
92% volt az érzékeny torzsek aranya (3. tablazat). A quinolonokra mérsékelt érzékenységet
mutatd torzsek kdzott hely- vagy idébeli dsszefliggést nem talaltunk, raadasul az altaluk
képzett gatlasi zénak atmérdjének nagysaga a felsé hatarértékkel egyezett meg. A vizsgalt
szulfonamidokra a torzsek 95%-a érzékeny volt, a korongok koéril akar 54 mm (SMX 300)
atmérgji zonat is mértink. Bar a két szulfonamid-rezisztens torzs (5652 és 5653) azonos
id6bdl, azonos nyulteleprdl szarmazott, a harmadik térzs ugyanarrdl a teleprél mar érzékeny

volt mindkét altalunk alkalmazott szulfonamidra.
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3. tablazat: A vizsgalt nydl eés sertés eredetl B.bronchiseptica torzsek antibiotikum
rezisztencidjanak megoszlasa a NEBIH ADI osztalyozasi rendszere alapjan

Nyul eredetii torzsek Sertés eredetii torzsek
Antibiotikum Erzékeny Mg::gll((:rl‘tin Rezisztens  Erzékeny Mg::g::rl‘t;n Rezisztens
PEN 10 0 0 40 0 0 15
AMP 10 9 8 23 1 13
FUR 30 0 0 40 0 0 15
VAN 30 0 0 40 0 0 15
COoL 10 40 0 0 15 0 0
NEO 30 40 0 0 5 10 0
TET 30 40 0 0 14 0 1
ERY 15 11 29 0 0 13 2
L2 0 0 40 0 0 15
FLM 30 37 3 0 4 10 1
ENO 5 38 2 0 14 1 0
NAL 30 39 1 0 14 0 1
SMX 300 38 0 2 10 0 5
COT 25 38 0 2 10 0 5

Ampicillinnel szemben a sertés eredetii torzsek 86,7%-a mutatott rezisztenciat, ezek
kdzul nyolcnal nem alakult ki gatlasi zona, de talaltunk gatlasi zonaval rendelkezé rezisztens,
mérsékelten érzékeny (5484), valamint érzékeny (5487) torzset is. A tdbbi sejtfalszintézisre
haté antibiotikummal szemben minden térzs egységesen viselkedett. A fehérjeszintézist
gatld antibiotikumok esetében a torzsek kisebb-nagyobb mértékben eltértek egymastdl.
Eritromicinnel szemben a tdorzsek rezisztenciat (13%) és mérsékelt rezisztenciat (87%),
neomicin esetében mérsékelt rezisztenciat (6,7%) és szenzitivitast (93,3%) mutattak.
Tetraciklinnél a fels6 hatarértéket joval meghaladd nagysagu gatlasi zonakat mértink,
viszont egyetlen torzs (5234) teljes rezisztenciat mutatott. A nukleinsavak szintézisére hato
antibiotikumok esetében, a kis mintaszam ellenére is, nagyfoku valtozatossagot
tapasztaltunk. Flumequinre rezisztens, meérsékelten érzékeny és érzékeny torzseket
egyarant talaltunk. Enrofloxacinra és nalidixsavra azonban csak az 5250 szamu komaromi
torzs nem volt érzékeny. Szulfonamidoknal (COT 25 és SMX 300) a sertés eredetl
torzseknél is nagy gatlasi zénakat mértunk, viszont 5 torzs esetében semmilyen gatlas nem

volt tapasztalhaté (3. tablazat).
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5.3. Az ureaz-negativ torzsek

Egy dél-magyarorszagi sertésteleprdl szarmazé orrtampon-mintakbdl négy esetben
izolaltunk B. bronchiseptica-t. Ez a 4 izolatum a hagyomanyos biokémiai tesztben — tobbszori
ismétlésben is —, ureaz-negativitast mutatott mind 37°C-os, mind pedig 24°C-os inkubacié
mellett. A tenyésztés soran hozzaadott MgSO, egyik koncentracioban (0 mM -150 mM
MgSQO,) sem valtoztatott a baktériumok ureum-bonté képességén (13. abra).

A Rosco altal gyartott ureaz diagnosztikai tablettaval végzett vizsgalatban izolatumaink
48 6ra inkubaciot kdvetben is kétes eredményt adtak, a tesztek soran a pozitiv kontrollként

hasznalt KM22 jel( térzs viszont mindig ureaz-pozitiv volt (14. abra).

i S i

13. abra: B. bronchiseptica torzsek 14. abra: B. bronchiseptica torzsek
ureum bontasa 100 mM MgSO, mellett ureum bontasa DIATABS tablettakkal
1. KM22; 2: 5594; 3: 5595; 4: 5596, 5: 5597 1: Pasteurella multocida; 2: 5594;

3: 5595; 4: KM22; 5: Proteus vulgaris

Az API 20 NE rendszerben szintén kétes eredményt kaptunk az ureaz prébaban:
81,4%-0s biztonsaggal B. bronchiseptica-nak és 17,5%-os valdsziniséggel Achromobacter
denitrificans-nak hatarozta meg az izolatumokat. Az A. denitrificans halofil tulajdonsaga miatt
az API-System ajanlasa alapjan (4% NaCl) megnéztik a baktériumok sotlird képességét.
Izolatumaink csak a 3,5% NaCl tartalmu lemezen képeztek telepeket, az 5%-o0s soétartalmu
taptalajon névekedést nem tapasztaltunk.

A fenotipusos vizsgalatokkal parhuzamosan genetikai prébakban is teszteltik a
tenyészeteket. A fajspecifikus-, a dnt-, a fimA-, a flaA- és a cyaA-PCR-ben az dsszes
izolatum a B. bronchiseptica-ra jellemzé terméket adta. A fimA, a flaA és a cyaA
génszakaszok PCR-RFLP elemzésekor mind a 4 uredz-negativ izolatum fragmentmintazata
megegyezett a KM22 sertés eredetl torzs hasitasi mintazataval (lasd 5.4. fejezet).

Az ureaz operon f6 tagjara, az ureC-re tervezett molekularis vizsgalat (PCR) soran az
uredz-negativ torzsekbdl és az ureat hasznositdé KM22-bdl egyarant kimutattuk a 323 bp

hosszu génszakaszt (15. abra).

48



15. abra: A vizsgalt B. bronchiseptica térzsek ureC
génjének PCR terméke

1: KM22; 2: 5594; 3: 5595; 4: 5596; 5: 5597; 6: vak minta,
M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder

5.4. Virulenciagének jellemzése

Az egyes B. bronchiseptica térzseken elvégzett molekularis vizsgalatok eredményét a
4. tablazat, valamint a Melléklet 1. 6sszefoglald tablazata tartalmazza. A virulenciafaktorokat
kédold gének vizsgalatanal azonos, 152 kilonb6zé eredetii torzset magaba foglalé mintaval
dolgoztunk. A vizsgalt virulenciagének PCR soran felsokszorozott génszakaszai a16. abran

lathatoak.

8 9 10 11 12

16. abra: A B. bronchiseptica vizsgalt génjeinek PCR termékei

1: GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); 2: KM22-dnt [224 bp];
3: 5652-dnt [224 bp]; 4: KM22-fajspecifikus PCR [237 bp];

5: 5652-fajspecifikus PCR [237 bp]; 6: KM22-fimA [549 bp]; 7: 5652-fimA
[549 bp]; 8: KM22-flaA [1165 bp]; 9: 5652-flaA [1165 bp]; 10: KM22-cyaA
[2151 bp]; 11: 5652-cyaA [2151 bp]; 12: GeneRuler DNA Ladder Mix (100-
10 000 bp) (Thermo Scientific)
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4. tablazat: Bordetella bronchiseptica toérzsek virulenciagénjeivel kapcsolatos vizsgalataink
eredménye

] PCR-RFLP tipusok (n) PCR (n)
Gazdafaj (n) Eredet (n)
fimA flaA cyaA ptp dnt

sertés (36) H(23) A (23) B (22); G (1) A (22); B (1) -(23) +(23); - (1)

K (13) A (13) B (13) A(13) —-(13) +(13)
kutya (47) H (38) A (38) A (38) —(38) +(38) + (38)

K(9) A(9) A(5);B(2:D (2 A(B)B(1);C(1):-(2 +(@2)-(M +(@
nyul (43) H (37) A (37) A (13); B (24) A@B7) —(37) + (37)

K (6) A (6) A (4); B (2) A®) -(6) +(6)
tm (6) H(3) A(3) c@®) AR -0 +(3)

K@3) A(3) c@® A(2;D(@) - +(3)
macska (4) H (2) A (2) C(2) AR -(2 +(2)

K(2) A A(1);C(1) AR - +(2)
16 (5) H (0)

K (5) A (5) A (5) AGB) -0 +(5)
koala (2) H (0)

K(2) A c@ AQ -@ +(2)
pulyka (2) H (0)

K(2) A2 E@1):G@Q) BA1:C@® -© +(1); - (1)
ember (7) H (1) A (1) F (1) B(1) -(1) -

K (6) A(®) A(1)C(1);DE);H(I) A(2;B@);D() -(6) +(4);,-(2)

tm: tengerimalac; n= a térzsek darabszama;, H = Magyarorszag, K = Kiilfold; +: pozitiv reakcid; —:
negativ reakcio; A-H: az egyes géneknél talalt hasitasi tipusok; =: nincs adat

5.4.1. Dermonekrotoxin

A DNT-t kodolé dnt gén jelenlétét kilonbdzé eredetli B. bronchiseptica torzseknél
tanulmanyoztuk. A 152 vizsgalt baktérium 97%-anal kimutattuk a keresett 224 nukleotid
hosszusagu génszakaszt (16. abra). Az 5 darab dnt-negativ térzs kézil 3 human (5390, Bb
VAL és MBORD 675), 1 sertés (PV6), 1 pedig pulyka (MBORD 901) gazdafajbdl szarmazott.

5.4.2. Fimbria

A fimA gén 549 bp hosszu szakaszat az dsszes vizsgalt torzsnél kimutattuk, majd
mindegyik mintandl elvégeztik az RFLP analizist Hincll és Sall endonukledzok
felhasznalasaval. Az 6sszes torzs — eredetuktdl fuggetlentl —, azonos hasitasi mintazatot
adott. Hincll enzimmel 88, 100, 173 és 188 nukleotid hosszu szakaszokat lattunk a gélben,
mig Sall enzimmel 90, 171 és 288 bazispar nagysagu csikokat talaltunk (17. abra).
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17. abra: Kulonb6z6 gazdafajbdl szarmazdé B. bronchiseptica torzsek
fimA génjének PCR-RFLP mintazata

1: KM22-sertés; 2: 5462-kutya; 3: 5652-nyul; 4: 5390-human; M: GeneRuler
100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)

A szekvencia-elemzéshez 21 reprezentativ térzset valasztottunk ki. Az in silico
elemzést kovetben toérzseink 456 bp hosszu fimA szakaszat a GenBank adatbazisba
KF211375-KF211395 kodszammal helyeztik el, és a késdbbi vizsgalatokhoz az
adatbazisban szerepl§ tovabbi 8 B. bronchiseptica fimA szekvenciat hasznaltunk fel
(Melléklet 6. és 7. tablazat).

A 29 fimA szekvencia egymashoz illesztésekor elszértan a 456 bp hosszu szakaszon
14 pozicidban talaltunk 1-1 nukleotid eltérést. Ezek kozil 8 pozicidonal ugyanazok a térzsek
(PV6, MBORD 591, MBORD 707, 5390, Bb VAL, MO149, Bbr77 és D445) tértek el a
tobbitdél. Az aminosavra leforditott szekvenciaknal 6sszesen 7 ponton volt 1-1 aminosavnyi
eltérés a torzsek kozott, melyekbdl 2 alkalommal az emlitett nyolc devians torzsnél egyszerre
jelent meg a valtozas. A paronkénti genetikai tavolsag nukleotid és aminosav szinten is 0,0%
és 3,0% kozott mozgott, a legnagyobb értéket két human eredetl térzs (Bb DEL és 5390)
kdzott talaltuk.

A filogenetikai fan (18. abra) a térzsek két f6 csoportban helyezkedtek el, az 1.
klaszteren belul 2 alcsoportot tudtunk elkuldniteni (1a és 1b). Az 1a alcsoportot féleg (80%)
kilfoldi torzsek alkottak, és nem volt kdztik egy sertés vagy kutya eredetlii sem, az 1b
alcsoport 10 (kutya, sertés és nyul eredetl) torzse teljesen egyforma nukleotid szekvenciaval
rendelkezett a vizsgalt szakaszon. A filogenetikai fa 2. fécsoportja human és atipikus allati
eredetl torzseket (PV6, MBORD 591 és MBORD 707) tartalmazott, melyek eltértek a tébbi

allati eredeti torzstol.
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RB50 (nyal)*

GP1 (tengerimalac)*
Bb REM (human)

— M48 (macska)
65 6l

6' 5495 (tengerimalac)

Bb DEL (human) 1
Bb 9.73 (nyul)
5308 (nyal)
1289 (majom)*
MBORD 762 (tengerimalac) —
—— BbCVI(l0) 1
253 (kutya)* —|
5605 (kutya)
5356 (kutya)
5500 (sertés)

5339 (kutya)
NCTC 452 (kutya)
5024 (nyul)
MBORD 704 (nyul)
KM22 (sertés)
B15 (sertés)* == -
MBORD 707 (pulyka)
MO149 (human)*
Bbr77 (human)*

99| PV6 (sertés) 2
D445 (human)*
- 5390 (human)

467‘ MBORD 591 (kutya)

Bb VAL (human) -

1b

0.002

18. abra: B. bronchiseptica torzsek 456 bp hosszu fimA génszakaszara Neighbor-Joining
modszerrel, MEGA 6.06 programmal szerkesztett filogenetikai fa

A filogenetikai fa csomopontjaiban a 60%-nal magasabb bootstrap értékeket tiintettik fel.
*: génbanki szekvenciak

5.4.3. Flagellin

A flagellint kodolo flaA gén 1165 bp hosszu szakaszat mind a 152 vizsgalt
B. bronchiseptica térzsnél megtalaltuk. Az 6sszes PCR terméket restrikciés enzimekkel
(Mspl, Hincll és Bgll) hasitottuk, a hasitast kdvetéen eltér6 mintazatok jelentek meg a
gélben. Mspl enzimmel 4, Hincll-vel 5, mig Bgll mellett 6 kulonb6z6 fragmentmintazatot
figyeltink meg (19. abra), az egyes mintazatokhoz tartozé fragmentek nagysaga az 5.

tablazatban lathato.
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19. abra: Kilonbdz6 gazdafajbdl szarmazoé B. bronchiseptica torzsek flaA génjének
PCR-RFLP mintazata

M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); A szamok az egyes endonukleazok altal
kialakitott fragmentmintazatokat jeldlik, a mintazatok alapjan 6sszesen 8 RFLP tipust talaltunk
(A: 1-1-1, B: 2-2-2, C: 3-3-3, D: 1-4-4, E: 3-3-5, F: 1-5-4, G: 4-5-4, H: 3-3-6).

5. tablazat: B. bronchiseptica térzsek flaA génjének PCR-RFLP soran kapott hasitasi
mintazatok bazisparban megadott, 5 bazisparra kerekitett nagysaga Mspl, Hincll és Bgll
endonukleazok mellett

Mspl Hincll Bgll
1 20;125;135; 215;275;400| 1 20; 170; 200; 350; 425 1 105; 140; 185; 230; 505
2  135; 275; 350; 400 2 200; 350; 615 2 25;140; 230; 260; 505
3 135; 275; 750 3 60; 145; 200; 350; 410 3 140; 230; 790
4 20; 135; 275; 335; 400 4 20, 115; 170; 200; 310; 350 | 4  15; 140; 230; 270; 505
5 115; 190; 200; 310; 350 5 140; 335; 690
6  105; 140; 230; 690

A flaA gén restrikcidos endonukleazokkal kapott hasitasi mintazatai alapjan a vizsgalt
B. bronchiseptica torzseket 8 RFLP tipusba tudtuk besorolni, a tipusokat A-t6l H-ig jeldltik
(A: 1-1-1, B: 2-2-2, C: 3-3-3, D: 1-4-4, E: 3-3-5, F: 1-5-4, G: 4-5-4, H: 3-3-6). AzA,aDés az
F tipusu térzsek Mspl enzimmel azonos fragmenteket adtak, Bgll endonukleazzal tortént
hasitas soran a D, az F és a G tipusu térzsek mintazata egyezett meg. AC, az E és a H
tipusba tartozé térzsek mind az Mspl, mind a Hincll enzimmel egyforma mintazatot adtak. A
leggyakoribb hasitasi tipus az A tipus volt (44%), majd a B (41%) és a C (8%), ezeket hazai
és kulfoldi torzseknél is kimutattuk, viszont a D, az E és a H tipus kizarélag kulfoldi
torzseknél fordult el6. Az E, az F és a H tipust csupan 1-1 térzs reprezentalta, a G tipushoz
egy kulféldi pulyka (MBORD 707) és egy hazai sertés (PV6) eredeti torzs tartozott.
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A kilénb6z6 RFLP tipusok az egyes gazdafajok kozott eltér6 modon jelentek meg
(Melléklet 1. tablazat). A 47 kutya eredeti torzsnél az 6sszes hazai torzs (n=38) az A RFLP
tipusba tartozott, és a kilféldi térzsek 55%-a (n=5) szintén ezt a hasitasi mintazatot mutatta.
A fennmaradd négy torzsbdl 2 a B, 2 pedig a D flaA tipusba tartozott. Nyulbdl izolalt
B. bronchiseptica térzseknél A és B hasitasi tipust mutattunk ki, de amig a hazai torzseknél a
B tipus volt jellemzd (24 torzs; 66,7%), addig a kulféldi térzsek (6 térzs) kétharmada A tipusu
mintazatot adott. Sertés eredetll torzsek (23 hazai és 13 kilfoldi) kézil csupan a hazai
izolalasu PV6 tartozott a G flaA tipushoz, az 6sszes tdbbi térzs B tipusu hasitasi mintazatott
adott. A vizsgalatba vont 3 magyarorszagi és 3 kulféldi tengerimalac eredeti, valamint a 2
koalabdl szarmazé térzs mindegyike C tipusu fragmentmintazattal rendelkezett. Szintén a C
tipus volt jellemz6 a macska eredetl torzsekre, de a 4 mintabol 1 (MBORD 970) az A
hasitasi tipust mutatta. L6 eredetii B. bronchiseptica térzsek mindegyike kulfoldi izolalasu, és
mindegyik A tipust adott az RFLP analizis soran. A két kilféldi pulyka eredetl torzs
vizsgalatakor egy E és egy G hasitasi tipust figyeltink meg. Human megbetegedésekbdl
szarmazo B. bronchiseptica mintaknal nagyfoku valtozatossagot tapasztaltunk, a térzsek
57%-a egyedi hasitasi mintazattal rendelkezett (A, C, F és H tipus), a maradék 3 térzs pedig
a D tipusba tartozott.

Szekvencia-elemzéshez RFLP tipusonként, gazdafajonként és foldrajzi terlletenként
lehet6ség szerint legalabb egy reprezentativ torzset valasztottunk ki. Az 6sszesen 36 darab
flaA szekvenciat JX673952-JX673981 és KF211396-KF211401 kédszamokon helyeztink el
a GenBank-ba, és vizsgalatainkhoz tovabbi 9 B. bronchiseptica referencia szekvenciat
valasztottunk az adatbazisbol (Melléklet 6. és 7. tablazat).

A tobbszords szekvencia illesztés eredményeként azt figyeltik meg, hogy a vizsgalt
flaA génszakasz N-terminalis része (k6zel 300 bp) és a C-terminalis utolsé 100 bp-nyi része
teljes meértékben megegyezd, konzervativ régio. Ezzel ellentétben a kdzbulsé, hipervariabilis
régioban akar tobb nukleotidra kiterjed6 szubsztituciokat, inszerciokat és delécidkat talaltunk,
amelyek aminosav szinten tdbb nem-szinonim valtozast is létrehoztak.

A filogenetikai fan (20. abra) négy kulénallé csoportot figyelhettink meg. Az 1a
klaszterben kulonb6z6 eredetl torzseket talaltunk, de mindegyik A tipusu mintazatot adott az
RFLP vizsgalatok soran. Az 1b csoportot D, F és G tipusu térzsek alkottak, melyek jo része
(70%) human megbetegedésbdl szarmazott. A filogenetikai fa kdvetkezé agan (2. csoport)
kizarolag B tipusu torzsek helyezkedtek el, és egy génbanki, macska eredetl torzs
kivételével sertésbdl vagy nyulbdl szarmaztak. A 3. klasztert C tipusu térzsek alkottak, a
klaszter alcsoportjaban pedig két egyedi hasitasi mintazattal rendelkez térzs (Bb ALI és
MBORD 707) jelent meg.
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flaAtipus

5339 (kutya)

5605 (kutya)

5340 (kutya)

5462 (kutya)

Bb 335 (kutya)

MBORD 898 (16)

Bb CVI (16)

253 (kutya) la

AF232941 (macska)

MBORD 970 (macska)

NCTC 452 (kutya)

100| Bb DANG (human)

5308 (nyul)

RB50 (nyul)

Bb 9.73 (nyul)

D445 (human)

Bb DEL (human)

Bb VAL (human)

MBORD 675 (human)

MBORD 591 (kutya)

Bbr77 (human)

5390 (human)

MO149 (human)

PV6 (sertés)

971 MBORD 901 (pulyka)

MBORD 685 (kutya) ]

5024 (nyul)

Bg1 (sertés)

KM22 (sertés)

5356 (sertés)

100] 5500 (sertés)

5599 (sertés)

5653 (sertés)

AF232939 (macska)

MBORD 704 (nyul)

M 48 (macska)
AF232940 (macska)
MBORD 635 (macska)
Bb REM (human)

1289 (majom)

100{ I MBORD 762 (tengerimalac)

NCTC 8750 (tengerimalac)

5495 (tengerimalac)

100  Bb ALI (human)

100— MBORD 707 (pulyka)
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20. abra: B. bronchiseptica torzsek 1042 bp hosszu flaA génszakaszara Neighbor-Joining
modszerrel, MEGA 6.06 programmal szerkesztett filogenetikai fa

A filogenetikai fa csomopontjaiban a 80%-nal magasabb bootstrap értékek lathatdk.
A fa mellett a térzsek RFLP tipusat is feltlintettlk. *: ismert RFLP tipusi macska eredetli génbanki
szekvenciak (Winstanley és mtsai., 2001); @: génbanki szekvenciak

A nukleotid szinten kapott legnagyobb genetikai tavolsagot (14,6%) az MBORD 707
(pulyka) és az 1b alcsoportba tartozd PV6 (sertés), illetve az MBORD 901 (pulyka) és M149
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(human) torzsek alkotta két torzscsoport kozott kaptuk. Az aminosavra leforditott
szekvencidk esetében a paronként mért legnagyobb tavolsag 20,4% volt, és ezt az érteket

az MBORD 707 és az 1a alcsoport tagjai kozt talaltuk.

5.4.4. Adenilat ciklaz-hemolizin

Az adenilat ciklaz-hemolizin toxint kodol6 cyaA gén vizsgalatakor a torzsek 73,5%-anal
(n=112) megtalaltuk a keresett 2151 bp hosszi PCR terméket (23. abra), de a fennmaradé
40 torzs (26,5%) esetében nem kaptunk specifikus terméket. A cyaA-negativ torzsek kivétel
nélkul kutya eredetli mintakbdl szarmaztak, és a 38 hazai térzsnél minden esetben a cyaA
gén hianyat figyeltik meg. A cyaA-pozitiv térzsek esetében Narl és Sall enzimekkel
végeztik el a restrikcids hasitast. Mindkét endonukleazzal 3-3 kiloénb6zé fragmentmintazatot
kaptunk (21. abra és 6. tablazat), és dsszesen 4 cyaA RFLP tipusba (A, B, C és D) tudtuk
besorolni térzseinket (A: 1-1, B: 2-2, C: 3-2, D: 1-3). Narl enzimmel az A és a D tipusu
torzsek adtak egyez6é eredményt, Sall endonukleazzal a B és a C tipusu térzsek mutattak

azonos fragmentmintazatot.

6. tablazat: B. bronchiseptica torzsek
cyaA génjének PCR-RFLP soran kapott
hasitasi mintazatok bazisparban
megadott, 5 bazisparra kerekitett
nagysaga Narl és Sall endonukleazok
hasznalata mellett

Narl

1 50; 140; 230; 350; 380;1000
2 55; 140; 275; 350; 380; 950
3 55; 275; 350; 380; 1090

1 250; 260; 370; 515; 755
2 85; 180, 250; 370; 515; 755
3 260; 370; 755; 765

21. abra: Kilénb6z6 gazdafajbol
szarmazo B. bronchiseptica torzsek
cyaA génjének PCR-RFLP mintazata

M: GeneRuler DNA Ladder Mix (100-10 000 bp) (Thermo Scientific); M*: GeneRuler
100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); A szamok az egyes endonukleazok altal
kialakitott fragment mintazatokat jel6lik, a mintazatok alapjan 6sszesen 4 RFLP tipust
talaltunk (A: 1-1, B: 2-2, C: 3-2, D: 1-3)
A 112 cyaA-pozitiv B. bronchiseptica torzsbdl 100 (90%) A tipusu hasitdsi mintazatot
mutatott. Nyul, 16, macska és koala eredetl t6rzseknél csak ezt a tipust tudtuk kimutatni,

sertésbél és tengerimalacbdl szarmazé mintak esetén is csak 1-1 torzs rendelkezett mas
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mintazattal. A masodik leggyakoribb (6%), B tipus a human térzsekre volt jellemzd (57%), a
tobbi gazdafajnal (sertés, kutya és pulyka) csak elszortan jelent meg ez a hasitasi tipus. A C
és a D tipust csak 2-2 kilfoldi torzs képviselte (Melléklet 1. tablazat). A cyaA génszakaszt
nézve az RFLP analizis alapjan az egyes gazdafajokbol szarmazo térzsek — egy-egy, a nagy
atlagtol eltéré torzstdl eltekintve -, meglehet6ésen homogének voltak, kivételt a kualfoldi

izolalasu kutya, pulyka és human eredeti torzsek képeztek.

— @ 5356 (sertés)

@ Bg1 (sertés)

@ 5653 (nyul)

@ 5500 (sertés)

Bb BIE (human)*

@ 5024 (nyul)

@ KM22 (sertés)

@ 5594 (sertés)

@ MBORD 704 (nyul)
@ M48 (macska)

Bb CAT1 (macska)*
@ 5495 (tengerimalac)
@ Bb DEL (human) 1

1289 (majom)*
49 | ] MBORD 762 (temgerimalac)
—| [0 Bb REM (human) 1b
Bb LAPR (nyul)*

RB50 (nyul)*

@ Bb 9.73 (nyul)

Bb GAN (human)* 1c
@ 5308 (nyul)

Bb FR3474 (human)*

@ Bb CVI (16)
4| @ NCTC 452 (kutya) 1d
| @ MBORD 970 (macska)

/\ 5390 (human)
Bb SEI (human)*
Bbr77 (human)*
Bb RNO14 (human)*
MO149 (human)* 2a
Bb LORD (human)*
/\ Bb VAL (human)
951 A MBORD 591 (kutya) 2
/\ MBORD 901 (pulyka)

961 A\ PV6 (sertés)
_|_| Bb FR3539 (human)*

4@ MBORD 707 (pulyka)

@ Bb 286 (kutya)
Bb FR2011 (human)*
D445 (human)*

1a

97

98

99

2b

99

0.01

22. abra: B. bronchiseptica torzsek 2007 bp hosszu cyaA génszakaszara Neighbor-Joining
modszerrel MEGA 6.06 programmal szerkesztett filogenetikai fa

A filogenetikai fa csomopontjaiban a 80%-nal magasabb bootstrap értékek lathatok.
*: génbanki szekvenciak; e: A hasitasi tipus; A: B hasitasi tipus; e: C hasitasi tipus; [1: D hasitasi tipus

A szekvencia-meghatarozast 25 térzsdén végeztik el, ennek eredménye (2007 bp) a
GenBank adatbazisban KF220450-KF220474 kodszamok alatt érheté el (Melléklet 7.
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tablazat). A cyaA génszakasz elemzéséhez tovabbi 15 génbanki B. bronchiseptica
szekvenciat hasznaltunk fel. A nukleotid szekvenciak paronkénti illesztésekor 0,0% és 3,8%
kozotti kuldonbségeket talaltunk. Az egyedi kulonbségek a teljes szakaszon elszoértan jelentek
meg, és legfeljebb 3 nukleotid hosszusagra terjedtek ki. A nukleotid sorrendbdl szarmaztatott
aminosav szekvenciak 0Osszehasonlitasakor szintén 0,0-3,8% kozotti tavolsag-értekeket
kaptunk. A legtdbb human eredetl torzs egyedi szekvenciaval rendelkezett, a hazai torzs
(5390) esetében egy uj alléltipust irtunk le.

A cyaA génszakasz filogenetikai elemzése soran két kilénallo klasztert kaptunk (22.
abra), de mindkét fécsoport tovabbi alcsoportokra bomlott. Az 1. fécsoport az A és a D
hasitasi tipusu, kilénb6z8 gazdafaju torzseket foglalta magaba. Az 1a alcsoportba eltéré
eredetll A RFLP tipusu torzsek tartoztak, az 1b alcsoportba viszont a D hasitasi mintazatu
torzsek kerultek. Az 1c alcsoport nyul és human eredetii torzseket tartalmazott, mig az 1d
alcsoportban csak kulfoldi mintakbdl szarmazo A tipusu térzsek voltak jelen. A 2. f6csoportba
leginkabb egyedi nukleotid szekvenciaval rendelkez6 torzsek kerultek, melyeket tovabbi 2
alcsoportba (2a és 2b) lehetett beosztani. A 2a alcsoport foglalta magaba - egy kivételével
(PV6) -, a B tipusu torzseket, mig a 2b alcsoportba a C hasitasi tipusu térzsek és a PV6 jelli
sertés eredetl torzs kerult. Human eredetl torzseket az 1d-n kivll valamennyi alcsoportban

talaltunk.

5.4.5. Peptid transzport protein

A ptp operon vizsgalatakor csupan 40 torzsnél tudtuk kimutatni a keresett 958 bp
nagysagu terméket. A ptp-pozitiv térzsek mindegyike kutya eredetl mintakbdl szarmazott, és
ezek azonosak voltak a cyaA-negativ térzsekkel (23. abra). A fennmaradd 112 toérzsnél
semmiféle PCR terméket nem detektaltunk.

A ptp PCR termékeket Narl és Bgll endonukleazokkal hasitottuk, és az 6sszes torzsnél
azonos hasitasi mintazatot kaptunk. Bgll enzimmel 117, 166, 294 és 381 nukleotid
hosszusagu fragmenteket kaptunk, Narl-gyel térténé hasitaskor 50, 217 és 691 bp nagysagu
csikok jelentek meg a gélben.

Mivel a hasitasi mintdzatok megegyeztek, és a ptp-pozitiv térzsek 95%-ban hazai
kutyakbdl szarmaztak, szekvencia-analizisre 3 magyarorszagi (5340, 5462 és 5625), és a 2
kulféldi (Bb 335 és MBORD 843) torzset valasztottunk ki. Az in silico dsszeillesztés utan az
Ot darab 909 bp hosszu szekvenciat a GenBank adatbazisaba KF220475-KF220479
kddszammal helyeztik el, és az adatbazisban egyeduliként elérhets, 253 (HE965806)
szamu, kutya eredetll torzs ptp szekvenciajaval hasonlitottuk 6ssze (Melléklet 6. és 7.

tablazat). Az altalunk vizsgalt 5 térzs 909 bp hosszu ptp szekvencigja teljes mértékben
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megegyezett egymassal és a génbanki szekvenciaval is, eltérést egyetlen nukleotidban sem
talaltunk.

-
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PORTRIINIRL Y Hinn

23. abra: Kilonb6z6 gazdafajbol szarmazo B. bronchiseptica torzsek
cyaA és ptp génjének PCR termékei
1: KM22 (sertés); 2: PV6 (sertés); 3: 5340 (kutya); 4: 5625 (kutya); 5:
MBORD 843 (kutya); 6: MBORD 707 (pulyka); 7: MBORD 762

(tengerimalac); 8: 5024 (nyul); 9: 5390 (ember) M: GeneRuler DNA Ladder
Mix (100-10 000 bp) (Thermo Scientific)
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6. Megvitatas

A B. bronchiseptica vilagszerte elterjedt, széles gazdaspektrummal rendelkez6
patogén baktérium. Az altala okozott korképek kialakulasa és sulyossaga fligg a
gazdaszervezet és a baktériumtérzs aktudlis tulajdonsagaitdl, melyeket a kornyezeti
tényez6k nagymértékben befolyasolhatnak. Munkank soran a gazda — patogén
kdlcsbnhatasokat a  korokozé oldalardl  vizsgaltuk, els6sorban a  baktérium
virulenciafaktorainak tanulmanyozasa Aaltal. Kutatdsainkhoz igyekeztliink olyan bakterialis
tulajdonsagokat kivalasztani, amelyekrél feltételeztik, hogy szerepet jatszanak egy adott
gazdafajhoz valé adaptacioban, vagy legalabb a vizsgalt tulajdonsagok alapjan
csoportositani tudjuk az egyébként igen heterogén B. bronchiseptica fajba tartozé torzseket.
A vizsgalataink altal kapott (Uj) informacidk hozzajarultak ahhoz, hogy a magyarorszagi
B. bronchiseptica térzseket 06ssze tudjuk hasonlitani a vildg mas tdjairél szarmazo

izolatumokkal, és igy pontosabb képet kapjunk a hazai B. bronchiseptica fert6zésekrél.

6.1. A torzsek izolalasa és biokémiai tulajdonsagai

A B. bronchiseptica magyarorszagi elterjedésérél nagyon kevés adat all
rendelkezéslinkre. Az 0Ot éves vizsgalati id6szakban (2009-2013) o6sszesen 206, 16
kiildbnb6zb gazdafajbdl szarmazé mintat dolgoztunk fel laboratériumunkban, melyekbdl 77
esetben tenyésztettlink ki B. bronchiseptica-t. Sertésbél szarmazd mintak 77%-abdl mutattuk
ki a kérokozét. Ez az arany nagyon magasnak tiinhet az Elias altal 1997-ben leirt (Elis,
1997) 10-14% koruli értékhez képest. Meg kell azonban jegyezni, hogy az emlitett tanulmany
a teljes hazai sertésallomanyban nézte a TO el6fordulasat, mig mi léguti tineteket mutatéd
allatok mintaibol mutattuk ki a B. bronchiseptica jelenlétét. Munkank soran nyulbdl (n=30) és
kutyabol (n=24) is izolaltunk torzseket, am a B. bronchiseptica ezen gazdafajokban valo
eléfordulasardl magyarorszagi adatok nem ismertek. Az altalunk talalt 67%-os izolalasi arany
0sszhangban van Deeb és mtsai. (1990) azon megallapitasaval, hogy a nyulak 75%-a mar
elvalasztaskor hordozza a B. bronchiseptica-t. Chalker és mtsai. (2003) szerint kdzepesen
sulyos légz8szervi tineteket mutatdé kutyaknal 68%, a tinetmentes allatoknal pedig 39%
lehet a B. bronchiseptica izolalasi aranya. A mi esetlinkben beteg kutyak vizsgalatakor is
csak 26%-uknal tenyészett ki B. bronchiseptica. Az alacsonyabb szazalék azzal
magyarazhato, hogy a vizsgalt kutyak kozott sok volt a csaladoknal él6 hazi kedvenc,
valamint az egyik mintavételi telepen vakcinaztak a korokozo ellen. A tobbi gazdafaj (vad,
hazi és hobbi allatok) egyedeibdl nem tudtunk B. bronchiseptica-t izolalni, de irodalmi
adatokbdl (Goodnow, 1980; Musser és mtsai., 1987) ismert, hogy a B. bronchiseptica a

legtdbb emlbsfajban képes megtelepedni.
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A biokémiai probakban a frissen izolalt és a toérzsgyljteménybdl kivalasztott
reprezentativ térzsek nagy része egységesen €s a szakirodalomban (Goodnow, 1980) leirt
modon viselkedett. A hat vizsgalt tulajdonsag esetében eltérést a nitrat-redukcié és az
ureum-bontas vizsgalatakor tapasztaltunk, ami azért meglep6, mert ezek a tulajdonsagok
szolgalnak a B. bronchiseptica tébbi Bordetella fajtdl, vagy éppen az Alcaligenaceae csalad
néhany egyeéb tagjatél torténé megklldnboztetésére (Sanden és Weyant, 2005). A Bergey’s
Manual (Sanden és Weyant, 2005) szerint a B. bronchiseptica nitrat-redukalé képessége
hagyomanyos biokémiai tesztekben variabilis lehet, azonban API 20 NE rendszerrel t6rténé
azonositas soran minden torzs nitrat-pozitivitast mutat. Ezzel ellentétben Friedman és mtsai.
(2006) API hasznalata mellett is talaltak nitrat-negativ torzseket, mig hagyomanyos tesztelés
soran minden torzsuk redukalta a nitratot. A nitrat-negativ toérzsek el6éfordulasa féleg kutya
eredeti torzseknél gyakori (Bemis és mtsai., 1977; Friedman és mtsai., 2006). Vizsgalataink
soran a legtébb (n=5) nitratot nem redukald B. bronchiseptica a sertés eredetii hazai térzsek
korébdl kerdlt ki, magyarorszagi kutyakbdl viszont csak nitrat-pozitiv B. bronchiseptica-t

mutattunk ki.

6.2. Antibiotikum-rezisztencia

A Kirby-Bauer korongdiffuziés médszert els6sorban a diagnosztikédban hasznaljak a
mikrobak antibiotikum-érzékenységének megallapitdsara. Annak ellenére, hogy a
rezisztencia pontos mértéke nem hatarozhaté meg ezzel a modszerrel, megfelelé alapot
teremt a tovabbi rezisztencia vizsgalatokhoz (MIC, plazmidon kédolt rezisztencia), ezen fellll
a kuloénb6zb vegyuletcsoportokra adott valaszuk alapjan csoportosithatéak a baktériumok. A
B. bronchiseptica antibiotikum-érzékenységének vizsgalataval kapcsolatosan nemzetkozi
szinten is kevés irodalmi megallapitas jelent meg, magyarorszagi adatokkal pedig egyaltalan
nem rendelkezink. Az izolatumok antibiotikum-érzékenységének ismerete elengedhetetlen
lenne a hatékony terapia érdekében, valamint az esetleges rezisztencidk terjedésének
kimutatasahoz.

Az altalunk kivalasztott nyul és sertés eredetll tOrzsek az antibiotikum-érzékenységi
vizsgalatokban meglehetésen egységesen viselkedtek. A kilénb6z6 gazdafajbdl szarmazo
torzsek kozott szamottevé kuldnbséget csak neomicin és flumequin antibiotikumokkal
szembeni viselkedéslikben talaltunk. Nyul eredetli térzseknél az érzékenység aranya rendre
100% és 92,5% volt, viszont a sertésekbdl izolalt torzseknél mindkét antibiotikumra nézve a
mérsékelten érzékeny tdrzsek aranya volt a legmagasabb (67%). Eritromicin antibiotikummal
szemben szintén a mérsékelten érzékeny baktériumok voltak a legnagyobb szamban jelen,
de a fennmaradé torzsek nyulak esetében érzékenyek, mig sertések esetében rezisztensek

voltak. Ampicillinnél mindkét gazdafaji eredetli B. bronchiseptica csoportndl a rezisztens
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baktériumok voltak legtébben (60% és 86%), a masik két kategoériat azonos aranyban
képviselték a torzsek mindkét gazdafajban. A nyul és sertés eredetl torzsek kdzotti ampicillin
és eritromicin antibiotikumoknal tapasztalt aranybeli eltérések oka lehet, hogy mindkét
gazdafaj esetén a sertés eredetl baktériumokra vonatkozé hatarértékeket vettuk figyelembe,
mert nem rendelkeztiink nyulbdl szarmazé térzsekre jellemz6 adatokkal. Erdekességként
elmondhatd, hogy az ampicillinre érzékeny térzseknél tapasztaltuk a legnagyobb gatlasi
zonakat eritromicinnel szemben is mindkét gazdafajbdl szarmazé B. bronchiseptica
torzseknél. A két antibiotikum hasonlé mértéki hatékonysagat human léguti terapiaban mar
leirtak (Macfarlane és mtsai., 1983).

Vizsgalatainkba bevont magyarorszagi és kulfoldi nyual eredetli B. bronchiseptica
torzsek kozott nem talaltunk kialdnbséget az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok soran.
Eredményeink jol korrelalnak a kulfoldi szakirodalomban megtalalhaté adatokkal. Okewole
és Olubunmi (2008) szintén korongdiffuziés maoddszerrel vizsgaltak nyul eredeti
B. bronchiseptica izolatumokat. Az afrikai baktériumtorzsek antibiogramja a hat azonos
antibiotikumot (ampicillin, eritromicin, linkomicin, penicillin, tetraciklin és enrofloxacin)
tekintve megegyezett az altalunk vizsgalt torzsekével. Egyedul eritromicin  mellett
tapasztaltunk mas értékeket, ugyanis Okewole és Olubunmi (2008) a térzsek 100%-0s
érzékenységét irtdk le az altalunk tapasztalt 27%-kal szemben. Megemlitendd azonban,
hogy tanulmanyukban csupan 3-6 B. bronchiseptica térzset vizsgaltak antibiotikumonként.
Rougier és mtsai. (2006) 99 nyul eredeti B. bronchiseptica-t vizsgalva egyik
vegylletcsoportnal sem tapasztaltak teljes rezisztenciat vagy teljes érzékenységet. Munkajuk
soran enrofloxacinra (13%) és tetraciklinekre (9-11%) rezisztens torzseket is leirtak. Nyul
eredetll B. bronchiseptica toérzseik 17%-anal mutattak ki szulfonamid-rezisztenciat, az
altalunk vizsgalt térzsek kdzll csupan ketté (5%) rendelkezett hasonlé tulajdonsagokkal. Az
Egyesult Kirdlysagban macska eredetl B. bronchiseptica térzseknél 80% (Speakman és
mtsai., 1997), kutyakbdl szarmazo tdérzseknél pedig 27% (Spekman és mtsai., 2000) a
szulfonamidokra rezisztens mintak aranya. Hazi és hobbiallatok kérokozé baktériumai kozott
a szulfonamid rezisztencia terjedését segitheti el, hogy manapsag — féleg névendék korban
—, gyakran alkalmaznak szulfonamid szarmazékokat a kokcididzis megel6zése érdekében.

A magyarorszagi sertés eredetl B. bronchiseptica-k egyharmadanal szintén
szulfonamid-rezisztenciat irtunk le. Dénes (2010) romaniai B. bronchiseptica izolatumok
tesztelésekor mar a baktériumok 53%-nal tapasztalt rezisztenciat szulfonamidokra, mig
Kadlec és mtsai. (2005) MIC alapu antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok soran a térzsek
csupan 2%-anal mutattak ki nagyfoku rezisztenciat szulfonamidokra. Megallapitottak, hogy a
szulfonamid-rezisztencia elsésorban plazmidon kdédolt, és hogy a rezisztencia terjedését egy
rezisztens klon fokozatos térhoditdsa okozza, nem pedig a horizontdlis géntranszfer. Kinai

sertésekbdl izolalt torzsek antibiotikumrezisztencia vizsgalatanal Zhao és mtsai. (2011) a mi
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eredményeinkhez hasonlé adatokat kaptak a neomicin esetében, viszont 90%-o0s ampicillin,
64%-0s tetraciklin, 41%-os eritromicin és 33%-0s enrofloxacin rezisztenciat tapasztaltak.
Tanulmanyukban egy négy éves id6intervallumon belll vizsgaltdk az antibiotikum-
rezisztencia terjedését, és szignifikansan tobb B. bronchiseptica torzs volt rezisztens tobbek
kozott az ampicillinre, a tetraciklinre és az eritromicinre. Kadlec és mtsai. (2004) szintén az
antibiotikum-rezisztencia terjedésére hivjak fel a figyelmet. Bar az altaluk kimutatott
valtozasok nem olyan drasztikus mértékiiek, de a rezisztencia terjedését irtak le ampicillin,
nalidixsav és néhany cefalosporin antibiotikummal szemben. Epp ezért a megfelels
mennyiségll és minbéségl terapias szerek alkalmazasa mellett az évrdl évre toérténd
ellenérzés fontossagat javasoljak. Vizsgalataink alapjan megallapithatjuk, hogy a sertés
eredetll B. bronchiseptica torzsek tobb antibiotikumra és nagyobb aranyban rezisztensek,
mint a nyul eredetli torzsek. A szulfonamid- és a tetraciklin-rezisztencia megjelenése
hazankban is az antimikrobialis szerek alkalmazasanak atgondolasat teszi szUkségessé Az
egyes torzsek kozotti kulonbségek hatterében a plazmidon kédolt rezisztencia allhat (Kadlec,
2006), valamint az, hogy az egyes terlleteken, allattartd telepeken mas-mas
tulajdonsagokkal rendelkezé torzsek terjedhettek el, feltehetbleg az eltéré antibiotikum-

terapia miatt.

6.3. Az ureaz-negativ torzsek sajatossagai

A legtdébb él6 organizmus (névények, gombak, gerinctelenek és baktériumok) képes az
ureaz enzim szintézisére (Mobley és mtsai., 1995). A bakteridlis ureaz egy nikkel-tartalmu,
tobb alegységes enzim, amely katalizélja az urea lebontasat ammoéniara és ammonium-
karbamatra, mely vegytleteket nitrogénforrasként tud értékesiteni a mikroba. Az ureaz enzim
egyesek szerint virulenciafaktornak tekinthetd, mert hatasara a baktérium képes
megvaltoztatni a kdrnyezete pH-jat, valamint a megndvekedd ammonia-koncentracié toxikus
lehet mas él6lényekre nézve (McMillan és mtsai., 1998). A B. bronchiseptica-ban az ureaz
enzim fertézésbeli szerepe egyel6re ismeretlen. Monack és Falkow (1993) kimutattak, hogy
az ureaz-deficiens mutans B. bronchiseptica torzsek is képesek kolonizalni a tengerimalacok
légutait, ezért feltételezhetéen az ureaz aktivitdas nem nélkulézhetetlen a nyalkahartyan valé
megtelepedéshez. Ezt a hipotézist tamasztjak ala sajat tapasztalataink is, ugyanis az
altalunk izolalt uredz-negativ torzsek azonos klinikai tineteket idéztek el6 sertésben, mint az
ureaz-pozitiv torzsek. Masrészrél ureaz-negativ mezei B. bronchiseptica izolatumot eddig
nem irtak le a szakirodalomban, csak és kizardélag genetikailag modositott, él6 attenualt
vakcina torzseknél talalkoztunk ilyen tulajdonsagokkal (Monack és Falkow, 1993; McMillan

és mtsai.,, 1999). A vizsgalataink targyat képezé atipikus térzsek TO ellen vakcinazott
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sertésekbdl szarmaztak. Az allattartd telepen alkalmazott vakcina inaktivalt torzseket
tartalmazott, ezért az altalunk izolalt térzsek nem szarmazhattak az oltéanyagbdl.

A B. bronchiseptica-nak elegendé 2 perc, hogy pozitiv reakciét adjon egy
gyorstesztben és a hagyomanyos biokémiai ureum tesztben is 4-6 6ra alatt leolvashatd
eredményt ad (Goodnow, 1980). Az ureaz aktivitast az ureaz (ure) génklaszter kodolja és
szabalyozza, a génklaszteren belul strukturalis, jarulékos és szabalyozo gének foglalnak
helyet, de funkcionadlisan az ureC gén a legfontosabb. Az ureaz enzim expresszidja a bvg
I6kusz altal negativan szabalyozott, az ure gének Bvg fazisban aktivak (Mattoo és Cherry,
2005).

A telepmorfolégia és a hagyomanyos biokémiai tesztekben kapott eredmények alapjan
az 5594-5597 szamu izolatumok ureaz aktivitassal nem rendelkezé B. bronchiseptica fajba
tartozé baktériumok. Mig a kontrollként hasznalt KM22 térzs gyors és egyértelmi pozitiv
reakciot mutatott az ureum-bontas kimutatasara alkalmas fenotipusos tesztekben, az
atipikus torzsek negativ vagy kétes eredményt adtak. Ezzel szemben a 4 atipikus és a
kontroll térzs az 6sszes genetikai vizsgalatban egységes, a sertés eredeti B. bronchiseptica-
kra jellemzd képet mutatta. Az atipikus toérzseink annak ellenére sem bontottak az ureumot,
hogy naluk is kimutattuk az ureC génszakaszt. Val6szinlleg 6nmagaban az ureC 323 bp
hosszu génszakaszanak jelenléte nem ad megdfeleld informaciét a teljes ureaz
génklaszterrdl. Elképzelhetd, hogy a génklaszter mas génjein, vagy akar az ureC gén egyéb
szakaszain mutacio(k) és/vagy delécidé(k) gatoljak a f6 strukturalis gén kifejez6dését, ezaltal
a térzsek ureum-bonté képességét.

A B. bronchiseptica tdrzsek esetében az ureaz-negativitds egyedi és szokatlan

fenotipusos tulajdonsag, melynek felbukkanasa tovabbi érdekes kérdéseket vethet fel.

6.4. Adhezinekkel kapcsolatos megfigyelések

A B. bronchiseptica térzsek adhézidés képességeit hemagglutinaciés probaban
teszteltik, 6sszesen 10 kil6énbdz6 vértipussal. A baktériumsejtek fellletén megjelend
agglutininek tulajdonsagai nagymértékben befolyasoljak a virulenciat. Mivel a baktérium vvt-
virulens baktériumok er6sebb adhéziés és hemagglutinacidés képességgel rendelkeznek, a
hemagglutinaciés aktivitast sokaig hasznaltak a patogén izolatumok azonositasara (Ishikawa
és Isayama, 1987). A B. bronchiseptica hemagglutinacids faktorai f6 protektivitasi antigénnek
tekinthetéek, és egy 1991-ben irédott japan tanulmany (Ohgitani és mtsai., 1991) szerint a
sertés eredetli és virulens fazisu toérzsek kézott e tekintetben nincs heterogenitas. Kilénb6z4
gazdafaju baktériumok és/vagy vvt-k egylttes vizsgalatakor — akarcsak a jelen

tanulmanyban —, a kép mar korantsem ilyen egyértelm(i. Ezt tamasztja ala Bemis és Plotkin
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(1982) beszamolodja is, ahol kutya és sertés eredeti B. bronchiseptica torzsek
hemagglutinaciojat vizsgaltak mikro-hemagglutinacios médszerrel kilonb6z6 eredetl (kutya,
sertés, 10, tengerimalac, csirke) vvt-kkel. A kulonb6z6 gazdafajbdl szarmazo izolatumok
kozott nem tapasztaltak szamottevé kulonbséget egyik vér esetében sem, a csirke vt
szuszpenzié kivételével (10%) valamennyi wvt-nél 81-91%-ban tapasztaltak pozitiv
hemagglutinaciot. A legnagyobb titert lovak vérével kaptak, de magas értékeket tapasztaltak
kutya eredetli vvt-kkel is, a juhvérrel kapott hemagglutinaciés titer pedig alacsonyabb volt,
mint a tengerimalac vorosvértesteké.

Sajat vizsgalataink soran a human térzsek kivételével valamennyi térzscsoportnal a
kutya vvt-k esetében irtuk le a leger6sebb hemagglutinaciot, és mexikoi kutatok is hasonlé
tapasztalatokrol szamoltak be. Gonzalez és mitsai. (2006) kutyakbol szarmazo
B. bronchiseptica térzsekkel végzett munkajaban juh, szarvasmarha (szm), 16 és kutya
eredetli vvt szuszpenziokkal nézték a hemagglutinaciés titereket. Az 0Osszes toérzsik
agglutinalta a kutya vvt-ket, és a legnagyobb értékeket is ennél a csoportnal talaltak. Ez a
megfigyelésik alatamasztani latszott Kang és mitsai. (1970) feltételezését, miszerint a
hemagglutinaciés aktivitas dsszefliggésbe hozhaté az izolatumok gazdafajaval. A masik
harom vér esetében alacsony titereket és a hemagglutinacié hianyat is leirtak. Juh vvt-kkel
az esetek 20%-ban, szm wvt-k mellett 50%-ban, 16 vvt-nél 60%-ban tapasztaltak negativ
reakciét. Bar mas aranyokkal, de mi is a hemagglutinacio hianyat figyeltiik meg juh-, szm- és
l6vér esetében, de a baktériumtdérzs gazdafajatdl fiiggetleniil. Altalanossagban elmondhato,
hogy lévérrel térzseink alacsony hemagglutinacids szinteket mutattak, de amig a mexikoi
kutya eredetl torzsek alacsony titereket adtak juh és szm vérekkel, addig mi — pozitiv
esetben —, 3-as és 4-es erdssegli reakciokat tapasztaltunk.

Magyar és mtsai. (1987) sertésbdl frissen izolalt, illetve sorozatos atoltasokon atesett
B. bronchiseptica torzsek hemagglutinacidos képességét vizsgaltak 8 kilénbdz6 emlbs,
koztuk human A vércsoportu vvt szuszpenzidkkal. Valamennyi torzs teljes hemagglutinaciot
mutatott kutya vvt-kkel, és er8s reakciot tapasztaltak juh, malac, nyul, tengerimalac és
human A wvt-k esetén is. A frissen izolalt torzsek 4-es erésséggel agglutinaltak a 16 és szm
vvt szuszpenzidkat, mig a sorozatos passzalason atesett (27-61 atoltas) torzsek elvesztették
a szm és 10 vvt-ket agglutinald képességuket, viszont a tobbi vvt szuszpenzioval tovabbra is
er6s reakciét mutattak. Egérfert6zési kisérletekben a 16 és szm vvt-ket nem agglutinald
torzsek csokkent fert6z6- és korokozo-képességgel rendelkeztek.

Kulénbdzd fazisu sertés eredetli torzsek hemagglutinacidos aktivitasat mikro-
hemagglutinaciés moddszerrel nézte Ishikawa és Isayama (1988) 10 kuldnb6zd wvvt
szuszpenzioval. A torzsek izolaldsa soran kiszelektaltak BEA (bovine erythrocyte-agglutinin)-
negativ spontan mutansokat, és a teszteket ezekkel a térzsekkel is elvégezték. A virulens

térzsek leginkabb a szm vvt-ket agglutinaltak, csirke, juh, 16 és human-0 vérekkel alacsony
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titereket adtak, kecske vvt-k esetében pedig minimalis reakciét mutattak. A kulonb6z6
avirulens fazisokban a vizsgalatok tobbségében csokkend titert tapasztaltak a kutatok, de a
nyul vvt-ket minden fazisban azonos mértékben agglutinaltak a térzsek, az emberi vérnél
viszont extrém hemagglutinaciot tapasztaltak a virulens fazisu torzsekhez képest. A BEA™
torzsek azonos titereket mutattak a virulens térzsekkel minden vértipusnal, kivéve a szm vvt
szuszpenzioval, ahol nem mutattak hemagglutinacios aktivitds. Ennek ellenére a BEA™
torzsek rendelkeztek K-antigénekkel (a virulens térzsekkel azonos mennyiségben), de a
sertés orrnyalkahartya sejtekhez valo kétédési képességliket elvesztették.

Munkank soran leger6sebb reakciokat kutya vvt-kkel, mig leggyengébb reakcidkat —
mas tanulmanyokhoz hasonléan —, csirke vvt esetében tapasztaltuk. Ennek magyarazata
feltehetéen az, hogy a csirkevér alakos véralkotoinak felépitése eltér az emlésokétdl, igy az
emlds eredetli baktériumok nem képesek megfeleléen kétdédni a csirke vorosvérsejtekhez.
Az altalunk végzett hemagglutinaciés prébakban mindharom human vércsoport (A, B és 0)
esetén altalaban 3-as szintl, és igen egységes értékeket kaptunk, amely arra utalhat, hogy a
vércsoportok kozoétti kilonbségek nem befolyasoljak az adhéziés képességet. A vizsgalatok
kozel negyedénél viszont 2-es, vagy annal gyengébb reakciét tapasztaltunk, ami a térzsek
csOkkent virulencigjara utal, aminek hatterében a (kdrnyezeti hatasokra kialakuld) fazisvaltas
is allhat. Az altalunk vizsgalt térzsek tébbszori atoltason és tartédsitasi eljarason (liofilizalas,
fagyasztas) estek at, ennek ellenére a legtobb esetben tapasztaltunk hemagglutinacios
aktivitast torzseinknél. A hemagglutinacié hianyat viszont régi és friss izolalasu torzseknél is
kimutattuk. Kildéndsen a 16 és szm vvt-k esetében valtozé hemagglutinacios aktivitast
tapasztaltunk. A 79 vizsgalt torzsbél 23 olyat talaltunk, amelyek legalabb egyszer 0 szinti
reakciét mutattak 16 és szm vvt-kkel, ezek kdzll 7 juhvér esetén is negativ reakciét adott.

Az altalunk és Magyar és mtsai. (1987), valamint Ishikawa és Isayama (1988) altal is
megfigyelt hemagglutinacids viselkedés arra utal, hogy a B. bronchiseptica tébb kuldnb6z8
hemagglutininnel rendelkezik. Vizsgalataink alapjan elmondhatd, hogy a B. bronchiseptica
képes hozzatapadni sertések, kutyak, nyulak, juhok, lovak, szarvasmarhak és az ember
nyalkahartyahamsejtjeihez, de a kolonizaciot és a betegség kialakulasat nagy
valoszinlséggel befolyasoljak a kérnyezeti paraméterek és a gazda aktualis immunoldgiai-
fiziologiai allapota is.

A Bordetella-k adhezinjeinek feno- és genotipizald modszerekkel torténd vizsgalata
nagy multu, mégis maig aktudlis kutatasi téma. A B. pertussis kapcsan folyamatosan
jelennek meg a pertaktinnal, a filamentézus hemagglutininnel vagy a Fim2 és Fim3
fimbriakkal kapcsolatos kdzlemények (Jacob-Dubuisson és Locht, 2007), de aranyaiban
nagyon kevés a B. bronchiseptica adhezinjeit nukleinsav szinten vizsgalé tanulmany.
Vizsgalatainkhoz igyekeztink olyan génszakaszt kivalasztani, amely kifejezetten a

B. bronchiseptica-ra jellemzd, ezért dontéttink a fimA mellett (Boschwitz és mtsai., 1997),
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melynek esetleges valtozatossagat eddig még nem vizsgaltak. A 606 bp nagysagu fimA gén
549 bp hosszu szakaszat vizsgaltuk PCR-RFLP modszerrel, melynek soran az dsszes
(n=152) tbérzs azonos hasitasi mintazatot adott mind a Hincll, mind a Sall restrikcios
endonukleazt alkalmazva. A szekvencia- és filogenetikai elemzést kovetéen mar talaltunk
eltéréseket a torzsek kozott, de ezek a kildnbségek fliggetlenek voltak a B. bronchiseptica
torzsek gazdafajatol, valamint a baktérium izolalasi helyétdl és idejétél. Burns és mtsai.
(1993) hasonlé megallapitasra jutottak eltéré gazdafajokbdl izolalt B. bronchiseptica térzsek
fimbriakhoz két6dé monoklonalis ellenanyagokkal toérténd vizsgalata soran. Ezen
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a vizsgalt baktériumtorzsek

gazdaspecifikussagat egynél tobb (fimbrialis) tényez6 hatarozza meg.

6.5. A mozgasképességgel osszefiiggd sajatsagok

A B. bronchiseptica aktiv mozgasra képes, ez kulonbozteti meg a tobbi klasszikus
Bordetella fajtdl. Csilloi segitségével kdnnyebben jut el egy szdmara kedvezébb kérnyezeti
feltételekkel rendelkezd niche-be, vagy akar egy Uj gazdahoz. Munkank soran feno- és
genotipizaléd moédszerekkel igyekeztink jellemezni a B. bronchiseptica mozgasképességét. A
fenotipizalé vizsgalatok soran csak nyul eredetl térzseket néztiink, a nukleinsav alapu
vizsgalatoknal kilénbdz6 gazdafaji eredeti térzsekkel dolgoztunk.

A B. bronchiseptica mozgasképességenek vizsgalatara a kuilféldi szakirodalomban
taldlhatunk példat. Plotkin és Bemis (1998) kulonb6zd gazdafajokbdl szarmazoé klinikai
izolatumok motilitasat vizsgaltdk fligg6csepp preparatumban, és a sejtek csillézottsagat
elektronmikroszkop segitségével nézték a bakteridlis ndvekedés késbi és korai log-
fazisaban, valamint mid-stacioner fazisban. A baktériumtelepek kozott voltak sima, atmeneti
és durva felilletld kolénidk, ezek rendre megfeleltethetéek a Bvg®, a Bvg' és a Bvg~
fazisoknak. Megallapitottak, hogy a B. bronchiseptica mozgasképessége fluggetlen az
alkalmazott szénforrastdl, de nem fliggetlen a teleptipustdl és a sejtek koratol. Bvg™ fazisu
izolatumok a korai log-fazisban nem mozogtak és csillékat sem képeztek, mig a masik két
novekedési fazisban kevés csilld megjelenését és aktiv mozgast tapasztaltak. A Bvg' és a
Bvg~ fazisu izolatumoknal mindig tapasztaltak mozgast, de amig a flagellaltsagi szintet Bvg'
izolatumoknal 34%-ban hataroztdk meg, addig az dsszes tobbi ndvekedési fazisban — Bvg™
baktériumoknal is —, 100% volt. A motilitast azonban a baktériumsejten bellli folyamatok is
befolyasolhatjak. Erre kivald példa Sisti és mtsai. (2013) munkaja, akik egy masodlagos
jelatvivé molekula, a c-di-GMP kialakuldsaban fontos diguanilat ciklaz (DGC) enzim
befolyasat vizsgaltak B. bronchiseptica-ban, ugyanis ezek a molekulak mas baktériumoknal
bizonyitottan csdkkentik a motilitast (Sisti és mtsai., 2013), és igy a virulenciat is. Vad tipusu

és mutans B. bronchiseptica térzseket névesztettek MgSQO, jelenlétében (mozgd, Bvg™ fazisu
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torzsek), és figyelték a mozgas valtozasat normal és megndvekedett intracellularis DGC
szint mellett, és DGC hatasara szignifikansan csokkent motilitast irtak le.

Sajat vizsgalatainkhoz hasonld pontoltdsos modszerrel kilonb6z6 gazdafajokbdl
(tengerimalac, nyul, ember) izolalt (Passerini de Rossi és mtsai., 1997) és féleg laboratoriumi
mutans (Akerley és mtsai., 1992) torzseket tenyésztve azt tapasztaltdk, hogy a vad
fenotipust (Bvg®) térzsek 37°C-on egyaltalan nem mozogtak. Azonban ezek a Bvg" torzsek
alacsonyabb hémérsékleten (22°C) és/vagy szulfation jelenlétében mar akar 5-25 mm
nagysagu motilitasi zénat képeztek 24 éra alatt. Ezzel ellentétben a Bvg™ allapotu torzsek a
modulalé szignal jelenlététdl fiiggetlendl, minden esetben mozogtak.

A vizsgalatainkba bevont nyul eredetl térzsek (6t kivételével) valamennyi koérnyezeti
feltételnél aktiv mozgast mutattak, és a MgSO,-tal kiegészitett taptalajon kevésbé reagaltak
a hémérsékleti kilonbségekre, mint a sima LB taptalajon tenyésztettek. Osszességében
megallapithatjuk, hogy a MgSO, kevesbe volt hatassal a torzsek motilitasara (kivéve az 5023
jeld torzset), mint a hémérséklet csokkenése. A torzsek egyedi vizsgalata soran viszont
tapasztaltunk kisebb-nagyobb eltéréseket a motilitasi zénak atméréje kozott, melynek
hatterében a baktériumok aktualis fiziolégiai jellemzéi allhatnak. A térzsek izolalasi helye és
ideje nem befolyasolta a mozgasi aktivitast. Ettél flggetlenil a mozgasképesség
tanuimanyozasa soran kapott eredményeink szintén arra utalnak, hogy torzseink a
vizsgalatkor Bvg™ allapotuak voltak. Munkank soran azonban olyan torzsekkel is talalkoztunk,
melyek egyik kisérleti elrendezésben sem mutattak aktiv mozgast. Hasonlo
B. bronchiseptica térzsekrdl Akerley és mtsai. (1992) tanulmanyaban is olvashatunk. Ezeket
az apro, hemolizalo, de modulalé szignél jelenlétére érzéketlen torzseket Bvg® (c~konstitutiv
mutans) fenotipusinak nevezték el. A Bvg® fenotipust a bvgAS operonban keletkezd
missense mutacioval (Arg°°—His), vagy megfelelé UV besugarzassal lehet iranyitottan
létrehozni, de a természetes fény hatasara is kialakulhatnak Bvg® spontan mutansok.

A mozgasképesség genetikai analizise soran a flagellint kédolé flaA gén 1165 bp
hosszu szakaszat vizsgaltuk. A bakteridlis flagellin génjét biomarkerként hasznaljak patogén
baktériumok genetikai valtozatossaganak tanulmanyozasara, és bizonyos esetekben akar ki
is valthatja a teljes genom analizisen alapulé molekularis médszereket (Winstanley és mtsai.,
2001). Bordetella fajok egymastol valé megkuldonbdztetésére, valamint a B. bronchiseptica
faji azonositdsara szintén a flagellint kodold génszakasz jelenlétének vizsgélata a
legéltalanosabb manapsag (Hozbor és mtsai., 1999). Epp ezért volt megleps, amikor lengyel
kutatok (Stepniewska és mtsai., 2014) 209, sertés eredeti friss B. bronchiseptica izolatum
vizsgalatakor a mintak csupan 94,7%-anal mutattak ki a keresett flaA génszakaszt. A sertés
eredetl torzsekre — kuldndsen azonos régiobol szarmazé baktériumok esetén —, minimalis
valtozatossag jellemz6 (Musser és mtsai., 1987). Ennek ellenére Stepniewska és mtsai.

(2014) tanulmanyaban a baktériumok csupan 99%-a mutatott pozitiv oxidaz reakciét és
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tipikus telepmorfolégiat MacConkey agaron, valamint a vizsgalt baktériumok alig 73%-anal
mutattak ki a dnt gént. A flaA gén természetes hianyat eddig soha, semmilyen mas
irodalomban nem ko&zolték le, és a cikkben szereplé egyéb eredmények alapjan is ugy
gondoljuk, hogy a flaA-negativ torzsek izolalasa csak mitermék lehetett.

Winstanley és mtsai. (2001) macska és kutya eredetl térzsek, Friedman és mtsai.
(2006) kul6nb6zd allatfajokbdl és emberbdl szarmazd B. bronchiseptica izolatumok flaA
génszakaszanak PCR-RFLP vizsgalatat végezték el az altalunk is alkalmazott restrikcids
enzimek segitségével, és mindkét kutatdcsoport 3 kilonbdzé hasitasi tipust kilonitett el a
mintazatok alapjan. Az altaluk leirt A, B és C RFLP-tipusok rendre megfeleltethetéek az
altalunk talalt A, B és C tipusokkal, viszont mi tovabbi 6t hasitasi tipust is kimutattunk. Az
ujonnan kimutatott tipusokat kutya (D tipus), pulyka (E és G tipus), ember (F és H tipus),
valamint sertés (G tipus) eredetii B. bronchiseptica torzsek képviselték.

Magyarorszagi torzsek esetén a leggyakoribb tipusok kdzé az A (49%), a B (44%), és
a C (5%) tartozott, és az RFLP-tipusok eloszlasa 6sszefliggést mutatott a gazdafajjal. Kutya
eredetll izolatumaink egységesen az A tipusba tartoztak, mig a kulfoldrél szarmazoé
torzseknél A, B és D tipust is kimutattunk. Shina és munkatarsai (2002) TTGE modszerrel
vizsgaltak a kulonb6z6 gazdafaj eredetl B. bronchiseptica torzsek flaA génszakaszat.
Eredményeinkhez hasonléan azt tapasztaltak, hogy a kutya eredetl izolatumok igen nagy
szazaléka kerult egy f6 dominans tipusba.

Sertés eredetl torzseknél egyértelmien a B flaA-tipus volt a dominans. Egyeddli
kivételt a PV6 jell, G tipusu tdrzs jelentett. Eredményeink eltérnek Friedman és mtsai.
(2006) eredményeitdl, akik harom RFLP tipust (A, B és C) irtak le kutya eredetii torzseknél,
és sertésbdl szarmazo mintaiknal két tipust (B és C) kulonitettek el.

Vizsgalataink alapjan elmondhaté, hogy a C flaA tipus az uralkod6 a tengerimalac, a
macska és a koala eredeti B. bronchiseptica izolatumok korében, bar a kevés szamu
vizsgalt torzs miatt messzemend kovetkeztetéseket ebben az esetben nem vonhatunk le.

Friedman és mtsai. (2006) nyul eredetl torzseknél 3 kuldonbdzd mintazatot irtak le.
Munkank soran a nyulbdl szarmazd B. bronchiseptica torzseknél A és B hasitasi tipust
talaltunk, viszont a kulfoldi és a hazai térzseket nézve a két RFLP-tipus aranya ellentétes
volt. Erdemes figyelembe venni azt a tényt is, hogy a 2000 elétt izolalt magyarorszagi térzsek
inkabb a B hasitasi tipusba tartoztak, mig a késébbi izolalasu térzseknél mar fele-fele
aranyban fordul elé a két tipus. Altalanossagban tovabbra is igaznak tekinthetjiik, hogy egy
adott tenyészetben (populaciéban) a baktérium egy adott tipusa talalhaté meg (pl. az
isaszegi vagy a szentmartonkatai térzsek), de talaltunk erre ellenpéldakat is (pl. a gédoll6i és
az Ocsai torzsek). Ez a tény még inkabb felhivia a figyelmet arra, hogy az
allomanyfrissitések, szallitds vagy kiallitas alkalmaval Uj baktériumtérzs jelenhet meg a

k6zbsségben, ami a fogékony egyedek fertéz6dését és megbetegedését idézheti elé.
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A human torzsek kozott nagy valtozatossagot tapasztaltunk, a 7 darab torzset 5
hasitasi tipusba (A, C, D, F és H) soroltuk be. A human B. bronchiseptica torzsek k6zott talalt
nagy valtozatossag arra enged koOvetkeztetni, hogy az érintett emberek kulonb6z6
allatfajoktol kaptak a fert6zést. Mivel a human térzsek nem rendelkeznek ,sajat” RFLP-
tipussal, feltételezhet6, hogy az emberek az allatok széles kore altal fertéz6dhetnek meg
B. bronchiseptica-val.

A B. bronchiseptica térzsek flaA génjének szekvencia-analizis vizsgalata azt mutatja,
hogy az N- és C-terminalis régid, melyek a szekrécidért és a polimerizacidért felelések,
erbsen konzervaltak, mig a k6zéps6 régié nagymértékben variabilis. Mas baktériumoknal is
(pl. Salmonella spp., Campylobacter spp., Helicobacter pylori) megfigyelheté a flagellin gén
centralis régidjanak valtozatossaga (Winstanley és Morgan, 1997). A flaA génszakaszat
alapul vevd filogenetikai fan 4 kalonallo klasztert talaltunk. Az 1a és 1b klaszterek kozott
kozelebbi a rokonsag, mint a 2 vagy a 3 klaszterek kdzott.

Winstanley és mtsai. (2001) az altaluk talalt 3 csoport kdzott 11% és 13% genetikai
kulonbséget irt le, ezzel szemben a mi 4 csoportunk kozott paronkénti illesztés soran 2,5-
14,6% tavolsagot talaltunk nukleinsav szinten, aminosav szinten pedig 2,3-20,4% volt az
eltérés. A filogenetikai fa strukturaja korrelaciét mutat a klaszterek és az RFLP tipusok,
valamint a gazdafajok kozott. A sertés eredetl torzsek kulon agon helyezkednek el (2
klaszter), mellettik mas gazdabdl csupan egy human toérzs talalhaté. A flaA kdzépsd
valtozasok kovetkeztek be az aminosavak szekvenciadjaban. Ez igényelné tovabbi
molekularis evolucids analiziseket, annak érdekében, hogy kiderlljon, a flaA centralis
torzsekre.

Osszességében elmondhatd, hogy a mozgasképességgel kapcsolatos vizsgalatokban
a térzsek nem adtak egységes eredményt, a motilitasi zbna nagysaga és a flaA gén RFLP
mintazata kozott 6sszefliggést nem tudtunk kimutatni. A flaA PCR-RFLP és szekvencia-
analizis alapjan a B. bronchiseptica térzsek flaA génszakasza meglehetésen valtozatos,
kilondsen a kézépsd régio. A kimutatott RFLP-tipusok korrelaciét mutatnak a gazdafajjal,
kildnésen egy behatarolt foldrajzi région belll (Magyarorszag/Karpat-medence), ezért
kimondhatdé, hogy a PCR-RFLP moddszer alkalmas a torzsek egyedi jellemzésére,
segitségével kimutathaté a kilonb6z6é gazdafajokbdl szarmazod térzsek kozott genetikai
kildnbség. A human térzsek nagyfoku valtozatossaga arra enged kdvetkeztetni, hogy az
ember tébb allatfajtdl is megfertézédhet, és nincs sajat RFLP-tipusa. A flaA RFLP technika

hasznalhato lehet a B. bronchiseptica-val kapcsolatos epidemiolégiai vizsgalatokban.
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6.6. Toxinokkal kapcsolatos tulajdonsagok

A B. bronchiseptica B-hemolizist mutat véres agaron (Goodnow, 1980). Munkank soran
azonban ezt a megallapitast nem tudtuk teljes mértékben igazolni, ugyanis torzseink kozott
taldltunk nem-hemolizalé és valtozé hemolitikus aktivitdssal rendelkezd torzseket is. A
hemolitikus aktivitast genetikai paraméterek és kornyezeti tényezdk (inkubacios
korilmények, a taptalaj dsszetevéi) egyarant befolyasolhatjak (Akerley és mitsai., 1992).
Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a taptalajba kevert vér minésége is befolyasolja a
hemolizist, az esetek tdbbségében a |6 vvt-ket tartalmazo taptalajokon nagyobb hemolitikus
aktivitast tapasztaltunk, mint juh vvt-k esetén. Gonzalez és mtsai. (2006) a vorosvértestek
minéségének befolyasold hatasat nézték kutya eredetl B. bronchiseptica torzseken, a
baktériumok hemolizalé képességét kiulonboz6 allati eredeti vvt-tel (szarvasmarha, 16, juh és
kutya) kiegészitett véres agaron vizsgaltak. B-hemolizist [6véres agaron egy izolatumnal, mig
kutyavéres agaron négy izolatumnal figyeltek meg, a szarvasmarha vérét azonban egy
izolatum sem hemolizalta, és a tdbbi esetben is csupan néhany térzsnél mutattak ki —
elsGsorban inkomplett —, hemolizist.

Bodade és mtsai. (2009) a pH, a hédmérséklet és a sejtek életkoranak hemolizisre
gyakorolt hatasat vizsgaltak B. bronchiseptica, B. pertussis és B. parapertussis esetében.
Megallapitottak, hogy a maximalis hemolitikus aktivitds akkor érhet6 el, ha a hémérséklet
37°C, a pH 7,5-8 kozé esik és a baktériumsejtek friss izolatumokbdl szarmaznak. Ennek
ellenére azt tapasztaltuk, hogy az alacsonyabb pH (pH=6,8) pozitiv hatassal volt a
hemolizisre. Vizsgalataink soran mi is azt tapasztaltuk, hogy a frissen izolalt baktériumok
(kivéve a kutya eredetl izolatumok) hemolizalé képessége idével csdkkent. A kiloénbdzd
hemolitikus aktivitasok és a telepmorfolégia vizsgalata soran tapasztalt eltérd telepméretek
(tGszarasnyitol a 1,5 mm nagysaguig) kézott parhuzamot lehet feldllitani, amely a térzsek
fazisvaltasara vezethetd vissza.

A legtébb hasonld jellegi eltérés hatterében a Bvg-medialt fenotipusos modulacio all.
Bvg" fazisu térzsek aprok, hemolizalnak, és virulenciajuk magasabb, mint a kedvezétlenebb
korulmények kozott novd, esetleg idésebb, Bvg™ avirulens torzseké, melyekre nagyobb
telepméret és a hemolizis hianya jellemzd (Cotter és Miller, 2001). Hester és mtsai. (2012)
azonban leirtak egy, a BvgAS rendszertdl fuggetlen szabalyozasi rendszert (CO, responsive
regulon) is. Vizsgalatukban a BvgS-hianyos, nem hemolizal6 torzsek 5% CO,-t tartalmazo
kornyezetben ismét B-hemolizist mutattak. Kutatasaik szerint a CO, jelenléte pozitivan
befolyasolja bizonyos virulenciagének — kdztliik a hemolitikus aktivitasért felelés cyaA gén —,
expresszidjat is.

A cyaA gén (5222 bp) 2151 bp hosszu, RTX domént is kddold, a baktérium hemolitikus

tulajdonsagaért felelés régidjat vizsgaltuk. Bellalou és munkatarsai (1990) kisérletesen
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igazoltak, hogy a cyaA génszakasz 3’ régidjaban torténd delécioval létrehozott mutans
B. pertussis torzs hemolizalo képessége rendkivuli médon lecsokkent. Ez is alatamasztja,
hogy munkankban a hemolitikus aktivitds medfigyelése soran tapasztalt reakcidk szoros
Osszefluggésben allnak a cyaA génszakasz vizsgalatakor kapott eredményekkel. A legtdbb
(38 hazai és 2 kulfoldi) kutya eredetl torzsnél a hemolizis hianyat figyeltik meg az 6sszes
vizsgalati elrendezésben. Nem-hemolizalé, vagy csoOkkent hemolitikus aktivitassal
rendelkez® kutya eredetli izolatumokrdl a vildag szamos mas pontjan is beszamoltak mar
(Gonzalez és mtsai. 2006).

A nem-hemolizald 40 térzsnél a vizsgalt génszakasz hianyat mutattuk ki. A hiany oka
feltehetdleg a teljes cyaA gén delécidja, ami elsésorban human és kutya eredetl térzseknél
fordulhat el6 (Buboltz és mtsai., 2008). Fert6zési modellt alkalmazva kimutattak, hogy a cyaA
nem feltétlenil szikséges a fert6zés kialakitasahoz, viszont a cyaA gén hianya csokkent
virulenciaju torzseket eredményez. A cyaA-negativ torzsekben a cyaA helyére egy
feltételezett ABC transzporter permeaz (ptpB) és oligopeptid/dipeptid transzporter proteint
(ptpL) géneket kodolé operon (ptp) kerdl (Buboltz és mtsai., 2008), amely 100%-ban
megegyezik a 253 jell kutya, és néhany (E013, E012, 99-R-0433, 00-P-2796 és 00-P-2730)
human eredetli, a GenBankban megtalalhatdo torzs ptp operonjanak ptpB és ptpL
szakaszaval. Ezt a ptp génszakaszt az 6sszes cyaA-negativ térzsinknél megtalaltuk, PCR-
RFLP és nukleotid szekvencia analizise soran pedig a mintak teljes egyezését mutattuk ki.

Kutatasaink alapjan a cyaA csak a kutya eredetl tdrzseknél hianyozhat, mas
gazdafajbol szarmazo hazai és kulfoldi térzseknél mindig kimutattuk a vizsgalt génszakaszt.
Chenal-Francisque és mtsai. (2009) azonban leirtak olyan ACT-negativ izolatumokat, melyek
fé6leg human, esetenként kutya vagy nyul eredetli mintakbdl szarmaztak, a hiany oka pedig a
cyaA gén delécioja, frameshift vagy non-sense mutécidja. A cyaA-negativ (mutans)
torzsekkel végzett kisérletek azt mutatjak, hogy az ACT szikséges a gazda természetes
immunitasanak legy6zéséhez, feltehetbleg a fagocita és neutrofil sejtekkel vald interakcidja
miatt (Harvill és mtsai., 1999). Mintaink beteg, fels6 léguti tineteket mutaté kutyakbdl
szarmaztak. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy torzseink nem veszitették el megbeteqit6
képességuket, de a hajlamositdé tényez6k és az esetleges tarsfertézés lehetéségét sem
szabad figyelmen kival hagyni. Munkéank alapjan is feltételezhetd, hogy a cyaA nem
szUkséges a fert6zés kialakitdsahoz, de ahhoz tovabbi vizsgalatokra lenne sziikség, hogy
kideritsuk, a kutyabdl izolalt mezei cyaA-negativ torzsek virulenciaja mekkora a cyaA-pozitiv
torzsekéhez képest. Mindenesetre a hazai kutya eredetl torzseknél a cyaA génszakasz
hianya a gazdafajoz valé adaptalédas egyik lehetséges markere lehet.

A PCR-RFLP vizsgalatok alapjan a B. bronchiseptica torzsek legtébbje (90%) az A
hasitasi tipusba tartozott, fliggetlenil a gazdafajtél. Ennek ellenére a cyaA génszakasz

nukleotid szekvenciaja alapjan készllt filogenetikai fa tukroz bizonyos mértéki
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gazdaadaptaciot. A 2. csoport leginkabb human torzseket tartalmaz, és sertés eredeti
torzsek egy kivételével mind az 1a alcsoportban foglalnak helyet. A filogenetikai csoportok
kozott taldlhatod kildnbség aminosav szinten is megjelenik, legnagyobb kildénbséget a 1184.
és 1256. aminosavak kozotti régioban (RTX domén) talaltunk. Ez a régio megfeleltetheté a
B. pertussis 1166-1281 aminosav kozotti tertletével, amely nélkulozhetetlen a gazdasejt
CD11b/CD18 receptorjaihoz valé koétédésben (El-Azami-El-Idrissi és mtsai., 2003). A cyaA
C-terminalis régiéjanak genetikai vizsgalatakor az erésen gazda-adaptalt B. pertussis és
B. parapertussis esetén nem mutattak ki polimorfizmust (Chenal-Francisque és mtsai.,
2009). Az (azonos szakaszra) altalunk leirt genetikai variaciok hatterében minden bizonnyal
az all, hogy a B. bronchiseptica szélesebb gazdaspektrummal bir.

A human B. bronchiseptica térzsek cyaA alapu PCR-RFLP vizsgalatakor nagyfoku
variabilitasat tapasztaltunk, a 7 térzs 3 kulénb6zé mintazatot (A, B és D) mutatott.
Leggyakoribb a B tipus volt, amely a tobbi gazdafajbdl szarmazé térzseknél csak elvétve
fordult el6. A legtébb human eredetl torzs kuldon agon foglalt helyet a filogenetikai fan (2.
csoport), bar 1. csoportba tartoz6 human torzset is talaltunk. A B. bronchiseptica térzsek
cyaA génszakaszanak heterogenitasat Chenal-Francisque és mtsai. (2009) is vizsgaltak, és
14 kllénbdz6 alléltipust irtak le. Az altaluk vizsgalt 30 cyaA-pozitiv human eredetl izolatumot
pedig 12 eltérd alléltipusba soroltak be. Vizsgalataikhoz képest az 5390-es jelli térzs alapjan
egy Ujabb alléltipust irtunk le, amely a hozza legkdzelebb esé izolatumtél (Bb SEI) is 8
nukleotidban kiilénbdzik. A human térzsek kozti valtozatossag megerdsiti a B. bronchiseptica

klonalis strukturajat.

6.7. Kovetkeztetés

A B. bronchiseptica virulenciafaktorainak tanulmanyozasahoz kulénb6z6 feno- és
genotipizalé mdédszereket alkalmaztunk, és a legtdbb vizsgalatban a térzsek heterogenitasat
mutattuk ki. A fenotipusos vizsgalatokban (hemolizalé képesség, hemagglutinacio és
mozgasképesseég) kapott eredmények arra utalnak, hogy térzseink tébbnyire avirulens (Bvg)
fazisban voltak. Mivel a tenyésztés soran nem haszndltunk a BvgAS rendszerre haté
modulalé szignalokat, ezért feltételezhetd, hogy mas extra- és/vagy intracellularis
kériimények indukaltak a fazisvaltast. Ide sorolhatok tébbek kdzott olyan tényezék, mint az
atoltasok szama, a sejtek életkora, a sejtsiirliség, a tartésitasi eljaras vagy éppen a taptalaj
és a leveg6 aktualis nedvességtartalma. De természetesen szamtalan, eddig még nem
ismert befolyasolo tényez§ is szerepet jatszhatott abban, hogy standard — legalabbis altalunk
standardnak vélt —, kérilmények kdzott is eltéré eredményeket kaptunk az ismétlések soran.

A genotipizadld6 mddszerek (PCR, RFLP, szekvencia- és filogenetikai analizis)

eredményeit mar nem befolyasolhattak sem a kiils6, sem a belsé tényezék, ennek ellenére
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itt is valtozatossagot tapasztaltunk a térzsek kozott, mely alapjan viszont egyértelmi
csoportokat tudtunk megalkotni. A talalt genetikai heterogenitast sokszor gazdafajspecifikus
jegynek lehetett tekinteni, mint példaul a cyaA gén hianyat a kutya eredetl torzseknél.
Szintén a gazdaadaptaciora utal a flaA-tipusok eloszlasa is, melyben az A tipus a kutya, a B
tipus pedig a sertés eredetli térzsekre volt jellemzd, amibdl szintén a B. bronchiseptica
klonalis strukturajara lehet kovetkeztetni, akarcsak Musser és mtsai. (1987) munkaja alapjan.
Hazai és kulfoldi B. bronchiseptica torzsek ribotipizalasat Register és Magyar (1999)
végezték el, és 18 ribotipust azonositottak. A legtébb sertés eredetil torzs a 3-as ribotipusba
tartozott, a mas gazdabdl szarmazd torzsek kilonbdzé ribotipusokat reprezentaltak. A
ribotipizalas a riboszomalis gének analizisén alapszik, mig a PCR-RFLP a felsokszorozott
DNS szakasz restrikcidos enzimek altali hasitasan. Az, hogy a két eltér6 modszer szerint is
egységesek a sertés eredetl torzsek, arra enged kovetkeztetni, hogy van Osszefliggés a
torzsek gazdafaji eredete és a genotipusuk kozoétt, legalabbis adott féldrajzi régidban.
Genotipizalo vizsgalataink soran azonban feltlint egy sertés eredet(i térzs, amely eltért
a tébbitdl (dnt-negativ és G flaA-tipus). Ez a torzs a PV6, amely egy SPF (specific pathogen
free, adott kérokozoktdl mentes) allomany egyedébdl szarmazik, igy a fertézés eredete
ismeretlen. Ezt megel6z6 vizsgalatokban Brockmeier és Register (2007) megallapitotta,
hogy a PV6 ribotipizalas soran a tdébbi térzstél merében eltérd mintazatot adott, ezen feldl
olyan egyedi PRN és FHA tipussal rendelkezik, amely nem jellemz6 a sertés eredeti
torzsekre. A PV6 és az MBORD 901 (pulyka) flaA PCR-RFLP és szekvenciabeli hasonlésag
arra utal, hogy a PV6 szokatlan és atipikus a sertés eredet(i B. bronchiseptica térzsek kdzott,
ezért a fertbzés forrasa minden bizonnyal egy masik gazdafaj lehetett. Azon
génszakaszoknal, ahol kilénbséget talaltunk a térzsek kozott, a PV6 azokkal a térzsekkel
mutatta a legnagyobb hasonlosagot, melyek a B. bronchiseptica human-adaptalt vonalat
képviselték (Diavatopoulos és mtsai.,, 2005), ezért az sem tarthaté kizartnak, hogy a

fogékony allatok fert6zési forrasa maga az ember legyen.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. Elséként végeztik el nagyszamu magyarorszagi (n=107) és kulféldi (n=45) eredetq,
eltéré gazdafajokbol szarmazé B. bronchiseptica toérzsek atfogoé feno- és genotipusos

Osszehasonlitd vizsgalatat.

2. A vilagon elséként izolaltunk és jellemeztink ureaz-negativ mezei B. bronchiseptica

torzseket.

3. Elséként végeztuk el hazai nyul és sertés eredetli B. bronchiseptica torzsek atfogo
antibiotikum-érzékenységi vizsgalatat, melynek soran néhany esetben tetraciklin

és/vagy szulfonamid-rezisztenciat mutaté térzseket is talaltunk.

4. A vilagon els6 izben végeztik el B. bronchiseptica torzsek fimA génszakaszanak

PCR-RFLP analizisét, a modszer segitségével a torzsek egységessegét mutattuk ki.

5. A B. bronchiseptica flaA génszakaszat elemzé PCR-RFLP vizsgalat soran az eddig
ismert 3 RFLP-tipuson tul 5 darab uj RFLP-tipust irtunk le. A flaA génszakaszon
alapulé genotipizald6 modszerek segitségével a B. bronchiseptica torzsek gazdafaj

adaptaciojara utald jeleket mutattunk ki, kulondsen a magyarorszagi torzsek

esetében.

6. PCR moddszerrel kimutattuk, hogy a magyarorszagi kutya eredetli B. bronchiseptica
torzsekbdl a cyaA génszakasz hianyzik, a helyére beéplld ptp operon jelenlétét
mindegyik torzsnél igazoltuk. A cyaA jelenlétét mas gazdafajokbdl szarmazdé, hazai
izolalasu térzseknél minden esetben kimutattuk, ezért a cyaA gén hianyat kutya

eredetl hazai torzseknél gazda-specifikus tulajdonsagként irtuk le.
7. Szekvencia-elemzést kovetben a szakirodalomban is megtalalhaté, 14 cyaA

alléltipuson tul egy ujabb, 15. alléltipust irtunk le egy magyarorszagi human eredeti

torzsbaél.
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G6

ML1. tablazat: A B. bronchiseptica torzsek és a vellk végzett vizsgalatok jellemzéi

Torzs A B. bronchiseptica torzsek eredete | Biokemia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok PCR Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA | ptp dnt |HA Motilitas Antib. rez.
CE sertés orr Babolna 1985 + + A B A - + o o o
FG5 sertés orr Babolna 1986 + + A B A - + ] o o
PV 6 sertés orr Babolna 1986 + + A G B - - ° o o
5036 sertés orr Szentes 1988 + + A B A - + ] o ]
5046 sertés orr Babolna 1989 + + o o o o o o o °
5087 sertés orr Pereg 1989 + + o o o o o o o °
B 58 sertés orr Babolna 1991 + + A B A - + ° o o
5141 sertés orr Mesterszallas 1991 + + A B A — + ] o o
KM22 sertés orr Komarom 1993 + + A B A - + . o .
5230 sertés orr Szigetvar 1996 + + A B A — + ° o o
5234 sertés orr Kéthely 1996 + + o o o o o o o °
5240 sertés orr Tapé 1996 + + A B A - + ° o o
5250 sertés orr Komarom 1999 + + o o o o o o o °
5262 sertés orr Kapospula 2000 + + A B A — + ° o o
5269 sertés orr Herceghalom 2003 + + A B A - + o o o
5279 sertés orr Somogysard 2004 + + o o o o o o o )
5323 sertés orr Babolna 2005 + + A B A - + ° o o
5356 sertés orr Biharnagybajom 2006 + + A B A — + ° o o
5444 sertés orr Rabakecol 2007 + + o o o o + o o °
5463 sertés orr  Hodmezdbvasarhely 2007 | nitrat — + A B A — + ° o o
5470 sertés orr Parasznya 2007 + + A B A - + ° o o
5484 sertés orr Borota 2008 | nitrat — + o o o o + o o °
5485 sertés orr Tiszavasvari 2008 + + o o] o] o + o o °
5487 sertés orr  Hédmezdbvasarhely 2008 | nitrat — + o 0 0 o + 0 0 °
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Torzs A B. bronchiseptica torzsek eredete ’ Biokémia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok PCR Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA | ptp dnt |HA Motilitds Antib. rez.
5493 sertés orr Rabakecol 2008 | nitrat — + A B A - + o o o
5496 sertés  tudé Dalmand 2008 + + o o o] o o o o °
5500 sertés orr Dobrokoz 2008 | nitrat — + A B A - + o o °
5505 sertés orr Dombiratos 2008 + + A B A - + o o o
5594 sertés orr Borota 2009 | ureaz — + A B A - + o o o
5595 sertés orr Borota 2009 | ureaz — + A B A - + o o o
5596 sertés orr Borota 2009 | ureaz — + A B A - + o o o
5597 sertés orr Borota 2009 | ureaz — + A B A - + o o o
5609 sertés orr Hajduszovat 2010 + + o o o o o o o °
5647 sertés orr Baracska 2010 + + A B A - + o o °
5609 sertés orr Hajduszovat 2010 + + o o o o o o o o
4607* sertés o USA 1960'| nitrat — + A B A - + o o o
4609* sertés . USA 1960'| nitrat — + A B A - + o o o
DAN* sertés o Dania o + + A B A - + o o o
Boxtel* sertés o Hollandia o + + A B A - + o o o
5599* sertés o Dania 2010 + + A B A - + o o o
Bb 46093* sertés . o o + + A B A - + o o o
Bb MH 7* sertés o Egyesiilt Kiralysag = + + A B A - + o o o
Bb IM 5* sertés o Egyesilt Kiralysag = + + A B A - + U o o
Bb GF 8* sertés o o o + + A B A - + o o o
Bb Bgl* sertés o @ @ nitrat — + A B A - + L o o
Bb 5* sertés o o o + + A B A - + o o o
Bb 12* sertés @ o o + + A B A - + o o o
MBORD 676* | sertés o Ausztralia o + + A B A - + o o o)
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ML1. tablazat: A B. bronchiseptica torzsek és a vellk végzett vizsgalatok jellemzéi (folytatas)

Térzs A B. bronchiseptica torzsek eredete’ Biokémia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok PCR Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA | ptp dnt |HA Motilitds Antib. rez.
Bd/30 kutya orr Budadrs 2004 + + A A - + + o o o
B6/9t kutya torok Budadrs 2004 + + A A — + + o o o
Bd/90o kutya orr Budadrs 2004 + + A A - + + o o o
Bo6/11t kutya torok Budadrs 2004 + + A A - + + o o o
5339 kutya orr Budapest 2005 + + A A - + + ° o o
5340 kutya orr Magyarorszag 2005 + + A A — + + o o o
5341 kutya orr Budapest 2005 + + A A - + + o o o
5344 kutya orr Budapest 2005 + + A A — + + o o o
5345 kutya tudé Budapest 2005 + + A A - + + o o o
5346 kutya orr Budapest 2006 + + A A — + + o o o
5347 kutya orr Magyarorszag 2006 + + A A - + + o o o
5348 kutya tidé6 Magyarorszag 2006 + + A A — + + o o o
5349 kutya tudé Budapest 2006 + + A A — + + o o o
5351 kutya orr Budapest 2006 + + A A — + + o o o
5362 kutya orr Budapest 2006 + + A A — + + o o o
5374 kutya orr Budapest 2006 + + A A — + + o o o
5377 kutya orr Magyarorszag 2006 + + A A - + + o o o
5380 kutya orr Budapest 2006 + + A A — + + o o o
5381 kutya orr Magyarorszag 2006 + + A A - + + o o o
5460 kutya tudé Budapest 2007 + + A A — + + o o o
5461 kutya légcso Budapest 2007 + + A A - + + o o o
5462 kutya tudé Budapest 2007 + + A A - + + o o o
5533 kutya légcs6 Magyarorszag 2009 + + A A - + + o o o
5534 kutya orr Vac 2009 + + A A — + + o) o 0
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Torzs A B. bronchiseptica torzsek eredete’ Biokémia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok PCR Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA | ptp dnt |HA Motilitds Antib. rez.
5535 kutya orr Vac 2009 + + A A - + + o o o
5536 kutya orr Vac 2009 + + A A - + + o o o
5537 kutya orr Vac 2009 + + A A - + + o o o
5538 kutya orr Vac 2009 + + A A - + + o o o
5587 kutya orr Budapest 2009 + + A A - + + o o o
5589 kutya orr Budapest 2009 + + A A — + + o o o
5590 kutya orr Budapest 2009 + + A A - + + o o o
5593 kutya tidé6 Magyarorszag 2009 + + A A — + + o o o
5625 kutya tudé Esztergom 2010 + + A A - + + o o o
5626 kutya  garat Kistarcsa 2010 + + A A — + + o o o
5628 kutya orr Budapest 2009 + + A A - + + o o o
5629 kutya tudé God 2008 + + A A — + + o o o
5639 kutya orr Budapest 2005 + + A A + + o o o
5605 kutya orr Budapest 2010 + + A A — + + o o o
NCTC 452* kutya tudoé USA 1910'| nitrat — + A A A - + ] o o
Bb 11* kutya o o o nitrat — + A B A — + ° o o
Bb 286* kutya o o o + + A D C - + o o o
Bb 335* kutya o o o + + A A - + + L o o
MBORD 591*| kutya o USA o + + A D B - + ] o o
MBORD 685*| kutya o USA o + + A B A — + ° o o
MBORD 787*| kutya o Hollandia o + + A A A - + ] o o
MBORD 750*| kutya o Dania o + + A A A - + o o o
MBORD 843*| kutya o Svajc @ + + A A — + + . o o
RB 4032 nyul orr  Magyarorszag 1984 + + A B A — + ® ° o
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ML1. tablazat: A B. bronchiseptica torzsek és a vellk végzett vizsgalatok jellemzéi (folytatas)

Torzs A B. bronchiseptica torzsek eredete’ Biokémia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok PCR Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA | ptp dnt |HA Motilitds Antib. rez.

RBK-1 nyul orr Rackeve 1987 + + A B A - + o o

5002 nyul orr Budapest 1988 + + A B A - + o o o
5008 nyul orr Rackeve 1988 + + A A A - + o o o
5020 nyul orr Dunavarsany 1988 + + A B A — + J J J
5023 nyul orr Jaszapati 1988 + + A B A - + o o o
5024 nyul orr Jaszapati 1988 + + A B A - + o o o
5045 nyul orr Koérnye 1988 + + A B A - + o o o
5092 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A - + | o ) )
5100 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A - + | o ) )
5107 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A —~ + | e o o
5117 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A - + | o ) )
5122 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A —~ + | e o o
5126 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A - + | o ) )
5137 nyul orr Ocsa 1990 + + A B A —~ + | o o o
5308 nyul orr Ocsa 2005 + + A A A - + ) ) )
5309 nyul orr Ocsa 2005 + + A A A - + | o ) )
5601 nyul orr Go6dollé 2010 + + A B A - + o ° °
5602 nyul orr Godollé 2010 + + A A A — + o ° °
5603 nyul orr Go6dollé 2010 + + A B A - + o ° °
5604 nyul orr Godollé 2010 + + A B A — + o ° °
5612 nyul orr Isaszeg 2010 + + A A A - + o L L
5613 nyul orr Isaszeg 2010 + + A A A — + o ° °
5614 nyul orr Isaszeg 2010 + + A A A - + o o o
5615 nyul orr Isaszeg 2010 + + A A A — + 0 ° °
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ML1. tablazat: A B. bronchiseptica torzsek és a velik végzett vizsgalatok jellemzéi (folytatas)

Torzs A B. bronchiseptica torzsek eredete ’ Biokémia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok | PCR | Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA |ptp dnt|HA Motilitas Antib. rez.

5617 nyul orr Isaszeg 2010 + + A A A - + |0

5622 nyul orr Isaszeg 2010 + + A A A - + |0 ° °
5630 nyul orr Zagyvarékas 2007 + + A A A - + |0 o o
5631 nyul tudoé Litke 2006 + + A B A - + |0 ° °
5633 nyul orr Kerekegyhaza 2006 + + A B A - + ] o0 ° °
5634 nyul tudé Zsambok 2006 + + A B A - + |0 ° °
5636 nyul orr Litke 2006 + + A B A - + |0 ° °
5637 nyul tudé Etyek 2006 + + A A A - + |0 ° °
5648 nyul orr Gyal 2011 + + A A A - + |0 ] ]
5652 nyul orr  Szentmartonkata 2011 + + A B A - + |0 ° °
5653 nyul orr  Szentmartonkata 2011 + + A B A - + |0 . .
5654 nyul orr  Szentmartonkata 2011 + + A B A - + |0 ° °
Bb 9.73* nyul o Franciaorszag 1970 + + A A A - + | e . .
Bb LC 2* nyul o o o + + A A A - + | e ° °
Bb LC 3* nyul o o o + + A A A - + | e ] ]
CIP 52125* nyul o Franciaorszag  1950' + + A B A - + | e ° °
MBORD 704* nyul o USA o nitrat — + A B A - + | e ] ]
MBORD 730* nyul o Dania o + + A A A - + | e ° °
5491 tengerimalac  orr Budapest 2008 + + A C A - + | e o o
5495 tengerimalac  orr Budapest 2008 + + A C A - + | e o o
5497 tengerimalac  orr Budapest 2008 + + A C A - + |0 o o
NCTC 8750* |tengerimalac tudé USA 1950'| nitrat — + A C A - + | e o o
MBORD 669* | tengerimalac o USA @ + + A C A - + | e o o)
MBORD 762* | tengerimalac = irorszag o + + A C D |- + ]| e o o)
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ML1. tablazat: A B. bronchiseptica torzsek és a vellk végzett vizsgalatok jellemzéi (folytatas)

Torzs A B. bronchiseptica torzsek eredete’ Biokémia | Faispecifikus PCR-RFLP tipusok PCR Fenotipusos vizsgalatok
Gazdafaj Szerv Helyszin Ev PCR fimA flaA cyaA | ptp dnt |HA Motilitas Antib. rez.
M9 macska o Magyarorszag 1994 + + A C A - + o o o
M 48 macska o Magyarorszag 1994 + + A C A — + o o o
MBORD 635* | macska o USA o + + A C A - + ° o o
MBORD 970*| macska @ Hollandia @ + + A A A - + ° o o
Bb CVE* 16 o o o + + A A A - + ° o @
Bb CVI* 16 o o o + + A A A - + ° o o
Bb Cv2* 16 o o o + + A A A - + ° o @
MBORD 628* 16 o USA o + + A A A - + ] o o
MBORD 898* 16 e Németorszag o + + A A A - + ° o o
MBORD 681*| koala o Ausztralia o + + A C A - + ] o ©
MBORD 698*| koala ° Ausztralia o + + A C A - + ] o o
MBORD 707*| pulyka o USA o + + A E C — + ° o @
MBORD 901*| pulyka o Németorszag o + + A G B - - o o o
5390 ember orr Szeged 2007 + + A E B — - ° o o
Bb ALI* ember o o o + + A H B - + ° o o
Bb DANG* ember ° o o + + A A A - + o o o
Bb DEL* ember o o o + + A D A - + ° o o
Bb REM* ember @ o o + + A C D — + ° o o
Bb VAL* ember o o o + + A D B - - ° o o
MBORD 675*| ember o Németorszag o + + A D B — — ® ) 0

a:nincs ismert adat; +: pozitiv eredmény; —: negativ eredmeény; e: a vizsgalatot elvégeztik az adott torzzsel; o: a vizsgalatot nem végeztik el az
adott torzzsel; *: kulféldi torzsek; antib. rez.: antibiotikum-rezisztencia
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M2. tablazat: Nyul eredetl B. bronchiseptica térzsek antibiotikum-érzékenységi vizsgalatanak milliméter pontossagban megadott eredményei

A vizsgalat soran felhasznalt antibiotiukum korongok és a B. bronchiseptica-ra vonatkoz6 hatarértékek (mm)

Toérzs PEN10 AMP10 FUR30 VAN30 COL10 NEO30 TET30
14<<15 13<<17 17<<21 9<<12 8=<<11

RBK-1
RB 4032
5002
5008
5020
5023
5024
5045
5092
5100
5117
5126
5137
5308
5309
5601
5602
5603
5604
5612
5613
5615
5617
5622
5630
5631
5633

cNeoNeolNeolNeolNoNolNolNolNolNoNoNeolNoNoNolNolNeolNolNoNoNeololNolNolNolNo)
eNeoNeoleololNolNeolNeolololNoNolNeolNoNoNolNeolololNoNolNeololNolNolNolNo)

cNeoNeolNelNeolNoNolNolNolNolNoNoNeolNoNoNoNolNolNolNoNoNeololNolNolNolNo)

ERY 15
12<<17 14<<19
18 22 33 16
19 22 35 18
26 22 35 15
18 22 33 18
19 24 34 18
21 22 31 20
21 21 36 20
17 24 33 18
20 24 37 11
19 24 36 17
18 25 38 25
19 22 34 24
20 22 30 22
19 22 33 17
19 21 32 17
20 23 35 25
20 21 38 21
20 23 38 30
19 24 36 28
19 25 34 17
18 23 31 17
20 22 34 17
18 21 33 16
19 21 32 15
19 23 35 19
19 23 34 25
19 22 35 30

L2
13<<23 9<<15

o

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

FLM30 ENO5 NAL30 SMX300 COT 25
16<<20 16<<21 13<<19 12<<17 10s<<16
20 27 22 45 31
21 30 22 50 32
24 29 25 51 32
21 26 23 49 31
20 27 24 48 35
23 29 27 48 39
25 32 30 52 36
23 22 22 41 35
25 28 19 54 39
24 27 24 47 32
23 29 27 47 38
23 30 29 50 33
26 33 30 47 34
21 27 24 48 35
21 27 23 50 34
26 30 28 52 37
26 30 27 50 36
30 34 32 51 35
28 33 31 50 35
22 28 23 42 32
20 26 24 40 30
22 21 24 48 33
23 28 24 46 31
23 28 22 49 35
25 28 22 46 33
23 29 25 46 36
28 32 31 48 36
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M2. tablazat: Nyul eredetl B. bronchiseptica térzsek antibiotikum-érzékenységi vizsgalatanak milliméter pontossagban megadott eredményei

(folytatas)
A vizsgalat soran felhasznalt antibiotiukum korongok és a B. bronchiseptica-ra vonatkozé hatarértékek (mm)

Torzs PEN10 AMP 10 FUR30 VAN30 COL10 NEO30 TET30 ERYI15 L2 FLM30 ENO5 NAL30 SMX300 COT 25

14<<15 13<<17 17<<21 9=<<12 8=<<11 12<<17 14<<19 13<<23 9=<<15 16<<20 16<<21 13<<19 12<<17 10<<16
5634 0 0 0] 20 21 39 24 0] 26 34 29 54 39
5636 0 0 0] 19 24 37 29 0] 26 32 27 50 32
5637 0] 0] 0] 19 21 33 20 0] 24 29 26 43 32
5648 0] 0] 0] 19 21 34 18 0] 25 30 25 45 34
5652 0] 0] 0] 19 22 29 31 0] 26 29 28 0 0
5653 0] 0] 0] 19 21 29 30 0] 23 31 29 0 0
5654 0] 0] 0] 18 22 36 15 0] 23 20 23 45 35
Bb 9.73* 0] 0] 0] 20 23 31 20 0] 24 28 25 46 33
Bb LC2* 0] 0] 0] 20 23 32 18 0] 25 31 25 40 29
Bb LC3* 0] 0] 0] 20 24 33 20 0] 24 30 25 41 30
CIP 52.125* 0] 0] 0] 19 24 35 18 0] 23 28 25 45 34
MBORD 704* 0] 0] 0] 19 25 31 17 0] 30 34 31 43 32
MBORD 730* 0] 0] 0] 18 22 33 17 0] 21 27 24 46 31

fehér: érzékeny; vilagosszirke: mérsékelten érzékeny; sététszirke: rezisztens; *: kulfoldi térzsek
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M3. tablazat: Sertés eredetii B. bronchiseptica térzsek antibiotikum-érzékenységi vizsgalatanak milliméter pontossagban megadott eredményei

A vizsgalat soran felhasznalt antibiotiukum korongok és a B. bronchiseptica-ra vonatkozé hatarértékek (mm)

Térzs  PEN10 AMP10 FUR30 VAN30 COL10 NEO30 TET30 ERY15 L2 FLM30 ENO5 NAL30 SMx300 COT 25

14<<15 13<<17 17<<21 9<<12 8<<11 12<<17 14<<19 13<<23 9<<15 19<<24 16<<23 13<<19 12<<17 10s<<16
5036 0 0 0 17 16 34 16 0 20 26 26 49 40
5046 0 0 0 16 16 32 16 0 24 26 26 54 34
5087 0 0 0 17 16 0 22 28 26 51 34
5190 0 0 0 15 24 0 26 30 26 54 40
5234 0 0 0 18 16 0 24 30 26 |
5250 0 0 0 16 20 30 0 22 52 42
5279 0 0 0 16 14 34 0 28 26 47 34
5444 0 0 0 17 20 34 0 26 26 54 40
5484 0 0 0 19 16 36 0 26 30 T
5485 0 0 0 16 22 34 0 28 24 52 38
5487 0 0 0 16 16 36 0 26 B O 0 |
5496 0 0 0 14 16 36 0 28 26 54 38
5500 0 0 0 16 14 34 0 28 YO 0 0 |
5609 0 0 0 16 16 34 0 34 26 54 32
5647 0 0 0 21 18 36 0 26 8 © 0 |

fehér: érzékeny; vilagosszlrke: mérsékelten érzékeny; sotétszirke: rezisztens
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M4. tablazat: A B. bronchiseptica torzsekkel végzett hemagglutinacios vizsgalatok eredményei

A hemagglutinacids vizsgalatokhoz felhasznalt vértipusok

Torzs Gazdafaj
human A human B human 0 szm juh sertés nyul kutya 16 csirke

CE sertés 3 3 4 3 4 4 3 4 3/3/3 2
FG5 sertés 3 4/4 4 3 2/4 4/4 4 4/4 3/3/31/3 2
PV 6 sertés 4 4/4 4 3/0 2/0 4/4 4 4/4 4/3/1/3 0
B 58 sertés 4 4/4 4 3/3 4/4 4/4 4 4/4 4/3/0/4 0
KM 22 sertés 3 3/3 3 0/0/1 4/4 4/4 @ 4/4 3/3/3/3 1
5036 sertés 2 3 4 0/0/0 4 o 3 4 3/3 1
5141 sertés 3 3 3 4/4/4710/4 3 3 3 4 3/3/3 2
5230 sertés 4 3 3 414141414 4 4 4 4 0/0/0 0
5240 sertés 3 3 4 4/1414714]4 4 3 3 3 3/3/3 2
5262 sertés 3 3/3 4 0/2/0/0/0 3/3 4/4 @ 4/4 3/3/0/3 1
5269 sertés 3 3 3 0 4 3 4 4 3/0/3 2
5323 sertés 3 3 3 0/0 3 3 3 4 3/0/2 2
5356 sertés 3 3 3 0/0 3 3 3 4 3/3/3 3
5463 sertés 2 3 3 0/0 3 4 3 3 3/3/3 0
5470 sertés 3 3 3 0/0 3 3 3 3 3/3/3 3
5493 sertés 2 3 3 0/0 4 3 3 4 3/3/3 2
5500 sertés 2 2 3 0/0 3 3 3 4 1/3/2 0
5505 sertés 3 3 3 0/0 4 3 3 3 2/1/3 2
4607* sertés 4 4 4 3/3 4 3 4 4 0/0/0 0
4609* sertés 3 3/3 3 3/3 4/4 4/4 4 4/4 3/3/0/3 0
DAN* sertés 3 3/3 3 4/4 2/4 4/4 4 3/3 2/314/3 2
Boxtel* sertés 3 3 4 4/4 4 4 4 4 1/3/3 0
Bb 46093* sertés 4 4 3 0/3 3 3 4 4 3/3 3
Bb MH 7* sertés 3 3 3 0/4 4 3 4 4 2/2 2
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M4. tablazat: A B. bronchiseptica torzsekkel végzett hemagglutinacios vizsgalatok eredményei (folytatas)

A hemagglutinacids vizsgalatokhoz felhasznalt vértipusok

Torzs Gazdafaj
human A human B human 0 szm juh sertés  nydl kutya [o] csirke

Bb IM 5* sertés 3 3 3 1 4 3 3 4 3/3 3
Bb GF 8* sertés 2 3 3 1 3 3 3 4 2/2 2
Bb Bgl* sertés 4 3 3 2/2 4 3 3 3 0/0 0
Bb 5* sertés 3 3 3 3 4 3 3 4 2/2 2
Bb 12* sertés 3 3 3 2/2 3 4 4 4 1/1 2
MBORD 676* sertés 3 3 3 4/0/3 4 4 4 4 0/0/0 0
B6/30 kutya 2 412 3 4141474 4/4 3/3 3 4/4 4/0/0/2 1
5340 kutya 3 3/3 3 0/3 3/3 3/3 @ 3/3 2/2/01/3 0
5339 kutya 3 3/3 3 0/0 3/3 4/2 3 3/3 2/2/0/2 0
5381 kutya 4 3/3 3 0/0 4/4 4/2 3 4/4 3/2/0/2 2
5462 kutya 3 3/3 2 0/4 4/4 3/3 @ 4/4 3/3/3/3 2
NCTC 452* kutya 1 1/1 1 1/2/0/0/1 0/1 3/3 3 3/3 0/0/0 0
Bb 11* kutya 3 3/3 3 2/4 3/3 3/3 3 4/4 3/3/3 3
Bb 286* kutya 3 3/3 3 2 1/3 4/4 3 3/3 3/3/3 2
Bb 335* kutya 3 3/3 3 4/4/4/0/3 3/3 3/3 @ 4/4 3/3/3 2
MBORD 843* kutya 2 3/3 3 3/3 3/3 4/4 4 4/4 0/0/0 0
MBORD 750* kutya 2 3/3 3 4 4/4 4/4 4 4/4 0/0/0 0
MBORD 685* kutya 3 3/3 3 4/21/3 4/4 4/4 4 4/4 0/0/0 0
MBORD 787* kutya 4 414 4 4/4 4/4 4/4 4 4/4 2/3/0/3 0
MBORD 591* kutya 4 4/4 4 4/0/4 1/0 4/4 4 4/4 4/4/01/4 0
RB 4032 nyul 3 4 3/3 3/3 2/2 3 3/3 4 21212 2
5020 nyul 2 3 3/3 4/21/3 3/3 @ 3/3 4 2/2 2
5024 nyul 3 3 3/3 0/0/0 3/3 @ 3/3 4 3/3 3
5107 nyul 2 3/3 3 0/0/0 3/3 3/3 @ 4/4 3/3/0/3 1
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M4. tablazat

: A B. bronchiseptica térzsekkel végzett hemagglutinaciés vizsgalatok eredményei (folytatas)

A hemagglutinacids vizsgalatokhoz felhasznalt vértipusok

Torzs Gazdafaj
human A human B human 0 szm juh sertés nyul kutya 16 csirke

5122 nyul 3 3/3 3 0/0/0 4/4 4/4 @ 4/4 3/3/1/2 1
5308 nyul 2 2 0/3 0 0/3 3 1/3 1 3/3/3 3
Bb 9.73* nyul 3 3 3/3 0/0 3/3 3 3/3 4 1/3 2
Bb LC 2* nyul 3 3 3/3 0/0 3/3 3 3/3 4 2/2 2
Bb LC 3* nyul 2 3 3/3 0/0/0/0 2/4 3 3/3 4 2/2 3
CIP 52125* nyul 2 3 0/3 3 0/4 3 3/3 3 3/3 2
MBORD 730* nyul 2 1/3 3/3 3/3/3/0/0 47414 3/3 3/3 3/3 0/0/0 0
MBORD 704* nyul 3 3 2/2 3/3/3/3 1/4 4 2/2 3 0/0/0 0
5491 tengerimalac 3 3 3 0/0 3 2 3 3 1/3/3 3
5495 tengerimalac 2 2/2 3 2/0 1/3 3/3 @ 3/3 2/1/0/3 1
NCTC 8750* tengerimalac 4 3/3 3 3/3 4/4 4/4 @ 4/4 0/0/0 0
MBORD 669* tengerimalac 3 4 3 471213 3 3 4 4 0/0/0 0
MBORD 762* tengerimalac 3 3 4 3/4/4/01/2 4 4 4 4 0/0/0 0
MBORD 635* macska 4 4 4 3/3/3/3/3 0 3 4 4 0/0/0 0
MBORD 970* macska 3 4 4 4/2 4 4 4 4 0/0/0 0
Bb CVE* 16 3 3/3 3 4/474710/2 3/3 4/4 o 4/4 2/212 1
Bb CVI* 16 4 4 3 0/2/0/0/0 3 3 4 4 2/2 2
Bb Cv2* 16 4 4 4 3 4 4 3 4 2/4 2
MBORD 628* 16 3 3 3 4 4 3 4 4 0/0/0 0
MBORD 898* 16 4 4 4 3/3/3/0/2 4 4 4 3 0/0/0 0
MBORD 681* koala 3 3 3 4 4 3 4 4 1/4/3 1
MBORD 698* koala 3 3/3 3 3/3/3/3 4/4 3/3 4 4/4 2/2/4/3 2
MBORD 707* pulyka 0 0 0 4/4 0 0 2 4 0/0/0 1
MBORD 901* pulyka 0 0 0 4/0/3 0 0 0 3 0/0/0 0




80T

M4. tablazat

: A B. bronchiseptica térzsekkel végzett hemagglutinaciés vizsgalatok eredményei (folytatas)

A hemagglutinacids vizsgalatokhoz felhasznalt vértipusok

Torzs Gazdafaj
human A human B human 0 szm juh sertés nyul kutya 16 csirke

5390 ember 4 3/3 3 0/3 3/0 4/4 n 3/3 4/3/0/2 0
Bb ALI* ember 3 3 2 2/0/0/2 2 4 3 3 2/2 2
Bb DANG* ember 2 2/2 2 3/4/3/0/3 3/3 3/3 n 4/4 1/0/1 1
Bb DEL* ember 2 2 2 3 3 4 3 3 1/3 2
Bb REM* ember 3 3 3 0/0/0/0 4 3 4 3 2/2 2
Bb VAL* ember 4 4 3 2/2 3 4 3 4 4/4 2
MBORD 675* ember 0 0 0 4/4 0 0 0 3 0/0/0 0

0: negativ reakcio, 1: gyenge reakcio, 2: kozepesen erds reakcio, 3: erds reakcid, 4: teljes hemagglutinacio
*: kalfoldi torzsek; =: nincs adat




MS5. tablazat: A B. bronchiseptica torzsekkel végzett mozgasképesség vizsgalat eredményei

A tenyésztés kortlményei (taptalaj és hémérséklet °C-ban)

LB-37

LB-24 LB+MgS0,-37

LB+MgS0,-24

Torzs

RBK-1

10

RB 4032
5002
5008
5020

10
14

5023
5024

5045
5092

5100
5117
5126
5137
5308
5309
5601

5602

5603
5604
5612

10

5613

5615

5617

11

5622
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M5. tablazat: A B. bronchiseptica torzsekkel végzett mozgasképesség vizsgalat eredményei (folytatas)

A tenyésztés kortlményei (taptalaj és hémérséklet °C-ban)

Torzs LB+MgS0O,-24 LB-24 LB+MgS0O,-37 LB-37

I Il 1 I Il 1 I Il 1 I Il 1]
5630 2 2 2 2 3 3 3 2 2 8 6 5
5631 2 2 1 2 4 2 4 4 2 3 5 3
5633 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5634 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5636 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 1 3
5637 1 3 2 3 5 3 4 8 4 12 6 5
5648 3 4 2 2 4 4 4 7 3 7 9 7
5652 3 2 2 2 2 1 4 5 4 6 7 3
5653 3 3 1 1 3 3 2 6 2 4 7 3
5654 1 4 2 2 5 3 4 7 4 12 6 8
Bb 9.73* 3 3 2 3 5 4 5 6 3 10 7 7
Bb LC2* 2 5 2 3 7 5 5 6 4 9 8 6
Bb LC3* 3 2 2 2 6 3 5 5 3 10 9 7
CIP 52.125* 2 3 1 3 4 3 2 5 4 10 4 6
MBORD 704* 5 4 2 3 3 3 5 5 5 5 7 7
MBORD 730* 5 3 2 1 2 3 6 6 4 6 6 6

Az eredményeket milliméter pontossaggal olvastuk le
LB: Luria-Bertani taptalaj; I-1I-11l: az egyes ismétlések; *: kilfoldi torzsek
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M6. tablazat: A genetikai vizsgalatokhoz felhasznalt génbanki szekvenciak

Torzs Génbanki kod Gazdafaj Gén Hossz (bp) Referencia

B15 AF022304 sertés fimA 960 Boschwitz és mtsai., 1997

GP1 AF111796 tengerimalac fimA 12 256 Boschwitz és mtsai., 1997

SB22 AF232939 macska flaA 1045 Winstanley és mtsai., 2001

SB521 AF232940 macska flaA 1045 Winstanley és mtsai., 2001

SB283 AF232941 macska flaA 1051 Winstanley és mtsai., 2001

Bb BIE AJ303058 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
Bb CAT 1 AJ303059 macska cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
Bb GAN AJ303062 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
Bb LAPR AJ303063 nyul cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
Bb LORD AJ303064 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
Bb SEI AJ303065 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
FR3539 FM165654 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
FR2011 FM165655 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
RNO014 FM165656 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
FR3474 FM165657 ember cyaA 2554 Chenal-Francisque és mtsai., 2009
RB50 NC_002927 nyul teljes genom 5339179 Parkhill és mtsai., 2003

253 HE965806 kutya teljes genom 5264 383 Park és mtsai., 2012

MO149 HE965807 ember teljes genom 5091 817 Park és mtsai., 2012

1289 HE983626 majom teljes genom 5208 522 Park és mtsai., 2012

D445 HE983627 ember telles genom 5243194 Park és mtsai., 2012

Bbr77 HE983628 ember telles genom 5115 717 Park és mtsai., 2012




[AN)

M7. tablazat: A GenBank adatbazisba altalunk feltdltétt B. bronchiseptica szekvenciak

Génbanki szekvenciakédok

Torzs Gazdafaj FmA flaA cyah otp
KM22 sertés KF211383 JX673973 KF220457 -
PV6 sertés KF211394 JX673965 KF220470 -
5500 sertés KF211389 JX673970 KF220455 -
5356 sertés KF211390 JX673971 KF220450 -
5594 sertés ° ° KF220452 -
5599 sertés ° JX673969 . -

Bb Bgl sertés ° JX673972 KF220453 -
5339 kutya KF211388 JX673956 - °
5340 kutya ) JX673953 - KF220476
5462 kutya ) JX673954 - KF220477
5605 kutya KF211384 JX673955 - °
5625 kutya ° ° - KF220479
Bb 286 kutya ° ° KF220468 -

Bb 335 kutya ) JX673957 - KF220478
NCTC 452 kutya KF211382 KF211397 KF220467 -
MBORD 591 kutya KF211391 JX673961 KF220473 -
MBORD 685 kutya ° KF211399 ° -
MBORD 843 kutya ° ° - KF220475
5024 nyul KF211387 JX673974 KF220456 -
5308 nyul KF211378 KF211396 KF220463 -
5653 nyul ° JX673968 KF220451 -
MBORD 704 nyul KF211386 KF211400 KF220454 -

Bb 9.73 nyul KF211375 JX673952 KF220464 -
5495 tengerimalac KF211379 JX673978 KF220459 -
NCTC 8750 tengerimalac ° JX673977 o -
MBORD 762 tengerimalac KF211381 KF211401 KF220461 -
M48 macska KF211380 JX673981 KF220458 -
MBORD 635 macska ° JX673980 ° -
MBORD 970 macska ° KF211398 KF220465 -

Bb CVI 16 KF211385 JX673959 KF220466 -
MBORD 898 16 ) JX673958 o -
MBORD 707 pulyka KF211395 JX673975 KF220469 -
MBORD 901 pulyka ° JX673966 KF220472 -
5390 ember KF211393 JX673964 KF220471 -

Bb DEL ember KF211376 JX673967 KF220460 -

Bb REM ember KF211377 JX673979 KF220462 -

Bb VAL ember KF211392 JX673963 KF220474 -

Bb ALI ember ° JX673976 ° -

Bb DANG ember ° JX673960 ° -
MBORD 675 ember ° JX673962 ° -

e: a torzs adott génjét nem szekvenaltuk meg; —: a torzs nem rendelkezik az adott génnel;

fimA, flaA, cyaA és ptp a vizsgalt génszakaszok




