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1. BEVEZETES

A Rhodococcus genus baktériumai a nocardioform Actinomyces-
ek csoportjdba, ezen beliil pedig a mikolsavat is tartalmazo6 baktériumok
alcsoportjaba tartoznak. A genusban jelenleg 12 faj foglal helyet. Ezen
fajok mindegyike szaprofitdnak tekinthetd, a R. equi kivételével, amely
viszont fakultativ patogén, és mind &llatorvosi, mind pedig humaén-
egészségligyi szempontbdl fontos (Bell és mtsai., 1998).

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

A csikok R. equi okozta megbetegedése vildgszerte el6fordul.
Elsdsorban 1-4 hénapos csikdkban okoz talyogképzddéssel jard gennyes
tiidogyulladast, fekélyes bélgyulladast, illetve az esetek egy részében,
foként a  bélfodri nyirokcsomokra  kiterjedd  elvaltozdsokat,
iziiletgyulladast, ritkdn vetélést. Csikokban az endémidsan fertdzott
allomanyokban az elhulldsok 10%-at, a tiidogyulladdsok 45%-at a R.
equi okozza (Zink és mtsai., 1986).

A korokoz6 és a megbetegedés Magyarorszdgon is széles kdrben
eléfordul, gyakorlatilag minden ménesben, de a kisebb
l6allomanyokban is (Szeredi és mtsai., 1996; Varga és mtsai., 1999).

A R. equi okozta kérkép csikokon kiviil ritkdbban sertésben,
szarvasmarhdban, juhban és kecskében is elofordul. Ezekben a fajokban
a nyirokcsomé-elvaltozasokkal jar6 formdval taldlkozhatunk, de a
sertések az all alatti nyirokcsoméban néhany szazalékban tiinetmentesen
is hordozzdk a baktériumot (Barton és Hughes, 1980; Rao és mtsai.,
1982; Katsumi és mtsai., 1991; Takai és mtsai., 1996).

Az utébbi 15 évben a R. equi humankortani jelentOsége is egyre
inkdbb el6térbe keriilt. Emberi megbetegedést a szervezet
védekezOképességének  jelentds  csokkenésekor,  igy  szerv-
transzplantaciot kovetd immunszuppressziv kezelés utén, illetve HIV-
fertozottséghez tarsultan idéz eld (Prescott, 1991; Takai és mtsai.,
1995).



2. VIZSGALATAINK CELJAI

1./ a R. equi el6fordulasi gyakorisdganak a megéllapitdsa lovakbdl és
mads fajokbdl szarmazd klinikai anyagokban és kornyezeti mintdkban,

2./ az irodalomban leirt, a R. equi izoldldsdra szolgdlé szelektiv
taptalajok Osszehasonlitdsa, illetve 1j, a kordbbiakndl jobb szelektiv
tptalaj Osszedllitdsa és kiprobdlasa,

3./ a kiilonbozd eredetli R. equi torzsek morfologiai, tenyésztési és
biokémiai tulajdonsdgainak vizsgalata és Osszehasonlitasa,

4./ a kiillonboz6 eredetli torzsek anyagcsere-ujjlenyomatanak
(enzimaktivitas, szénforras-hasznositas) és antibiotikum-
érzékenységének a vizsgdlata,

5./ a R. equi torzsek szeroldgiai besoroldsa,

6./ a torzsek plazmidprofiljanak jellemzése €s a 16S riboszomalis RNS
gén 0sszehasonlité vizsgalata,

7./ a betegség diagnosztikdjaban felhaszndlhaté immun-hisztokémiai
mddszer kidolgozasa, tovabba

8./ vakcindzasi kisérletek elvégzése a betegség megeldzése érdekében.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

1./ Magyarorszag kiilonbozo teriileteir6l szarmazd kortani anyagokbol
(csiko tiiddtalyogokbol, bélfodri- és gatorkozi nyirokcsomokbol, orr- és
végbéltamponokbdl, sertés nyirokcsomokbol, emberekbdl), és
kornyezeti mintakbdl (talajbdl) kiilonbozd szelektiv és nem szelektiv
tdptalajokat alkalmazva R. equi torzseket izolaltunk.

2./ A szakirodalomban leirt leggyakrabban haszndlt négy szelektiv
taptalajt (TINSDALE, M3T, NANAT, CAZ-NB), valamint a R. equi
torzsek antibiotikum-rezisztencidjanak alapjan altalunk Osszedllitott
négy kisérleti taptalajt (NC, PNP, TVP, TCP) kiilonb6z6 szempontok
szerint 6sszehasonlitottuk. Megvizsgaltuk a kiillonbozd taptalajoknak a
R. equi telepmorfoldgidjara gyakorolt hatdsit, a R. equi torzsek
visszaizoldlhatésagat, és a szennyezett mintdkban potencidlisan
jelenlévd 6t Gram-negativ és 6t Gram-pozitiv baktériumfajra kifejtett
gatlé hatasat. A két csoportbol a legjobbnak mindsitett 1-1 taptalajt
Ujabb kisérletben olyan 16 bélsar- és talajmintdk felhaszndldsdval
hasonlitottuk Ossze, amelyekbe ismert mennyiségli R. equi baktérium-
szuszpenziot kevertiink.

3./ Az 0Osszegyljtott torzsek morfologiai, tenyésztési €és biokémiai
tulajdonsagainak vizsgalatit standard leirdsoknak megfelelden végeztiik
el. A torzseket fajspecifikus DNS primereket haszndlva polimerdz
lancreakcio segitségével is azonositottuk.

4./ Reprezentativ szamui és eredeti minta esetén API-ZYM
(bioMérieux, Franciaorszdg) rendszert (19 konstitutiv enzim), BIOLOG
(Biolog Inc., Hayward, Kanada) rendszert (95 szénforrds), valamint
standard médszereket haszndlva jellemeztiik a torzsek enzimaktivitdsat,
szénforras-hasznositasat, és tiz antibiotikummal (amikacin-szulfét,
gentamicin-szulfét, neomicin-szulfat, rifampicin, vankomicin-
hidroklorid, eritromicin, amoxicillin, penicillin G, minociklin-
hidroklorid,  oxitetraciklin-hidroklorid) = szembeni  érzékenységét
(minimélis gatlé koncentracio).

5./ Valamennyi 0Osszegylijtott torzset a Prescott-féle rendszert
alkalmazva agargél-precipitiaciéo (AGP) segitségével szerotipizaltuk. Az
ebbe a rendszerbe be nem sorolhaté 90 torzs koziil 30 torzzsel szemben
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nyulakban hiperimmun savét termeltiink €és ezeket valamennyi be nem
sorolhat6 torzsbdl készitett antigénkivonattal AGP-prébdban vizsgéltuk.

6./ Valamennyi torzs esetén alkalikus-lizis médszerrel plazmid-izoldlast
végeztiink,  polimerdz-lancreakci6  segitségével  kimutattuk a
virulenciagének  (vapA- és vapB-gén) jelenlétét, restrikcids
endonukledzokkal (EcoRI, EcoT22l) végzett plazmidtipizalast
végeztiink.

Univerzdlis bakteridlis primereket (63f, 1387r) alkalmazva
reprezentativ szdmu torzs esetén megsokszoroztuk a 16S rRNS gént
(1338 bp), és ezeket restrikcids endonukledzos (Tru9l, Hin6l) emésztést
kovetden elektroforetizdlds utdn jellemeztiik. Tizenegy torzs esetén az
els6é 440 bp bazissorrendjét is megéllapitottuk.

7./ A lovakban leggyakrabban megbetegedést okozd 1-es szerotipusu
R. equi tipustorzzsel szemben nyulakban hiperimmun savot termeltiink,
amelyikbdl a R. equi specifikus IgG-t ammonium-szulfitos kisozassal
prepardltuk és affinitds-kromatografids eljarassal tisztitottuk. A
fagyasztott és paraffinba dgyazott metszeteken, valamint a lenyomati
készitményeken antigénfeltarast (37°C, 20 perc, protedzos kezelés)
kovetden a specifikus kotddést tormaperoxidazzal jelolt sztreptavidin-
biotin készlet alkalmazdsaval tettiik lathatva.

8./ A vakcinazasi kisérleteket 6t magyarorszdgi ménesben végeztiik.
Héarom ménesben csak inaktivalt R. equi baktériumokat tartalmazo
vakcindt hasznéltunk, amelyek koziil kettOben csak a csikokat, egy
ménesben pedig a vemhes kancédkat és a csikokat is oltottuk. A hasznalt
oltdanyagokat aluminium-foszfat géllel, illetve Freund-féle inkomplett
adjuvéanssal adjuvéltuk. Két ménesben a vakcindzast olyan
oltéanyagokkal végeztiik, amelyek a R. equi mellett inaktivdlt EHV-2
(equine  herpesvirus 2) komponenst is tartalmaztak. Ezen
allomanyokban a vemhes kancédkat és csikoikat is vakcindztuk, és a
kolosztralis immunitést is vizsgéltuk. Az ellenanyagvdlaszt a kombinalt
oltéanyagok haszndlata utdn virus-neutralizaciés (VN) probdaval és
indirekt haemagglutindciés (IHA) probédval, mig az egykomponensii
vakcina alkalmazdsa utdn ELISA-val mutattuk ki.



4. EREDMENYEK

1./ Magyarorszag 43 telepiilésérdl izolalt Osszesen 379 R. equi tdrzs
vizsgdlata alapjan megdllapitottuk, hogy ez a baktérium a
l6dllomanyokban széles korben, gyakorlatilag minden ménesben
eléfordul. A R. equi az altalunk vizsgélt, klinikailag és kérbonctanilag a
betegségre  jellemzd  tiineteket és  elvdltozdsokat  mutato,
tiidégyulladdsban elhullott csikok mindegyikébdl (100%) kitenyészthetd
volt, mig az endémidsan fert6zott dllomanyokban gytijtott orrtampon-
mintdkban 14,4%-os, a végbélbdl vett tamponmintdkban 28,4%-os, a
talajmintdkban 68,6%-0s, a klinikailag tiinetmentes sertések vagéhidon
gyljtott 4ll alatti nyirokcsomodiban pedig 14,9%-os gyakorisdggal
fordult eld.

2./ Az 4j (cefoperazont, polimixin B-t, trimetoprimet, cikloheximidet és
kalium-telluritot is tartalmazd) szelektiv tdptalaj (TCP) az eddig
ismertekhez képest jobb hatdsfokkal volt haszndlhat6 a R. equi torzsek
erdsen szennyezett mintakbdl (talajbol, bélsarbol) torténd izolédldsara. A
hattér baktérium- és gombafléra novekedését jelentés mértékben volt
képes gétolni, ugyanakkor lehetdvé tette a talaj- ill. a bélsarmintakba
bekevert R. equi baktériumok legaldbb 62-91%-dnak visszaizoldldsat.
Az j taptalajon a R. equi baktériumok jellegzetes, fényld, nyalkas,
sziirkésfekete szinii, 3-5 mm atmérdji telepeket képeztek.

3./ A tipustdrzsek és a hazai izolatumok morfologiai és tenyésztési
tulajdonsagaik tekintetében azonos médon viselkedtek (Gram-pozitiv
coccus, obligdt aerob, kataldz- és oxiddz pozitiv, cukrokbdl savat nem
termelt, pigmentet és uredz enzimet termelt, nitratot nitritté redukalta).
A tenyésztési €s biokémiai tulajdonsdgok vonatkozdsdban bar voltak
kiilonbségek (hemolizis nyudlvéres agaron, soétiirés, H,S-termelés) a
kiilonboz6 eredetli torzsek kozott, de egyetlen olyan tulajdonsagot sem
tudtunk kimutatni, amelyik csak bizonyos eredetii torzsekre lennének
jellemzdek.

Az altalunk Osszegylijtott Osszes, tenyésztési, morfologiai és
biokémiai tulajdonsdgai alapjdn R. equi-nek meghatdrozott torzsbol
kivont DNS-bdl polimeraz lancreakcid segitségével ki tudtuk mutatni a
R. equi-re jellemz6 450 bp méretli DNS szakaszt.



A klasszikus tenyésztési, morfolégiai €s biokémiai vizsgald

modszerek egyiittesen megbizhatéan alkalmasak a R. equi fajszintii
meghatdrozasara, az azonositds azonban elvégezheté a 16S rRNS gén
450 bp hosszisdgu specifikus DNS szakaszanak polimerdz ldncreakcid
segitségével val6 kimutatdsaval is.
4./ A kiilonbozo eredetli R. equi torzsek enzimprofilja meglehetdsen
homogén volt. Valamennyi torzs rendelkezett alkalikus- és savanyu
foszfatdz, leucin-, valin- és cisztin-arilamiddz, o- és [-gliikozidaz,
valamint naftol-AS-BI-foszfohidroldz aktivitdssal. A torzsek eredete és
enzimaktivitdsa kozott lényeges kiillonbséget csak az eszterdz (C4)
aktivitdsa esetén figyeltiink meg, ugyanis az emberekbdl izoldlt torzsek
ilyen enzimaktivitdssal nem rendelkeztek, mig a mds eredetli torzseknek
kb. a fele rendelkezett ezzel az enzimmel.

Az éltalunk megvizsgalt torzsek mindegyike képes volt hat
szénforrds (Tween 40, Tween 80, a-D-gliikéz, o-hidroxivajsav, L-
tejsav, metil-piruvat) hasznositasara, 51-féle szénforrast azonban egyik
torzs sem volt képes hasznositani. A szénforrds-hasznositds vizsgalata
(BIOLOG) alkalmas a torzsek gyors azonositidsidra, és az
eredményekbdl feldllitott torzsfa alapjan kovetkeztetések vonhatok le a
torzsek eredetére vonatkozdan is.

A hazai izolalast R. equi torzsek is a rifampicinre (minimalis
gatl6 koncentracio: 0,125-0,25 pg/ml) és az eritromicinre (MIC: 0,125-
0,5 ug/ml) a legérzékenyebbek. A legmagasabb MIC-értékeket pedig az
amoxicillin (2-64 pug/ml), az amikacin (2-64 pg/ml) és az oxitetraciklin
(16-64 pg/ml) esetén tapasztaltuk.

5./ A Prescott-féle 7 tipustorzzsel (ATCC 33701-7), tovabba 30, a
Prescott-féle rendszerbe be nem sorolhatd R. equi torzzsel szemben
nyulakban termelt hiperimmun savékat AGP-prébdban megvizsgalva a
379 R. equi torzs egy kivételével szerotipizalhatd volt. Az eddig ismert
7 szerotipus mellett, tovabbi négy, csak a homoldg torzzsel reakciot
adé, 1j szerotipus 1étezését allapitottuk meg. Allatfaj, illetve szdrmazasi
hely szerinti eltérésekkel ugyan, a torzsek 45,6%-a az 1-es, 28,2%-a a 2-
es szerotipusba, néhdny torzs tovabbi szerotipusokba, a torzsek 23,75%-
a pedig az altalunk megdllapitott négy tj (4ltalunk javasolt ,,8”-as, ,,97-
es, ,,107-es és ,,117-es) szerotipus valamelyikébe tartozott. A lovakbdl
izolalt torzsek tilnyomo tobbsége (74,4%-a) az 1-es szerotipusba volt
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besorolhaté. Az emberekbdl izoldlt 8 R. equi torzs koziil 6, valamint a
sertésekbdl izoldlt torzsek tobbsége (56,9%) 2-es szerotipustinak
bizonyult.

6./ A virulenciagének kimutatdsara szolgal6 PCR-t alkalmazva a térzsek
41,5%-ban a vapA gén (virulens torzsek), 13,6%-ban a vapB gén
(mérsékelten virulens torzsek) volt kimutathatd, mig a tobbi vizsgélt
torzs virulenciaplazmidot nem hordozott (avirulens torzsek). A lovakbdl
szarmaz0 torzsek tilnyomo tobbsége (88,4%) virulens volt, az emberbdl
szarmaz0 torzsek tobbnyire a mérsékelten virulensek kozé, a sertésekbol
szarmazoké pedig az avirulens (71,9%), illetve a mérsékelten virulens
(27,5%) torzsek kozé tartozott. A virulens torzsek tobbsége (96,15%) 85
kbp méretl I-es tipusu, kisebb résziik (3,85%) pedig 87 kbp méretii I-es
tipusu virulenciaplazmidot tartalmazott. A sertésekbdl és az emberekbdl
szarmazd mérsékelten virulens torzsek tobbsége ugyanolyan, egy 95
kbp méretli 5-6s tipusu virulenciaplazmiddal rendelkezett, de a sertés
eredetli torzsek kozott hat masik tipusd virulenciaplazmiddal is
taldlkoztunk, amelyek koziill egy, kordbban ismeretlen plazmidtipus
volt.

A 16S riboszomdlis RNS-t koédolé  gént  PCR-rel
megsokszorozva, az amplifikdlt szakasz restrikciés fragmentum-
hosszisag polimorfizmus (RFLP) vizsgalatdval, és ugyanezen gén egy
szakaszanak (440 bp) a szekvencia-analizisével sem tudtunk a
kiilonboz eredetli R. equi torzsek kozott kiilonbséget kimutatni.

7./ A kidolgozott immun-hisztokémiai eljards megkonnyiti €s gyorsabba
teszi a R. equi okozta megbetegedések diagnosztikdjat, mivel kiillonbozd
kortani anyagokbol, kenetekbdl, szovettani metszetekb0l néhany ora
alatt a bakterioldgiai vizsgalattal megegyez0, esetenként azt meghalado
érzékenységgel, specifikus reakcié segitségével mutatja ki a R. equi
baktériumokat.

8./ Vakcinazasi kisérleteink alapjan megéllapithatd, hogy mind a
vemhes kancdknak, mind pedig a 4-6 hetes csikoknak kétszer,
intramuscularisan alkalmazott, aluminium-foszféttal, vagy olajjal
adjuvalt, inaktivalt oltéanyag csak kismértékben volt képes a vérsavo,
ill. a colostrum R. equi-vel szembeni ellenanyagszintjének a kontrollhoz
viszonyitott emelésére. Ez a titer-emelkedés azonban nem volt képes
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minden esetben a megbetegedés megeldzésére. A R. equi vakcindk
haszndlatdval kapott eddigi eredmények egyeldre nem teszik lehetové a
vakcindk gyakorlati alkalmazésat.
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5. HAZAI ES NEMZETKOZI SZEMPONTBOL EGYARANT UJ
EREDMENYEK

- Bakterioldgiai vizsgalatokkal igazolt eredményeket szolgdltatott a
Rhodococcus equi torzseknek a csikdk tiidogyulladdsos eseteiben, a
tiinetmentes lovak bélsardban, talajmintdkban és a klinikailag
egészséges sertések all alatti nyirokcsomoéiban valé el6forduldsarol.
Ezek az adatok kelléen reprezentdljdk a R. equi torzsek hazai
el6forduldsat és elterjedtségét.

- Eurépai vonatkozdasban is egyediildllé R. equi torzsgylijteményt hozott
létre és ezen torzsek morfologiai, tenyésztési és biokémiai
tulajdonsagait jellemezte.

- Uj, a gyakorlati diagnosztikdban hasznélhaté, az eddigiekhez képest
jobb szelektiv kapacitdssal rendelkezd taptalajt dolgozott ki a R. equi
torzsek erdsen szennyezett mintakbol torténo kitenyésztésére.

- A tenyésztési, morfolégiai €s biokémiai tulajdonsdgaik alapjan R.
equi-nek meghatdrozott torzsek mindegyikére vonatkozéan bizonyitotta
egy 450 bp méretli specifikus DNS szakasz jelenlétét, amely egyrészt
aldtdmasztja a klasszikus baktérium-meghatdrozasi mddszerek jo6
eredménnyel val6 alkalmazhatésigit a R. equi identifikdldsaban,
masrészt nagyszamu tOrzson valé alkalmazdsdval bizonyitotta a
szakirodalomban leirt specifikus PCR-mddszernek a R. equi torzsek
gyors €s specifikus azonositasdra valé hasznalhatosagat.

- Nagyszamu szénforrds vizsgélata alapjan a R. equi torzsek egymashoz
valé viszonyat mutatd torzsfat (dendrogramot) allitott fel. Ez alkalmas
modszer lehet a kiilonb6z0 eredetli R. equi torzsek Osszehasonlitisara.

- A BIOLOG rendszert elsOként alkalmazta nagyszdmu, kiilénb6zo
eredetii R. equi torzsek meghatdrozdsara, igy adatokat szolgéltatott a
rendszer diagnosztikai munkdban valé hasznilhatosdgahoz, és
ravilagitott az anyagcsere-ujjlenyomat jarvanytani nyomozdasban valé
felhasznalhatésagéra.

- Agargél-precipiticiés proba alapjan négy uj (,,8”-as, ,,97-es, ,,107-es,
»117-es) R. equi szerotipust azonositott. Adatokat nyert ezek hazai
foldrajzi elterjedtségére és dllatfajonkénti megoszldsdra. A négy 1j
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szerotipus koziil kettdé (,,107-es, ,,117-es) el6forduldsat emberben is
megéllapitotta.

- Tisztazta a hazai R. equi torzsekben a virulenciaplazmidok jelenlétét
€s tipusait. Felhivta a figyelmet a Magyarorszagon él6 emberekbdl és
sertésekbdl szarmazd R. equi torzsek virulenciabeli hasonlésdgéra, ami
jarvanytani kapcsolatot feltételez a két faj kozott.

- Ramutatott arra, hogy a hazai izoldlasu, kiilonb6z6 eredetli R. equi
torzsek és a tipustorzsek 16S rRNS-génjének varidbilitidsa 1ényegesen
kisebb, mint az a génbankban elérhetd adatokbdl varhat6 lenne.

- Uj, specifikus immun-hisztokémiai eljarast dolgozott ki a R. equi
baktériumok fagyasztott-, paraffinba dgyazott metszetekben, illetve
lenyomati készitményekben val6 kimutatdsdra.
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segitséget és ezen szakmai egylittmikodések révén hozzdjarultak ahhoz,
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A munka valamilyen fazisdban nyujtott segitségért a kovetkezd
kollégaknak vagyok halas: Dr. Major Andrea, Dr. Majoros Gabor,
Dr. Nagy Miklés, Dr. Reiczigel Jené, Dr. Solymosi Norbert,
Dr. Soés Pal, Dr. Szigeti Gabor és Dr. Tuboly Tamas.

A preciz, pontos asszisztensi munkaért Gasparné Stoll
Annamariat, Halasi Terézt, Juhasz Agnest, Karner Editet, Kottasz
Tamasnét, Lakosi Szilviat, Dr. Mezési Laszlonét és Nogradi Ritat
illeti kdszonet.

Koszonettel tartozom azon egyetemi hallgatoknak és
gyakornokoknak (Dr. Ganter Mariann, Dr. Hegediis Tamas,
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