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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Allatorvostudomanyi Egyetem
Agrartudomanyi Kutatokdzpont
Bronchoalveolaris lavage (bronchialis mosas)
Basic Local Alignment Search Tool
Bazispar

Center for Disease Control
Szén-dioxid

Dimetil-szulfoxid
Dezoxiribonukleinsav
Etiléndiamin-tetraecetsav
Dezoxiribonukleotid-trifoszfat
Haemophilus-Histophilus csoport

Magnézium-klorid

Polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)
Percenkénti fordulatszam (revolutions per minute)

RNS polimeraz béta-alegységét kodolo génszakasz

Tris-borsav-EDTA
Térfogatszazalék

16S riboszomalis ribonukleinsav



2. BEVEZETES

A mikrobiom a mikrobak 0Gsszessége, amelyek veliink, benniink, rajtunk élnek,
taplalnak, védenek, de idénként artanak is nekiink. Az eddig ismert magyarorszagi kutatasok
soran a hazai kutya és macskapopulaciok 1éguti és oralis mikrobiomjat kevéssé ismerhettiik
meg, pedig a szorosabb ember-allat kapcsolat, az allatainkkal egy 1égtérben valo tartozkodas,
mar-mar gyermekként valo kezelésiik és a napi szinten eléfordulé testi kontaktus miatt az
allatok altal hordozott mikroorganizmusok egyre nagyobb eséllyel keriilhetnek be az emberi
szervezetbe is, ez a folyamat pedig esetenként sulyos kdvetkezményekkel jarhat. Kiilondsen
kockazatos ez gyerekek korében, akik a higiéniara koruknal fogva kevésbé figyelnek oda.
Tovabba tobb olyan baktérium is képes szaporodni a tarsallataink l1éguti nyalkahartydin,
melyek magas virulencidju térzsei haszondllatokba kozvetlen, vagy ember altal kdzvetitett
uton kertilve sulyos gazdasagi karral jar6 jarvanyokat okozhatnak.

A Dbakteriologia fejlodésének koszonhetéen az eddig ismert baktériumok mellett
folyamatosan azonositanak uj fajokat is. Ilyen tekintetben kiilonosen érintett a
Pasteurellaceae csalad, mely egyébként is az egyik legnépesebb ismert baktériumcsalad,
valamint a szintén Proteobacteria torzsbe tartozo Neisseria genus. Ezen taxonokat képvisel6
baktériumok egyébként kiilfoldon végzett kutatasok alapjan meglehetésen gyakran
1zolalhatok emldsok nyalkahartyairdl

A fentebb sorolt tények miatt allatgydgyaszati €s human orvoslasi szempontbol egyarant
fontos feladatunk, hogy ezen fajok elterjedtségérdl, filogenetikajarol, gazdaspecificitasarol,
fert6zési modjairdl, korokozd képességérdl és ellenalld képességérdl minél rovidebb 1do

alatt jussunk informaciéhoz.

3. A VIZSGALATOK CELJA

Vizsgalataink alapvetd célja a hazai kutya- és macskapopulaciok oralis és léguti
mikrobiom-osszetételének altalanos felmérése volt. Kiilonos figyelmet forditottunk az
utobbi évtizedben ujonnan leirt fajokkal jelentdsen béviild Pasteurellaceae csalad és
Neisseria genus tagjaira. E csoportokba tartozé baktériumfajok esetében az izolalt torzsek
filogenetikai kapcsolatanak meghatarozasa is célunk volt, melyre Magyarorszagon eddig
még nem kertilt sor. A klinikai szempontbol fontos Bordetella bronchiseptica elterjedtségét

szintén vizsgaltuk.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. A mikrobiom

A kiilonb6z6 mikroorganizmusok (virusok, gombak, baktériumok) az egész szervezetet
benépesitik (Li és mtsai.,, 2012). Ezek a mikroorganizmusok szimbiontaként,
kommenzalistaként, vagy korokozoként lehetnek jelen (Hasewaga és Camergo, 2015), de
alapvetden a legtobb mikroorganizmus harméniaban ¢l a gazdaszervezettel (Grice és Segre,
2012). Az egyes szervek mikrobiologiai diverzitasdnak kutatdsa a mai napig fontos
szervezetre gyakorolt hatdsat megismerjiikk (Li és mitsai., 2012). A baktériumkolonidak
szervezetre gyakorolt jotékony hatasai kozott bizonyitott tény, hogy eldsegitik az

crer

mikrobak elszaporodasat (Wanke és mtsai., 2011).

4.2. Kutyak és macskak nazalis és oralis mikrobiomja

A szajiireg mikroflorajat szamos mikroorganizmus, legnagyobb aranyban baktériumok
alkotjak, melyek egyik legfontosabb szerepe, hogy megakadalyozzak a kiilvilagbol bejutott
korokozd baktériumok kolonizéacidjat, ezzel az egészség fenntartasaban vesznek részt
(Marsh, 1994). Masrészrdl, ezek a fiziologiasan is jelenlévo baktériumok szamos esetben
koros allapotokat idézhetnek eld, a fogaszati rendellenességeken, 1égzdszervi problémakon
tal akar cardiovascularis megbetegedést is (Fowler, 2001; Seymour és mtsai., 2007). Az
elmult években intenziv kutatast folytattak, hogy gyarapitsuk ismereteinket az emlésok
oralis és nazalis mikrobiomjanak Osszetételérdl, annak hatasardl, befolyasolo tényezoirdl.
Isaiah és mtsai. (2017) Alabama, Kalifornia, Georgia ¢s Texas allamokbol szadrmazé
kutydkbol gylijtottek orr- és garattampon mintdkat, és 16S rRNS szekvenciaanalizissel
azonositottdk a mintakban talalhaté baktériumokat. Ugy talaltik, hogy az allatok orr- és
szajiiregi mikrofloraja kozott szignifikans kiillonbség van. Az orriiregi mintakban dominald
baktériumcsoportok a Proteobacteria és Bacteroidetes torzsek voltak, meglehetdsen nagy
egyedi valtozatossagot mutatva. Ezeken kiviil megjelentek Firmicutes, Tenericutes torzsek
is. A szajiiregi mikroflora alkotoi elsGsorban Bacteroidetes, Proteobacterium, Firmicutes,

¢s Fusobacterium torzsek voltak. Genus szinten az orrtampon mintaknal meghatarozok



voltak a Moraxella, Mycoplasma, Prevotella, Helcoccus Cardiobacterium, mig a
garatmintak kozt szignifikdnsan magasabb volt a Porphyromonas, Capnocytophaga,
Mycoplasma genusokhoz, valamint a Neisseriaceae és Pasteurellaceae csaladhoz tartozo
baktériumok szama.

Egy 2012-ben végzett kutatas soran kutyak szajliregébdl vett mintakbdl dsszesen 353
volt pozitiv, melyekbdl 148 kiilonbozé genusba sorolhatd baktériumot izolaltak, ebbdl 52 a
Proteobacterium torzs képvisel6je volt. Ezek koziil 22 a Betaproteobacteriumok kozé
tartozo Neisseria, Eikenella és Conchiformibius, 18 pedig a Gammaproteobacteriumok k6zé
tartozo Cardiobacterium, Moraxella, valamint Pasteurellaceae ¢és Enterbacteriaceae
csaladokba tartozo genusok voltak (Dewhirst és mtsai., 2012).

A macskak oralis mikrobiomjanak vizsgalatarol kevesebb publikaciot lehet talalni, de
egy 2014-ben végzett kutatas soran a dominans torzsnek a Proteobacterium bizonyult, mivel
leginkabb Pasteurellaceae és Moraxellaceae csaladba, illetve Moraxella, Thermomonas,
Neisseria és Pasteurella genusba tartozé fajokat tartalmaztak a mintak. Gyakoriak voltak
tovabba a Bacteroidetes (pl. Porphyrimonas) és Firmicutes (pl. nem besorolt Clostridiales)
torzsek képviseldi (Sturgeon és mtsai., 2014).

Egy masik kutatdsban egészséges és beteg macskak orriiregi mikroflorajat vizsgaltak,
melynek soran az egészséges allatok orrabol foként Moraxella, Bradyrhizobiaceae,
Sediminibacterium, Alloiococcus, és Neisseria fajokat, mig a felsé léguti betegségben
szenvedo allatok orriiregébdl Moraxella, Bradyrhizobiaceae, Staphylococcus, Pasteurella,

Chlamydia és Streptococcus fajokat izolaltak leggyakrabban (Dorn és mtsai., 2017).

4.3. Pasteurellaceae csalad

A Pasteurellaceae Pohl 1981 csalad eredetileg egy harom genust szamlalo csalad volt,
mely az Actinobacillus, Haemophilus (Winslow és mtsai., 1917) és Pasteurella (Trevisan,
1887) genusokbol allt. Ezek a baktériumok foként a madarakban, emlésokben (koztiik az
emberben) és hiillékben a betegséget el6idéz6 tulajdonsagaikrol voltak ismertek (Bisgaard,
1993). Az évek soran elvégzett filogenetikai vizsgalatoknak koszonhetéen ez a szam
azonban mara jelent6sen megndtt. Ma a Pasteurellaceae csalad 29 nemzetséget foglal
magaba, melyek kozott szamos allatra €s emberre veszélyes korokozo talalhatd. A csalad
tagjai kozott obligat, fakultativ patogén ¢€s kommenzalista baktériumok egyarant

megtalalhatok, melyek a gazdaszervezetek felsd légutaiban, az orr-garatiiregben, a nemi



traktushan vagy az emészt0 traktus egyes részein €lnek (Olsen és mtsai., 2005). A csaladba
tartozd patogén baktériumok mind lokélis, mind szisztémas fertézésekben szerepet
jatszhatnak (Bisgaard, 1993; Olsen és mtsai., 2005). A Pasteurellaceae csalad tagjai sok
esetben nem egyediil, hanem egyéb baktériumokkal és virusokkal egyiitt, masodlagos- vagy
tarsfertozésként okoznak betegséget. JO példa erre a brojlerek megnovekedett mortalitasa,
melyben alapvetd szerepe van az Avibacterium paragallinarum és Mycoplasma synoviae
fertézésnek (Droual és mtsai., 1992). Sertések torzitdo orrgyulladdsa esetében is az a
jellemz0, hogy a koros allapotot a Bordetella bronchiseptica és a Pasteurella multocida
egyiittes jelenléte idézi el6 (Magyar és Lax, 2002). Mindenképpen figyelembe kell venni a
hajlamosité tényezOk szerepét is. Az allatok tartasi koriilményei, a baktériumoknak él6helyet
biztositd nyalkahartydk épsége és az immunallapot kiilondsen fontosak a betegségek
kialakulasa szempontjabol, s6t, egyes Pasteurellaceae fajok okozta fertézések
Osszefiiggésbe hozhatok €l6virusos vakcinak elézetes alkalmazaséaval is (Droual és mtsai.,
1992). A betegségek kialakulasanal sok esetben a beteg allat klinikai tiinetei alapjan jol
behatdrolhatd a korokozo, de jellemzden ezek alapjan nem lehet a biztos diagnozist
kimondani, igy mikrobioldgiai vizsgéalatok sziikségesek a pontos meghatarozashoz. A
tesztek emellett az egészséges hordozok kiszlirésére is alkalmasak, ami mindenképpen
sziikséges, hiszen a legfontosabb jarvanytani tényezok mindig a fertdzott, de tiineteket nem

mutato allatok.

4.3.1. Pasteurella genus

A Pasteurella genussal kapcsolatos kutatasok 1880 kornyékén kezdddtek, amikor a
baromfikoleraval és az emlésok vérzéses septicaemidjaval hoztak kapcsolatba egyes
mikroorganizmusokat, melyeket Kitt 1885-ben izolalt (Kitt, 1885). A baktériumok elsé
tudomanyos nevét Burrill adta, aki a Micrococcus gallicidus nevet hasznalta (Burrill, 1883).
Végiil a mostani Pasteurella nevet Trevisan javaslatara, Pasteur tiszteletére kapta a genus
(Trevisan, 1887).

A Pasteurella genusba tartozé baktériumok Gram-negativ, nem motilis, coccoid palca
alaku baktériumok, melyek gyakran izolalhatok egészséges kutyak szajiiregébdl (Baldrias és
mtsai., 1988), valamint allati harapasokbol. Ezekrdl a teriiletekrol legtobbszor P. multocida
subsp. multocida, P. multocida subsp. septica, P. canis, P. dagmatis, és P. stomatis fajok
izolalhatok (Talan és mtsai., 1999). A P. canis kutyaban 6sszefiiggésbe hozhaté kiilonboz6



fertdzésekkel (Talan és mtsai., 1999; Haraa és mtsai.,, 2002), esetenként akar sulyos
endocarditissel is (Kern és mtsai., 2019). Dolieslager és mtsai. (2011) macskaban irtak le P.
multocida subsp. multocida és P. pneumotropica okozta gingivostomatitist.

Egyre 1ényegesebbnek tlinik a P. canis potencialisan zoonotikus tulajdonsaga is. Ez a
faj sokféle korképet okozhat emberben, a feliiletes sebfertdzések mellett akar alsd léguti
megbetegedést (Bhat és mtsai., 2015), osteomyelitist (Haraa és mtsai., 2002), arthritists
(Hazelton és mtsai., 2013), de akar bacteraemiat is (Albert és Stevens., 2010).

P. multocida altal okozott endocarditis szintén ismert kutyakban, de ritkan, bizonyos
koriilmények kozott eléfordulhat emberekben is (Hombal és Dincsoy, 1992; Khan és mtsai.,
2012; Mikaberidz és mtsai., 2013). A fert6zés leggyakrabban allati harapasokkal vagy
inhalécioval torténik, de allatokkal vald egyéb kontaktus, példaul ha a kedvenc éllatok nyala,
vagy légutainak valadéka nydalkahartyat, sebeket érint, szintén eldsegiti az ember
fert6z6dését (Myers és mtsai., 2012). A P. multocida majd minden gazdasagi haszonallatban
képes nagy morbiditassal és mortalitdssal jar6 megbetegedést okozni. A baromfikolera
(Rhoades és Rimler, 1989), a sertések torzitdo orrgyulladasa (Magyar és Lax, 2002) a
kérddzok 1égzdszervi pasteurellosisa €s a nyulak ragadds nathdja (Boyce és mtsai., 2010),
valamint a - foként Indiaban és Azsia déli teriiletein eléforduld - szarvasmarha vérzéses
vérfertézése (De Alwis, 1992) mind oriasi gazdasagi karral fenyegetd betegségek, melyek
a P. multocida ezekben az allatokban is jellemz6en valamilyen hajlamosito tényez6 hatasara
Onmagaban, vagy egy masik korokozoval egyiitt okoz betegséget (Boyce és mtsai., 2010).

A Pasteurella genusba tartozo6 baktériumok telepei 24 6ras inkubacié utan véres agaron
a taptalajhoz tapadnak, gyakran nyalkasak, sziirkés szintiek, valtozatos formajtak (1. abra).
A torzsek az oxiddz, kataldz és indol tesztben pozitivak, a nitratot nitritté redukaljak és a
legtobb faj uredz negativ. MacConkey agaron nem képesek ndvekedésre. A sejtek Gram-
negativ, nem motilis rovid péalcak, melyek allhatnak maganyosan, parokban, vagy akar

lancokat 1s alkothatnak (Mutters €s mtsai., 2005).

4.3.2. Frederiksenia genus

Ez a baktérium genus a Pasteurellaceae csaladon belill sokaig Bisgaard taxon 16
megnevezéssel volt ismert. A csoport fenotipusaban, DNS-szerkezetében, genom méretében

és zsirsavOsszetételében is nagyon hasonlit a Pasteurella genushoz, igy izolalasa soran



esetenként tévesen P. canis, P. stomatis ¢s P. dagmatis fajként azonosithattak (Bisgaard és
Mutters 1986; Forsblom és mtsai., 2002). Korczak és mtsai. (2014) 24 Bisgaard taxon 16-
ként azonositott torzset vetettek ald részletes biokémiai, genetikai és filogenetikai
vizsgalatnak, melynek eredményeképpen a torzsek elkiilonithetok voltak a Pasteurellaceae
csalad meglévo nemzetségeitdl. Mindezek alapjan egy 0j genus €s faj 1étrehozasat javasoltak
Frederiksenia canicola néven. A Pasteurellaceae csaladba tartozo Frederiksenia genus
egyetlen tagja jelenleg a F. canicola. A baktérium izolalhato egészséges és 1égzdszervi vagy
genitalis fert6zéssel kiizdd kutya fels6 1éguti €s nemi nyalkahartyajarél, kutyaharapasokbol,
de macska, oroszlan és siin eredetli mintakbol is kimutattak (Korczak és mtsai., 2014), ajabb
vizsgalatok soran pedig tasman 6rdog és egyéb erszényesek F. canicola hordozasat is
bizonyitottdk (Brix és mtsai., 2015; Hansen és mtsai., 2017).

A F. canicola 24 6ras aerob inkubacio utan véres agaron 1,5-2 mm atméréji kerek, -
nem hemolizal6 telepeket alkot, melyek enyhén dombortak és nem tapadnak a médiumhoz.
A telepek fényesek, atlatszoak, sziirkés, vagy ritkan sargas arnyalattal, felsziniik sima (1.
abra). A sejtek Gram-negativ, nem motilis egyenes vagy gorbiilt palcak. Az oxidaz, katalaz

¢s indol probaban pozitivak, uredz prébaban negativak (Korczak és mtsai., 2014).

4.3.3. Haemophilus genus

A Haemophilus (Winslow és mtsai., 1917) a Pasteurellaceae csaladba tartozo genus,
melyet gyakran emlitiink az egyébként szintén ebbe a csaladba tartozé Histophilus genussal
egylitt (Angen és mtsai., 2003), a genusok egyes tagjai kozott felfedezheté hasonlosagok
miatt. Az emlitett genusokba tartoz6 fajok jol ismertek a haszonallatokban jellegzetes
betegséget el6idézo fakultativ korokozoként. A Histophilus somni példaul tiinetmentesen is
gyakran van jelen bika spermdjaban (Humphrey és mtsai., 1982), de okozhat
szarvasmarhdban nagy mortalitassal jar6 thromboembolids meningoencephalitist, tovabba
jelentds szerepe van pneumonia, abortus, vaginitis és endometritis kialakitdsaban is
(Kennedy és mtsai., 1960; Stephens és mtsai., 1981). A H. somnival kozeli rokonsagban allo
Haemophilus agnit baranyok septicaemiajat okoz6 mikroorganizmusként irtak le 1958-ban
(Kennedy és mtsai., 1958). A Histophilus ovis nevii baktérium valtozatos korképeket
okozhat juhokban (Rahaley és mtsai., 1977; Dodd és mtsai., 1955).

A fent emlitett harom baktérium faj meglehetésen hasonld elvaltozasokat okoz,
jellegzetesen necrotizald vasculitist, thrombosist, septicus infarctust. Bar kiilon genusokba

tartoznak, szoros rokonsagi kapcsolatuk miatt ezeket a baktérium fajokat Haemophilus-



Histophilus (HH)- csoport tagjaiként emlegetik. A csoport egyik lényeges tulajdonsaga,
hogy tagjai legalabb két kozos antigénnel rendelkeznek (Stephens és mtsai., 1983).

A HH-csoporttal csak egy kozos antigént mutatd, igy a csoportba nem tartozo
Haemophilus haemoglobinophilus féként kutydk nemi nyalkahartyain jelenlévé fakultativ
patogén mikroorganizmus, mely ritkan, bizonyos koriilmények kozott koros nemi szervi
elvaltozasokban ¢és kolykok megnovekedett korai mortalitdsaban jatszhat szerepet
(Maclachlan és Hopkins, 1978). A H. haemoglobinophilust Friedberger irta le el6szor, aki
kutyak praeputiumabdl izolalta a baktériumot (Friedberger, 1903), majd 1972-ben Joyce
Frazer és K. B. Rogers els6ként publikalt olyan esetet, melyben a H. haemoglobinophilus

human megbetegedést, otitis mediat okozott (Frazer és Rogers, 1972).

4.4. Neisseria genus

A Neisseria genus a Neisseriaceae csaladba tartozo, Gram-negativ, kis méretii coccoid
baktériumokat magaba foglaldo csoport. A genus tagjai koziil az elsé fajt, a Neisseria
gonorrheae-t Albert Neisser irta le, aki gonorrheas férfiak és nék hugyuti exsudatumabol
izolalta a baktériumot (Neisser, 1879). A kovetkez6 leirt Neisseria faj a N. meningitidis volt,
amelyet Weichselbaum (1887) izolalt meningitises betegek cerebrospinalis folyadékabol. A
N. meningitidis, a rendelkezésre all6 vakcinak ellenére gyakran all a meningitis és
septicaemia hatterében, mig a N. gonorrheae az utdbbi évtizedben egyre szélesebb kori
antibiotikumrezisztencidt mutat, ezért mar felkeriilt az emberiségre legnagyobb fenyegetést
jelentd kérokozokat szamontarto CDC urgent threats listara is

(http://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013).

Azéta kidertlt, hogy az allatvilagban is széles korben el6fordulnak Neisseria fajok.
Forster és mtsai. (2007) példaul legyekbdl mutattak ki a genus tagjait. Murphy és mtsai.
(2005) két kacsafaj bélsarabol izolaltak Neisseria fajokat. Eml6sokon végzett vizsgalatok
soran pedig egészséges rhesusmajmok oropharyngealis mintajabol volt kimutathato tobb
Neisseria faj (Carrier és mtsai., 2009).

A kutatasok természetesen kiterjedtek kutyakra és bar ritkabban, de macskak Neisseria
hordozasat is vizsgaltak. Beagle kutyak orr- és garatmintaibol izolaltak Neisseria flavescens
és Neisseria sicca baktériumot (Clapper és Meade, 1963), és egy felmérés soran kilenc
egészséges kutya foglepedékébdl azonositottak Neisseria weaverit és Neisseria canist

(Elliott és mtsai., 2005). A N. weaveri faj a kutyak oralis mikroflorajanak természetes lakdja
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(Holmes és mitsai., 1993), de kiilonb6z6 huméan megbetegedésekbdl is izolaltdk mar
(Panagea és mtsai., 2002; Capitini és mtsai., 2002). Macskak esetében kevesebb vizsgalatrol
szamoltak be (Dolieslager és mtsai., 2011).

A Neissériak hordozasa azonban allatokban sem mindig tiinetmentes. Tobb vizsgalat
bizonyitja példaul, hogy a Neisseria animalis és Neisseria zoodegmatis baktériumfajok
betegséget okozhatnak hazimacskaban (Corboz és mtsai., 1993; McParland és mtsai., 1982)
¢és nagymacskafélékben egyarant (Lloyd és Allen, 1980), de kutyak korében is irtak mar le
Neisseria fajok altal okozott megbetegedést (Cantas és mtsai., 2011; Corboz és mtsai., 1993,
McParland és mtsai., 1982). Az utobbi években tobb 1j fajt is leirtak: a Neisseria shayeganiit
¢s Neisseria wadsworthiit (Wolfgang és mtsai.,, 2011) és a Neisseria dumasianat
(Wroblewski és mtsai., 2017).

A Neisseria fajok véres agaron 1-2 mm atmérdji, lapos, nedves, valtozatos
pigmenttermelési képességiliktdl fliggden sziirke, sargds vagy narancssargas, nem
hemolizalo telepeket alkotnak. MacConkey taptalajon nem, vagy gyengén képesek
novekedésre (1. abra). A sejtek Gram-festéssel valo megfestése utan Gram-negativ, nem
motilis coccoid pélcékat lathatunk, melyek egyediil, parban vagy rovid lancokban
helyezkedhetnek el. A katalaz és oxidaz tesztben jellemzden pozitivak, indoltesztben
negativak, a nitratot nitritté redukaljak (Wroblewski és mtsai., 2017; Wolfgang és mtsai.,
2011; Panagea és mtsai., 2002).

4.5. Bordetella bronchiseptica

A mult szazad derckaig a Bordetella genus tagjai k6zott a human szempontbol nagy
jelentdségi Bordetella pertussis, a szamarkohogés korokozdja volt a leginkabb
tanulmanyozott faj. A Bordetella bronchiseptica vizsgalata az allati 1égzészervi
betegségekben jatszott szerepének felismerésével valt intenzivebbé, miutin ezek a
betegségek egyre nagyobb jelentdségiinek bizonyultak kutyaban, sertésben €s laboratoriumi
allatokban is. A B. bronchisepticat els6¢ alkalommal Ferry izolalta szopornyicéas kutya
1égutaibol, és Bacillus bronchicanisként irta le (Ferry, 1910). Ezt tobb név- és genusvaltas
kovette, melyek koziil megemlitendd, hogy a biokémiai, morfologiai és ndvekedési
jellemz6i miatt egy idében Haemophilus bronchisepticus néven a Pasteurellaceae csaladba
tartoz6 Haemophilus genusba soroltak (Goodnow, 1980). A mai nevét és besorolasat

Moreno-Lopez (1952) javasolta.
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A baktériumot szamos allatfajbol izolaltdk mar, tobbek kozott kutyadkbol (Ferry, 1910),
macskakbol (Snyder és mtsai., 1973), majmokbol (Graves, 1968), tengerimalacokbdl,
nyulakbol (M’Gowan, 1911) és erszényesekbél (McKenzie és mtsai.,, 1979). Néhany
alkalommal emberben diagnosztizaltak bordetellosist, azonban az ember nem mondhat6 a
baktérium természetes gazdajanak (Hemsworth és mtsai., 2006; Winsser, 1960).

Sertéseknél jol ismert betegség a torzitd orrgyulladas, melyet eldszor Franque irt le olyan
sertéseken, melyeken atrofizalt és jelentdsen torzult orrcsontokat és ethmoid turbinakat
lehetett l1atni (Franque, 1830). A B. bronchiseptica betegségben valod szerepét azonban csak
késdbb sikertilt bizonyitani (Switzer, 1956).

Kutyakban a B. bronchiseptica a nagyon ragalyos, barmilyen kort kutyat megbetegiteni
képes fert6zd tracheobronchitis, vagyis a kennelkdhdgés komplex leggyakrabban izolalt
korokozoja (Keil, 1998). Fontos hangsulyozni, hogy ezt a betegséget is altalaban t6bb virus
¢és baktérium légutakban vald egyiittes jelenléte idézi el6 (Appel, 1976). Macskakban a B.
bronchiseptica ritkan talalhato meg korokozoként. Egy kutatas szerint a megvizsgalt
macskak 10%-a szenvedett B. bronchiseptica altal okozott pneumonidban, vagy volt
hordozodja a baktériumnak (Fisk és Soave, 1973), egy masik tanulmanyban pedig 127
légz6szervi betegség tlineteit mutatdé macska 10%-bol mutattak ki B. bronchisepticat
(Snyder és mtsai., 1973), de a baktérium macskakban valo jelenléte €s megbetegitd
képessége maig nem teljesen tisztazott.

A baktérium véres agaron 1-2 mm nagysagu, kerek, fényld, sziirke szinti, kiilonb6z6
mértékben hemolizald telepeket képez (1. abra). A B. bronchiseptica MacConkey taptalajon
1s képes novekedésre, melyen nagyon kicsi, laktézt nem fermentalo sarga telepekben nd. A
sejtek gram-negativ, nem motilis rovid palcak. A Katalaz, oxidaz, valamint ureaz probaban

pozitiv eredményt ad, a nitratot nitritté¢ redukalja (Vaid és mtsai., 2018).
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. A kutatasban részt vevo allatok

A kutatas keretein beliil 2018.04.09. ¢s 2019.05.07. k6zott 8 macskatol és 48 kutyatol
vettiink 0sszesen 130 mintat. Kutyak esetében 50 orrtampon mintat vizsgaltunk, tekintve,
hogy két esetben ismételt mintavétel is tortént. A kutydk garatmintdinak szdma 44,
bronchoalveolaris moséfolyadék (bronchoalveolar lavage, BAL) mintainak szama 17 volt.
Macskak kozott 8 esetben vettiink orr- és garattampon mintat, valamint 3 esetben BAL
mintat is. Az allatok kivalasztidsa véletlenszeriien tortént, fajtatol, kortdl, ivartol és tartdsi
koriilményektdl fiiggetlentil. Koztik egyarant fordultak elé kronikus 1égzdszervi
betegséggel kiizdd, valamint ilyen szempontbdl egészséges kutydk és macskak. A beteg
allatok kozott fert6zd és nem fertdzd betegségek, mint brachycephal szindroma, daganatos

megbetegedés, fejlddési rendellenességek is diagnosztizalhatok voltak.

5.2. Endoszkoépos vizsgalat, mintavétel

A munkdmhoz sziikséges mintavételeket az Allatorvostudomanyi Egyetem
Belgyogyaszati Tanszék és Klinika Endoszkop Laboratériumaba érkezett kutydkbol és
macskakbol végeztiik. Az allatok altatdsahoz intravénasan 0,25 mg/kg dozisban diazepamot
(Seduxen® 5 mg/ml oldatos injekcio, Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag), 0,05
mg/10 kg dozisban dexmedetomidin- hidrokloridot (Sedadex 0,5 mg/ml oldatos injekcio
AUV, Le Vet Beheer B.V., Oudewater, Hollandia) és 2-3 mg/kg dézisban propofolt
hasznaltunk (Propofol 1% MCT/LCT Fresenius emulzié injekcidhoz vagy infizidhoz,
Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad homburg v.d.H., Németorszag). Az orr- és
garattampon mintak levételéhez endoszkdpra nem volt sziikség. Az orrtampon minta
levételéhez a boditott allatok orrtiikrének felszinét alkoholos fertdtlenitovel (BradoDerm
Soft miitéti kézfert6tlenitd szer, Florin Vegyipari és Kereskedelmi Rt., Magyarorszag)
atitatott gézzel fertOtlenitettiik, majd a transzport taptalajhoz tartozé tampont (Sterile
transport swab, COPAN ITALIA Spa, Italy) az als6 orrjaratba vezetve vettiink mintat. A
garattampon levételénél a boditott allatok szdjat szajterpesztovel tartottuk megfeleld
mértékben nyitva, majd a tampont a plica semilunaris ald vezetve vettiink mintat a tonsilla

felszinérdl, ligyelve arra, hogy a mintavevd a szdjnyalkahartya mas teriileteihez ne érjen
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hozza. A valadékmintat tartalmazd tamponokat ezutdn steril transzport taptalajokba
helyeztiik. A BAL mintdk vételéhez legtobb esetben videobronchoszkopot (Karl Storz
11900BP, Tuttlingen, Germany), 5 kg alatti kutyak é¢s macskék esetében pedig fiberoszkopot
(Karl Storz 60003VBI1, Tuttlingen, Germany) hasznaltunk. A mintavételhez az also
légutakba endoszképpal 5-10 ml steril séoldatot (SALSOL oldatos infuzio, TEVA
Gyogyszergyar Zrt., Debrecen, Magyarorszag) juttattunk, majd a folyadékot visszaszivva a
steril transzport taptalajra fecskendeztiik azt. A transzport taptalaj elézetes gyodgyszeres

kezeléstdl fliggden lehetett aktiv szenet tartalmazo, vagy anélkiili médium.

5.3. Baktériumizolalas

A transzport taptalajon szallitott mintak az Agrartudomanyi Kutatokozpont Allatorvos-
tudomanyi Intézet légzdszervi bakteriologiai csoport laboratoriumaban 24 oran beliil
keriiltek feldolgozasra. Ennek elsd 1épéseként a tamponmintdkat haromféle taptalajra
oltottuk le. Az 5% defibrinalt juhvérrel kiegészitett Columbia agar (LAB M Ltd., Bury, UK),
mint altalanos taptalaj, a legtobb baktérium izoldlasara alkalmas. A vankomicinnel,
amfotericin B-vel, klindamicinnel és gentamicinnel kiegészitett antibiotikumos véres
Columbia agart a Pasteurellaceae csaladba tartozd baktériumok szelektiv izolalasara
alkalmas taptalajként, mig a vankomicinnel, amfotericin B-vel, linkomicinnel ¢és
cefalexinnel kiegészitett MacConkey taptalajt a B. bronchiseptica szelektiv izolalasara
alkalmas taptalajként hasznaltuk a baktériumok tenyésztésére. A Columbia agar taptalajokra
felvitt mintakat 24, a MacConkey taptalajra felvitt mintakat pedig 48 oran keresztiil 37 °C-
on 5 VIV% CO: koncentraci6 mellett inkubaltuk. Az inkubacios id6 letelte utan
telepmorfologia alapjan értékeltiik a tenyészeteket. Az ekkor altalaban jellemz6 vegyes
Columbia agarra torténd tovabboltassal szintenyészeteket alakitottunk ki, melyeket a fent
leirt modon torténd inkubacié utan értékeltiink. A tovabbi vizsgalatokat minden esetben

szintenyészetekbdl végeztiik.
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5.4. PCR, agaroz gélelektroforézis

5.4.1. PCR-termék eloallitasa

A tenyésztést kovetd PCR-vizsgalat elso 1épéseként vizsgalhatod templatot allitunk el
az ismeretlen baktériumtenyészetbél. A folyamat soran minden vizsgalt torzs friss
szintenyészetébdl egy kacsnyi baktériumot 50 pul PCR vizben (VWR) szuszpendaltunk,
vortexeltiink, majd 20 percig 99 °C-on PCR gépben (Bio-Rad C1000 Touch Thermal Cycler,
Hercules, CA, USA) forraltunk. Ezt kdvetden a baktériumszuszpenziot 12500 rpm-en 5
percig centrifugaltuk, hogy a forralasos modszer soran keletkezett sejttormelék elvaljon a
feliiluszoban talalhatd DNS-t6l. A feliiliszot steril csovekbe pipettaztuk at és a PCR
reakciokban ezt hasznaltuk templat DNS-ként. A laboratoriumban a F. canicola, P.
multocida és B. bronchiseptica azonositasara alkalmas PCR reakciokat alkalmaztuk (1. és 2.
tablazat). A F. canicola fajazonositdé PCR esetében a multiplex rendszer dsszeallitasat és a
héprofil bedllitasat Korczak és mtsai. (2014) publikacidja alapjan végeztik el. A P.
multocida fajazonositdé PCR-vizsgalatahoz sziikséges beallitasokat Townsend és mitsai.
(1998), a B. bronchiseptica PCR- vizsgalatahoz sziikséges beallitasokat pedig Hozbor és
mtsai. (1999) publikacioja alapjan végeztiik.

Pasteurella Frederiksenia Bordetella L rRN_S rpoB .
) . . . szekvencia- szekvencia-
multocida canicola bronchiseptica .. ..
analizis analizis
—— T
Kezdeti | oo | 5 | 9 |oa| 3|1 |oa|l3|1]oaliof|1]|oal|3]1
denaturalas
Denaturalas | 95 | 1' 94 | 30" 94 | 30" 94 | 30" 94 | 30"
Prlrrle’r 551 1' | 35 | 50 | 30" | 35 | 53 | 30" | 30 | 55 | 45" | 30 | 54 | 30" | 35
kotodés
Elongacié 72 | 1 72 | 1 72 | 30" 72 | 90" 72 | 30"
Vég86, ., 72 1100 1 |72 | T 1 72 |1 5 1|72 |7 1172 |7 1
elongacio

1. tablazat: A PCR vizsgalatok héprofilja
ahol T = homérséklet °C-ban, t = 1d6 percben (*), illetve masodpercben (*), i= ciklusszam
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Pasteurella multocida

Frederiksenia canicola

Bordetella

bronchiseptica

16S rRNS

szekvenciaanalizis

rpoB
szekvenciaanalizis

Desztillalt viz 15,7 ul 18,0 ul 16,5 ul 17,0 ul 18,4 pl
10X PCR puffer 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
25 mM MgCl, 0,5 ul 0,5 ul 1,2 pl 1,2 ul 0,5 pl
10 mM dNTP 0,5 ul 0,5 ul 1,0 ul 1,0 ul 0,5 ul
5U/ul
DreamTaq 0,3 ul 0,3 ul 0,2 pul 0,2 ul 0,3ul
DMSO - - 2,0 ul 1,3 pl -
Templat DNS 5,0 ul 2,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 2,0 ul
0,25 pl 50 uM KMT1T7 | 0,4 ul 10 uM recN_Fred-1 | 0,3 pl 50 uM fwd 0,4 ul 10 uM 27F 0,4 pl 10puM Pasrpob-L
primer primer primer primer primer
Primerek 0,25 pl 50 uM 0,4 ul 10 pM recN_first-L | 0,2 pl50puMrev | 0,4 ul 10 uM 1512R | 0,4 pl 10uM Rpob-R

KMT1SP6 primer

primer

primer

primer

primer

0,4 ul 10 uM recN_first-R

primer

2. tablazat: PCR vizsgalathoz sziikséges Master mixek Osszetétele

15




5.4.2. Elektroforézis

A PCR-termékeket végiil agaroz gélelektroforézissel tettiik lathatova. Ehhez eldszor 50
ml 1,5%-o0s agarozgélt készitettiink por allagh agar6z (SeaKem® LE Agarose, Lonza) és
egyszeres higitast Tris-Borsav-EDTA (AccuGENE™ TBE) puffer felhasznalasaval, amihez
DNS-festéket (GelRed® Nucleic Acid Gel Stain, Biotum) adtunk. Az elektroforézist az
egyes baktériumok esetében kiilonboz6 fesziiltségen és ideig, eltéré méretii DNS-szakaszok
kimutatasara alkalmas molekulastly marker mellett végeztiik (3. tablazat). A P. multocida
¢és F. canicola vizsgalatanal Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (100 —
3000 bp), mig B. bronchiseptica PCR esetében Thermo Scientific GeneRuler 100 bp DNA
Ladder (100 — 1000 bp) molekulasulymarkert hasznaltunk. A miivelet végeztével a PCR-
termékeket UV-megvilagitas alatt detektaltuk a markerhez viszonyitva (2. é4bra). A
fajspecifikus PCR-termék mérete F. canicola esetében 749 bp (Korczak és mtsai., 2014), a
P. multociddnal 460 bp (Townsend és mtsai., 1998) és a B. bronchisepticanal 237 bp
(Hozbor és mtsai., 1999).

Pasteurella multocida 100-3000 bp GeneRuler 10}V 50 perc 460 bp
Frederiksenia canicola 100-3000 bp GeneRuler oV 50 perc 749 bp
Bordetella bronchiseptica | 100-1000 bp GeneRuler 10}V 45 perc 237 bp
16S rRNS szekvenciaanalizis | 100-3000 bp GeneRuler 9oV 60 perc ~1500 bp
rpoB szekvenciaanalizis 100-1000 bp GeneRuler o)V, 60 perc 560 bp

3. tablazat: Az agar6z gélelektroforézis fontosabb paraméterei
A PCR-vizsgalat eredményeit Microsoft Excel 2007 programmal tablazatos formaban
rogzitettiik. A tablazatban feltiintettiik a minta sorszamat, a mintavétel datumat, az allat fajat,
illetve korhazi torzsszamat, a minta tipusat (orr, garat vagy BAL), valamint az egyes

taptalajokrol izolalt baktériumokat.
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5.5. 16S rRNS szekvenciaanalizis

Amennyiben a laboratériumban végzett vizsgalat eredménye negativ lett, vagy a
telepmorfologia alapjan eleve nem volt valdszinii, hogy a laboratoriumban azonosithatd
baktériumrol van szd, tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Ehhez el6szor a fentebb leirtakkal
megegyezden templatot allitottunk eld az ismeretlen baktériumtenyészetbdl, majd
elvégeztiik a 16S riboszomalis RNS génjére specifikus PCR reakciot (1. és 2. tablazat). A
PCR-termék tisztasagat agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik (3. tablazat), a megfeleld
tisztasagu mintakat pedig a Macrogen Europe szekvenald cégnek tovabbitottuk.

A szekvenalasi eredmény elemzése utani besorolds alapja az volt, hogy az adott
szekvencidhoz hasonld, ismert organizmusokbdl szarmazd szekvencidkat kerestiink egy
annotalt referencia-adatbazisban lokalis szekvencia illesztéssel, az online elérhetdé Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST®) program felhasznalasaval
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

5.6. Filogenetikai vizsgalat

A Pasteurellaceae és Neisseriaceae csaladba tartozo baktérium izolatumokat végiil az
RNS polimerdaz béta alegységét kodold génszakasz (rpoB) szekvenciaanalizisével is
megvizsgaltuk. A 560 bp hosszlisagh génszakasz vizsgalatat a Korczak és mtsai. (2004)
publikicidjdban leirtak alapjan végeztik. A folyamat sordn a 16S rRNS
szekvenciaanalizishez hasonléan PCR reakciot végeztink (1. és 2. tablazat), a PCR-
termékeket gél elektroforézissel mutattuk ki (3. tablazat), majd a Macrogen Europe
szekvendlod cégnek tovabbitottuk azokat. A kapott szekvencidkon hasonldsag vizsgalatot
végeztiink, mely soran a nukleinsav szekvencidkat egymas alé illesztettiik gy, hogy a lehetd
legtobb pozicioban azonos nukleotidok legyenek. Az illesztést a Geneious Prime
programmal végeztiik el, a Clustal W algoritmus hasznélatdval. Az illesztett szekvenciakkal
a MEGAY program segitségével egy filogenetikai fat készitettiink, tdvolsadg alapu fakat

szamitd Neighbor-Joining modszerrel.
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6. EREDMENYEK

6.1. Osszesitett mintaeredmények

A vizsgalatok soran a 48 kutyatol és 8 macskatol 6sszegytjtott 130 mintabol 6sszesen
35 kiilonb6zo baktériumot sikeriilt faj szinten azonositani. Az izolalt mikroorganizmusok
koziil a vizsgalataim alapjat képezo Pasteurellaceae és Neisseriaceae csaladba 5-5 faj
tartozott (4. tablazat). A munkam szempontjabol Iényeges baktériumok koziil legnagyobb
aranyban a F. canicolat, 0sszesen 19 kutydbdl szarmazdé 21 mintdbol mutattuk ki.
Legnagyobb szdmban, Osszesen 18 esetben a minta a garatbdl szdrmazott, ezek koziil két
kutyanal a garat mellett az orriiregbdl is kimutathatd volt, egy esetben pedig csak a BAL
mintabdl izolaltuk a baktériumot. A Pasteurellaceae csaladbdl a masodik leggyakrabban
kimutatott baktérium a P. multocida volt, melyet 6sszesen 8 mintabdl izolaltunk. Ezek koziil
4 kutyaban a garatbol, 2 kutya orrabol és 2 macska garatjabol szarmazott. P. canis dsszesen
5 kutya garat, P. dagmatis pedig 1 kutya orrmintabdol volt izolalhatd. A szintén
Pasteurellaceae csaladba tartoz6 H. haemoglobinophilus baktériumot csak kutya garatbol
szarmaz6 mintakbol tudtuk kimutatni, 6sszesen 7 esetben. B. bronchisepticat 6 mintabol
izolaltunk, melyeket 0sszesen 4 kutyabol gyiijtottiink. Egy kutya esetében az orr, garat és
BAL mintabdl is izolalhat6 volt a baktérium, 3 kutyanak csak az orrdbol volt kimutathat6 a
mikroorganizmus. A Neisseria genus tekintetében a leggyakrabban izolalt faj a N. weaveri
volt, ami 8 garatmintabodl volt kimutathato, melyek koziil 1 minta macskébdl, 7 minta pedig
kutyabol szarmazott. N. dumasiandr 5, N. canist 1 kutya garatmintabol, N. shayeganiit 1
macska garatmintabol mutattunk ki, mig a N. zoodegmatist egy kutya és egy macska

garatmintabol is izolaltuk (5. tablazat).
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1. abra: 1: P. multocida 2: F. canicola 3: B.bronchiseptica 4: N. weaveri tenyészetek véres agaron

M neg.poz. 1 2 3 4 5 6 M neg. Fc1 Fc2Pm1Pm2Pc M poz. neg. | 2 3 4 5 6 74 8 M

'~ -

— e — — —y —— —

2. abra: Elektroforézis eredmények sorban P. multocida, F. canicola és B. bronchiseptica vizsgalatakor

Ezen baktérium csalddok mellett szamos mas baktérium is izolalhat6 volt. Legtobb esetben
valamilyen Enterobacterium, féként Escherichia coli nétt ki a taptalajon, de 11 esetben
Streptococcus torzsek is megjelentek az izolatumban. Ezek kozott 7 esetben Streptococcus.
canist, 3 esetben Streptococcus fryit, egy esetben pedig egyéb Streptococcus torzset
azonositottunk. Staphylococcus torzsek koziil a Staphylococcus pseudointermedius 6
esetben, Staphylococcus hominis, Staphylococcus warneri 1-1 esetben nétt ki a médiumon.
Pseudomonas aeruginosa baktériumot 1 macska orrmintajabol és 7 kutya mintabol
izolaltunk. A baktériumhordozo kutydk kozott 4-nél csak garatbol, 1-nél csak orrbol volt
izolalhato a baktérium, két esetben azonban az orrbdl és a garatbdl egyarant kimutattuk.
Tovabbi Pseudomonas torzseket kutya garatbdl izolaltunk, egy esetben Pseudomonas
mendocinat, egy esetben pedig Pseudomonas parafulvat (4. és 5. tablazat). Ezeken a
torzseken kiviil egy-egy esetben kevésbé ismert baktériumok is megjelentek, melyeket fajok

szerint csoportositva mutatok be.

a 3 a O
db % db % db %
Frederiksenia canicola 21 18,9 0 0 21 16,2
Streptococcus species 11 9,9 1 53 12 9,2
Escherichia coli 11 9,9 0 0 11 8,5
Pseudomonas species 9 8,1 1 5,3 10 7,7
Staphylococcus species 8 7,2 1 5,3 9 6,9

19



Egyéb Enterobacterium species 9 8,1 0 0 9 6,9
Pasteurella multocida 6 5,4 2 10,5 8 6,2
Neisseria weaveri 7 6,3 5,3 8 6,2
:;enToogﬁgg%sophilus l 82 v v 7 S
Bordetella bronchiseptica 6 5,4 0 0 6 4,6
Pasteurella canis 5 4,5 0 0 5 3,8
Neisseria dumasiana 5 4,5 0 0 5 3,8
Acinetobacter lwoffii 3 2,7 0 0 3 2,3
Citrobacter freundii 1 0,9 2 10,5 3 2,3
Raoultella planticola 1 0,9 2 10,5 3 2,3
Rothia nasimurium 3 2,7 0 0 3 2,3
Neisseria zoodegmatis 1 0,9 1 5,3 2 1,5
Bacillus cereus 2 1,8 0 0 2 15
Pasteurella dagmatis 1 0,9 0 0 1 0,8
Neisseria shayeganii 0 0 1 53 1 0,8
Neisseria canis 1 0,9 0 0 1 0,8
Klebsiella pneumoniae 1 0,9 0 0 1 0,8
Brevibacterium frigoritolerans 0 0 1 5,3 1 0,8
Delftia lacustris 0 0 1 53 1 0,8
Delftia tsuruhatensis 1 0,9 0 0 1 0,8
Pantoea agglomerans 1 0,9 0 0 1 0,8
Acinetobacter radiotolerans 1 0,9 0 0 1 0,8
éa)\(r(;jri‘obacterium canine oral 1 0.9 0 0 1 0.8
Stenotrophomonas maltophilia 1 0,9 0 0 1 0,8
Macrococcus canis 1 0,9 0 0 1 0,8
Moraxella canis 1 0,9 0 0 1 0,8
o3 48 8 6
0 O 0
4, tablazat: Az izolalt baktériumok fajok szerint csoportositva

db % db % db % db
Frederiksenia canicola 2 3,4 18 34,6 1 5,0 21
Streptococcus species 1 1,7 10 19,2 1 5,0 12
Escherichia coli 2 3,4 17,3 0 0 11
Pseudomonas species 6 10,3 4 7,7 0 0 10
Staphylococcus species 8 13,8 19 0 0 9
SEpge)(r:éi(l;SEnterobacterium 2 3.4 6 115 1 5.0 9
Pasteurella multocida 3,4 6 11,5 0 8
Neisseria weaveri 0 0 15,4 0 8
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rlj;eer?ggplggiunsophilus v 0 ! . 0 v !
E:)orri?ﬁails?ptica 4 6,9 1 1.9 ! 5.0 6
Pasteurella canis 0 0, 5 9,6 0 5
Neisseria dumasiana 0 0 5 9,6 0 5
Acinetobacter lwoffii 2 34 1 1,9 0 0 3
Citrobacter freundii 0 0 2 3,8 1 5,0 3
Raoultella planticola 0 0 2 3,8 1 5,0 3
Rothia nasimurium 2 34 1 1,9 0 0 3
Neisseria zoodegmatis 0 0 2 3,8 0 0 2
Bacillus cereus 2 3,4 0 0 0 0 2
Pasteurella dagmatis 1 1,7 0 0 0 0 1
Neisseria shayeganii 0 0 1 1,9 0 0 1
Neisseria canis 0 0 1 1,9 0 0 1
Klebsiella pneumoniae 1 1,7 0 0 0 0 1
ST s [ o[0T o [ o]
Delftia lacustris 0 0 0 0 1 50 1
Delftia tsuruhatensis 0 0 1 1,9 0 1
Pantoea agglomerans 1 17 0 0 0 1
D EEAEEEEEEERE
canine oral taxon L w o oo |0 |1
itgﬂggrﬁﬁgomonas 0 0 0 0 1 5,0 1
Macrococcus canis 1 1,7 0 0 0 0 1
Moraxella canis 0 0 1 1,9 0 0 1
galt alla 6 0 6
a Gsszese 8 0 0

5. tablazat: Az izolalt baktériumok mintatipusok szerint csoportositva

6.2. Macskakbol szirmaz6 mintak eredményei

A macskakbol szarmazd orrmintakbol egy esetben P. aeruginosdt, egy esetben S.
hominist, egy esetben pedig Brevibacterium frigoritoleranst mutatott ki a szekvenalasi
eredmény.

Garatmintakbol két esetben PCR-rel azonositottunk P. multocida baktériumot.
Szekvenalassal egy esetben N. weaveri, egy esetben pedig N. shayeganii és N. zoodegmatis
keriilt kimutatasra. Tovabbi egy esetben Citrobacter freundii és Raoultella planticola

baktériumokat izolaltunk, melyek az érintett macska BAL-mintajaban is megjelentek Delftia
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lacustris baktériummal egylitt. Macskakbol szarmazo BAL-mintak kozott ez volt az

egyetlen minta, amelybdl mikroorganizmust tudtunk kimutatni (6. tdblazat).

Citrobacter freundii 0 0 1 12,5 1 33,3 2
Raoultella planticola 0 0 1 12,5 1 33,3 2
Neisseria weaveri 0 0 1 12,5 0 0 1
Neisseria shayeganii 0 0 1 12,5 0 0 1
Neisseria zoodegmatis 0 0 1 12,5 0 0 1
Pseudomonas species 1 12,5 0 0 0 0 1
Staphylococcus species 1 12,5 0 0 0 0 1
Streptococcus species 0 0 1 12,5 0 0 1
e v [ws[ o o[ o o] o
Delftia lacustris 0 0 0 0 1 33,3 1
Mintak szama 6sszesen 8 8

Vizsgalt allat 8 8

6. tablazat: Macskakbol izolalt baktériumok mintatipusok szerint csoportositva

6.3. Kutyakbél szarmazé mintak eredményei

Kutyakbol szdrmazo orrmintdkbol a laboratoriumban végzett PCR modszerével 4
mintabodl B. bronchisepticdt, 2 mintabol F. canicolat, 2-b6l pedig P. multocidat mutattunk
ki. A szintén ebbe a genusba tartozé P. dagmatist egy mintabol izolaltuk. A MacroGen
szekvenalo cég kozremiikodésével tovabbi két mintabol Acinetobacter lwoffii, egy mintabol
pedig Acinetobacter radiotolerans keriilt kimutatasra. Két esetben E. coli, egy esetben
Klebsiella pneumoniae, tovabbi egy esetben pedig nem fajszinten meghatarozott
Enterobacterium lett kimutatva. A Pseudomonas genus tagjai koziil legtobbszor P.
aeruginosa fordult eld, minddsszesen 3 esetben, tovabbi egy-egy mintabol P. parafulva és
P. mendocina izolatumot azonositottunk. A Gram-pozitiv baktériumok koéziil 5 mintabol
sikertilt S. pseudointermediust, tovabbi 1-1 mintabdl pedig S. hominist, S. warnerit, S. canist
és Macrococcus canist, valamint két mintabol Bacillus cereust izolalni. Tovabbi 1-1
mintabol Pantoea agglomerans és Cardiobacterium, két esetben pedig Rothia nasimurium
nétt ki (7. tablazat).
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A Kutya garatmintakbol legtobb esetben F. canicolat izolaltunk, 6sszesen 18 mintabdl.
P. multocidat 4, B. bronchisepticat 1 esetben mutattunk ki a laboratériumban. P. canis 5
mintabol volt izolalhat6é. H. haemoglobinophilust 7, P. aeruginosdt 6 mintabol lehetett
egyértelmilen azonositani. E. colit 6sszesen 9, tovabbi egy mintabol pedig Escherichia
hermanniit azonositottunk. Neisseria fajok koziil legnagyobb aranyban a N. weaveri,
Osszesen 7 mintaban volt jelen. Ezt kovette a N. dumasiana, melyet 5 mintabol izolaltunk,
tovabbi 1-1 mintabdl pedig N. canis és N. zoodegmatis volt kimutathat6. A garatmintaknal
a Gram-pozitiv baktériumok koziil legnagyobb szamban a S. canis 5 mintabol, a S. fryi 3
mintabdl lett izolalva. Tovabbi 1-1 esetben mutattunk ki A. Iwoffiit, Delftia tsuruhatensist,
R. nasimuriumot, R. planticolat, C. freundiit, S. pseudointermediust és Moraxella canist
(7. tablazat).

A kutyakbol vett BAL-mintak koziil egy-egy esetben izolaltunk B. bronchiseptica, F.
canicola, S. canis és Enterococcus faecalis baktériumot, két-két esetben pedig P.

aeruginosat €s Stenotrophomonas maltophiliat (7. tablazat).

O ara BA 0
db % db % db % db %
Frederiksenia canicola 2 4,0 18 40,9 1 5,9 21 18,9
Streptococcus species 1 2,0 9 20,5 1 5,9 11 9,9
Escherichia coli 2 4,0 9 20,5 0 0 11 9,9
Pseudomonas species 2 4,0 7 15,9 0 0 9 8,1
SEpgg(r:e;:SEnterobacterium 2 4.0 6 136 1 5.9 9 8.1
Staphylococcus species 7 14,0 1 2,3 0 0 8 7,2
Neisseria weaveri 0 0 7 15,9 0 0 7 6,3
E;egggﬂggrnsophilus 0 0 ! 159 0 0 ! 63
Pasteurella multocida 2 4,0 4 9,1 0 0 6 5,4
Bordetella bronchiseptica 4 8,0 1 2,3 1 59 6 54
Pasteurella canis 0 0 5 11,4 0 0 5 4,5
Neisseria dumasiana 0 0 5 114 0 0 5 4,5
Rothia nasimurium 2 4,0 1 2,3 0 0 3 2,7
Acinetobacter Iwoffii 2 4,0 1 2,3 0 0 3 2,7
Bacillus cereus 2 4,0 0 0 0 0 2 1,8
;tg:’tggﬁﬁgomonas 0 0 0 0 1 5,9 1 0,9
Raoultella planticola 0 0 1 2,3 0 0 1 0,9
Pantoea agglomerans 1 2,0 0 0 0 0 1 0,9
Pasteurella dagmatis 1 2,0 0 0 0 0 1 0,9
Neisseria zoodegmatis 0 0 1 2,3 0 0 1 0,9
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Neisseria canis 0 0 1 2,3 0 0 1 0,9
Moraxella canis 0 1 2,3 0 0 1 0,9
Macrococcus canis 1 2,0 0 0 0 0 1 0,9
Klebsiella pneumoniae 1 2,0 0 0 0 0 1 0,9
Delftia tsuruhatensis 0 0 1 2,3 0 0 1 0,9
Citrobacter freundii 0 0 1 2,3 0 0 1 0,9
OCf;;dtig)t()zﬁterium canine 1 20 0 0 0 0 1 0.9
e 1 20 J o[ o[ o] o[ s ]

Vizsgalt allat

Mintak szama dsszesen
7. tablazat: Kutyakbol izolalt baktériumok mintatipusok szerint csoportositva

6.4. Filogenetikai vizsgalatok eredményei

Az rpoB szekvenciaanalizis soran létrehozott filogenetikai fan a kiilonbdz6 fajok
egymastol elkiiloniild klasztereket alkottak (3. abra). Az altalunk felhasznalt médszert
(Korczak és mtsai., 2004) a Pasteurellaceae csaladba tartoz6 baktériumfajok rpoB génjének
szekvencia analizisére dolgoztdk ki, de munkank sordn sikeresen alkalmaztuk a
Neisseriaceae csaladba tartozd baktériumfajokra is. Vizsgalataink soran tobb olyan
baktériumfajt is azonositottunk, melyek az elmult évtizedben keriiltek leirasra, hazankban
pedig legjobb tudasunk szerint korabban nem azonositottdk oOket, koztikk a F. canicolat
(Korczak és mtsai., 2014), N. shayeganiit (Wolfgang és mtsai., 2011), N. dumasianat
(Wroblewski és mtsai., 2017).
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184181 P. multocida
1991251122 P. multocida
269856 P. multocida
82 270358 P. multocida
269549 P. nultocida
1001270687 P. multocida
L— 274218 P. multocida
99 L 277440 P. multocida
277688 P. canis
269820 P. canis
277832 P. canis
100 - 269530 P. canis
269539 P. canis
26259072 P. dagmatis canine oral taxon
—— 277832 H. haemoglobinophilus
991256759 H. haemoglobinophilus
100 269196 H. haemoglobinophilus
7100 194529 H. haemoglobinophilus H. haemoglobinophilus
270358 H. haemoglobinophilus
100 276149 H. haemoglobinophilus
276824 H. haemoglobinophiis
269567 F. canicola
24 (249329 F. canicola
276633 F. canicola
262590/1 F. canicola
269533 F. canicola
269539 F. canicola
245022 F. canicola
276991 F. canicola
275736 F. canicola
256759 F. canicola F. canicola
g0 - 277832 F. canicola
269549 F. canicola
269164 F. canicola
269577 F. canicola
43| 274218 F. canicola
251122 F. canicola
269515 F. canicola
274196 F. canicola
269353 F. canicola
67 277832 N. canis
m 277440 N. shayeganii
277688 N. dumasiana
276633 N. dumasiana
276149 N. dumasiana
275736 N. dumasiana
275915 N. dumasiana
277440 N. zoodegmatis
277187 N. zoodegmatis
276633 N. weaveri
275736 N. weaveri
249329 N. weaveri
277832 N. weaveri
277688 N. weaveri

P. multocida
99

78

73

66

Neisseria sp.
99 P

0.05

3. abra: A vizsgalataink soran izolalt Pasteurellaceae és Neisseriaceae csaladba tartozd baktériumtorzsek
filogenetikai kapcsolatait abrazold torzsfa
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7. MEGBESZELES

A magyarorszagi kutya- és macskapopuldciok orr- és szdjiiregi mintdinak vizsgalata
soran kimutattuk, hogy ezeken a teriileteken bakteriologiai szempontbol rendkiviili a
diverzitas. 56 allattol levett 130 mintabol 6sszesen 35 kiilonb6z6, véres agaron tenyészthetd
baktériumfajt mutattunk ki, melyek kdzott tobb fajt is az elmult évtizedben irtak le (Korczak
¢és mtsai., 2014; Wolfgang és mtsai., 2011; Wroblewski és mtsai., 2017). Ezek a fajok
jellemzéen Magyarorszagon még egyaltalan nem kertiltek kimutatasra. Sajnalatos moédon a
kozelmultban torténd leirds miatt kevés irodalmi adat all rendelkezésre ezekrdl a fajokrol.
Kutatasunk bebizonyitotta, hogy ezek a nem rég leirt baktériumok jelen vannak a hazai
tarsallatok orr- és szajiiregében is, s6t egyes fajok kifejezetten elterjedtnek mondhatok. Ezt
tdmasztja ala, hogy a legtobb esetben, a mintak 16,2%-abol egy 2014-ben leirt baktériumfajt,
a F. canicoldat izolaltuk, melyr6l csupan néhany publikacio all rendelkezésiinkre (Korczak
¢és mtsai., 2014; Brix és mtsai., 2015; Hansen és mtsai., 2017). Hasonldan a F. canicoldhoz,
a 2011-ben leirt N. wadsworthii és N. shayeganii, valamint a 2017-ben leirt N. dumasiana
esetében is kevés informacioval rendelkeziink (Wolfgang ¢és mtsai., 2011; Wroblewski és
mtsai., 2017). Esetiinkben N. dumasiandt a kutya garatmintak 11,4%-a tartalmazott, N.
shayeganii a macska garatmintak 12,5%-ban volt jelen, N. wadsworthiit azonban egy
mintabol sem tudtunk kimutatni.

Az éallatok orrdbol szarmazo mintdk esetében mind kutydk, mind macskak korében
kisebb diverzitas és ritkabb eléfordulas volt jellemzd, mint a garatmintak kozt, valamint
joval kisebb aranyban jelentek meg a Pasteurellaceae és Neisseriaceae csaladok tagjai. Az
58 orrtampon mintabol Osszesen 22 baktériumfajt izolaltunk 40 alkalommal, mig 52
garattampon mintabol 24 baktériumfajt 93 esetben izolaltunk. Az orriireg-mintdkban
leggyakrabban Staphylococcus (13,8%) és Pseudomonas (10,3%) genusba tartozo fajok
voltak megtalalhatoak, mig a Pasteurellaceae és a Neisseriaceae csalad tagjai koziil csupan
a F. canicola (3,4%), P. multocida (3,4%) és P. dagmatis (1,7%) jelent meg igen kis
aranyban. Noha a garatmintainkban a Streptococcus fajok jelent6s aranyban voltak jelen
(19,2%), elsésorban Pasteurellaceae és Neisseria fajokat izolaltunk, mint a F. canicola
(34,6%), a H. haemoglobinophilus (13,5%), a P. multocida (11,5%), a P. canis (9,6%), a N.
weaveri (15,4%) és a N. dumasiana (9,6%).
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Baktériumok legkevésbé az alsé 1égutakban fordultak el6. A 20 BAL mintabol 8 fajt
sikeriilt azonositani, melyek koziil a F. canicola és B. bronchiseptica fajokat itéltiik
jelentdsebbnek.

Az irodalmi adatokkal 6sszevetve macskak esetében a Sturgeon és mtsai. (2014) altal
végzett vizsgalatokhoz hasonldéan itt is a Proteobacteria torzs tagjai dominaltak a
garatmintakban, 6 izolalt baktériumfajbol 5 ebbe a torzsbe tartozott (N. weaveri, N.
shayeganii, N. zoodegmatis, R. planticola, C. freundii), am a torzson beliil kifejezetten nagy
diverzitas nem volt megallapithaté: az 5 faj koziil 3 a Neisseriaceae, 2 az Enterobacteriaceae
csaladba tartozott.

A macska orriiregi mintak kis szama miatt nem lehet messzemend kovetkeztetéseket
levonni. A 8 mintabol dsszesen 3 baktériumfajt izolaltunk. A Dorn és mtsai. (2017) altal
végzett vizsgalatokkal Osszehasonlitva csak egy esetben azonositottunk az emlitett
publikacioban nagy aranyban izolalt Staphylococcust, azonban ezen kiviil jelent6sen eltérd
baktériumfajok keriiltek izolalasra a két vizsgalat soran. A mi esetiinkben példaul a macska
orriiregi mintakbol Moraxella, Neisseria, Streptococcus és Pasteurella baktériumokat egy
esetben sem tudtunk kitenyészteni, pedig a 2017-ben végzett vizsgalatok soran az egészséges
macska orriiregi mintdk nagy részénél izolaltak Moraxella és Neisseria, beteg macskak
orriiregi mintaibol pedig tobb esetben Streptococcus és Pasteurella fajokat.

A macskdkbol vett mintdk eredményei a munkdm szempontjabol 1ényeges
baktériumfajok macskakban valo el6fordulasanak megallapitasara alkalmas volt, hiszen egy
esetben egy hazankban még nem izolalt fajt, a N. shayeganiit (Wolfgang és mtsai., 2002) is
Kimutattunk, azonban az egyes baktériumok magyarorszagi elterjedtségér6l helyes
kovetkeztetéseket a kis mintaszdm miatt nem lehet levonni. Ily modon ezek az eredmények
tovabbi, a baktériumok hazai macskakban valo elterjedtségének vizsgalatat célzo kutatdsok
alapjat képezhetik.

Kutyak kozott Dewhirst és mtsai. (2012) 148 kiilonb6zd genusba sorolhatd baktériumot
izolaltak, melyb6l 52 wvolt Proteobacterium (35,1%). Az 52 genusbol 22 (42,3%)
Betaproteobacterium, 18 pedig (34,6%) Gammaproteobacterium volt. Jelen kutatasban a
kutyak szajliregébdl 21 féle baktériumfajt izolaltunk, melyeket 15 genusba sorolhattunk. A
munkank sordn lényegesen kevesebb baktériumfajt izolaltunk, melynek feltehetéen a
szelektiv taptalajon valo tenyésztés az oka. Eléfordulhat azonban, hogy az altalunk vizsgalt
allatok 1égzdszervi baktériumainak diverzitasa valamely okbol kisebb, mint az emlitett
felmérésben (pl. korabbi antibiotikumos kezelés). Ezt a kérdést azonban ebbdl a kisérleti

elrendezésbol kétséget kizaroan nem lehet megvalaszolni. A 15 genus koziil 12 (80%) a
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Proteobacteria torzsbe tartozik, tehat joval nagyobb volt a Proteobacteriumok aranya, mint
a 2012-es vizsgalatokban. A 12 Proteobacterium kozil pedig 9 (75%) a
Gammaproteobacteriumok, 3 (25%) pedig a Betaproteobacteriumok k6zé tartozik, tehat a
mi kutatasunkban, ellentétben a 2012-ben végzett vizsgalattal, jelentdsen nagyobb aranyban
voltak jelen a Gammaproteobacteriumok, mint a Betaproteobacteriumok.

Isaiah és mtsai. (2017) altal végzett vizsgalatokhoz hasonldan jelen munkaban is jelentds
kiilonbségek adodtak a kutydk orr- és garatmintai kozott. Az orrliregbdl szadrmazéd
mintdkban, hasonléan az emlitett szerzok altal tapasztaltakhoz, legnagyobb aranyban
Proteobacteriumok jelentek meg: 15 kiilonb6z6 genusbol 10 a Proteobacterium, 4 a
Firmicutes, egy pedig az Actinobacteria torzsbe tartozott. A kutatds soran a kutyak
garatmintaibol is dontden Proteobacteria torzseket izolaltunk, azonban a két mintatipusbol
izolalt fajok kozott jelentds kiilonbségek adodtak. F. canicola példaul csupan 2 orr eredetl,
viszont 18 garatmintabol volt izolalhatd, ahogyan a Neisseria, a Streptococcus és az
Enterobacterium fajok is nagyobb aranyban jelentek meg a garatmintikban. A
Staphylococcus fajok és a B. bronchiseptica azonban éppen az orriiregi mintakbol voltak
gyakrabban izoldlhatok.

Olyan publikaciok, melyek kdzelmultban leirt fajok, mint példaul a N. shayeganii, N.
wadsworthii (Wolfgang és mtsai., 2011), N. dumasiana (Wroblewski és mtsai., 2017)
kutydkban ¢és macskdkban vald eléforduldsi aranyat vizsgdljdk, nem dallnak
rendelkezésiinkre. A F. canicola el6fordulasi gyakorisagat is csak mas allatfajokban
vizsgaltak (Brix és mtsai., 2015; Hansen és mtsai., 2017). Ezen baktériumok jelenlétének és
elterjedtségének kimutatdsa a hazai kutya €s macska populacidkban egészen ijszerti.

A BAL mintakbol baktériumokat csak szoérvanyosan lehetett izolalni, a 17 kutyatol és 3
macskatél szarmazé mintabol Osszesen 8 baktériumfajt azonositottunk, vagyis
mikrobiologiai szempontbol az alsobb légutak jelent6sen fertézéstdl mentesebbnek
bizonyultak a felsé légutaknél, ami valdszinlileg a felsé légutak baktérium elimindcios
mechanizmusainak koszonhetd. A pozitiv BAL mintat ado allatokban jellemzden a felsd
1égutakbol keriilhettek a baktériumok az alsobb 1égutakba, tekintve, hogy a legtobb esetben
a fels6 légutakbol is ugyanazt a baktériumfajt mutattuk ki. Egy macska esetében példaul
mind a garat, mind a BAL mintabol izolalhat6 volt a C. freundii és a R. planticola. Azt, hogy
ezek a baktériumok a normal szajiiregi mikroflora alkotoiként, vagy egy kiterjedt bakterialis
léguti fert6zés soran keriiltek az alsobb légutakba, a jelenlegi adataink alapjan nem lehet
biztosan megmondani. Ilyen célbol érdemes lenne a mintdkbol csiraszam-vizsgalatot is

végezni, ami alapjan kideriilne, hogy csak elszoértan, vagy nagy mennyiségben kertiltek
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baktériumok az alsé 1égutakba. Egyedi esetekben azonban, ismerve a koriilményeket mar
lehet kovetkeztetéseket levonni. Példaul egy sulyos, visszatérd 1égzdszervi tiinetekkel kiizdd
kutya mindharom mintatipusabol B. bronchiseptica volt izolalhatd, mely — ismerve a
baktérium megbetegit6 képességét (Keil és Fenwick, 1998) — arra enged kovetkeztetni, hogy
a léguti betegségben a mikroorganizmusnak Iényeges szerepe volt.

Vizsgalataink soran atfogé képet kaptunk az altalunk izolalt Pasteurella, Haemophilus,
Frederiksenia, valamint Neisseria torzsek, koztik a kozelmultban leirt F. canicola, N.
weaveri, N. shayeganii és N. dumasiana fajok kozti filogenetikai viszonyokrol is, melyhez
az rpoB szekvenciaanalizis alkalmas médszernek bizonyult.

Vizsgalatainknak azonban voltak limitalo tényez6i. A mintakivalasztas véletlenszeriien
tortént, igy a fajta, kor, ivar, taplalkozéasi szokdsok, egyes betegségek ¢és ezek eldzetes
kezeléseinek esetleges mikrobiom modositod hatasat nem tudtuk figyelembe venni. A kutatés
tovabba nem volt alkalmas az egyes baktériumfajok klinikumban val6é szerepének
megallapitasara, tekintve, hogy csak baktériumokat izolaltunk, igy nem vettiik figyelembe a
virusok, gombdk vagy egyéb, az alkalmazott taptalajokon ndvekedni nem képes
baktériumok okozta fertézések lehetdségét, és nem vetettiik 0ssze az egyes baktériumok ¢€s
a klinikai tiinetek eléforduldsat sem. A viszonylag kis mintaszam szintén korlatozta a
lehetdségeinket klinikai szempontbol.

Ez a munka 6sszességében tovabbi kutatasok alapjat képezheti, melyek soran érdemes
lenne a Magyarorszagon eddig még soha, de eddig kiilf6ldon is csak ritkan leirt uj fajoknak
a klinikai jelent6ségét, az egyes betegségekben betdltstt szerepét vizsgalni. Erdekes lehet
tovabba a baktériumok human vonatkozast el6fordulasa, valamint human eléfordulas esetén
az ember-allat kapcsolatok felderitése a fert6zési modok megismerése céljabol.
Természetesen, mint minden baktériumnal, klinikai vonatkozasban az egyes fajok
antibiotikumokra vald érzékenységének vizsgalata kardinalis kérdés az esetleges
megbetegedések minél gyorsabban végrehajtott, célzott kezelési lehetdsége, valamint az
antibiotikum rezisztencia terjedésének megel6zése miatt. Az irodalmi adatok bdvitése
mellett az 0j baktériumfajok gyakorlati életben valé megjelenése is fontos lehet. A rutin
ellatast nyujtdé laboratériumok idében torténd felkésziilése, a kimutatasi moddszerek
fejlesztése és a kezelési protokollok kialakitasa mindenképp elényds lenne a klinikai munka

konnyitése és gyorsitasa céljabol.

29



8. (SSZEFOGLALAS

Magyarorszagon eddig a kutyak és macskak 1éguti és oralis mikrobiomjanak részletes
vizsgalatat célzd kutatas nem tortént, pedig az allattartasi kultara valtozésaval ez
allatgyogyaszati ¢€s kozegészségiigyi szempontbol is egyre lényegesebb kérdés. A
tudomanyos fejlodés segitségével pedig a rég ismert baktériumok mellett folyamatosan
azonositanak jabb fajokat is, melyek elterjedtségérdl, korokozo képességérdl azonban alig
rendelkeziink informacioval.

Munkénk sordn Gsszesen 48 kutyatol €és 8 macskatdl nyertiink orr-, garattampon és
esetenként bronchoalveolaris lavage mintat. Ezeket a mintdkat bakteriologiai vizsgalat ala
vetettiik szilard taptalajon torténd tenyésztéssel, PCR-vizsgalattal és 16S rRNS
szekvenciaanalizissel. Ezen kiviil a mintakbol izolalt Pasteurellaceae csaladhoz és Neisseria
genushoz tartoz6 baktériumtdrzseken filogenetikai vizsgalatokat is végeztiink.

A vizsgalatok soran 130 mintabol 6sszesen 35 baktériumfajt azonositottunk. Az izolalt
baktériumok koziil Frederiksenia canicola, Neisseria shayeganii és Neisseria dumasiana az
eldz6 évtizedben még ismeretlenek voltak, orszdgunkban pedig még soha nem mutattak ki
6ket. Munkank soran bizonyitottuk ezen 1j fajok jelenlétét is a hazai tarsallatokban, valamint
atfogd képet kaptunk egyes baktériumfajok elterjedtségérdl is. Vizsgalatainkbol kidertilt,
hogy az als6 légutak mikrobiologiai szempontbol szegényebb terliletek, és az orriireg
mikrobiologiai Osszetétele meglehetdsen eltér a garatétol. Vizsgalataink filogenetikat célzo
részEt rpoB szekvenciaanalizis segitségével végeztiik, mely soran a Pasteurellaceae csalad
vizsgalatara kidolgozott modszert sikeresen alkalmaztuk Neisseria térzseknél is. Ennek
eredményeként a hazai kutyakbol és macskakbol izolalt Pasteurellaceae csaladba és
Neisseria genusba tartozo baktériumtorzseket egy, a genetikai kapcsolatukat szemléltetd
torzsfan tudtuk elhelyezni, mely Magyarorszagon eddig egyediilallo vizsgalatnak szamit.

Jelen munka alapot szolgaltathat olyan tovéabbi tanulményoknak, melyek nagyobb
mintaszammal vizsgédljdk a Magyarorszagon eddig még nem izolalt baktériumok
eléfordulasi aranyat, valamint az allatok léguti és orédlis baktériumainak allat- €s
kozegészségiigyi jelentdségét, kockazat esetén pedig felmérik a kezelési lehetdségeket. A
kovetkezd évek kihivasa lesz az is, hogy az igy megszerzett tudast minél révidebb id6 alatt

lehessen atiiltetni gyakorlatba.
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9. SUMMARY

To date, no detailed study of the oral and respiratory microbiome of dogs and cats has
been carried out in Hungary, however, due to the changes of the animal husbandry culture,
it is getting more important in both veterinary and public health aspects. By the development
of scientific approaches, new bacterial species have constantly been described beside the
well-known bacteria. However, we have very poor information about the distribution and
pathogenicity of these newly described agents.

In our study nasal and pharyngeal swab samples were obtained from 48 dogs and 8 cats.
In some cases bronchoalveolar lavage samples were also taken. Bacteriological
examinations of these samples were done by culturing on solid medium, PCR examination
and 16S rRNA sequence analysis. In addition, bacterial strains belonging to the
Pasteurellaceae family or Neisseria genus were also included in phylogenetic studies.

During our study a total of 35 bacterial species were identified from 130 samples.
Among the isolated bacteria, Frederiksenia canicola, Neisseria shayeganii and Neisseria
dumasiana were unknown in the last decade, and have never been isolated in our country.
Our study demonstrated the presence of these bacteria in companion animals in Hungary, as
well as we got comprehensive information about the distribution of certain bacterial species.
Our examinations revealed that the lower respiratory tract is a microbiologically poor area,
and the microbiological composition of the nasal and oral cavity are significantly different.
Phylogenetic study was carried out by rpoB sequence analysis, and the method originally
developed for testing Pasteurellaceae was also successfully applied for Neisseria genus. As
a result, we could place the canine and feline Pasteurellaceae and Neisseria isolates on a
phylogenetic tree which shows the genetic relationships of these bacterial species, which is
a unique investigation in Hungary.

Present research may provide a basis for further studies examining the prevalence of
bacteria that have not been isolated in Hungary earlier, as well the veterinary and public
health significance of the oral and respiratory bacteria of our dogs and cats, and in case of
any risk, assessing the treatment options. Additionally, it will be a challenge for the future

to translate the knowledge acquired into practice in the shortest possible time.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkdszonni a témavezetdimnek, dr. Magyar Tibornak és dr. Psader
Rolandnak a kutatasi lehetOséget €s a toliikk kapott szakmai segitséget. Tovabba kdszonet
illeti Ujvari Barbarat a bakteriologiai laboratoriumi munkaba vald bevezetésemért €s a
dolgozatom irasa soran nyujtott rengeteg segitségért. Koszonet illeti tovabba az ATE
Belgyogyaszati Tanszék és Klinika, valamint az ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet
1égz6szervi bakteriologiai csoport laboratoriumanak munkatarsait, akik a kutatasunkhoz
biztositottak a helyszint és a targyi feltételeket. Végiil pedig szeretném megkdszonni
Pogacsas Géabornak a szamtalan informatikai jellegli problémam megoldasat és ezek soran
tanusitott tiirelmét.

A projekt az Europai Unidé tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap (ESZA)
tarsfinanszirozasaval valosul meg (a timogatasi szerzddés szama: AZ EFOP-3.6.3-VEKOP-
16-2017-00005, cime: Tudomdanyos utdnpotlds erdsitése a hallgatok tudomanyos

mithelyeinek és programjanak tamogatasaval, a mentoralas folyamatanak kidolgozasaval).
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5. melléklet N ilatkozat TDK- és szale olrazat azonossag
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6. melléklet

HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Elérhetéség (e-mail cim):.... 00028, . dsiiasr.. (@) G .S TEE e -
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Az stadott fajlok szama: ...l e

Jelen megéllapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem kizarélagos
jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a megér-
z€s €s a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF formara konvertalja
és szolgéltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara hozzafér-
het6) masolatot taroljon az On 4ltal dtadott dokumentumbdl kizardlag biztonsagi, visszaallitasi
és megorzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On mive, és/vagy jogosult biztositani a megéallapo-
désban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabba, hogy a mii eredeti és leg-
jobb tudomdsa szerint nem sérti vele senki mas szerz6i jogat. Amennyiben a mii tartalmaz olyan
anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzdi jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korl4tlan
engedélyt kapott a szerz6i jog tulajdonosatdl arra, hogy engedélyezhesse a jelen megéllapodas-
ban szerepld jogokat, és a harmadik személy 4ltal birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel
van tiintetve az eredeti szerzé neve a miivon beliil.

A szerz6i jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatarozza meg (egyetlen, a meg-
felelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé valjanak
a vilaghaldn,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott

dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztositd szamitégépre korlatozza a feltsltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

/.

\< Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatdnak helyben olvasasat a konyv-
/ 14
; tarban.

Amennyiben a feltsltés alapjat olyan mi képezi, melyet valamely cég vagy szervezet tamoga-
tott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire vo-
natkozéan.

A HuVetA lizemeltet0i a szerzd, illetve a jogokat gyakorld személyek €s szervezetek iranydban

nem vallalnak semmilyen felelésséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhasznalo a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté médon visszaélne.

Budapest, 2019. év ......... Ad. 6 ... AH ..nap

hege Feuge—
alairas
szerzb/a szerzbi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvidr, Levéltdr és Mizeum dltal mitkodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban osszegyiijise, rendszerezze,
megorizze, kereshetové és hozzdférhetévé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetéségek felhaszndlasdval biztositja a konnyii, (internetes
keresogépekkel is miikodd) kereshetoséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

- ' amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkizi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikdcidira 10rténd hivatkozdsok szamdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak novelése,

- az Allatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmiikodd partnerek tuddsvagyond-
nak koncentradlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-tu-
domany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmitkodés elosegitése,

- a nyilt hozzadférés tamogatdsa.



