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Bevezetés

A tejeld szarvasmarhatartasban vilagszerte az egyik leggyakoribb ¢€s legnagyobb
gazdasagi veszteséggel jar6 megbetegedés a tehenek tégygyulladasa'?, melyet az esetek dontd
tobbségében baktériumok okoznak®. A kérokozok a fertézés terjedésének modja szerint
csoportosithatok. Eszerint megkiilonboztetiink allatrél allatra terjedd, un. fertdzo illetve
kornyezeti korokozokat!. A fertdzé korokozok visszaszoritasaval gyakoribba valik a
kornyezeti korokozok okozta tdgygyulladas, melyet az altalanosan elterjedt Escherichia coli
€s Streptococcus uberis mellett szamos mas, a kornyezetben eldforduld és feldasulo
baktérium okozhat>®. Ilyen fakultativ patogén baktériumokat irtak le a Corynebacterinae
alrend tobb nemzetségében is.

Az alrend Mycobacterium nemzetségébe tartoz6é M. fortuitum és M. smegmatis ismert
tégygyulladas-korokozok, melyek akar a tehén elhullasaval végzddd betegséget is
okozhatnak®. Szintén régota ismert korokozé a Corynebacterium nemzetségbe tartozo, a
togygyulladds enyhe formajat okozo, allatrol allatra terjedni képes C. bovis®, de kimutatisra
kertiltek togygyulladasban szenvedd tehenek tejébdl egyéb, a kornyezetbdl szadrmazd
coryneform baktériumok is’. A Nocardia nemzetségben szamos fakultativ korokozé talalhato,
melyek koziil tobb mint harmincnak kdzegészségiigyi jelentsége van®, emellett sok fajt
kimutattak nyerstejbdl® illetve klinikai tdgygyulladasbol is'®. A Rhodococcus nemzetségbe
tartozd Rhodococcus equi tobb emberi és allati megbetegedéssel hozhatd sszefiiggésbe!!,
leirasra keriilt szarvasmarha tégygyulladdsaval kapcsolatban is'2. A kordbban R. maris néven
ismert baktérium részletes vizsgalata vezetett a Dietzia nemzetség létrehozasahoz'?, melynek
togygyulladas-korokozo szerepérél a kozelmultban szamolt be HAMID!'. Az elézdekkel
kozeli rokonsagban all a Gordonia nemzetség, melyben tobb baktériumfajt azonositottak
masodlagos koérokozoként human megbetegedésekben!®, de szarvasmarha tégygyulladasanak
korokozojaként még nem keriilt leirdsra a szakirodalomban.

Vizsgélatunk alapjaul Magyarorszdg 21 tehenészeti telepérél a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) Allategészségiigyi Diagnosztikai
Igazgatosaganak (ADI) Bakteriologiai Laboratoriumaba 2006 o6ta érkezett tejmintak
szolgaltak. Munkank célja az volt, hogy kidolgozzunk egy diagnosztikai eljarast, mely
segitségével a Corynebacterinae alrendbe tartozo tégygyulladas-korokozo baktériumok

azonosithatoak és elkiilonithetoek.



Irodalmi attekintés

A szarvasmarha tejmirigyeiben zajlo gyulladdsos folyamatokat tégygyulladasnak
nevezziik, amely kiilfoldi? és hazai'® felmérések alapjan is a leggyakrabban eléfordulé és a
legnagyobb gazdasagi veszteséget okozo betegség a tejtermelési dgazatban. Kialakuldsaban
egyarant szerepet jatszanak a kiilsd kornyezet, a gazdaszervezet és a mikroorganizmusok,
valamint a kozottiik kialakulé kdlesonhatasok, ezért 6sszetett oktant és tobb tényezotol fiiggd
dllomanybetegségnek tekintendd*. A hajlamositd tényezok egyiittes hatdsara kialakuld
togyfertdzésre a szervezet gyulladdsos reakcioval valaszol, amely ALBERT ¢és
HUSZENICZA leirasa alapjan'’ jelentkezhet klinikai vagy szubklinikai tégygyulladas
formajaban. A klinikai tégygyulladas soran a tlinetek korlatozoédhatnak a tégyre illetve egy
tdgynegyedre, mely a termelt tej makroszkopos elvaltozasaival jar, vagy jelentkezhetnek a
szervezet egészét érintd altalanos tiinetek is. A folyamat iddbeli lefolyasat tekintve lehet
tobbnyire elhulldssal jar6 talheveny, helyi és/vagy szisztémas tlinetekkel is jar6 heveny,
kevésbé kifejezett helyi tiinetekkel jellemezhetd félheveny és sokszor visszafordithatatlan
elvaltozasokkal jard idiilt jellegli. Ha a gyulladas egyik tiinetét sem észleljiik, de a termelt
tejben a gyulladasos sejtek, vagyis a szomatikus sejtek szama megnd, akkor a tégygyulladas
szubklinikai. Az egyes korokozok jellegzetes klinikai tiineteket és/vagy korbonctani
elvaltozasokat okozhatnak, azonban a korokozod pontos meghatarozasa nem lehetséges
laboratoriumi vizsgalatok elvégzése nélkiil.

A tégygyulladas kivaltdo oka lehet fizikai hatds, példdul mechanikai sériilés, kémiai
anyag, példaul sav vagy lug okozta kéarosodas, de tobbnyire kiillonb6zé mikroorganizmusok
miatt alakul ki. A leggyakoribb tégygyulladas-korokozok a baktériumok, melyeket a
gyakorlatban a fertdzés terjedésének modja szerint csoportositunk. Ennek alapjan
megkiilonboztetiink allatrol allatra terjedni képes fertdzd korokozokat és a tehenek
kornyezetébdl vagy kiiltakarojarol szarmazo kornyezeti korokozokat. A két csoport kozott
nincs ¢les hatar, szamos mikroorganizmus rendelkezik a tartés megtelepedéshez ¢és
terjedéshez sziikséges képességekkel, emellett a kornyezetben is talélhetnek, rezervoart
képezhetnek, ezért atmeneti jellegli korokozoknak tekintjiik 6ket*. A fertdzé korokozok kozé
tartozik példaul a Staphylococcus aureus, a Streptococcus agalactiae ¢és bizonyos
Mycoplasma fajok'®. Az elleniik végzett sikeres védekezés esetén megfigyelhetd a kornyezeti
kérokozok okozta tégygyulladasok el6fordulasi ardnyanak ndvekedése'®, melynek hatterében

leggyakrabban a Streptococcus uberis vagy egyes, az Enterobacteriaceae csaladba tartozo



fajok allnak. A felsoroltakon kiviil azonban a szdmukra kedvezd viszonyokat kihasznélva, a
kornyezetbdl szarmazo szamos egyéb baktérium, gomba és alga is megtelepedhet a tdgyben,
annak gyulladasat okozva.

A Corynebacterinae alrendben, melyet STACKEBRANDT ¢és munkatarsai az
Actinobacteria osztaly Actinomycetales rendjébe soroltak®’, tobb nemzetségen beliil ismertek
fakultativ korokozok, melyek koziil szdmos baktériumfajnak a tégygyulladdsban betoltott
szerepét is leirtdk. Ezen alrendbe tartozik a kozegészségligyi és allatgydgyaszati szempontbol
is kiemelt jelentéségli Mycobacterium nemzetség. Az elsd korokozoként felismert
Mycobacterium-ok a M. leprae és a M. tuberculosis voltak®', melyek koziil a humén
tuberkulézist okozd M. tuberculosis egy, a korhazi felvételt kovetéen par nap utan
elhaldlozott betegbdl 1882-ben izolalt, azoéta megdrzott torzsébdl a XXI. szédzadban is
sikeresen azonositottdk a baktériumot??. A tuberkuldzis jelenleg is vilagszerte eléfordul,
évente tobb millio embert érint>>. A betegség oktanaban azonban a M. tuberculosis mellett
szamos mas baktérium is szerepelhet, melyek feltehetden kozds eredetliek, ezért napjainkban
a Mycobacterium tuberculosis komplex Osszefoglalé néven tartjak oOket szamon®*. A
komplexbe tartozik az embert is megbetegitd, elséként szarvasmarhabol izolalt M. bovis®,
melynek felhasznaldsaval késziilt a virulens baktériumt6l harom génszakaszban kiilonb6zo,
vilagszerte hosszu ideig a tuberkulozis megel6zésére hasznalt attenualt huméan vakcina
(BCG)?. Noha a sikeres védekezésnek koszonhetden tdbb orszagban is felszamoltdk a
szarvasmarha M. bovis okozta tuberkulozisat?’, a baktérium és az altala okozott betegség

eléfordul kiilonbozé vadallatokban is282°

, igy tovabbra is kockazatot jelent mind a héaziallatok,
mind az ember szamara, ennek megfeleléen szerepel az Allategészségiigyi Vilagszervezet
2013-ban hatélyos listajan is*°. A szarvasmarha fertézddésekor a baktérium a tégybe, majd a
tejbe is keriilhet, melynek fogyasztasa soran fertdzddik az ember. Ennek a folyamatnak a
felismerése vezetett a tej pasztérozésének bevezetéséhez, melynek segitségével sikeriilt

megsziintetni a human fertézések forrasat’!

, viszont a terjedés tobb irdnyban is lehetséges, igy
jelentdséggel birhat az embertdl eredd szarvasmarha-fertdzés is*2. A tej pasztérozése azonban
nem mindegyik Mycobacterium faj esetében végezhetd el sikeresen azonos feltételek

mellett

. Bzt figyelték meg a M. avium ¢és M. intracellulare fajok egyes szerotipusainal is,
melyeket a M. avium-M. intracellulare komplexbe sorolnak®*. Szarvasmarha esetében jelentés
a komplexbe tartozd M. avium subsp. paratuberculosis, melynek szerepét feltételezik a
human Chrone-betegség oktanaban, ezért sok kutaté foglalkozik ezen baktérium

vizsgalataval, melyet kimutattak kereskedelmi forgalomban kaphatd, hokezelt tejbol is*>. A



nemzetségbe tartozd kiemelt fontossdgu fajokon kivill szdmos egyéb Mycobacterium fajt
kimutattak mér nyerstejbol*®. Tégygyulladas korokozojaként irtak le tobbek kozott a M.
chelonei-t, mely altalanos ¢és helyi tiinetekkel jar6 heveny, majd kezelésre nem reagalo idiilt

betegséget okozott’’

, valamint ismert a M. fortuitum és M. smegmatis ezen betegségben
megnyilvanulé szerepe is®, melyet sajat vizsgalataink is alatimasztanak.

A Corynebacterinae alrend nevét add Corynebacterium nemzetségbe tartozik a C.
bovis, mely a jelen tanulmanyban vizsgalt tobbi baktériummal szemben az éllatrol allatra
terjedd korokozok kozé tartozik, az altala okozott altalaban enyhe lefolyast és jol gyogyulod
togygyulladas szorvanyosan fordul el8®. Ugyanezen nemzetség tagja a kdrnyezeti patogén C.
ulcerans, melyet szintén azonositottak tdgygyulladds korokozojaként®®, vizsgalati
mintainkban azonban nem jelentkezett. A betegségre utald elnevezést kapta a C. mastitidis,
melyet szubklinikai tOgygyulladastol szenvedd anyajuhok tejébdl mutattak ki
Spanyolorszagban®®, szarvasmarhaban nem keriilt leirasra.

A Corynebacterinae alrend Nocardiaceae csalddjaba tartozd Nocardia nemzetség tobb
mint Otven tagjanak hozzavetdlegesen a fele kapcsolodik huméan és/vagy allati
megbetegedésekhez, melyek nagyon eltéré forméaban jelentkezhetnek®. Emberekben
leggyakrabban a tiidot érintik az elvaltozasok, melyekhez hasonléakat mar tengeri
emldésokben is megfigyeltek®’, szarvasmarha esetében viszont a tdgygyulladas a legtobbszor
eléforduldé nokardiozis, noha ebben az allatfajban is kialakulhat tiidégyulladas,
bérelvaltozasok vagy akar vetélés is*!.

A legtijabb nevezéktan alapjan a Nocardia-val k6zo6s csaladba soroljak a Rhodococcus

t42, melynek tagja az emberi és allati opportunista patogénként!! és tégygyulladas

nemzetsége
koérokozdjaként!? is ismert R. equi. A nemzetségbe tartozo, a kdrnyezetben széles korben
eléforduld R. erythropolis-t gazdag enzimgarniturajat kihasznalva a biotechnoldgiaban
alkalmazzak®, kérokozoként még nem keriilt leirasra.

A Rhodococcus nemzetséggel szoros rokonsdgban, tulajdonképpen a R. maris
részletes vizsgalata alapjan a baktérium Dietzia maris-sz¢é torténd atnevezésével kiilonitették
el a Dietzia nemzetséget'>, melynek egyes tagjait mar human fertdzésekbdl szarmazé
mintakbdl is azonositottak**. Szarvasmarha tégygyulladasabol elsdként az elmult évben keriilt
kimutatasra Afrikdban Szudanban, ahol két napos kiilonbséggel vett, 6sszesen 100 tejmintabol

5 esetben azonositottak Dietzia nemzetségbe tartoz6 baktériumot koérokozoként molekularis

biologiai vizsgalatok segitségével .



A Corynebacterinae alrendbe 1971-ben TSUKAMURA javaslata alapjan keriilt be a
Gordona nemzetség®, mely 1997-ben kapta meg az etimoldgiailag helyes Gordonia
elnevezést?®. A 2004-ben megjelent, a nemzetségre vonatkozo tulajdonsagokat részletesen
leird és osszefoglald tanulmany'® 6ta egyre nagyobb érdeklédés ovezi az ide tartozod

baktériumokat*®

. Ez koszonhetd egyrészt magas metabolikus aktivitasuknak, mellyel egyes
torzsek képesek a szerves anyagok lebontasdra, 4talakitdsara és szintetizaldsara, igy
alkalmazhatok lehetnek a biotechnolégiaban. Ugyanakkor egyre tobbszor mutatnak ki
bizonyos fajokat masodlagos kérokozoként immunszupresszalt human betegek esetében, ami
hatraltathatja ipari célu felhasznalasukat. Ismert tehat e fajok kornyezeti eldfordulasa,
valamint tobb torzs fakultativ patogén tulajdonsaga, azonban szarvasmarha togygyulladasanak

korokozojaként még nem keriilt leirdsra a szakirodalomban.

A tdgygyulladdst okozé kiilonbozé mikrobdk kimutatdsdhoz a baktériumok
kitenyésztésére van sziikség, melyhez a tejmintakat aszeptikusan kell levenni, hogy
elkeriilhet6 legyen a tehén kornyezetébdl szarmazo szennyezddés*. A mintavétel sordn elészor
a tdgybimbo csucsi részét tisztitjak és fertdtlenitik 70%-os etil-alkohollal, majd szaradas utdn
kifejik az elsd tejsugarakat probacsészébe, és csak ezutan fognak fel kb. 2-5 ml tejet egy
tejsugarbol a ferdén tartott mintavételi csébe. A mintdk ezutan +4 °C-on tarolva vagy 24
oranal késobbi feldolgozas esetén fagyasztva keriilnek széllitasra a laboratéoriumba. A
bekiildétt tejmintak feldolgozasdhoz SZITA alapjan®’ altalaban Petri-csészébe kiontott, véres
agart tartalmazoé taptalajt hasznalnak, melynek a feliiletére egy csepp tejet kennek fel, majd
aerob légkorben 37°C-os termosztatban inkubaljak. A leoltas utan 16-24 6ra mulva vizsgaljak
meg eldszor a kindtt baktérium-telepeket, melyek hianydban a mintdkat tovabbi 48-72 orara
visszateszik a termosztitba. Az elbirdlas a klasszikus bakteriologiai moddszer szerint a
kifejlodott baktériumtelepek morfologiai sajatossagain, biokémiai tulajdonsagain, a beldliik
készitett nativ és festett kenetek mikroszkopos vizsgélatan és tovabbi leoltasokon alapszik. A
tenyészetekbdl kozvetlen mdodon elvégezhetd fenotipusos tesztek kibdvitésére alkalmas a
Biolog™ rendszer (Biolog Inc., Hayward, Kalifornia, USA), melynek 95 szénforras
hasznositasan alapuld fajszintii meghatarozd rendszerét mar hazankban is sikerrel
alkalmaztak*®. A rendszernek a NEBIH-ADI Bakterioldgiai Laboratoriumaban elérheté tjabb
verzidja (GEN III MicroLog™ Manual) egy-egy pozitiv és negativ kontroll mellett 71
szénforrds-hasznositds és 23 kémiai gitld tulajdonsig figyelembe vételével alakit ki egy
fenotipusos ujjlenyomatot. Az azonositds a MicroStation™ System szoftver segitségével

torténik, mely az altalunk leolvasott adatokat dsszeveti a Biolog™ adatbazisaban (GEN III

5



Database 2.6.1) talalhaté adatokkal, és ennek alapjan, valosziniiségi sorrendben megadja a
vizsgalt torzshoz leginkabb hasonlitdo négy baktériumfajt, melyek koziil az elsd helyen allot
azonositja a mintaval, kelléen magas hasonlosagi érték esetén. A hasonlosagi érték
(similarity index value — SIM) az a nulla és egy kozotti szam, amely megadja a leolvasott
mintazat azonossaganak ardnyat az adatbazisban 1évé baktériumfaj mintazatahoz viszonyitva.
A hasonlésagi értek 1, ha a megegyezés tokéletes, nulla, ha egyaltalan nincs egyezés a
vizsgalt mintdzat és az ahhoz viszonyitott baktérium kozott. A vizsgalt torzset a program
akkor azonositja az adatbazisban talalhato baktériummal, ha a hasonlésagi érték 0,5 feletti

értéket mutat.

A korokozok pontos azonositdsara molekularis biologiai  vizsgalatok s
alkalmazhatoak, melyek koziil baktériumok esetében a leggyakrabban alkalmazott eljaras
azon 16S rRNS gén szekvencidjanak meghatdrozasa, amely szinte az Osszes baktériumban
megtalalhat6®. Mycobacterium-ok esetében a 16S rRNS génben talalhato kisebb eltérések
segitségével kidolgoztak egy polimeraz lancreakcios modszert (multiplex Mycobacterium
PCR), melynek segitségével a M. tuberculosis komplexbe tartozd baktériumok
megkiilonboztethetéek a M. avium és M. intracellulare fajoktol, valamint kimutathatoak
egyéb Mycobacterium fajok is®°. A rendszer alkalmazdsa egyszerli és gyors, mely a
Mycobacterium nemzetségbe tartozd kiemelt fontossagi korokozok szempontjabol jelentds,
emellett a tejmintdkban el6forduld egyéb fajok esetén is segitséget nyljt a nemzetség szinti
meghatarozasban. A faji szintli meghatarozashoz azonban a génszakasz tovabbi vizsgalatara,
vagyis szekvenaldsra van sziikség, melyet szintén alapozhatunk a 16S rRNS gén felépitésére.
Noha altalanossagban még mindig ezt a gént vizsgaljdk a baktériumok meghatarozasara, a
modszer a rendszertanilag egymashoz kozel 4116 fajokat tévesen azonosként hatarozhatja meg,
tehat nem feltétleniil ad pontos eredményt®!. Ezt a jelenséget figyelték meg példaul a gyorsan
novo, azaz hét napon beliil telepeket képzd Mycobacterium-ok esetén, melyek koz¢ tartozik a
tégygyulladas-korokozd M. fortuitum és M. smegmatis is>>. A pontos azonositds érdekében
sok mas génszekvencia meghatarozasaval probalkoztak, tobbek kozott az RNS polimeraz
alegységét kodold rpoB gén szekvenciajaval, mely eljaras ezen baktériumcsoportban

alkalmasnak bizonyult az egyes fajok elkiilonitésére™.



Anyag és modszer
Mintak

A vizsgalt 309 tejminta klinikai tégygyulladasbol vagy magas szomatikus sejtszam
alapjan feltételezetten szubklinikai tégygyulladasbol szdrmazott Gsszesen 21 magyarorszagi
tehenészeti teleprél. A bekiildé altal aszeptikusan gyiijtott tejmintak a NEBIH-ADI
Bakterioldgiai Laboratoriumaba érkezve azonnal +4°C hémérsékletii hiitészekrénybe keriiltek
azonos munkanapon torténd feldolgozas esetén, ellenkezd esetben -20°C hdémérsékletii
fagyasztoban taroltuk Oket. A vizsgalat el6készitéséhez a mintdkat szobahdmérsekletre (20-
25°C) melegitettiik, majd alaposan homogenizaltuk a csovek kézzel torténd felrazasaval. 50
ul-nyi tejmintat 5% juhvért és 1% eszkulint tartalmaz6d Columbia taptalajon szélesztettiink,
majd 48 oraig +37°C homérsékletli termosztatba helyeztiik, ezt kdvetden jabb 48 oraig
szobahdmérsekleten (20-25°C) inkubaltuk. Az inkubacids 1d6 alatt a tenyészeteket naponta
megvizsgaltuk, keresve a lassabban novo, coryneform baktériumokat, melyek vizsgalatunk

targyat képezték.
Tenyészetek fenotipusos biralata

A taptalajon kindtt telepeken makroszkopos telepmorfoldgiai vizsgalatot végeztiink,
figyelembe véve a telepek méretét, szinét, allagat (nedves-S, szaraz-R telepek) és
kiemelkedését a taptalaj feliilet¢thez képest. A vizsgalatot a telepek atoltdsa utan minden

alkalommal megismételtiik.

A telepekbdl oltokacs és steril fiziologids sooldat segitségével zsirtalanitott
targylemezeken keneteket készitettiink, melyeket megszaritottunk és Bunsen ¢g6 langja felett
fixaltunk, majd megfestettiink Gram és Ziehl-Neelsen szerint. A Gram festéshez a kenetet 1
percig ammonium-oxalatot tartalmazo kristalyibolya-oldattal festettiik, majd 1 percig Lugol-
oldattal fedtiikk. Vizes oblités utdan 10 masodpercig 96%-os alkoholos kivonast végeztiink,
melynek vizes ledblitése utdn a kenetet 1 percig szafraninnal kontrasztfestettiik, végiil vizes
oOblités utan szaritottuk. A Ziehl-Neelsen festéshez a kenetet Ziehl-féle karbolsavas fukszin
oldattal festettilk, Bunsen ég6 langja felett haromszor gdzolésig melegitettiik, lehtilés utan
vizzel oblitettiik, 15-20 masodpercig 5%-os kénsav oldattal, majd ennek ledntése utan 10-15
masodpercig 96%-os alkohollal kezeltiik, melynek vizes Oblitése utan a kenetet 5-10

masodpercig metilénkék-oldattal kontrasztfestettiik, végiil vizes Oblités utdn szaritottuk. A



megszaradt, festett keneteket immerzios objektivvel 1000x-es nagyitason vizsgaltuk. Gram
festés esetén a kékes-lila szin jelentette a pozitiv (pozitiv kontroll a Staphylococcus aureus
ATCC 25923), a rézsaszin a negativ baktériumokat (negativ kontroll az Escherichia coli
ATCC 25922). Ziehl-Neelsen festés esetén a pozitiv baktériumokat a piros szin, a negativakat

a kék szin jelezte. A baktériumok szine mellett a morfologidjukat is vizsgaltuk.

A telepekrdl azonnali eredményt add gyors teszteket, azaz kataldz, oxidaz és indol
probakat végeztiink. A katalaz probdhoz a tenyészet 10 pl-es oltokacsnyi mennyiségét tiszta
targylemez feliiletére cseppentett 3%-os H>Oz-oldatba meritettiik, és értékeltiik a
buborékképzddést, mely megjelenése a proba pozitivitasat jelentette. Az oxidaz probahoz a
tenyészet kacsnyi mennyiségét Bactident oxidaz tesztcsik (Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag) feliiletére kentiik, és 20-60 masodpercen beliil értékeltiik a kékes elszinezddést
(pozitiv) vagy annak hidnyat (negativ). Az indol teszthez tiszta tdrgylemez feliiletére helyezett
szliirOpapirra 1 csepp indol spot reagenst (90 ml steril desztillalt viz és 10 ml 37%-os sosav
elegyében feloldott 1 g p-dimetil-amino-cinnam-aldehidet (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag)) cseppentettiink, melyre a tenyészet kacsnyi mennyiségét felkentiik, és 1

percen beliil értékeltiik a kékes-zold elszinezddést (pozitiv) vagy annak hidnyat (negativ).

A klasszikus biokémiai tesztek koziil az uredz és nitrat probakat végeztiik el. Ehhez a
tenyészetbol egy telepet atoltottunk Columbia taptalajra vagy Mycobacterium-ok
tenyésztéséhez hasznalt Middlebrook taptalajra (Becton Dickinson Hungary Kft., Budapest,
Magyarorszadg), majd a probakat a kétszer 48 oras inkubaci6 (37°C-on és
szobahdmérsékleten) utan a szintenyészetekbdl végeztiik el. Az uredz teszthez a tenyészetbdl
legalabb 4 McFarland stirliségli szuszpenzidt készitettiink steril fizioldgias sooldatban,
melynek 250 pl-nyi mennyisé€gét steril iivegcsobe mértiik. A baktérium szuszpenzidhoz 1 db
uredaz tablettdt (Rosco Diatabs, BioConnections, Nagy-Britannia) adtunk, a csovet
papirdugdval zartuk, majd alapos keverést kdvetden 24, illetve 48 o6raig 37°C-on inkubaltuk,
majd értékeltiik a cikldmen szinvaltozast (uredz bontds pozitiv) vagy annak hidnyat (sarga
alapszin, negativ). A nitrat probdhoz a tenyészet kacsnyi mennyiségét nitrat levesbe oltottuk
(10 g Bakto-pepton (Oxoid Ltd., Hampshire, Nagy-Britannia) és 1,5 g kalium-nitrat 1000 ml
desztillalt vizben feloldva, pH 7,4-7,5-re beadllitva, szilirve, autokldvban sterilizalva,
gumidugoval lezarva), majd 24, illetve 48 oran at 37°C-on inkubéltuk. Az inkubaciot
kovetéen 1 csepp NIT1 és NIT2 reagenst (BioMérieux Hungaria Kft., Budapest,
Magyarorszag) cseppentettiink a leveshez ¢s alaposan Osszerdztuk, majd értékeltiik a
mélybordé szinvaltozast (nitrat redukcio pozitiv) vagy annak hidnyat (negativ).
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A szintenyészetekrél a Biolog™ rendszer (GEN III MicroLog Manual System™;
Biolog Inc., Hayward, Kalifornia, USA) segitségével 52 torzsrél fenotipusos ujjlenyomatot
készitettlink. A tenyészetekbdl egy telepet atoltottunk 10% juhvért tartalmazo egységesitett
BUG+B (Biolog™ Universal Growth + Blood) agarra és 48, illetve 72 6ran at 33°C-on
inkubaltuk. Az inkubacids idot kovetden a baktériumokat steril vattatampon (Inoculatorz™,
Biolog Inc.) segitségével a gyarto altal Mycobacterium-ok részére javasolt inokulatumkészitd

folyadékban (IF-B) szuszpendaltuk (1. abra).

h - >

1. abra: A mintakat steril vattatampon (Inoculatorz™) segitségével vettiik le a BUG+B taptalaj

feluletérol.

A szuszpenzidt a Biolog™ siiriségmérd (Turbidimeter No. 3532) segitségével a B
protokollnak megfelel 90-98%-os siirliségre allitottuk be. Az igy elkészitett szuszpenziobol a
96 lyukti GEN III Microplate™ 1 negativ és 1 pozitiv kontrollt, valamint 71 szénforrast és 23
kémiai vegyiiletet vizmentes formaban tartalmazo vajulataiba 100-100 pl-nyi mennyiségeket

mértiink, majd a lemezeket 72 oraig 33°C-on inkubaltuk (2. abra).



2. abra: A GEN III Microplate™ véjulataiba a 100-100 pl-nyi baktériumszuszpenziét 12 csatornas
pipetta segitségével mértiik ki.

Az inkubacids id6 48. és 72. 6rdjaban a lemezek véjulataiban a lila szinreakcid
meglétét vagy hidnyat szemmel birdltuk, a gyartd utasitasa szerint a pozitiv kontrollal
megegyez0 vagy anndl erdsebb szinvaltozast pozitivnak, a negativ kontrollal megegyezd

szintelen lyukakat negativnak, a halvany szinvaltozast pedig kétesnek értékeltiik (3. abra).

o

3. abra: A GEN III Microplate™ véjulataiban megjelend szinvaltozast szemmel biraltuk.
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Az eredményt a Biolog rendszerhez tartozé MicroStation™ System/Microlog™
szoftver segitségével rogzitettiik. Az adatok Osszesitését a Biolog RetroSpect™ Trending and

Tracking Software segitségével végeztiik el.
Molekularis biolégiai vizsgalatok

A molekuldris biologiai  vizsgdlatokhoz a  baktériumtorzsekbdl — készitett
szintenyészeteket hasznaltuk. A baktériumsejtek eldlését és a DNS feltarasat ultrahangos
hokezeléssel (szonikalds) végeztik az Elma Ultrasonic Cleaner (Elma Hans Schmidbauer
GmbH & Co KG, Singen, Németorszag) berendezés segitségével. A mintakat 12000 rpm-n 15

percig centrifugéltuk, templatként a feliiluszobol vett 5-5 pl-nyi mennyiségeket hasznaltuk.

Az eloz6 vizsgalatok alapjan feltételezhetéen a Mycobacterium nemzetségbe tartozo
baktériumtorzsek koziil Osszesen 168 mintabol multiplex Mycobacterium polimeraz
lancreakcid (PCR) vizsgalatot végeztiink WILTON és COUSINS médszere alapjan®’. A PCR
reakcidkat az Applied Biosystems Thermal Cycler 2720 gép (Life Technologies
Magyarorszag Kft., Budapest) segitségével végeztik. A PCR-termékek lathatova tételéhez
agardzgél-elektroforézist hasznaltunk. A 1,5%-o0s agardz gélt Gelsafe DNS festék (Bio-Rad
Magyarorszag Kft., Budapest) hozzdadasaval ontottiik ki. A génlétrat (GeneRuler 100bp DNA
Ladder; Biocenter Kft., Szeged, Magyarorszag), a mintakat és a kontrollokat a gélbe készitett
zsebekbe mértiik, majd 190V-on 40 percig futtattuk. Ezt kovetdéen a gélt UV fény ala

helyezve tettiik lathatova a génszakaszokat.

A multiplex Mycobacterium PCR segitségével Mycobacterium sp.-ként azonositott
torzsek koziil 35 torzs esetében az rpoB gén alapjan torténd szekvenaldst végeztiink az

ADEKAMBI és munkatérsai altal kidolgozott médszer szerint>.

Az elOzetes vizsgalatok alapjan feltételezhetben nem a Mycobacterium nemzetségbe
tartozo 27 torzs esetében a szekvenaldst a 16S rRNS-t kodold gén felhasznalasaval JANDA és
ABBOTT leirasa szerint végeztiik®.

A szekvenalasokhoz a PCR termékeket tartalmazo agardzgélbdl a DNS kivonasat a
QIAquick Gel Extraction Kit 250 (Qiagen N. V., Hilden, Németorszag) segitségével, a gyarto
utasitasai alapjan végeztiik. A tisztitott DNS termékeket az alkalmazott primerekkel egyiitt
elkiildtiik a Biomi Kft. (Godolld, Magyarorszag) részére, mely napokon beliil elektronikus
tizenetben kiildte el a mintak szekvenalasaval kapott eredményeket.. A kapott szekvenciak

szerkesztéséhez ¢€s javitasdhoz a SeqMan NGen szoftvert (DNASTAR Inc., Madison,
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Wisconsin, USA) hasznaltuk. A véglegesnek mindsitett konszenzus szekvencidkat a
Nucleotide BLAST program segitségével a National Center for Biotechnology Information
(NCBI) génbankjaban>* tarolt szekvenciakkal Osszeegyeztetve, a mintdkat a 99-100%-o0s
egyezést mutatd torzsekkel azonositottuk. A meghatarozott szekvenciakbol mind a két
vizsgalt génre vonatkozoan torzsfakat készitettiink a MegAlign szoftver (DNASTAR Inc.)

segitségével.
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Eredmények

A kutatasunk alapjaul szolgald tejmintdk Magyarorszag kiilonbozé teriileteirdl
érkeztek a NEBIH-ADI Bakteriolégiai Laboratoriuméba, a vizsgalt 309 minta 10 megyébdl és
21 tejhasznu szarvasmarha-tartd gazdasagbol szarmazott (4. abra), melyeket 2006 és 2013
elso féléve kozott gytjtottiink 0ssze (5. abra). A 309 tejmintabol 48 azonos krotaliaszammal

rendelkezd tehenekbdl kerult bekiildésre.
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4. abra: A vizsgalt mintak eloszlasa €s szama megyénként.
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5. abra: A vizsgalt mintak szamanak alakulasa 2006 és 2013 kozott.
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A taptalajon a telepek az elsé 48 oras inkubaciot kovetden gyakran nem vagy alig
néttek ki, jellemzden a 3. és 4. napon valtak jol lathatova. A telepmorfologia leirasat a
késObbi pontos azonositasok alapjan adtuk meg. A Mycobacterium-ok esetében kis, kozepes
méretll, piszkossarga-krémsarga szinii, nedves vagy nyalkas, domboru telepeket figyelhettiink
meg. A Corynebacterium telepei kis, kdzepes nagysaguak, sziirkésfehér-piszkossarga szintiek,
szarazak és laposak voltak. A Nocardia-telepek aprok, narancs-rozsaszintiek, szarazak ¢€s
laposak voltak. A Rhodococcus telepei kis, kozepes méretiiek, sziirkésfehér szintiek, igen
nyalkasak és dombortak voltak. A Dietzia-ra a kicsi, narancs-rdzsaszin, nedves és domboru
telepek voltak jellemzdek. A Gordonia térzsek megjelenése nagyon valtozatos volt, méret
szerint kisebb vagy nagyobb, széttérd, szin alapjan sOtét narancssarga vagy narancs-
rézsaszindi, allaguk szerint szaraz vagy nedves, a taptalajhoz viszonyitott kiemelkedésiiket

tekintve lapos vagy enyhén dombort telepeket is megfigyeltiink (6. abra).

6. abra: Gordonia paraffinivorans két torzse Columbia taptalajon

A Gram szerint festett keneteken a negativnak tind Mycobacterium-ok kivételével
mindegyik baktérium pozitiv volt, bar a Nocardia és Rhodococcus torzsek esetében
szemcsézettséget és labilis festddést is megfigyeltiink. A Ziehl-Neelsen festéssel késziilt
kenetek esetében a Mycobacterium-ok mellett a Gordonia egy-egy torzsénél, az elso
leoltasbol keésziilt keneteken is eléfordultak pozitiv baktériumok, ezek atoltas utan késziilt
keneteken mar a tobbi torzshdz hasonléan negativként tlintek fel. A Mycobacterium-ok
oregedd tenyészeteinél gyakran eléfordult az eltérd festddés, mintha Ziehl-Neelsen negativak
palcakként, gyakran kotegekbe rendezddve, a Corynebacterium és a Nocardia pleomorf

alakokban, a Rhodococcus kokkuszok ¢és kozepes palcak formajaban, a Dietzia kettds
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kokkuszok ¢és kokkusz-halmazok képében, a Gordonia pedig kokkuszokként és rovid
palcakként tlintek fel.

A gyors tesztek koziil a katalaz proba mindegyik toérzsnél pozitiv volt, s bar kisebb
eltéréseket megfigyeltiink a buborékképzddés sebességében és a buborékok méretében, ezek
nem mutattak szignifikdns kiilonbséget. Az oxidaz proba a Mycobacterium, a Rhodococcus, a
Dietzia ¢és a Gordonia torzsek esetében negativ volt, a Corynebacterium-nal pozitiv, a
Nocardia torzsek koziil az egyik pozitiv, a masik negativ reakciét mutatott. Az indol teszt

mindegyik vizsgalt torzs esetében negativ volt.

A klasszikus biokémiai tesztek koziil az ureaz prébaban a Mycobacterium és a
Rhodococcus torzsek pozitivnak, a Corynebacterium, a Dietzia és a Gordonia torzsek
negativnak bizonyultak, a Nocardia torzsek koziil az egyik pozitiv, a masik negativ reakciot
mutatott. A nitrat redukcids proba a Mycobacterium és a Dietzia esetében pozitiv volt, a tobbi
vizsgalt torzs esetében negativ, kivéve egy Gordonia torzset, mely lassan, halvany

szinvaltozast mutatva pozitivnak bizonyult.

A vizsgalt nemzetségekre vonatkoz6 festddési és biokémiai tulajdonsagok Osszesitését

az 1. tablazat szemlélteti.

Nemzetségek | Gram festés Zeh;::tzlsen Katalaz| Oxidaz | Indol | Ureaz | Nitrat
Mpycobacterium -/(+) + + - - + +
Corynebacterium + - + + - - -
Nocardia + - + +/- - +/- -
Rhodococcus + - + - - + -
Dietzia + - + - - - +
Gordonia + +/- + - - - -I(+)

1. tablazat: A vizsgalt nemzetségek festddésének, gyors tesztjeinek és klasszikus biokémiai

vizsgalatainak dsszehasonlitasa.

A Biolog GEN III Microplate™ lemezeken a 48 oras inkubacidt kovetden a legtobb
vizsgalt torzs esetében csak halvany, nehezen elbirdlhat6d szinvaltozast tapasztaltunk. Ezen
torzseket a rendszerhez tartoz6 Microlog™ szoftver nem volt képes meghatarozni. Egy torzs
esetében a jellegtelen mintazat miatt felmertilt, hogy a vizsgalatot a program javaslata alapjan
az altalanos A protokollon is megismételjiik, ezt az IF-A inokulalo folyadék felhasznalasaval
a B protokollhoz hasonl6 modon hajtottuk végre. A 48 o6rds inkubaciot kovetden egy B

protokoll szerint vizsgalt térzs és az A protokoll alapjan vizsgalt torzs esetében kaptunk
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pontos eredményt, a meghatarozott fajok 0,575 hasonlosagi érték alapjan a Rhodococcus
erythropolis, és 0,615 hasonldsagi értékkel a Corynebacterium bovis voltak.

A lemezek leolvasasakor a vizsgalt torzs fenotipusos ujjlenyomatat a Microlog™
szoftver automatikusan Osszeveti a Biolog™ adatbazisdban taldlhatd, a vizsgalt torzshoz
leginkabb hasonlit6 négy baktérium mintazatéval, jelolve a vizsgalt és az adatbazisban 1évo
tulajdonsagok kozotti eltéréseket. Emellett a program lehetdséget nyujt a vizsgalt torzs
részletes Osszehasonlitdsdra az adatbazisban talalhaté barmely baktériummal. Ezt az
Osszehasonlitast ugy végezhetjiik el, hogy az altalunk leolvasott mintdzat mellett kiilon
ablakban megnyitjuk a Biolog™ adatbazisat, melyben a felsorolt baktériumok koziil egyet
kivalasztva megjelenik a hozzad tartozo fenotipusos ujjlenyomat grafikus és szédmszerii
abrazolasa, melyet a sajat vizsgalatunk eredményei mellé¢ téve megnézhetjiik, hol talalhatok
kiilonbségek. A szdmszerii dbrazoldsban a szamok szazalékos ardnyban kifejezett atlagos
maximum értékeket jelentenek, melyeket az adott baktériumfaj szamos torzsével végzett
vizsgalatok alapjan allapitottak meg. A grafikus abrazolas ez alapjan késziil, lila kér mutatja
azt a tulajdonsagot, amelyre a torzsek tobb mint 80%-a pozitiv, szintelen, iires kor jelzi azt a
tulajdonsagot, amelyre a torzsek negativak illetve 20%-nal kisebb mértékben pozitivak. A
program azokat a tulajdonsagokat, amelyeknél a torzsek 20%-nal tobb, de 80%-nal kevesebb
esetben pozitivak, egy atlosan metszett, félig vilagoskék korrel dbrazolja. A leolvasas soran
ugyanezeket a szimbolumokat hasznalhatjuk a pozitiv, a negativ és a kétesként értékelt
vajulatokra. A leolvasaskor azonban a kétes megjelolést a gyartd utasitdsa alapjan akkor
alkalmazzuk, amikor a reakciot csak halvany szinvaltozas jelzi, ez viszont nem egyezik az
adatbazisban taldlhat6 jeloléssel, amely azt jelenti, hogy az adott tulajdonsagra egy
baktériumfaj pozitiv vagy negativ reakciot is adhat. Ebbol kdvetkezden az altalunk leolvasott,
grafikusan abrazolt mintazatot minden esetben Osszehasonlitottuk az adatbdzisban tarolt

széazalékos értékekkel (7. abra).
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7. abra: Bal oldalon a R. erythropolis altalunk leolvasott fenotipusos ujjlenyomata grafikus
abrazolasban, a Microlog™ 4ltal jelzett, a Biolog™ adatbazisaban tarolt mintazathoz viszonyitott

eltérésekkel; Jobb oldalon a R. erythropolis mintazata szamszer( abrazolasban (%).

torzsbdl 14-et azonositott faji szinten, amely azonban a molekularis vizsgalatok alapjan
tévesnek bizonyult, a Biolog™ adatbazisa a szekvenaldssal meghatarozott Mycobacterium és
Gordonia fajokat nem tartalmazta. A Mycobacterium-ok koziil egy torzset M. neoarurum-
ként, egy torzset Nocardia asteroides-ként azonositott. Gordonia torzsek esetében a
leggyakoribb egyezés a Gordonia effusa-val tortént, de el6fordult egy-egy azonositas
Nocardia és Williamsia nemzetségekbe tartozo baktériumokkal is. A tobbi vizsgalt torzs
esetében a hasonlosagi érték nem érte el a meghatarozashoz sziikséges mértéket, bar a

program ebben az esetben is megjelenitette a vizsgalt torzshoz legkdzelebb allo négy talalatot.

A molekularis bioldgiai modszerekkel meghatarozott 16 Gordonia paraffinivorans
torzs fenotipusos ujjlenyomata alapjan a Biolog™ adatbazisaba illeszthetd, az értékeket

szazalékos formaban megjelenitd tablazatot készitettiink (2. tablazat).

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 | 11 | 12

A 19 | 63 88 0 0 100 | 88 0 100 | 100 | 94
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100 [ 94 | 75
C 75 13 88 0 0 0 13 0 0 100 ] O 0
D 63 | 63 | 63 0 25 0 94 0 0 6 56 0
E 0 0 69 0 0 81 6 0 0 63 | 100 | O
F | 100 O 0 94 0 100 | O 0 0 25 | 100 | O
G 0 13 0 0 0 6 25 | 81 75 | 100 | 88 | 94
H | 100 | O 44 | 100 | 44 | 100 | 100 | 100 | 50 | 100 | 100 | 100

2. tablazat: Gordonia paraffinivorans fenotipusos ujjlenyomata 16 torzs vizsgalata alapjan (%).
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A torzsek kozott a vizsgalt 94 tulajdonsag koziil 34 esetben tapasztaltunk eltérést. A
torzsek 94%-a volt pozitiv D-frukt6z-6-foszfat, D-gliikonsav, pHS, 4%-o0s NaCl és kalium-
tellurit vizsgalatakor, 88% D-trehaldz, D-turan6z, D-fruktéz és litium-klorid esetén, 81% L-
glutaminsav ¢és L-almasav szempontjabol, 75%-os pozitivitds volt o-D-gliikéz, 2-brom-
borostyankdsav ¢s 8%-os NaCl esetén, 69% L-alaninra, 63% D-maltéz, D-szorbitol, D-
mannitol, D-arabitol és linkomicin esetén, 56% rifamicin SV-re, 50% hangyasavnal, 44% o-
hidroxi-vajsav és o-keto vajsav esetén, 25% glicerol, D-almasav ¢s vankomicin
vizsgalataban, 19% dextrinre, 13% D-manno6z, D-fukéz és metil-piruvat esetén és mindossze
6%, azaz egy-egy torzs volt pozitiv L-hisztidin, a-keto-glutarsav és troleandomicin vizsgalata
soran. 60 tulajdonsagra vonatkozoan a torzsek megegyeztek. A 96 lyuku Biolog GEN III
Microplate™ lemezek felépitése megtekinthetd a Biolog™ internetes honlapjan

(www.biolog.com)>.

A Biolog RetroSpect™ Tracking and Trending Software segitségével a Microlog™
szoftverbdl importalt adatok dolgozhatdk fel. A program “Tracking” funkcidja grafikusan
abrazolja a lemezekhez tartozo adatokat, lehetdvé téve az azokban 1étrejove valtozasok
nyomonkovetését. A “Trending” funkcid6 az adatokat egy megadott iddintervallumban
Osszesiti. Mivel vizsgalataink soran nem csak a Biolog™ rendszert hasznaltuk, valamint az
adatok importalasat egy idopontban végeztiik, ezen funkcidkat nem alkalmaztuk. A program
lehetdséget nyujt a vizsgalt torzsek fenotipusos ujjlenyomata alapjan torzsfa készitésére,
azonban az egyes torzsek kozti kiillonbségtétel részleteit nem ismerteti. Az altalunk vizsgalt
torzsek tobbségét a rendszer nem tudta azonositani, igy a készitett torzsfa sem volt
reprezentativ. Ehelyett a molekularis bioldgiai vizsgalatok soran meghatarozott szekvenciak

alapjan készitettiink torzsfakat.

A multiplex Mycobacterium PCR segitségével a vizsgalt 168 torzset Mycobacterium

sp.-ként azonositottuk (5. abra).

18



8. abra: A multiplex Mycobacterium PCR pozitiv kontrolljai mellett két Mycobacterium sp.-ként

azonositott minta lathato (5, 6).

Az UV fény segitségével lathatova tett génszakaszok a génlétra (8. abra: 1) mellett
fekete csikként tintek fel, a M. avium komplex pozitiv kontrollja 1030 ¢és 180 bazisparoknal
(8. abra: 2), a M. tuberculosis komplex pozitiv kontrollja 1030 és 372 bazisparoknal (8. abra:
3), a M. intracellulare pozitiv kontrollja a 1030 és 850 bazisparoknal (8. abra: 4). A vizsgalt
mintak esetében csak 1030 bazisparnal latszott a PCR termék (8. abra: 5, 6), mely alapjan a
mintakat egyértelmiien elkiilonitettiik a pozitiv kontrollként hasznalt baktériumtorzsektol,
valamint a Mycobacterium-okra specifikus génszakasz alapjan a Mycobacterium nemzetségbe

soroltuk Oket.

A multiplex Mycobacterium PCR segitségével Mycobacterium sp.-ként meghatarozott
torzsek koziil 35 torzs esetében az rpoB gén alapjan torténd szekvenalast végeztiink, melynek
eredményeként 34 torzset Myobacterium smegmatis-ként, egy torzset Mycobacterium
fortuitum-ként azonositottunk. A torzsek kozotti rokonsagi viszonyok abrazolasara egy
torzsfat hoztunk létre, mely egy M. smegmatis torzs kivételével az Osszes altalunk
meghatarozott torzs szekvencidja alapjan, valamint a M. smegmatis ACC19420 és a M.
fortuitum CIP104534T referenciatorzsek felhasznalasaval késziilt. A torzsfan az azonositott
torzsek neve mellett az izolalas évszamat, helyét és sok esetben a tehén krotdliaszdmat is

feltlintettiik, amelybdl a tejminta szarmazott (9. abra).
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_| M.smegmatis-2008-5zabadhidveg.seq
M.smegmatis-2012-Boly.seq
M.smegmatis-2008-Bogyoszlo-4285.5eq
M.smegmatis-2010-Bogyoszlo-3777.5eq
M.smegmatis-2011-Devecser-6141.seq
M.smegmatis-2012-Devecser.seq
M.smegmatis-2013-Bogyoszlo.seq
M.smegmatis-2009-Kiscseripusza.seq
~‘ M.smegmatis-2010-Devecser-4661.5eq
M.smegmatis-2010-Jaszkiser.seq
M.smegmatis-2008-Devecser.seq
M.smegmatis-2010-Devecser-5460.5eq
M.smegmatis-2011-Tarmok.seq
M.smegmatis-2012-Ete seq
M.smegmatis-2012-Mezofalva.seq
M.smegmatis-2012-Bugyi.seq
M.smegmatis-2011-Devecser-5491 . seq
M.smegmatis-2010-Bogyoszlo.seq
M.smegmatis-2008-Bogyoszlo-2625.5eq
M.smegmatis-2007-Bogyoszlo-3067 seq
M.smegmatis-2007-Bogyoszlo-2344 seq
{ M.smegmatis-ATCC19420 5eq
M.smegmatis-2012-Rabapordany.seq
M.smegmatis-2010-Csipotelek-8642-109 52
M.smegmatis-2010-Devecser-4595.5eq
M.smegmatis-2010-Devecser-4669.5eq
M.smegmatis-2008-Bogyoszlo-3614.seq
M.smegmatis-2010-Mezofalva.seq
_ M.smegmatis-2009-5zenttamas.seq
M.smegmatis-2010-Csipotelek-3883-256 52
M.smegmatis-2011-Gecse.seq
M.smegmatis-2013-Seregelyes.seq
r— M.fortuitum-2008-Seregelyes.seq
L M fortuitum-CIP104534T.seq

4 2 ]
Mucleotide Substitutions (x100)

52

9. abra: Az rpoB gén szekvenciajara alapozott, a Mycobacterium torzsek rokonsagi viszonyait

abrazolo torzsfa.

A M. fortuitum torzs a torzsfan is jol lathatoan elkiiloniil a tobbi baktériumtol,
kozelebb all a M. fortuitum referenciatorzséhez, bar nem egyezik vele teljes mértékben. A M.
smegmatis torzsek a torzsfa alapjan két nagyobb csoportra oszlanak, az egyik csoportba a M.
smegmatis referenciatorzséhez nagy mértékben hasonlitdé vagy azzal megegyezd, a masik
csoportba az attél nagyobb mértékben eltérd baktériumok taldlhatéoak. A referenciatérzshoz
viszonyitott eltérés, valamint az azonos szekvenciaval rendelkezd baktériumok sem kothetéek

évszamhoz vagy szarmazasi helyhez.

Azoknal a torzseknél, amelyekrél az eldzetesen elvégzett vizsgalatok alapjan

feltételeztiik, hogy nem tartoznak a Mycobacterium nemzetségbe, a szekvenalast a 16S rRNS-
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t kodolo gén alapjan végeztiik, melynek eredményeként 22 tdrzset Gordonia paraffinivorans-
ként, 2 torzset Nocardia sp.-ként, egy-egy torzset pedig Corynebacterium bovis-ként,
Rhodococcus erythropolis-ként és Dietzia sp.-ként azonositottunk. A rokonsagi viszonyok
abrazolasara szintén létrehoztunk egy torzsfat (10. abra), melynek az Gsszedllitasdhoz a
meghatarozott torzsek koziil 17 G. paraffinivorans, valamint egy-egy Nocardia sp., C. bovis,
R. erythropolis és Dietzia sp. szekvencidit hasznaltuk fel. Ezen kiviil a torzsfan jeloltiik a jelen
tanulmanyban részletesen nem szerepld, de a NEBIH-ADI Bakteriol6giai Laboratériumaban
korabban elvégzett, még nem publikalt kutatasbol szarmazd, tejmintakbol izolalt
Mycobacterium smegmatis-ként, valamint Microbacterium sp.-ként meghatarozott torzseket.
Az azonositott torzsek neve mellett az adott torzs izoldldsara vonatkozé adatok szerepelnek.
Referenciatorzsekként a M. smegmatis MC2155 és a M. fortuitum ATCC49404 torzseket
tiintettiik fel.

G paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-5932 5
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-5981.5
G.paraffinivorans-2012-Csipotelek.seq
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-6309.5
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-5533.s
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-4528 .5
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-7 398
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-6905
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-5880
G.paraffinivorans-2012-Mezofalva.seq
G.paraffinivorans-2012-Devecser-4827 se
|— G.paraffinivorans-2012-Devecser-4686.se
G.paraffinivorans-2012-Bogyoszio.seq
Dietria sp-2012-Kiscseripusza.seq
M.smegmatis-2012-Hotto.seq
G.paraffinivorans-2010-Devecser-a.seq
G.paraffinivorans-2010-Devecser-b.seq
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-5757
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-6945
C.bovis-2012-Devecser.seq
Microbacterium sp.-2012-Bogyoszlo.seq
Mocardia sp.-2012-Kiscseripus#a.seq
R.enthropolis-2010-Bogyoszlo.seq
|_r M fortuitum-ATCC49404 seq
M.smegmatis-MC2155.5eq

60 50 40 30 20 10 ]
Mucleotide Substitutions (x100)

647

10. abra: A 16S rRNS-t kodolo gén szekvenciajara alapozott, a Corynebacterinae alrendbe tartozo

torzsek rokonsagi viszonyait abrazolo torzsfa.

A G. paraffinivorans torzsek nagy részénél azonos szekvencidkat kaptunk, melyek a

torzsfa egyik nagy agat alkotjak, négy torzs esetében azonban a szekvencidk bizonyos

21



helyeken kovetkezetesen eltértek a tobbségtdl, a torzsfan is jol lathatoan elkiiloniilnek. A G.
paraffinivorans torzsek nagyobbik részéhez igen kozel all a Dietzia sp.-ként meghatarozott
torzs €s a korabbi vizsgélatokbdl szarmazo, a referenciatorzshoz képest eltérd M. smegmatis
torzs. A vizsgalatunk soran azonositott Corynebacterium, Nocardia és Rhodococcus torzsek,
valamint a korabbi kutatasbol szarmazd, a Corynebacterium-mal szoros rokonsagban allo
Microbacterium torzs a szekvencidik alapjan megkiilonboztethetdek, a torzsfan a
rokonsagukat mutatva egy agrol erednek, de egymadstdl jol elkiilonithetd, kisebb agakra
valnak szét, a referenciaként hasznalt Mycobacterium torzsekt6l pedig egyértelmiien

elvalaszthatoak.

A szekvenaldssal meghatarozott, illetve a torzsfakon szerepld egyéb torzsekre
vonatkoz6 adatokat Osszefoglaloan az 1. melléklet szemlélteti, melyben az azonos allatbol

szarmazo torzseket megegyez6 szinekkel jeloltiik.

A torzstan szerepld 17 G. paraffinivorans torzs szekvencidjanak egy szakaszan, a
torzsek tobbségétdl (Majority”) eltéré négy torzsnél megfigyelhetd kiilonbségeket a 2.

melléklet szemlélteti, melyen az eltéréseket keretbe foglalva emeltiik ki.

22



Megbeszélés

Kutatasunk célja az volt, hogy klasszikus bakteriologiai és molekularis biologiai
modszerek felhasznaldsaval kidolgozzunk egy diagnosztikai eljarast, melynek segitségével a
tégygyulladasbdl szarmazo tejmintakbol azonosithatoak a Corynebacterinae alrendbe tartozo
korokozo baktériumok.

2006-ban a NEBIH-ADI Bakteriologiai Laboratoriumaban (kordbban Orszagos
Allategészségiigyi Intézet (OAI)), megvaltoztattdk a tOgygyulladasban megbetegedett
tehenekbdl szarmazd tejmintakbol a korokozd mikroorganizmusok kimutatdsara vonatkozo
protokollt. A taptalajokat a 48 6ras 37°C-on torténd inkubaciot kovetden, negativ eredmény
esetén nem a 37°C-os termosztatban, hanem szobahdmérsékleten (20-25°C) inkubaltak
tovabb. A tapasztalatok alapjan a hosszabb inkubacids id6 az alacsonyabb hdmérsékleten
kedvezett a kornyezetbdl szarmazo, lassabban névé mikroorganizmusoknak. Ettél az évtdl
kezdddden egyre tobb baktériumot mutattak ki ezzel a modszerrel, melyeket fenotipusos
tulajdonsagaik alapjan alapvetden a gyorsan névo, azaz 7 napon beliil, de legtobbszér mar 3-4
napon beliil telepeket képzé Mycobacterium-ok kozé soroltak®?. Tobbek kozott ezek a torzsek
szerepeltek a vizsgalatunk alapjat képezé 309 mintdban, melyek kozil 48 azonos
krotaliaszammal rendelkezé tehénbdl keriilt bekiildésre, vagyis ugyanabban az allatban
hosszabb ideig zajlo vagy ismételten megjelend togygyulladasbodl izolaltuk a kérokozot. Ez
bizonyitja az azonositott baktérium szerepét a betegség koroktanaban, kizarva azt, hogy a
mikroorganizmus a kornyezetbdl szarmazod szennyezdédésként keriilt a mintaba. Egy torzs, a
Rhodococcus erythropolis esetében nem zarhaté ki teljes bizonyossdggal a kornyezeti
kontaminacio, mert ezt a torzset csak egyszer, egyetlen tejmintabol azonositottuk, melynek a
tobbi vizsgalt torzshoz hasonldoan a mintavételi korilményeit, és az arra vonatkozo
aszeptikussag szabdlyainak betartdsdt nem ismerjiik. Ugyanez érvényes a Dietzia sp.-ként
kimutatott torzsre is, ezt azonban t8gygyulladas kérokozojaként mér leirtak Afrikaban'4, igy
feltételezhetjiik, hogy hazankban is el6fordulhat hasonlé megbetegedés esetén.

A téaptalajon kindtt telepek morfologiai vizsgalata soran tobb torzsnél is megfigyeltiink
narancssarga €s rézsaszin pigmentaltsagot, mely a gyorsan névé Mycobacterium-okra nem
jellemzd, kivéve a M. smegmatis csoportot, melyeknél azonban csak 7-10 napos inkubacid
utdn lathaté sarga-narancssarga pigmentacié>®. A Mycobacterium-okkal kozds alrendbe
tartozd nemzetségekben azonban tobb pigmentképzd baktérium is talalhatd. A telepek

pigmentaltsdgat a Nocardia-fajok azonositisanak szempontjaként irtdk le®’, a Dietzia és

23



Gordonia nemzetségekben pedig egy-egy baktériumbdl kivont pigmentanyagot hasznalnak,
illetve  hasznalhatonak  tartanak  taplalékkiegészitoként  baromfi-, illetve  hal-

takarmanyozasban'>-8,

Az altalunk vizsgalt Gordonia torzsek szinvaltozatain kivil a
nemzetségbe tartozd egyéb baktériumoknal megfigyeltek mar fehér, halvany sarga,
sargisbarna és barna telepeket is®”, ahogyan a telepmorfologia egyéb tulajdonsigaiban
tapasztalt valtozékonysagot is leirtak®’.

A Corynebacterinae alrend tagjai a Gram pozitiv baktériumok kozé tartoznak?®,
vizsgalataink soran a Mycobacterium torzsek mégis Gram negativként tlintek fel. A jelenség
a Mycobacterium-ok Gram festéssel szembeni rezisztenciaja mellett régota ismert,
alkalmasnak tartottak a korokozok jelenlétének korai igazolasara is®!, azonban a pontosabb
azonositast a baktériumok sav- ¢és alkoholalld képességén alapuld, a XIX. szdzad végén Ziehl
és Neelsen altal kifejlesztett festési eljaras alapozta meg?!. A Ziehl-Neelsen szerint festett
keneteinken a Mycobacterium-ok mellett a Gordonia torzsek kozott is eléfordultak pozitivak,
mely a nemzetségre jellemzd enyhe savalld képességnek koszonhetd!'>. A vizsgélt egyéb
nemzetségbe tartozo torzsek Ziehl-Neelsen negativak voltak, noha az Actinomycetales rendbe
tartozo baktériumokra jellemzd a részleges savtilird képesség, melynek kovetkeztében pozitiv
reakciot is adhatnak, nehezitve elkiilonitésiiket®’.

A munkank sordan alkalmazott klasszikus bakteriolégiai moddszerek, azaz a
telemorfologia megfigyelése, a festési eljarasok €s a biokémiai probak segitségével a vizsgalt
torzseket nem tudtuk egyértelmiien azonositani, ezért probaltuk meg a 94 fenotipusos
tulajdonsagot egyszerre teszteld Biolog™ rendszer szerinti meghatarozast. Az eljarassal
vizsgalt 52 torzsbol a Microlog™ program 16-ot azonositott faji szinten, ebbdl azonban a
késobb elvégzett molekularis biologiai vizsgalatok alapjan csak ketté bizonyult pontosnak. A
két pontosan azonositott torzs a Rhodococcus erythropolis és a Corynebacterium bovis voltak,
bar ezeknél is alacsony, az azonositashoz sziikséges, 0,5-0s értéket csak kis mértékben
meghaladd hasonlosagi értékek szerepeltek. A torzsek fenotipusos ujjlenyomatanak altalunk
leolvasott grafikus abrazolasat az adatbazisban taldlhatdo fajokra vonatkozd szamszerii
abrazolassal 6sszehasonlitva mar egyértelmiibbé valt a vizsgalt és az azonositas alapjaul vett
fajok kozotti hasonlosdg. Ekkor allapitottuk meg azt is, hogy a leolvasas sordn a gyartd
utasitdsa alapjan hasznalt szimbdolumok, melyeket az adatbazis megnyitasakor a grafikus
abrdzolas is tartalmaz, nem ugyanazt jelentik. Ezen szempontok alapjan a program
alkalmazasakor minden esetben javasoljuk a leolvasott mintazat 6sszevetését az adatbazisban

tarolt, a fenotipusos ujjlenyomatot szazalékos értékekben kifejezd szadmszerli dbrazolassal.
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A Microlog™ Aaltali téves, valamint negativ eredményt ad6 azonositas oka az volt,
hogy a Biolog™ adatbazisaban az altalunk vizsgalt baktériumfajok nem szerepeltek. A
molekuléris bioldgiai moddszerekkel meghatarozott 16 Gordonia paraffinivorans torzs
fenotipusos ujjlenyomata alapjan elkészitettiink egy, a Biolog™ adatbazisaba illeszthetd, az
adott tulajdonsagra vonatkozodan a pozitiv torzsek ardnyat szazalékos értékekben megjelenitd
tablazatot (2. tablazat). A torzsek a vizsgalt 94 tulajdonsagbol 34 esetben kiilonboztek, mely
mutatja fenotipusos valtozékonysagukat, amelyet a klasszikus bakteriologiai vizsgalatok soran
is tapasztaltunk. Az alacsony mintaszambdl addéddan a mintazat nem tekinthetd teljesen
pontosnak, azonban a késdbbiekben tampontot adhat a baktérium meghatarozasdhoz. A
vizsgalatot nagyobb mintaszdmmal elvégezve, kiegészitve a Mycobacterium-okra vonatkozo
tovabbi vizsgalatok eredményeivel, a Microlog™ program alkalmassa valhat ezeknek a
baktériumoknak az azonositasara.

A multiplex Mycobacterium PCR segitségével mindegyik vizsgalt Mycobacterium
torzset sikeresen azonositottunk Mycobacterium sp.-ként. A mddszer alkalmazasa megfeleld
felszereltségli laboratoriumokban jo eszkozként szolgalhat a tejmintdkban leggyakrabban
eléforduld M. smegmatis és M. fortuitum nemzetség-szinti meghatdrozdsdhoz, bar
jelentéségét foként az adja, hogy a kiillonboz6 mintakbol a tuberkulézist okozo
Mycobacterium fajok csoport szintli azonositdsanak eredményét direkt moédon, 2-3 napon
beliil elérhetdvé teszi™’.

A Mpycobacterium torzsek rpoB gén alapjan torténd szekvenaldsa gyors és pontos
azonositast tesz lehetévé’’, bar ujabb vizsgalatok szerint a biztos azonositashoz javasolt a
parhuzamosan elvégzett 16S rRNS gén alapt szekvencia-analizis is®. Az éltalunk vizsgalt
torzsek koziil 34 esetben M. smegmatis-t, egy esetben pedig M. fortuitum-ot mutattunk ki a
mintakbol. Mindkét faj ismert tégygyulladas-korokozo®, bar az éltaluk okozott betegség
sulyossagarol a tapasztalatok megoszlanak®*%> Az azonositott szekvenciak alapjan létrehozott
torzsfan a M. smegmatis torzsek jol lathatoan eltérnek egymastol, térhez és id6hdz nem
kothetden két nagyobb csoportra oszlanak, ami alapjan feltételezziik, hogy alapvetéen két
kiilonboz6 torzstdl erednek.

A molekuléris biologiai mddszerekkel meghatarozott Mycobacterium torzsek tobb
mint 40 esetben ugyanabbol az allatbol szarmaztak, ami alapjan feltételezziik, hogy ezek a
tehenek idiilt, nehezen gyogyuld vagy visszatérd tOgygyulladastol szenvedtek. Az azonos
fajba tartozd Mycobacterium éltal okozott togygyulladds halmozott eléforduldasa egyes

alloméanyokban arra enged kovetkeztetni, hogy a baktériumok képesek allatrol allatra terjedni

25



vagy a kornyezetben feldasulhatnak, amely tovabbi allatok fertdzddését ¢és ezzel
parhuzamosan a gazdasagi karok fokozodasat vonhatja maga utan.

A 16S rRNS gén alapjan végzett szekvenalassal a Gordonia, Nocardia,
Corynebacterium, Rhodococcus és Dietzia nemzetségbOl szarmaz6 torzseket egyértelmiien el
tudtuk kiiloniteni egymadstol és a referenciaként hasznalt Mycobacterium torzsektdl is. Ezért
megallapithatjuk, hogy a Corynebacterinae alrendbe tartoz6 baktériumok elkiilonitésére a
legbiztosabb laboratériumi diagnosztikai eszk6z a molekuldris bioldgiai modszerek
alkalmazésa, melyet a szekvenciakban mutatkozd eltérések tovabbi elemzésével kiegészitve
még pontosabb, a torzsek eredetének megallapitasara iranyuld eredmények érhetdk el.

Kiilon figyelmet érdemel a kutatdsunk sordn a tejmintdkbdl kimutatott 22 Gordonia
paraffinivorans torzs, melyek koziil 5 torzset ismételten izolaltunk ugyanazokbdl az
allatokbol, tehat bizonyithatban szerepet jatszottak a tehenek tégygyulladdsaban. A
baktériumfajt a daqingi olajmezdk mikroflorajanak vizsgalata sordn, a talaj mélyérdl vett
vizmintdbol mutattdk ki Daqingban, Kindban, ¢és soroltdk be uj fajként a Gordonia
nemzetségbe, elnevezésével a paraffinbonté képességére utalva®®. A Gordonia fajok kozott
sok, hasonléan magas metabolikus aktivitdsu baktérium talalhatd, de a nemzetségen beliil
fakultativ korokozok is ismertek, melyeket az esetek tobbségében immunszupresszalt betegek
mésodlagos bakterialis fertézése soran azonositottak?®®. A  Gordonia paraffinivorans-t
azonban, jelen tanulmany elkészitéséig fakultativ korokozoként sem human paciensek, sem
szarvasmarha t0gygyulladasaval kapcsolatban nem irtak le.

Osszegezve, a Corynebacterinae alrendbe tartozd, tdgygyulladas-kérokozo
baktériumok laboratériumi diagnosztikajaban a legpontosabb eredményt molekularis biologiai
vizsgalatokkal érhetjiik el. Fontos, hogy a tejmintak taptalajra oltasa utan, a 48 6ras 37°C-on
torténd inkubacidt kovetden negativ eredmény esetén a taptalajokat szobahdmérsékleten
inkubdljuk tovabb, keressiik a lassabban novd kornyezeti korokozokat is. A klasszikus
bakteriologiai modszerek sem hagyhatok el, tdmpontot nyujthatnak a meghatarozas
orientaldsdban. A taptalajon narancssarga vagy rozsaszinl telepek kialakulasat észlelve pedig
Magyarorszagon gondolnunk kell ra, hogy az ilyen telepeket alkotod baktériumok a Gordonia

paraffinivorans fajhoz is tartozhatnak.
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Osszefoglalas

s

jelentéségli megbetegedés a tOgygyulladas, melyet leggyakrabban baktériumok okoznak. Az
ismert korokozok visszaszoritasaval egyre inkdbb eldtérbe keriilnek a kevésbé vizsgalt
kornyezeti patogének, melyek kozé sorolhatdoak a Corynebacterinae alrendbe tartozéd
Mycobacterium, Corynebacterium, Rhodococcus, Nocardia és Dietzia nemzetség képviseloi,
valamint sajat vizsgalataink alapjan a Gordonia nemzetségbe tartozd Gordonia
paraffinivorans 1is, melynek togygyulladasban megnyilvanuld szerepének leirdsara a
szakirodalom alapjan még nem kertilt sor.

Tanulmanyunk célja az volt, hogy egy olyan diagnosztikai eljarast dolgozzunk ki,
amely segitségével ezek a kiilonleges koérokozok is azonosithatova vélnak egy rutin
laboratérium szédmara.

A 2006 ota gylijtott teymintakat Columbia taptalajon szélesztettiik, 37°C-on illetve
szobahOmérsékleten kétszer 48 oraig inkubaltuk, majd a kindtt telepeken morfologiai
vizsgalatot, Gram ¢és Ziehl-Neelsen szerinti festést, kataldz, oxiddz és indol probékat
végeztiink el. Egy telep Columbia vagy Middlebrook taptalajra oltasdval szintenyészetet
készitettiink, amelybdl ureaz és nitrat probakat teszteltiink. 52 torzset vizsgaltunk meg a
Biolog™ Microlog M rendszerrel, 62 torzset pedig multiplex polimeraz lancreakcio és
szekvenalas segitségével hataroztunk meg.

A hosszabb inkubécios id6 alatt kialakult telepek a gyorstesztek és a klasszikus
biokémiai vizsgédlatok alapjan nem voltak elkiilonithetdek, ezért probaltuk meg a 94
tulajdonsagot vizsgaldé Microlog™ rendszer szerinti meghatarozast, amely az 52 vizsgalt
torzsbol 16-ot azonositott faji szinten, ebbdl azonban csak ketté bizonyult pontosnak. A
szekvenalassal meghatarozott torzsek 34 Mycobacterium smegmatis, 1 Mycobacterium
fortuitum, 22 Gordonia paraffinivorans, 2 Nocardia sp., valamint egy-egy Corynebacterium
bovis, Rhodococcus erythropolis €s Dietzia sp. voltak.

A Microlog™ adatbazisabdl hidnyoznak a szekvendlds soran meghatarozott
Mycobacterium ¢és Gordonia fajok, de a rendszer lehetdséget nyljt egy sajat panel
létrehozasara, amelyet nagyobb mintaszdmmal elvégzett tovabbi vizsgalatok alapjan
megalkotva a program alkalmassa valhat a gyakorlat szdmara ezen lassan novo tégygyulladas-
koérokozd baktériumok azonositasara. A molekularis biologiai vizsgalatok eredményeként
kapott szekvencidk azonos faj esetében sem mutatnak teljes egyezést, az egyes helyeken

konzekvensen eltérd szakaszok elemzése késdbbi kutatas targyat képezheti.
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Summary

Identification of mastitis causing bacteria in the Corynebacterinae suborder

The disease with greatest prevalence and economic importance in dairy cows is
mastitis, which is caused mostly by bacteria. By reducing the most common pathogens
efficiently, the less known environmental pathogens have started to spread, like the
representatives of Corynebacterinae suborder in genera Mycobacterium, Corynebacterium,
Rhodococcus, Nocardia and Dietzia, as well as Gordonia paraffinovorans in genus Gordonia,
whose role in mastitis has not been published in the literature, yet.

The aim of this study was to develop a diagnostic method, which can help identify
these special pathogens for routine laboratories.

The bovine milk samples collected from 2006 were isolated on Columbia agar,
incubated for 48 hours on 37°C temperature and another 48 hours on room temperature, then
morphology of the colonies were examined, Gram and Ziehl-Neelsen staining, catalase,
oxidase and indole tests were executed. One colony from each sample was inoculated to
Columbia or Middlebrook agar to make a pure culture, then urease and nitrate tests were
performed. 52 strains were analysed by Biolog™ Microlog M system, and 62 strains were
defined by multiplex polymerase chain reaction and sequencing.

The colonies evolved during the longer incubation period were not suitable to
differentiation with quick tests and classical biochemical examinations, so the Microlog™
system capable to analyse 94 phenotypic tests was used. From the 52 analyzed strains 16 were
identified at species level, however only two were proved to be accurate. The strains defined
by sequencing were 34 Mycobacterium smegmatis, 1 Mycobacterium fortuitum, 22 Gordonia
paraffinivorans, 2 Nocardia sp., and 1 strain of Corynebacterium bovis, Rhodococcus
erythropolis and Dietzia sp.

The database of Microlog™ does not contain the Mycobacterium and Gordonia
species identified by sequencing, but the system allows to create a custom ID, which can be
made in a further study by using a larger number of samples, so this program can worked up
suitable to identify these slowly growing mastitis pathogens. The sequences obtained as
results of the molecular biological investigations were not completely identical for the same
species, the analysis of the sections differing consistently at certain locations may be subject

of a further research.
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Mellékletek

1. melléklet: A szekvenalassal azonositott baktériumtorzsek szarmazasi adatai.

Baktériumtorzsek Evszam | Szirmazisi hely Megye Krotaliaszam
M. smegmatis 2007 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron 2344
M. smegmatis 2007 | Bogyoszld GyOr-Moson-Sopron 3809
M. smegmatis 2007 | Bogyoszld GyOdr-Moson-Sopron 3067
M. smegmatis 2008 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron 4285
M. fortuitum 2008 |Seregélyes Feijér 2973
M. smegmatis 2008  |Bogyoszld Gyor-Moson-Sopron 2625
M. smegmatis 2008 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron 3614
M. smegmatis 2008 |Szabadhidvég Fejér 4448
M. smegmatis 2008 |Devecser Veszprém 4954
M. smegmatis 2009  |Szenttamas Jasz-Nagykun-Szolnok 513
M. smegmatis 2009  |Kiscséripuszta Feijér 11109
M. smegmatis 2010 |Devecser Veszprém 4595
M. smegmatis 2010 |Bogyoszld GyOr-Moson-Sopron 3777
M. smegmatis 2010  |Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok -
M. smegmatis 2010 |Bogyoszlo Gy6r-Moson-Sopron -
M. smegmatis 2010 |Devecser Veszprém 5460
M. smegmatis 2010 | Csipbtelek Baranya 8642-109
M. smegmatis 2010 | Csipételek Baranya 3893-256
M. smegmatis 2010 |Devecser Veszprém 4661
M. smegmatis 2010 |Devecser Veszprém 4669
M. smegmatis 2010  |Mezbfalva Feijér 2024
M. smegmatis 2011 | Gecse Veszprém 1783
M. smegmatis 2011 | Tarnok Pest 6623
M. smegmatis 2011 |Devecser Veszprém 5491
M. smegmatis 2011 |Devecser Veszprém 6141
M. smegmatis 2012 |Hotto Zala 690
M. smegmatis 2012  |Bugyi Pest -
M. smegmatis 2012 |Devecser Veszprém -
M. smegmatis 2012 |Réabapordany GyOr-Moson-Sopron 7945
M. smegmatis 2012  |Mezbfalva Fejér 3182
M. smegmatis 2012 |Devecser Veszprém 5906
M. smegmatis 2012 |Ete Komarom-Esztergom -
M. smegmatis 2012 |Bdly Baranya 685
M. smegmatis 2013 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron 5789
M. smegmatis 2013 |Seregélyes Fejér 8442
Corynebacterium bovis 2012 |Devecser Veszprém 3590
Nocardia sp. 2012 |Mezofalva Fejér 6291
Nocardia sp. 2012 |Kiscséripuszta Fejér 3622
Rhodococcus erythropolis 2010  |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron 6362
Dietzia sp. 2012 |Kiscséripuszta Fejér 1386
Gordonia paraffinivorans 2010 |Devecser Veszprém -
Gordonia paraffinivorans 2010 |Devecser Veszprém -
Gordonia paraffinivorans 2012 |Devecser Veszprém 4827
Gordonia paraffinivorans 2012 |Devecser Veszprém 4827
Gordonia paraffinivorans 2012 |Devecser Veszprém 4686
Gordonia paraffinivorans 2012 |Rabapordany Gy6r-Moson-Sopron 6905
Gordonia paraffinivorans 2012 |Réabapordany GyOr-Moson-Sopron 6905
Gordonia paraffinivorans 2012 |Mezofalva Fejér 5292
Gordonia paraffinivorans 2012 |Rabapordany Gyo6r-Moson-Sopron 5757
Gordonia paraffinivorans 2012 |Rabapordany Gyo6r-Moson-Sopron 5880
Gordonia paraffinivorans 2012 |Réabapordany GyOr-Moson-Sopron 6945
Gordonia paraffinivorans 2012 |Réabapordany GyOr-Moson-Sopron 7898
Gordonia paraffinivorans 2012 | Csipbtelek Baranya 1870
Gordonia paraffinivorans 2012 |Bogyoszld Gyo6r-Moson-Sopron 5425
Gordonia paraffinivorans 2013  |Bogyoszlo Gy6r-Moson-Sopron 6309
Gordonia paraffinivorans 2013 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron
Gordonia paraffinivorans 2013 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron 4528
Gordonia paraffinivorans 2013 |Bogyoszlo GyOr-Moson-Sopron 5932
Gordonia paraffinivorans 2013  |Bogyoszlo GyOr-Moson-Sopron 6309
Gordonia paraffinivorans 2013 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron
Gordonia paraffinivorans 2013 |Bogyoszld Gy6r-Moson-Sopron
Gordonia paraffinivorans 2013 |Bogvoszlo GvOr-Moson-Sopron 5533
Microbacterium sp. 2012 |Bogyoszld Gyo6r-Moson-Sopron 5163
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2. melléklet: 17 Gordonia paraffinivorans torzs 16S rRNS génjének szekvenciaja 1201 és 1280

bazisparok kozott.

1 ] i (FF- 1 RR e Rk B LT T Ll airglinre Lok LLWr e L Lise LT, LA AR T LA L
}‘Ja ority FﬁAn"Tn"In"n"n"n"n"AIn" e In"]‘f‘An"n"If‘n"n"n"IAn"n"n"n" ﬁﬂIﬂﬁﬁﬁIIHHIAﬂﬁﬂﬁATIAHﬂHH i FMHFIFA
T T T T T T T T

1210 122 1230 1240 1250 1260 1270 1280
L | L L

G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-6309.3 CAGTEIEGCCEAI"_CCC---IEICAGGICEGCIACCCG ICGCCIIEGEGGCCATIACCCC ACCAR-CARGCTG
G.paraffinivorans-2010-Devecser-a.zeg AIC

COCATTRTGTEG s.“ CACATRCTAQAARCTRCTACARAGES s:“ n EETE
G.paraffinivorans-2010-Devecaer-b.seq  ATCATQCCCUTTRIETLOARGECTICACACATECTAR-RCRCTRETACARAGEEATG “"“ "I” TGGAG
G.paraffinivorans-2012-Bogyoszlo.seq  [CAGTGTGRCCEATCACCC---TCTCAGGTCGRCTACCCRTC Icsccr:rssmss::am:::: ACCAR-CAAGCTG
G.paraffinivorans-2012-Csipotelek.seq  [CAGTGTGRCCEATCACCC-—-TCTCARGTCGGCTACCCTCTCRCCTIGETAGRCCATTACCCCACCAR-CAAGCTE
G.paraffinivorans-2012-Devecser-4686. se [CAGTGTGRCCEATCACCC—-TCTCARGTCGGCTACCCTCTCRCCTIGETAGRCCATTACCCCACCAR-CAAGCTG
G.paraffinivorans-2012-Devecser-4827. se [CAGTGTGRCCEATCACCC---TCTCAGGTCGSCTACCCTCTCRCCTGRTAGRCCATTACCCCACCAR-CAAGLTG
G.paraffinivorans-2012-Yezofalva. seq :Aararsscsawa:::—-—rﬂrﬂaw CBGCTACCCEICS :s:: mssmrmcsmsm CARGCTG
6. paraEinivorans-2012-Rebapordany-5757 ACHIcoI TRt dedeTrencacarkorad) BT Tacaachedrecabiral l ezacd
6. paraffinivorans-2012-Rabapordany-562 “Aa:ra:rss::s TCACCC——-TCTCAGRTCRACTACCCGTORTCRCCTTGATAGRCCATTACCCCACCAA-CARGLTG
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-6905 :Aararsscsawa:::—-—rﬂrﬂaw CBGCTACCCEICS :s:: mssmrmcsmsm CARGCTG
6. parafEinivorans-2012-Rebapordeny-6345 ACATACCcr TR dsedcTreacacatkeTad B THE A eedracaak dereieiasacd
G.paraffinivorans-2012-Rabapordany-7898 FCAGTGTGRCCEATCACCC---TCTCAGGTCRSCTACCCRTCTCRCCTTGRTAGRCCATTACCCCACCAR-CARGCTG
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-4528. 5 [CAGTGTGRCCEATCACCC—-TCTCARGTCGGCTACCCRTCTCRCCTIGETAGRCCATTACCCCACCAR-CAAGCTE
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-5533. 5 [CAGTGTGRCCEATCACCC---TCTCAGGTCGSCTACCCTCTCRCCTIGRTAGRCCATTACCCACCAR-CAAGLTG
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-5932. 8 [CAGTGTGRCCEATCACCC---TCTCAGGTCGSCTACCCTCTCRCCTTGATAGRCCATTACCCCACCAR-CAAGLTG
G.paraffinivorans-2013-Bogyoszlo-5981. 5 CCAGTGTGRCCEATCACCC--~TCTCARGTCGGCTACCCRTCTCRCCTTGETAGRCCATTACCCCACCAR-CARGLTG

l:l'-l X}
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