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Roviditések jegyzéke:

aadA14 — spetinomcin, streptomcin kett6s rezisztenciaért felelés gén

AFLP — amplified fragment length polymorphism — feler8sitett
fragmentumhossz polimorfizmus

ahpA — hemolizin gén

APR — apramicin (antibiotikum)

aroA — aromas aminosavak bioszintézisében szerepet jatszé gén

atpG — ATP szintaz gén

BHI — brain-heart-infusion — szarvasmarha agy-sziv kivonat

blarog1 — B-laktam rezisztenciaért felelés gén

BOX — 154bp szekvencia elem a boxA alegység génjében

C — kléramfenikol (antibiotikum)

catAl-catAlll — kléramfenikol rezisztenciaért felelés gének

CT — colistin (antibiotikum)

dfr20 — trimetroprim rezisztenciaért felelés gén

DO — doxiciklin (antibiotikum)

DS — dextrose stratch agar — burgonyakeményité kivonatot tartalmazo
tapkodzeg

E — eritromicin (antibiotikum)

ENR — enrofloxacin (antibiotikum)

ERIC — enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence — enteralis

baktériumokban eléforduld, a gének kdzétti szakaszokra jellemzd,
ismétlédd konzervativ szekvenciakon alapulé PCR

FC — fowl cholera - baromfikolera

FFC — florfenicol (antibiotikum)

fha B1, B2 — filamentézus hemagglutinin gének

fip1 — Flp pilin fimbria génje

floR — florfenikol rezisztenciaért felelés gén

fur — a vasfelvételt kontrollalé negativ szabalyozé elem

galE — az UDP-galaktéz UDP-glikoz atalakulasért felelés epimeraz génje

guaA — guanin szintézisben szerepet jatszd gén

gyrA — DNS-giraz A alegység génje

hbpA — haemin kété fehérje génje

HS-PCR —a vérzéses vérfertézést okozd B buroktipusu térzsek kimutatasara
szolgalé PCR

hgbA, B — hemoglobin kétd fehérje génje

HS — haemorrhagic septicaemia — vérzéses vérfert6zés

IHA — indirect haemagglutination assay — indirekt hemagglutinacios teszt

IROMPs — iron-regulated outer membrane proteins — a vasfelvételben szerepet
jatszo, a bakterialis kilsémembranban elhelyezkedd fehérjék

kmt1 — P. multocida -specifikus génszakasz

MBG — minor groove binding — a DNS kisarkaban két6dé oligonukleotid cimke

mesA — acetil-eszterdz enzim gén

mioC — kromoszéma replikacidban szerepet jatsz6é gén

mreB — baktérium (palcikaforma) alakjat meghatarozé 37kDa fehérje génje

N — neomicin (antibiotikum)

nanH, B — szialidaz gének

OA — oxolinsav (antibiotikum)

OMP — outer membrane protein — a bakterialis kilsémebranban elhelyezkedd
fehérje

OmpA — a klilsémembran A fehérjéje

OmpH — a klilsémembran H fehérjéje

P — penicillin (antibiotikum)

PAR — progressive atrophic rhinitis - progressziv torzité orrgyulladas



PFGE — pulse-field gel electophoresis — valtakozo6 erdter(i gélelektroforézis

PHA — passive haemagglutination assay — passziv hemagglutinacios teszt

PlpB — P. multocida lipoprotein B

PM-PCR — P. multocida specifikus PCR

PMT — P. multocida toxin

parC — a 4-es tipusu DNS topoizomeraz A alegységének génje

pmv — P. multocida virulencia gén

pnhA — dinukleotid-oligofoszfat-pirofoszfataz enzim génje

pnp — polinukleotid foszforilaz

ptfA — 4-es tipusu fimbria (pili) kisalegység génje

purfF — purin szintézisben szerepet jatsz6 gén

QRDR — quinolone resistance-determining regions — a quinolonokkal szembeni
rezisztenciaért felelés génrégid

RAPD — random amplified palindromic DNA — véletlenszerien felerésitett,
mindkét irdnyban azonos DNS szakaszok

REA — restriction endonuclease analysis — a restrikciés enzimek specifikus
hasitasi tulajdonsagait kihasznalé DNS jellemzési modszer

REP-PCR — repetitive extragenic palindromeic sequence — a géneken beldli,
ismétl6dd, mindkét iranyban azonos szekvenciaszakaszokon alapulé
PCR

RFLP — restriction fragment length polymorphism - restrikciés
fragmentumhossz polimorfizmus

rei — DNS rekombinaz gén

recA — homolog rekombinacidért felelés gén

StrA — streptomicin rezisztenciaért felelés gén

SXT — szulfametoxazol/ trimetoprim 19:1 (antibiotikum)

S3 — szulfonamidok (antibiotikum)

tadD — tight adherence secretion system protein - feltételezett adhézids
fehérje gén

tbpA, B — transzferrin k6t6 fehérje gének

TE — tetraciklin (antibiotikum)

tet(H), (M), (B) - tetraciklin rezisztenciaért felelés gének

Tn — transzpozon — mobilis genetikai elem

tonB, exbB, C  — vas transzport rendszer

foxA — P. multocida toxin gén

txaR — a toxA gént regulalé trans hatasu negativ szabalyozé elem

uB — flumequin (antibiotikum)

wwaQ — heptdz-transzferaz gén

yabK — E. coli homolég ABC transzporter gén

yiaO — H. influenzae homoldg gén

yjgF — izoleucin szintézisben szerepet jatsz6 gén

znuABC — cink-felvételért felelés gének



1 Osszefoglalas

A P. multocida-t, mint feltételes (fakultativ) kérokoz6t mar tébb mint 100 éve ismerjik, de
kérokozd mechanizmusai, gazdafaj-adaptaciés tényez6i a mai napig nem tekinthet6k
tisztazottak. Ennek egyik oka a mellézbttség lehet, mely a feltételesen kbrokozo
sajatsagokra és ennek megfeleléen az okozott betegségek diszpozicios jellegére vezethetd
vissza, masrészt pedig az a fokozott feno-, és genotipusos heterogenitas, mely szinte
minden tanulmany soran elrejti az érdemi 6sszefliggéseket a vizsgalodo szeme eldl.

Vizsgalataink altalanosan o6sszefoglalhaté célja az volt, hogy a térzseket jellemzé
valtozatossagon belll prébaljunk térvényszerliségeket kimutatni, mivel egyedil a megfeleld
rendez6 elv felismerése teheti lehetévé a P. multocida populacion belil 1étez6 térzscsoportok
korilhatarolasat, melyek mind patogenitasukban, mind gazdafaj-specificitasukban
elkilonilhetnek egymastol. Az e térzscsoportokon belili célzott vizsgalatok ugyanis minden
bizonnyal a korabbiaknal egyértelmiibb eredményeket adnak majd a P. multocida virulencia-
és gazdafaj-adaptacidés tényezdinek felismerése és azok célszer(i diagnosztikai és
oltdbanyag-termelési hasznositasa tekintetében.

Ennek megfeleléen vizsgalataink soran els6 |épésében az emlds- és baromfi-eredeti
térzsek fermentacios sajatsagait elemeztik, 6sszesen 14 tapanyagforrast figyelembe véve.
Feltartunk néhany jellemzd jegyet, mint pl. az egyes emlbs-eredetli térzseket jellemzé
ornitin-dekarboxilaz termelé képesség hianyat, a csékkent indoltermelést bizonyos nyul-
eredetl térzsekben, vagy a laktéz fermentald képesség megjelenését adott sertés-eredeti
térzsek esetén.

A szintén fermentacios-bélyegek alapjan meghatarozott alfaji kategoériak koézil a
P. multocida subsp. multocida dominanciaja egyértelmien megmutatkozott. Az alfajok és a
gazdafajok, illetve a megbetegedések sulyossaga ko6zétt nem tudtunk egyértelmd
Osszefuggést kimutatni. Eredményeink felhivtdk azonban a figyelmet az egyes gazdafajok
hasonl6 tulajdonsagu P. multocida térzsekkel szembeni eltérd érzékenységére.

A tovabbiakban a tbérzsek antigenitasi sajatsagainak megoszlasat vizsgaltuk. A
P. multocida esetében a kilénb6z6 buroktipusok eléfordulasanak nagy jelentéséget
tulajdonitanak a gazdafaj-adaptacioban. Munkank soran — a gazdafajtol figgetlentl - az A
buroktipus el6térbe kerulését tapasztaltuk. A D buroktipusu térzsek aranya ugyanakkor
csokkent a sertés-, mig az F buroktipustaké nétt a nyul-gazdafajokban. Osszességében
azonban a buroktipusok térzscsoport elkllénité szerepének csdkkenését tudtuk kimutatni.

Tovabbi vizsgalatainkat csak baromfi-eredet(i térzseken végeztik el, mert igy
lehetéségink volt az azonos karakterl, de Kkilénb6z8 gazdafaj-eredetli tdrzsek
Osszehasonlitd vizsgalatara. A térzsek antigenitasi sajatsagait szerologiai probakkal is

kiegészitettiik, mivel a baromfi-eredetli t6rzsek buroktipus tekintetében nagymértéki



homogenitast mutattak (A buroktipus 93,5%). A szerolégiai eredmények elsésorban a
patogenitassal 6sszefiiggd csoportositasra adtak lehetéséget. Dominansan az A:1 és A:3
szerotipusu tdrzsek fordultak eld. Kézulik a feltehetéleg fokozott virulenciaval rendelkezd
torzseket az A:1, a mérsékelt virulencigjuakat az A:3 tdrzsek képviselték. Egyedi
szerotipusok csak a pulyka-eredetl térzsek k6zoétt fordultak eld.

A P. multocida a legtdbb forgalomban I|évé antibiotkummal szemben érzékeny.
Antibiotikum-rezisztencia a tdérzsekben elsésorban csak mas baktériumfajoktél felvett
mechanizmusok révén jon létre. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatokkal a P. multocida
térzsek genetikai valtozékonysagara val6 fogékonysagat kivantuk jellemezni. A térzsek 54%-
a rendelkezett valamilyen antibiotikum-rezisztenciaval. Leggyakrabban a nalidixsav és a
szulfonamid szarmazékokkal szembeni rezisztenciat tapasztaltuk. A multirezisztens térzsek
82%-a az A:1 szerotipusba tartozott.

A tbrzsek rokonsagi viszonyainak feltérképezésére molekularis moddszereket
alkalmaztunk. Az ERIC-PCR mobdszerrel generalt fenogram térzscsoportok elkilonilését
mutatta, mind gazdafaj- (tyukalkatuak; récefélék; pézsmaréce), mind féldrajzi-eredet
tekintetében. Az egyes tdrzscsoportokon belil az A1 és A:3 szerotipusu tdrzsek
tipusazonos térzsekkel val6é dsszetartozasa volt megfigyelhet6.

A kialakult térzscsoportok tovabbi jellemzésére egyedi génvizsgalatokat végeztiink el. Ot
kildnbdz6 fehérjét kodoldo génszakaszt (az A burok-specifikus(hyaDC), harom kuilsé
membran (oma87, ompA, ompH) és a 4-es tipusu fimbria kisalegység (ptfA)-hofB) PCR-
RFLP vizsgalatnak vetettik ala. Az ompA és ptfA-hofB génszakasz a pézsmaréce-eredetl
térzsek a tébbi baromfibol szarmazoé torzstdl vald elkulonilését erdsitette meg. Az ompH
génszakaszon tapasztalt kuldnbségek a tdrzsek szeroldgiai sajatsagaival mutattak

Osszeflggést, de azok egyértelmld molekularis megkildonbdztetését nem tették lehetévé.

s sy

s

nukleotid konzervativ cseréjét jelezte, ami két alléltipus (A és B allél) elkildnitését tette
lehetévé. A két tipus egyszerl megkilonbeztetésére allél-specifikus PCR-t hoztunk [étre.
Ennek hasznalataval kimutattuk, hogy az A:1 szerotipusu térzsek dominansan az A
alléltipust hordozzak, a B alléltipus jelenléte az egyéb szerotipusu térzsekre volt jellemzé.
Vizsgalataink igazoltak, hogy a P. multocida populacio, mind gazdafaji, mind patogenitasi
szempontbol elhatarolédé torzscsoportokbdl épll fel, melyek elkllénitéséhez a feno-, és
genotipusos bélyegek széles kor(i vizsgalata szikséges. Igazoltnak latjuk tovabba a
célmeghatarozas soran a fentiekben kifejtett azon véleményinket, hogy a térzscsoportok
meghatarozasa, tovabbi jellemzése elengedhetetlen a P. multocida térzsek jovébeni sikeres

vizsgalataihoz és az ismeretek gyakorlati hasznositasahoz.



Summary

High degree of genotypic and phenotypic diversity is characteristic of Pasteurella
multocida. Studying of sorting rules within this heterogenicity ensures delineation of unique
groups of related strains. Detailed observations of these groups of strains provide the
opportunity of thoroughly studying the virulence and host-adaptation factors of P. multocida.

Examination of phenotypic characters of P. multocida isolated from mammals (221
strains) and poultry (61 strains) showed the presence and co-occurrence of certain strains
with well-characterized biochemical features.

P. multocida is divided to three subspecies (subsp. multocida, subsp. septica, subsp.
gallicida). In our study, P. multocida subsp. multocida was dominant among strains isolated
both from mammals and poultry. A definite correlation between subspecies, host and severity
of diseases caused by P. multocida could not be detected.

Different capsule types of P. multocida may have a role in host-adaptation. Our
results demonstrated that capsule type A is becoming dominant independently from the host.
At the same time, the number of strains with capsule type D decreased in swine and strains
with capsule type F increased in rabbits.

The serological typing showed that the majority of strains isolated from poultry
belonged to serotype A:1 and A:3. Few unique serotypes (F:4,5,[7]; F:10) occurred only
among strains from turkey. Serotype A:1 strains might represent a virulent type while
serotype A:3 may be a moderately virulent type.

The antimicrobial resistance pattern of P. multocida is pointed to the sensitivity of
strains to genetic changes. Fifty-four percent of strains isolated from poultry possessed
resistance to at least one of the antimicrobial agents tested in our study. Most of them (82%)
were multi-resistant. The resistance to nalidix-acid and sulphonamides was the most
frequent.

With ERIC-PCR, we could delineate groups of strains separated according to host
(Muscovy duck, galliformes, anseriformes) and geographic origin. Serotype A:1 and A:3
strains showed relation with strains with similar serotype.

The groups of strains was further characterised with PCR-RFLP on genes (hyaDC,
oma87, ompA, ompH, ptfA-hofB) encoding surface localized proteins. The gene region of
ompA and ptfA-hofB indicated separation of strain isolated from Muskovy duck from other
strains from poultry. PCR-RFLP of ompH gene region showed considerable diversity that
harmonized with the presence of certain serotypes. Serotype A:1 strains and strains with
unique serotypes isolated from turkey could be separated by their uniform PCR-RFLP

patterns.
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The sequence analysis of ptfA gene of 32 strains from poultry identified consensus
nucleotide changes in the 3’-end region. These differences on the sequence defined two
alleles of ptfA gene (allele A and B). For rapid identification of these alleles we developed an
allele-specific PCR assay that demonstrated the dominancy of allele A in serotype A:1
strains while allele B was typical for the other serotypes.

Our experiments proved that P. multocida population consists of groups of strains

separated either by the origin of host or their pathogenicity.
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2 Bevezetés és célkitiizés

A Pasteurella nemzetségbe tartozé fajok a hazi és a vadon él6 emlés6k és madarak
léguti, valamint a szaj és a nemi utak nyalkahartyain megtelepedd baktériumok. Az ide
tartoz6 fajok zome feltételes kérokozéd, melyek gyakran tiinetmentes formaban vannak jelen
a kllénb6z6 gazdafajokban. Ritkan &énalléan, gyakrabban a gazda ellenallé képességét
csOkkentd él6 vagy élettelen kérnyezeti tényez8k hatasara témeges elhulldsokhoz vezetd
megbetegedéseket idéznek elé. Emberi fertéz6dések a baktériumhordozé allatokkal vald
kozvetlen érintkezés (harapas, karmolas, a sebek nyallal vald érintkezése) és cseppfertézés
utjan, szérvanyosan johetnek létre. Ezen megbetegedések dontd tébbségéért a P. multocida
felelés, mely a gazdafajok széles korét képes megfertézni és bennik valtozatos,
pasteurellosisként ismert, megbetegedéseket elbidézni. A gerincesekben kifejtett patogén
hatasa tébb mint szaz éve ismeretes.

A legnagyobb gazdasagi veszteséget a sertések progressziv (progrediald) torzitd
orrgyulladasanak (PAR - De Jong 1999), a szarvasmarhak és bivalyok vérzéses
vérfert6zésének (HS — De Alwis 1999), a baromfikoleranak (FC — Christensen és Bisgaard
2000) és a nyulak pasteurellosisanak (DeLong és Manning 1994) kivaltasaval idézi el6. De
meghataroz6 szerepe van a sertések (Pijoan 1999) és kér6dzék (Frank 1989) mas
baktériumok altal eléidézett tidégyulladas soran tapasztalhatd kiterjedt széveti elhalasok
kialakitdsaban is.

A P. multocida altal okozott megbetegedések hatalmas gazdasagi terheket rénak a
nagylzemi allattenyésztésre, igy egyre nagyobb az igény a koérokozd altalanos
tulajdonsagainak leirasan (faj, buroktipus, toxintermelés meghatarozasa) tulmutato,
diagnosztikai célokat szolgald modszer(ek) kidolgozasara. Korabban az ilyen iranyu
vizsgalatok hattérbe szorultak, mivel a P. multocida altal kivaltott megbetegedéseket
egyértelmien diszpozicidos okokra vezették vissza, melyek a tartastechnoldgia szabalyok
szigoritasaval kikiszdbdlhetbk. Bar e szemlélet nem sokat valtozott az elmult idében,
szamos megdfigyelés utal arra, hogy a szigoru feltételek betartasa mellett is a kérokozo
ismételt behurcolasaval gyors és nagyszamu elhullassal jaré6 megbetegedések id6rél-idére
elé6fordulhatnak egyes allomanyokban. Ez megkérd6jelezi mind a hajlamositdé tényezdk
P. multocida fert6zésekre gyakorolt hatasanak sziikségszeriségét, mind az egyes tdérzsek
feltételesen kérokozd mivoltat. A fajon belll tapasztalhaté jelentés feno-, és genotipusos
heterogenitas kiilénb6z8 patogenitasu térzsek egylttes jelenlétének lehetéségét sejteti, mely
nem csak a térzsek megbetegité képességben felmerild eltérésekre, de a gazdafajok velik
szemben mutatott valtoz6 fogékonysagara is magyarazatul szolgalhat.

A megfelelb diagnosztikai mddszerek és hatékonyabb oltbanyagok kidolgozasahoz ezért

elengedhetetlen a P. multocida torzseket jellemzé virulenciafaktorok és a gazdafaj-
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adaptacios tényezdk alaposabb ismerete. Habar szamos feltételezett virulenciafaktor
leirasara az utébbi idében mar sor kerult (Hunt et al. 2000, Christensen és Bisgaard 2000,
Ewers et al. 2006, Harper et al. 2006), tovabbra is keveset tudunk az egyes to6rzsek
patogenitasat, illetve a gazda-baktérium kdélcsdnhatast ténylegesen meghatarozé
tényezdkrél, a gazdaszervezetbe valdé bejutadst és megtelepedést, valamint a betegségek
kialakitasat biztositd mechanizmusokrdl. Pedig a mindennapi diagnosztika egyre
slirgetébben varja olyan gyorstesztek kidolgozasat, melyek a hagyomanyos modszereket
kiegészitve vagy felvaltva hatékonyan alkalmazhatok a klinikai esetek meger8sitésére és a
tinetmentes baktériumhordozé egyedek vagy a rezervoar-allomanyok virulens P. multocida
toérzsekkel valo fert6zottségének szlirésére. Az egészséges hordozdk jelenléte, a
tinetmentes fert6zés természetes velejaréi az Osszes P. multocida fertézésnek, és
meghatarozo szereplk van a kérokozo jarvanytanaban.

Jelen értekezés els6dleges célja nagyszamu sertés-, nyul- és baromfi-eredet(i
P. multocida t6rzs hagyomanyos és Ujabban leirt fenotipizalé médszerekkel vald jellemzése
volt. Ennek soran olyan tulajdonsagok meghatarozasara térekedtiink, melyek a heterogén
P. multocida populacion belll az egyes térzscsoportok dsszetartozasara is utalhatnak.

A kovetkezb 1épésben a tdrzsek szlikebb (baromfibdl izolalt) kérében, valtozatos
gazdafaji-eredet mellett, teljes genomot érint§ ERIC-PCR vizsgalatokkal kivantuk igazolni
térzscsoportok letezését és/vagy a gazdafajokkal valé 6sszefiiggését.

Végul céliranyos génvizsgalatokkal a koérllhatarolt térzscsoportok tovabbi jellemzését
kivantuk elvégezni a gyorsdiagnosztika szamara is felhasznalhatd markerek azonositasa
céljabdl, majd azok felhasznaldsaval a mezei izolatumok vizsgalatara is alkalmazhat6

rendszer(eke)t kidolgozni.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 A Pasteurella nemzetség
A baromfikoleraval és a szarvasmarhak vérzéses vérfertézésével kapcsolatos

baktériumokat els6 izben az 1880-as években sikerdlt kitenyészteni és jellemezni.

Micrococcus gallicidus volt az ide tartoz6 baktériumok elsé tudomanyos neve (Burill
1883). Késdbb atmenetileg kulénb6z6 nemzetségekbe, mint a Bacterium, Octopis,
Coccobacillus, Eucystia, soroltak be. A végleges Pasteurella nemzetség nevet 1887-ben
Trevisantol kapta, aki ezzel a gesztussal kivant tisztelegni Louis Pasteur a baromfikolera
kérokozéjaval végzett munkaja elétt.

Az évek soran szamos baktérium valtozatos fajnév alatt kerllt besorolasra az Uj
nemzetségbe. Az elnevezések féként a baktérium jellegzetes bipolaris festédésére, valamint
a gazdafajokra utaltak. igy példaul a szarvasmarha-eredet(i térzsek a boviseptica, a sertés-
eredetl torzsek a suisseptica, a baromfi-eredetl térzsek az aviseptica nevet kaptak. Végiil
1929-ben kerllt bevezetésre az egységes P. septica elnevezés, mely hamar elfogadotta is
valt a vilag angolszasz teriletein.

A ma is hasznalatos multocida (multus — sok, caedere vagy szbképzéként —cidus - 6l)
jelz6t Rosenbusch és Merchant javaslatara szliletett meg (1939). A kifejezés mar korabban
is hasznalatos volt Bacterium bipolare multocidum majd Bacterium multocidum formaban.
Bar a gallicida jelz6 a késbbbiekben is elsébbséget élvezett, a Pasteurella multocida
elnevezés maradt fenn, mert ez bizonyult a leginkabb talalénak (Mutters et al. 1985).

Ezt kévetbéen hosszu ideig a P. multocida volt nemzetség egyetlen hivatalos faja, majd
fokozatosan kibévilt a: P. haemolytica, P. pneumotropica Heyl tipus, Jawetz tipus,
Henriksen tipus (— P. dagmatis), P. gallinarum, P. ureae , P. aesrogenes valamint P. avium
fajokkal. 1985-ben megtortént a nemzetség fajainak rokonsagi vizsgalata DNS szinten
(Mutters et al.). A vizsgalat 11, részben korabban leirt, részben Ujonnan létrehozott fajt sorolt
a Pasteurella sensu stricto csoportba. Az eredmények alapjan a P. multocida fajt harom
alfajra bontottak fel (P. multocida subsp. multocida, P. multocida subsp. septica, P. multocida
subsp. gallicida). Kériilhatarolasra kerilt a: P. anatis (—' Gallibacterium anatis), P. avium (
— Avibacterium avium), P. canis (korabban P. multocida 6 biotipus vagy ,kutya tipus”),
P. dagmatis (korabban P. ,gas”, P. new species 1 vagy P. pneumotropica Henriksen tipus),
P. gallinarum (— A. gallinarum), P. langaa (korabban Bisgaard taxon 1 és 4 — P.
langaaensis), P. stomatis és a P. volantium ( — A. volantium) fajok, valamint két Uj fajcsoport

a Pasteurella A illetve B torzsek. A P. ureae (— Actinobacillus ureae ), P. haemolytica (—

"'A S az egyes fajok (egyéb vagy Uj) genusokba valé atsorolasat jelzik, amit a jelenleg elfogadott
rendszertani név kdvet.
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Mannheimia haemolytica), P. testudinis, P. pneumotropica Heyl tipu, Jawetz tipusok
kozelebbi rokonsagot az Actinobacillus csoporttal mutattak. Egyes fajok, mint a P. aerogenes
vagy a szarvasmarha lymphangitis csoport fajai bizonytalan helyzetliek voltak. 1990-ben
tovabbi uj fajokat soroltak a nemzetségbe: P. bettyae (korabban P. bettii) P. lymphangitidis
(korabbi szarvasmarha lymphangitis csoport), P. trehalosi (korabbi P. haemolytica T biotipus
— Bibersteinia trehalosi), P. mairii , P. caballi és a P. granulomatis ( — M. granulomatis). A
P. skyensis 2002-ben kerilt leirasra. (A genuson belllli fajokat érinté valtozasok nyomon

kévethetdk a www.bacterio.cict.fr/p/pasteurella.html webcimen). Mindemellett maig is

s$zamos tudomanyos névvel nem rendelkezd (Bisgaard taxonok,

www.bisgaard.eu/templates/site/7/default.asp), vagy korabban leirt térzs (,P. leonis”,

»P. multocida subsp. tigris” Capitini et al. 2002) varakozik a végleges besorolasra.

3.2 A Pasteurella multocida

3.2.1 A P. multocida meghatarozasa és altalanos jellemzéi

A P. multocida a nemzetség tipusfaja.

A P. multocida feltételesen (fakultativ) anaerob, nem mozgd, Gram-negativ, 0,2-0,4 um
atmérdéji, 0,6-2,5 uym hosszu, coccoid vagy idésebb tenyészetekben révid palcika alaku
baktérium. Altalaban egyesével, néha parosaval fordul eld, vagy csoportokba rendezédik. A
friss tenyészetbdl készult kenetben gyakran bipolarisan festédik. Ennek okat pontosan nem
ismerjik, de a jelenség a burokanyagok termelédésével lehet kapcsolatos (Dziva et al.
2008). Tenyésztésére véresagar, a juhvérrel kiegészitett burgonyakemeényitd, kazein-széja
agar, vagy csokoladéagar a legalkalmasabb. A baktériumtenyészetek névekedésének
hémérsékleti optimuma 37 °C az emlbs-eredetl térzsek esetén, a madar-eredetl tdrzsek
meég 42 °C-on is képesek szaporodni. 18-24 6ras inkubalas utan 1-2 mm atméréjd, kerek,
nyalkas, cseppszerl, szirke, csillogé, kissé domboru telepeket képeznek. Nem
hemolizalnak, jellegzetes orrvaladék vagy vadgesztenye szagot arasztanak. Az egyes
torzsek buroktermelé képességik figgvényében kazein-széja agaron sztereomikroszkop
alatt vagy er6s megvilagitasban irizal6, mig burokanyagok hianyaban kékes telepeket
képeznek (Heddleston et al. 1964). A nyalkas tenyészetek elsésorban emlésdk elhalasos
gyulladasos tldéterilleteibél, mig kevéssé nyalkas tenyészetek leginkabb kilénféle
baromfifélékbdl tenyésztheték ki. (Dziva et al. 2008).

A térzsek klinikai mintakbdl valé izolalasanak maédjat a kialakult betegség hatarozza meg.
A fels6 leguti megbetegedések esetében az orr-garatrél Gregbél vagy a mandulakrél vett

tampon minta a legmegfelelébb. Vérzéses vérfertézésben, baromfikoleraban frissen elhullott
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allatok szivvérébdl vagy a zsigeri szervekb6l (maj, Iép) izolalhato tisztan a kérokozo. Ha friss
minta nem all rendelkezésre megfeleld a csontvel6i és/vagy agyszdveti minta is.

A torzsek izolalasat megneheziti, hogy ellenalld képességik gyenge, a gazdaban
fellelhetd egyéb organizmusok kénnyen felllnévik 6ket.

A P. multocida térzsek meghatarozasa a kézelmultig alapvetéen hagyomanyos
fenotipusos bélyegeken alapult. Ezek azonban nem minden esetben megbizhatbak, a
tenyésztési korlilmények jelentds hatassal lehetnek rajuk. igy idével felmeriilt az igény a
térzsek DNS-szintli azonositasara.

Els6ként Kasten et al. (1997) irtak le P. multocida fajspecifikus-PCR-t (PCR-H). A reakci6
a P. multocida pls génjébdl egy 453 bp-os régidt erbsit fel. A génszakasz jelentés
hasonlatossagot mutat a Haemophilus influenzae P6 fehérjével, igy az fals pozitiv reakciot
eredményezhet. H. influenzae azonban szarnyasokbol nem izolalhato, igy a rendszer madar
gazdafajokban alkalmas lehet a P. multocida térténé kimutatasara.

Késébb a 23S rRNS génszekvenciat felhasznalva Miflin és Blackall (2001) hozott Iétre
fajspecifikus PCR-t (1432bp). Ez a reakcié egyarant alkalmasnak bizonyult a referencia
torzsek, a mezei madar- valamint sertés-eredetl térzsek azonositasara, bar a PCR-termék
hossza nem volt egységes az egyes madar-eredetl térzsekben.

Liu et al. (2004) két feltételezett transzkripciét szabalyoz6 elem (Pm0762 és Pm1231)
génszekvenciajat felhasznalva dolgoztak ki fajspecifikus PCR-t. A gének a P. multocida
genomban egyedileg fordulnak eld, a reakcidoban egy 567bp-os és egy 601bp-os termék
keletkezik. A rendszert j6 eredménnyel tesztelték szamos kozel rokon fajon, de mas, a
Pasteurella nemzetségbe tartozo, fajokat nem vontak be vizsgalatokba.

A P. multocida DNS-szintl fajmeghatarozasara szolgalé jelenleg legérzékenyebb és
egyben legkdltségesebb - igy a diagnosztika szamara nem kedvez6 - modjat egy valos idejl
PCR jelenti (5’ Taq nuclease assay). A rendszer a 16S rRNS génre irédott PCR reakciot és a
DNS kisarkaban kotédé stabilizald funkcidju kettés jel6lési oligonukleotid (MGB) prébat
foglal magaba (Corney et al. 2007). A reakcié specifikusnak bizonyult 18 P. multocida
referenciatorzs, 9 rokon Pasteurella faj és 26 egyéb baktérium faj és mezei izolatumok
tesztelése soran.

A jelenleg széles koérben elfogadott és hasznalt médszert (PM-PCR) Townsend et al.
(1998b) dolgoztak ki. A reakcié a P. multocida szubsztraktiv hibridizaciéja soran felismert
egyedi génszekvenciat (kmt1) hasznalja fel. A mddszer mind vagoéhidi sertések, mind
kisérletesen fert6z6tt csirkék P. multocida fert6zotiségének vizsgalatakor megbizhaté

eredményeket adott.
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3.2.2 A P. multocida fenotipusos jellemzéi

3.2.2.1 Biokémiai sajatsagok
A P. multocida biokémiai sajatsagai tekintetében: katalaz, és oxidaz és a legtébb esetben

ornitin-dekarboxilaz pozitiv. Nem termel uredzt, lizin-dekarboxilazt, béta-galaktozidazt vagy
arginin-dihidrolazt. A alkalikus-foszfataz termelése valtoz6. A nitratot nitritté redukalja. A
triptofanbdl tdbb-kevesebb indolt valamint egy kevés H,S-t termel. A szénhidratokat
fermentativan, kevés kivételtdl eltekintve gazképzddés nélkil bontja. Fermentalja a glikdzt,
mannozt, galaktézt, fruktozt és a szachardzt, legtébbszér a mannitot. Nem fermentélja a
rhamnézt, cellobidzt, raffindzt, inulint, erythritot, adonint, m-inozitolt és a szalicilt, legtébbszdr
az arabindzt, maltézt, laktdézt, dextrint. A xiléz-, trehaldz-, glicerol-, szorbit-fermentacio

valtozo.

3.2.2.1.1 Biotipusok
A P. multocida tbérzsek szénhidrat-fermentaciés képességeiben fennalldé nagyfoku

valtozatossagot mar koran megfigyelték és a térzsek csoportositasara hasznaltak fel (Murti
1971, Heddleston 1976). A csoportositasok alapjat az arabindz, xil6z, mannit/dulcit/szorbit -
fermentacié adta. igy kezdetben harom (A, B, C) -harom (l., II., 1I.), majd 6sszesen nyolc (I-
VIII) kilénbbézé biokémiai csoportot allitottak fel. Késébb a szénhidrat-fermentaciés
sajatsagok a nitrat-redukcié, az indol, urea, H,S termelés, a metilvérés és Voges-Proskauer
teszt, a katalaz, oxidaz és alkalikus-foszfataz aktivitas vizsgalataval kibévalt ki (Murti 1971).

Bar egyik rendszert sem fogadtak el széles k&rben, a biokémiai vizsgalatokat a
késbbbiekben is alkalmaztak a kulonb6z6 eredetl P. multocida térzsek jellemzésére. A
Pasteurella genus molekularis vizsgalatai (Mutters et al. 1985) pontositottak a P. multocida
fajpa (illetve P. multocida alfajokba: subsp. multocida, subsp. septica, subsp. gallicida)
tartoz6 tbrzsek korét, de ugyanakkor ramutattak a térzsek kozti nagyfoku fenotipusos
véltozatossagra is. igy Ujra elétérbe keriilt a fermentacids sajatsagok alapjan térténd
csoportok létrehozasanak lehetésége, mint a diverzitas gyors, olcsé és kénnyen kivitelezhetd
vizsgalati eszkdze. Ez tdbb izben segitette Ujabb valtozatok, vagy Uj fajok felismerését is.

Az immaron szigoruan vett P. multocida fajon belll, pulyka-eredet( térzsek vizsgalataval,
Blackall et al. (1995) négy kulénb6z6 un. biokémiai tipust (A, B, C, D biotipust) hataroztak
meg. Az A, B és C biotipusok sajatsagai megegyeztek a Mutters-féle P. multocida subsp.
multocida torzsekkel, kézilik a leggyakoribbnak, a tipustdrzzsel biokémiailag megegyez6, A
referencia térzzsel volt azonos. 1997-ben, nagyszamu (110) baromfi-eredet(l toérzs vizsgalata
a rendszer tovabbi 6 biotipussal vald kib8vitésére adott lehetéséget. A nomenklatura

megvaltozott, az alfabetikusat felvaltotta a numerikus. Az Ujonnan leirt valtozatokkal mar 5
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biotipus (1, 2, 3, 4 és 9) tartozott a P. multocida subsp. multocida alfajhoz (A—3 biotipus,
B—1 biotipus, C—2 biotipus); 2 biotipus (7 és D—10) a P. multocida subsp. septica alfajhoz;
egy biotipus pedig a P. multocida subsp. gallicida alfajhoz (8). Két biotipust (5 és 6) nem
sikeriilt egyik alfajpa sem besorolni (Fegan et al. 1995). Am a genotipusos vizsgalatok
bizonyitottak, hogy ezek is kozeli rokonsagban allnak a P. multocida-val, bar ezt a
fenotipusos bélyegeik nem jelzik (Blackall et al. 1998). Végll, sertésbdl szarmazo térzsek
(150) tovabbi vizsgalataval 3 Uj, szintén a P. multocida subsp. multocida egyes biokémiai
valtozatat képvisel® biotipussal (12, 13 és 14) valt teljessé a fenotipizalé rendszer (Blackall
et al. 1997). A hianyzd 11-es biotipus Townsend et al. (1998a) munkajaban kerlt leirasra.
igy napjainkra, hivatalosan, 14 biotipusba sorolandék a jellemzésre keriild P. multocida

térzsek (1. tablazat).

1.tdblazat: A P. multocida térzsek kiilonbdzé biotipusainak valtozasa az egyes publikacidok

fliggvényében
B|C|A D
4 (5(6| 7 8 9 11 12 13 14
1123 10
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Fegan et al. 1995 etal. 1998a
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A biotipus-vizsgalatokat a sertés-eredet(i térzsek esetében széles kérben, mig a
baromfi-eredet(i térzseknél ritkabban alkalmazzak (Blackall et al. 1997, Townsend et al.
1998a, Varga et al. 2007). Mindkét gazdakérben a 3-as biotipus el6fordulasa tlinik
dominansnak (60-70%), amit valtakozd aranyban, részben a gazdafaj fliggvényében, kdvet a

tébbi biotipus.

3.2.2.1.2 Alfajok
A Pasteurella nemzetség koérében DNS-DNS hibridizaciéval végzett taxonomiai

vizsgalatok eredményei alapjan a P. multocida fajt harom, a jarvanytani jellemzés szamara is
hasznos alfajra osztottak (Mutters et al. 1985). Az alfajok elnevezése soran a P. multocida
fajokra korabban alkalmazott jelz6ket hasznaltak fel, mint maga a ,multocida”, az angolszasz

orszagokban elterjedt ,septica” és a dulcit és gyakran arabinéz-fermentaciét mutaté madar-

18



eredetl torzsek elnevezéseként ismert ,gallicida”. Az egyes alfajokba tartozd tdrzsek
fenotipusos jellegek alapjan is elkulénitheték. A P. multocida subsp. multocida térzsek
fermentaljak a szorbitot, de a dulcitot nem, a P. multocida subsp. gallicida térzsek pozitivak
dulcitra is, mig a P. multocida subsp. septica térzsek mindkét szénhidratra nézve negativ
reakciot adnak. Gazdafajtdl fliggetlendl a P. multocida subsp. multocida térzsek izolalhatok
leggyakrabban. A két masik alfaj el6fordulasi gyakorisaga valtozo. A tyukalkatuak
allomanyaiban és az emberi megbetegedések esetében altalaban a P. multocida subsp.
septica térzsek szama joval felilmulja a P. multocida subsp. gallicida t6rzsekét, sertéseknél
ritkdbban. Az evez6labli madarakban és a sertéseknél gyakran a gallicida és septica alfaj
aranya forditott. Egyébirant, a gallicida alfaj megjelenése egyéb gazdafajokban (fogoly,
tropusi seregély, déli ériashojsza, szarvasmarha, nyul és kutya-, macskaharapas, karmolas

okozta emberi megbetegedés) kifejezetten ritka.

3.2.2.2 Szerologiai sajatsagok
A P. multocida térzsek a burokban lévé K- és a sejtfalban [évé O-antigének alapjan

szerotipusokba sorolhaték.

3.2.2.2.1 A baktérium buroktipusan alapulé szerotipusok
A P. multocida térzsek szerolégiai vizsgalatai a torzsek egyes gazdafajokkal vald

Osszefliggéseinek felismerése érdekében indultak meg. A szerolégiai eredmények alapjan
térténd csoportositasra tett kisérletek az 1920-as évekig nyulnak vissza. Az elsd, széles
kérben elfogadott rendszer, egereken elvégzett passziv védési teszttel, 6t (1., II., lll., IV., V.)
szerotipust azonositott (Roberts 1947, Hudson 1954). Ezek az eredmények jelentették a
késbbbi vizsgalatok alapjat. Carter el6bb precipitaciés, majd indirekt haemagglutinacios
tesztet (1955) hasznalva azonositott négy szerotipust (A, B, C, D). Majd felismerve, hogy az
afrikai HS-t okoz6 tdrzsek nem tartoznak szorosan a mar meghatarozott tipusokba,
szamukra U] szerotipus (E) csoportot hozott létre. A C szerotipust a késébbiekben elhagyta
az altala felallitott szerologiai rendszerbél. Az igy létrejétt tipizald6 mddszer, mint Carter-féle
indirekt vagy passziv haemagglutinacios teszt (IHA, PHA), valt ismerté és elfogadotta. De a
PHA alkalmazasa a fellép6 nehézségek (megfelel§ titerli ellenanyagok eldallitasa, kelld
szamu human erythrocyta biztositasa, illetve a hialuronsavnak a reakcidban kifejtett gatld
hatasa) miatt Ujabb mddszerek kifejlesztését tette sziikségessé. Ekkor jelentek meg azon
nem-szerolégiai moddszerek, melyek a baktériumburok sajatos &sszetétele alapjan
kilonitették el az egyes tipusokat. Az A buroktipus meghatarozasanak a burokban |évd
hialuronsav Staphylococcus aureus hialuronidaz enzime altali depolimerizaciéja, a D
buroktipus meghatarozasanak a burokanyagokkal reakciéba 1ép8 akriflavin flokkulacioja adta

az alapjat. A B és E buroktipusok meghatarozasara nem sikerilt 4j modszert kidolgozni (De
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Alwis 1999). 1987-ben Rimler és Rhoades uj, pulyka térzsekre jellemzd, buroktipust (F) irtak
le. Az F buroktipusu tdrzsek felismerését zavarta, hogy gyakran pozitiv eredményt adnak az
akriflavin tesztben, igy hamarosan a jellegzetes burok-poliszaharidok (hialuronsav, heparin,
kondroitin) specifikus, enzimatikus (hialuronidaz, heparinaz, kondroitinaz) depolimerizaciéjan
alapul6 szerotipizalé rendszer szlletett (Rimler 1994). A modszer biztositotta a leggyakoribb
harom buroktipus (A, D, F) azonositasat megfelel6 taptalajon a burokanyagok lebontasaval.
A B és E buroktipusu térzsek az enzimekkel nem reagaltak.

A Kkiilénb6z6 buroktipusokba tartozé térzsek molekularis elkilénitésére elséként 1998-
ban tettek kisérletet. Ekkor egymastél fliggetlenil két kutatdécsoport is kidolgozott egy-egy
rendszert. Townsend et al. (1998b) a KMT1 génszekvencia felhasznalasaval, parhuzamosan
a P. multocida specifikus PCR kifejlesztésével, hoztak létre a HS-PCR-t. A reakcié a HS-t
okoz6 B buroktipusu térzsekben egy 590bp-os génszakaszt erdsitett fel. A Brickell et al.
(1998) altal létrehozott masik rendszert a HS-t okozé6 B térzsek 16-23S rRNS
szekvenciajaban fellelheté egyedi génszakaszra tervezték, a specifikusnak tekintett 334bp-
os fragment tébb, ELISA eredményekkel ala nem tamasztott, esetben is megjelent. A tébbi
buroktipus molekularis elkilonitését csak a P. multocida referenciatérzsek (X-73 [A:1],
M1404 [B:2]) burok bioszintéziséért felelés I6kuszanak vizsgalata tette lehetévé (Chung et al.
1998; Boyce et al. 2000).

1. &bra: A buroktipust meghataroz6 génlokusz szervezédése P. multocida A (X-73) és B (M-

1404) buroktipusu referencia térzsekben

bebl bebH becbG  bebF  bebE bcbD bebC behB bebA
- -t e e —uf- = <3
....................................................................... M1404 (B:2)

cexA  cexB cexC cexD LipA™™ s } lpB'
————— =7 - = —
99 79 76 78 75 40 71 99 99 99 99 % Protein identity

A R B e s

99 74 73 71 54 56 68 99 99 99 99 % DNA identity
s e - - e e

hexA  hexB hexC hexD.-" " phyA phyB

' X-73 (A:1)
g < o = -t 1 kb
hyaA  hyaB  hyaC hyaD hyaE

Boyce et al. 2000 nyoman

20



A kulénbdzb buroktipusokba tartozé térzsekben a burok szintéziséért felelés 16kusz
felépitése alapvetéen azonos. A gének harom funkcionalis régioba szervezddnek. Az 1.
régioba tartozdé gének a burok-poliszacharidok sejtfelszinre vald kijutasaért felelések (cex-
hex gének), a 2. régidban a prekurzor medialt burok-poliszacharid felépulést szabalyzo,
valamint a burokanyag-bioszintézisben szerepet jatszd fehérjék génjei talalhatdk (bcb-hya
gének), a 3. régié génjei a burok-poliszacharidok foszfolipid szubsztituciéjaban jatszanak
szerepet (lip-phy gének). A kilénbdzd buroktipusu térzsekben az egyedi poliszacharidok
szintézisében szerepet jatsz6 2. génszakasz mutatja a legnagyobb valtozatossagot.

A buroktipusok DNS alapu elkilonitését egylépésben megvalésitd multiplex PCR az e
régiokra tervezett specifikus primerek egyiittes hasznalataval j6tt létre (Townsend et al.
2001). Bar ezt a mobddszer hasznaljak a legelterjedtebben az A buroktipust tdérzsek
kimutatasara, kézel azonos génszakaszok felhasznalasaval, mas modszert is kidolgoztak
(Gautam et al. 2004). A multiplex médszer gyengesége, hogy egyes F buroktipusu térzseket
nem ismer fel, mig az utdbbié, hogy az E buroktipusu térzsekkel fals pozitiv reakcioét ad.

A Kkilénb6zd buroktipusu torzsek el6fordulasa tébbé-kevésbé Osszefliggésben all a
gazdafajokkal és a megbetegedésekkel (Quinn et al. 1994). Az A buroktipusu térzsek
eléforduldsa a leggyakoribb, gazdafajtél flggetlenil. Ezek a tbérzsek elsdésorban
tudégyulladasos korképekért felelések. Az A és F buroktipusu térzsek izolalhatok leginkabb
baromfikoleraban vagy pasteurellosisban szenvedd madarakbdl és a nyulak ,ragadés
nathajabdl”. A toxintermel6 A és D buroktipusu torzsek felelések a sertés esetleg
kiskér6dzék, nyulak (Krametter et al. 2004, DiGiacomo et al. 1993) torzitd orrgyulladaséért. A
D buroktipusu térzsek kisebb-nagyobb aranyban madarakbdl és nyulakbdl is kimutathatdk. A
B és E buroktipust térzsek a vilag tropusi teriiletein (Azsia, Afrika) gyakoriak, ahol a
bdlények, szarvasmarhak, vagy szabadon él6 kér6dzdk vérzéses verfertézését idézik eld
(De Alwis 1999). A B buroktipusu toérzsek ezeken a terlileteken ritkan sertéseket, birkakat,
kecskéket és madarakat is megfertéznek (Rhoades és Rimler 1987, Cameron et al. 1996,
Townsend 1998a).

3.2.2.2.2 Szomatikus antigének
A buroktipusok meghatarozasat kévetéen tovabbra is ellentmondasos maradt az egyes

buroktipusok és a gazdafajok, valamint megbetegedések kozti dsszefiiggés. igy a késébbi
szerologia vizsgalatok tovabbi antigenitasi kilonbségek feltarasat céloztak meg.

A szomatikus, vagy sejtfal O-antigének targylemez agglutinaciés probaval végzett
vizsgalata alapjan 11, egymassal gyakran keresztreakciét ad6é szerotipus (Namioka és
Murata 1961), kivonat-antigénekkel végzett precipitaciés prébaval viszont 16 szomatikus

szerotipus volt azonosithaté (Heddleston et al. 1972). A két mddszer eredményei nem
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Osszeegyeztethetbk, a szomatikus szerotipusok meghatarozasara napjainkig is a
Heddleston-féle médszer hasznalatos.

A szomatikus szerotipusok hagyomanyos agargél-precipitacioval térténé meghatarozasa
nehéz és iddigényes, de fontos feladat, mert jelenlegi tudasunk szerint a vakcina-térzsek
védettséget csak a vellik azonos szomatikus szerotipusba tartozo6 térzsek ellen nyujtanak, a
keresztvédettséget biztosito faktort maig sem sikerult meghatarozni.

A szomatikus antigének gyors, egyértelmd, DNS alapu meghatarozasara elsé6ként Wilson
et al. (1993) restrikcids enzim (Hhal) analizis hasznalataval tettek kisérletet. Bar a 16
referencia térzs mindegyike egyedi mintazatot mutatott, a mezei izolatumok (baromfi,
szarvasmarha, sertés stb.) szeroldgiai eredményei és a DNS-mintazat kdzott csak a térzsek
kis hanyadanal lehetett egyezést kimutatni. Random primerekkel végzett véletlenszer(i PCR
reakciok soran Rocke et al. (2002) olyan 490 bp-os fragmentet aznositottak a DNS-
mintazatban, mely a Heddleston 1-es szomatikus szerotipusra specifikusnak tlnt. Az adott
fragment nukleotidszekvenciaja semmilyen ismert szekvenciaval nem mutatott homolégiat. A
génszakaszra tervezett PCR reakcid kiprobalasa soran a specifikusnak tekintett fragment a
14-es szomatikus szerotipusu referencia térzs esetén is megjelent.

Az immunologiai jelentéségli OmpH fehérje génszekvenciajanak szomatikus szerotipus
szintl vizsgalata (Luo et al. 1999) alapjan uj lehet6ség kinalkozik a szerologiai tipizalas
megoldasara. A Heddleston 1 - 4-es szomatikus szerotipusok azonositasara az ompH génen
végzett PCR-RFLP modszerrel tdbbféle restrikcids enzim (EcoRl, Hindlll, Cfol, Hinfl, Dral)
felhasznalasaval Jabbari és Esmaelizadeh 2005 és Anthony et al. 2007 tettek kisérletet. A
hasitasi mintazatok tébbsége nem mutatott jelentds kilénbséget az EcoRI, Hindlll, Cfol,
Hinfl enzim esetén a szomatikus szerotipustérzsek kézt, mig a Dral enzim biztato
eredményeket adott, bar a vizsgalatok sem a toébbi referencia térzsre, sem mezei

izolatumokra nem terjedtek ki.

3.2.3 A P. multocida antibiotikum érzékenysége

Az antibiotikumok hasznalata maig is a P. multocida altal el6idézet fert6z6
megbetegedések lekiizdésének legfébb eszkéze. A kemoterapias szerek indokolatlan
hasznalata azonban kedvez a rezisztens baktériumok elszaporodasanak, elésegitve a
plazmid vagy transzpozon hordozta rezisztenciagének elterjedését. A folyamat
eredményeként cstkken a kérokozok elleni védekezésben felhasznalhaté antibiotikumok
kére és hatékonysaga.

A P. multocida torzsek altalaban érzékenyek a legtébb széles kérben hasznalt
antibiotikumra. Bennik antibiotikum-rezisztencia legtébbszér egyéb baktériumokbdl

szarmaz6 mobilis genetikai elemek révén, horizontalis génatvitellel alakul ki. A rezisztencia
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terjedése altalaban fokozatos, szinte mindig jelen vannak kilénb6z6 rezisztenciaval bird
P. multocida tdrzsek az egyes allomanyokban. A rezisztens térzsek szama, az altaluk
hordozott rezisztencia fajtaja valtozd lehet gazdafajtédl, foéldrajzi eredettél és az izolalas
idépontjatol figgben.

B-laktamrezisztencia csak szoérvanyosan, legtébbszér plazmidon koédoltan fordul el a
P. multocida térzsekben. A ROB1-B—laktamaz a [(—laktamaz gatlé szerekre fokozottan, a
penicillin és elsé generacids cefalosporinokra mérsékelten érzékeny. A blarogs gén jelenlétét
szarvasmarha és sertés-eredet( térzsekben mutattak ki (Philippon et al. 1986).

A tetraciklineket’ negyven éven keresztiil, nemcsak terapias készitményként, de hozam-
néveld-szerként is alkalmaztak. Ennek koszdnhetbéen a tetraciklinrezisztencia mértéke
jelentés szintet ért el mind a sertés- (15%), mind a baromfi-eredetl (40%) P. multocida
térzsekben. A napjainkban érvényes korlatozasoknak k&szénhetbéen azonban mar csak kis
meértékben ndvekszik (Shivachandra et al. 2004, Lizarazo et al. 2006).

A P. multocida térzsekben megtalalhato tetraciklin rezisztenciaért felelés gének harom
hibridizacidos csoportba sorolhatok (M, B, H). A Pasteurellak és a Gram-pozitiv baktériumok
korében egyarant a tet(M) gén a legelterjedtebb tetraciklinrezisztenciagén. Az altala kédolt
fehérje gatlé hatasat a riboszomakon fejti ki. Leginkabb konjugativ plazmidon kédoltan fordul
el6, bar a szarvasmarha-eredetli P. multocida térzsekben kromoszéman kédolt formaban
van jelen (Chaslus-Dancla et al. 1995). A tet(B) gén efflux-fehérjét kodol, és a nem-
konjugativ Tn10 transzpozon része, sertés-eredetl tdrzsekbél mutathaté ki (Kehrenberg
2000). A plazmid kodolt tet(H) génnel kapcsolatban ismertek fel el6szér a Pasteurella
nemzetségben eredendéen megtalalhat6 transzpozon (Tn5706) kapcsolt rezisztenciagént. A
tet(H) gén szintén efflux-fehérjét kodol. Elséként plazmid kédolt formaban, madar-, majd
kromoszdmalisan, sertés- és szarvasmarha-eredet(i térzsekben irtdk le (Hansen et al. 1996).

Az aminoglikozidok altalaban hatékony antibiotikumok a Gram-negativ baktériumok altal
okozott fertézések kezeléséhez. Bar a P. multocida térzsekkel szembeni aktivitasuk relative
alacsony, a vellik szemben mutatott mérsékelt rezisztencia eléfordulasa gyakori (Yosimura
et al. 2001).

A Pasteurella t6rzsek aminoglikozidrezisztenciajanak molekularis vizsgalata a
streptomicinrezisztenciara szoritkozik. A streptomicinrezisztencia plazmidhoz kététt pulyka-,
szarvasmarha- és sertés-eredetl P. multocida térzsekben fordul el6. A rezisztencidért az
strA gén altal kédolt aminoglikozid-3'-foszfotranszferaz felels, mely enzimatikus uton képes
inaktivalni a streptomicint. A spectinomicin és streptomicin egylttes rezisztenciaért kombinalt
funkcioju adenilil-transzferazok (aad) felelések. Ezek az enzimek egyarant képesek

strukturalis valtozast el6idézni mindkét antibiotikum szerkezetében, szarvasmarhabdl

* Az antibiotikumok neveinek irasmaédjaban az Allatorvosi jarvanytan |. (Szerk.: Tuboly Sandor) altal
hasznalt formakat vettik alapul.
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szarmaz6 P. multocida t6rzsben egyedi adenilil-transzferazok gént (aadA14) lehetett
azonositani (Kehrenber et al. 2005a).

A szulfonamidrezisztencia megjelenése 1980-as évek O6ta jelent folyamatos gondot a
baromfiallomanyokban (Hirsh et al. 1985). A sertésallomanyokbdl szarmazd P. multocida
torzsek kdzott, az 1990-es évek folyaman, a rezisztencia 25%-r6l 50%-ra emelkedett (Coté
et al. 1991). A szulfonamid/ trimetoprim kombinacidja az 1990-es években még jo
valasztasnak tint a P. multocida okozta fert6zések leklizdésére, de az ellene vald
rezisztencia gyorsan elterjed (Lizarazo et al. 2006).

A szulfonamidrezisztencia a leggyakrabban észlelt rezisztencia a Pasteurella térzsekben.
Altaldban a sulll gén altal kodolt dihidropteroat-szintetaz felelés a térzsek ezen
tulajdonsagaért. A legtdbb esetben rezisztencia plazmidon kédolt formaban mutathato ki
pulyka- és sertés-eredetli P. multocida térzsekbdl. Gyakran ezek a plazmidok streptomicin-,
kanamicin- és/vagy tetraciklinrezisztenciagéneket is hordoznak. A trimetoprimrezisztenciat a
dihidrofolat-reduktazok (dfr) jelenléte szabalyozza. P. multocida szarvasmarha térzsben
2005-ben sikertilt j tipusu dfr gént (dfr20) leirni (Kehrenber et al. 2005b).

A kléramfenikolrezisztencia ritkan fordul el6 a P. multocida térzsekben. Bar, 1994-es
europai betiltasaig, kiterjedten hasznaltak az allatgyogyaszatban harom évtizeden at a
rezisztencia értéke nem haladta meg az 5-10%-ot. Helyét fluorinalt szarmazéka, a florfenikol,
vette at. A kléramfenikolrezisztenciaért féként a kléramfenikol-acetiltranszferaz jelenléte
tehetd felel6ssé. A rezisztenciagéneket plazmid hordozza. A catAl és catAlll gén biztositotta
kléramfenikolrezisztenciat kimutattdak mar sertés-, de szarvasmarha-eredetld P. multocida
torzsekbdl is. A florfenikolrezisztencia a Gram-negativ enteralis baktériumoknal gyakoribb,
mint a fels6é léguti korokozoknal. Utdbbiak csak akkor juthatnak a plazmid kodolt floR
génhez, ha egy koérnyezetbe kerllnek az enteralis kérokozokkal. Ilyen folyamat
eredményekén azonositottak elséként florfenikolrezisztens P. multocida szarvasmarha
térzset (Kehrenber és Schwarz 2005c).

A P. multocida térzsek quinolonrezisztenciaja kevéssé ismert. Kilénb6z6 szintl (2-16%)
nalidixsav- (Cardenas et al. 2001) vagy flumequinrezisztenciardl (Pijpers et al. 1989) is csak
néhany kézlemény szamol be.

A nalidixsav és fluoroquinolon-szarmazékok ellen elég gyorsan fejlédik ki kromoszémalis
rezisztencia, ezért elsésorban a DNS-giraz A alegységét kédold (gyrA) és a parC gének un.
quinolrezisztenciat meghatarozé régidiban (QRDR) bekévetkez6 mutaciok felelések. A
mutaciok eredménye valtoz6 mértékl nalidixsav- vagy fluoroquinolonrezisztencia lehet
(Cardenas et al. 2001).

A makrolid antibiotikumok a 23S rRNS kétéfehérjéken fejtik ki hatasukat. igy a fehérjében
bekdvetkez6 egyszerl pontmutacio, vagy a metilacidért felelés gének (erm) aktivalodasa,

illetve antibiotikum-effluxfehérjék (Met) megjelenése rezisztencia kialakulasahoz vezethet. A
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makrolidokrezisztenciajat célz6  molekularis  vizsgalatok  P. multocida  térzsekkel
kapcsolatosan nem zajlanak. Az erithromicinre, mint leggyakrabban hasznalt makrolid
antibiotikumra, vonatkoztatott rezisztencia értékek (2-4%) alacsonyak (Lizarazo et al. 2006),

a félszintetikus szarmazékok hatasfoka még ennél is jobb (Nanjiani et al. 2005).

3.2.4 A P. multocida feltételezett virulenciafaktorai

Szamos egyedi sajatsag sziikséges ahhoz, hogy egy patogén baktérium képes legyen
bejutni, megtelepedni, elszaporodni és kart okozni a gazdaszervezetben. A baktériumnak
egyszerre kell alkalmazkodnia a szlkdés tapanyagforrasokhoz és a gazda
immunrendszerének tamadasaihoz. A tuléléshez gyakran jelent6s valtozasok térténnek a
sejtmikdédésben, a génkifejez6dés mérteke és célpontjai megvaltoznak. Azon molekulak és
mechanizmusok Osszességét, amelyek fokozzak a baktérium megbetegitd képességét és
elésegitik a kilonféle betegségek kialakulasat, serkentik a patogén szaporodasat, vagy
gyengitik a megtamadott szervezet ellenallé képességét, virulenciafaktoroknak nevezzik.

A virulenciat befolyasolé gének, illetve azok termékeit két csoportba oszthatjuk annak
megfeleléen, hogy mar ismert, vagy ismeretlen szerepl fehérjékrél van e sz6. Az ismeretlen
szerepet betdlté molekulakat kodold gének gyakran kapjak a pmv (P. multocida
virulenciagén) jelz6t (pmvA, B, C) vagy a mas baktériumokkal homolég génjeinek
funkciojabol ered6 roviditéseket (E. coli yabK, H. influenzae yiaO, yleA). Az ismert szerepi
fehérjék lehetnek a kilénbdzé bioszintetikus utak résztvevéi, a sejtmikddést szabalyozo
komponensek és természetesen klasszikus virulenciagének is. A bioszintetikus utak kozil
kiemelt jelentésége van a DNS- (purF, guaB) vagy a fehérjeszintézisben (aroA, yjgF)
szerepet jatszd faktoroknak és a sejtmikddéshez szikséges energetikai folyamatokat
biztosito komponenseknek (atpG, pnhA). A sejtmikddést szabalyoz6 mechanizmusok kézil
a nukleinsavak stabilitasat (pnp), kicserélédését biztositd (rci, recA) és a sejtosztdédast
(mreB) vagy a kromoszémak megkétszerezédését szabalyozd (mioC) elemeknek
tulajdonitanak nagy jelentéséget (Fuller et al. 2000).

A klasszikus virulenciafaktorok a sejtkomponensek azon csoportjat foglaljak magukba,
melyek kdzvetlenil részt vesznek a baktérium és gazdasejt kozti kélcsénhatasokban.

A P. multocida A, D és F buroktipusu térzseinek burokanyaga nagymeértékben hasonlit az
emlésok glikézaminoglikanjara, féként hialuronbdl, heparinbél és chondroitinbdél all. Ez jo
alcat biztosit a kérokozénak a gazdaszervezetben. Altalanossagban igaz, hogy a burokkal
rendelkezd tdrzsek virulensebbek, mint a burok nélkiliek, de nagy mennyiségben ez
utdbbiak is képesek immunvalaszt eldidézni (Chung et al. 2005). A burok megléte és

vastagsadga meghatarozéja a fagocitdzis és a szérum-komplement-rezisztencianak.
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A burok-lipopoliszacharidok fokozott jelentéséggel birnak a P. multocida altal okozott
megbetegedések kialakitdsaban. Ezek a molekulak stimulaljadk a humoralis immunrendszert.
A P. multocida 8sszetett lipopoliszacharid-burokstrukturaval rendelkezik, mely egy er8sen
konzervalt kézponti részbél (a 2-keto-3-deoxi-oktulozonsav 3 heptdézon keresztul kétédik a
foszfolipid A-hoz) és a hozza kapcsolodo variabilis helyzet(i, tébbek kézoétt foszfokolin és
foszfoetanolamin molekulakbdl all. A foszfokolin a neutrofilekhez valdé kétédésben és az
epitél sejteken vald atjutasban, a foszfoetanolamin az immunrendszer kikeriilésében jatszhat
szerepet. A lipopoliszacharid-burokstruktira megbomlasaval a virulencia nagymértékben
cs6kkenhet, mint ezt a wwaQpy (heptéz-transzferaz), vagy a galE (a lipopoliszacharid részét
képzd UDP-galakiéz epimerizacidjaért felelés) génben bekdvetkezd mutacidé is mutatja
(Harper et al. 2004).

A gazdaszervezet nyalkahartyain valé megtapadast és annak kolonizacidjat a kiilonb6zé
adhéziods fehérjék biztositjak a baktérium szamara. A P. multocida térzsekben két kiilénb6zd
adhézids rendszer 6 fehérjéének, az Flp pilin és a 4-es tipusu fimbria, jelenléte igazolhato
(Doughty et al. 2000). Bar magat az Flp pilin alegység fehérjét nem sikeriilt fizikailag
szerepet jatsz6 komponest kdédold gént (tadD) egyarant sikertlt azonositani. Mindkét
komponens mutacioja fokozott virulenciacsékkenést idéz el6 (Fuller et al. 2000). A 4-es
tipusu fimbria kisalegység fehérje (PtfA) egyedi jellegzetessége, hogy bar a fehérje jelentés
szekvencia variabilitdst hordoz, az N-terminalis szignalszekvencia erésen konzervalt (Siju et
al. 2007). Az adhéziés fehérjék masik csoportjat a filamentézus haemagglutininek (PfhaB1
és PfhaB2) képviselik. A pfhaB2 génben bekdvetkezé mutacio igazolta, hogy az altala kédolt
filamentézus haemagglutininek az invazidbban vagy a kezdeti kolonizacioban van szerepe
(Tatum et al. 2005).

A mitogén hatasu dermonekrotikus toxin (P. multocida toxin, PMT) a P. multocida
virulenciajanak fontos faktora. Szamos A és D buroktipusu térzs termeli. Jelentésége a P.
multocida okozta megbetegedések tébbségénél nem ismert, az azonban igazoltnak latszik,
hogy a progressziv (progrediald) torzitd orrgyulladas elengedhetetlen tényezdje. A toxint
kédolé gén kromoszémalisan, a tRNS génbe épllten, helyezkedik el, a génszekvenciaja
erbsen konzervalt (Lax et al. 1990). A gén kifejezddést egy frans hatasu negativ szabalyozé
elem (TxaR) transzkripciés szinten regulalja, melyet a gént megel6zé6 DNS régi6 kédol
(Petersen 1990). A génszekvencia alacsony G-C tartalma (35%-41%) és a hatarolo
szekvenciakban megtalalhaté bakteriofag-elemek (Pullinger et al. 2004) arra utalnak, hogy
fajidegen struktura, mely nemrégiben kerllt a Pasteurella genomba, feltehetéleg horizontalis
génatvitel soran.

A vas és a cink megszerzése alapvet6 fontossagu a baktériumok szamara a

tapanyagszegény gazdakdrnyezetben. Ezek a nyomelemek elengedhetetlenek sok
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bakterialis fehérje szerkezeti és katalitikus funkcidjahoz, sét egyes fehérjék kifejez6déséhez
is (IROMP vas-szabalyozott kilsémebran fehérjék). Mivel szabad formaban ezek a fémionok
toxikusak, igy csak fehérjéhez koététten fordulnak el6 a gazdaszervezetben. A
baktériumoknak szamos mechanizmust kellet kidolgozniuk, hogy a gazda molekulaitol
megszerezhessék ezeket a létfontossagu elemeket. A vas és a cink megszerzésért felels
fehérjék génjeit (znuABC) egyarant egy negativ szabalyozéelem (fur) regulalja (Garrido et al.
2003). A vasszerzési folyamatok koézil meg kell emliteniink a hemolizinek (AhpA, MesA)
hatasara bek&vetkezd seijtlizist (Cox et al. 2000), valamint a kilénb6z6 vasszallitd fehérjék
(TbpA, TbpB, HgbA, B, HbpA) szerepét (Ogunnariwo et al. 2001, Cox et al. 2003). A vas
membrantranszportjat a TonB, ExbB, ExbD rendszer biztositja (Bosch et al. 2002).

Egyes enzimek képesek a baktériumok invaziés képességét ndévelni a
gazdaszervezetben. llyen a hialuronidaz és szialidaz is, melyek a gazda glikozilalt fehérje és
lipid molekulaibél szabaditjak fel a hialuronsavat és a szialsavat, amit vagy felhasznalnak
sajat sejtalkotoik felépitéséhez, vagy szénforrasként hasznositanak. E mellett fokozzak a
virulenciat a receptorokra és a gazda védelmét szolgal6 mucinra kifejtett hatasukkal. A
hialuronidaztermelés a HS-t okozd B:2 P. multocida térzsekre jellemzd sajatsag (Carter és
Chengappa 1980). Szialidaz enzimet ezzel ellentétben a legtdbb térzs termel. A P. multocida
térzsekben, mind a sejthez koététt, mind az extracellularis szialidaz termelés jelen van.
Szubsztratjat tekintve két kilénb6zé szialidaz fordulhat elé (NanH, és NanB) a P. multocida
térzsekben, a 2,6’ szial-laktézt (NanB) valamint a 2,3’ és 2,6’ szial-laktozt (NanH) is
hasznositani képes forma (Mizan et al. 2000). A szidlsav sejtkomponensekbe vald
beépitését a kilénb6zd szidlsav-transzferazok biztositjak (pm0508, pm0188), de arra is van
példa, hogy a két el6bbi funkciot egyszerre latja el egy enzim (Yu et al. 2005).

A bakteridlis sejtfelszin az elsédleges hatarvonala a gazda-kérokozd kdlcsdnhatasnak. A
gazdaszervezet immunvalaszainak kivaltdsaban kiemelt jelentésége a kilsé membran
fehérjéinek (OMP) lehet. A kllsémembran fehérjék szama nagy, kézullik kiterjedten a 28
(OmpA), 37 (OmpH), 39 (PIpB), 87kDa immunoldgiai szerepét vizsgaltak. A Oma87 fellleti
antigén sajatsagu fehérje, immunitasi kisérletekben, egérben homoldég védettség
kialakitasara képes nagy doézisu fert6zés esetén, de a magas ellenanyagszint ellenére
megfeleld védettség nem alakul ki csirkében (Ruffolo és Adler 1996). A Pasteurella
lipoprotein B (PIpB) a heterolég felllfertézésekben keresztvédési sajatsagokat mutat (Ali et
al. 2004). A porin sajatsagu fehérjék, mint az OmpH, gyakran a szerocsoport-specifikus
epitépok hordozéi (Luo et al. 1999), vagy, mint az OmpA, a membranintegritas fenntartéi, az

adhézios folyamatok el6segit6i (Dabo et al. 2003).
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3.2.5 A P. multocida okozta megbetegedések

Az allati és emberi fert6zések tulnyomo tébbségét a P. multocida idézi el, az egyéb
Pasteurella fajok jelentésége kisebb.

A P. multocida tdrzsek virulenciaja tag hatarok kozétt valtozik, igy akar huzamosan
megtelepedhetnek az emldsallatok és madarak felsé I|égutjait bélelé nyalkahartyan,
mikdzben a fertézés tlinetmentes marad.

Hajlamosité tényezék jelenlétében azonban &nmagukban (elsédleges pasteurellosis)
vagy egyéb kérokozokhoz tarsulva szévédményként (masodlagos pasteurellosis) kilénb6zd
megbetegedéseket idézhetnek el6. Elsédleges pasteurellosisnak tekinthetd a szarvasmarhak
és bivalyok vérzéses vérfertézése (HS vagy ,bivalyvész”), a sertés progressziv (progrediald)
torzité orrgyulladasa (PAR) és a madarakban el6forduld baromfikolera (FC). A masodlagos
fertézések kozil ki kell emelni a kérédzdk (szarvasmarha, juh, kecske), a |6 és a sertések
tidégyulladassal jar6 megbetegedéseit, valamint a nyulak ,ragados nathajat”.

A P. multocida tébbnyire gazdafaj-specifikusan okoz megbetegedéseket, de létrejéhetnek
fajok kdzotti keresztfertézddések is.

A bivalyvész’ elsésorban Délkelet-Azsiaban, Dél-Afrikdban szamos dél-europai
orszagban a K6zép-keleten, valamint Indiaban el6forduld betegség (DeAlwis 1999). Féként a
bivalyokat és szarvasmarhakat, esetenként sertéseket (Cameron et al. 1996, Townsend
1998a), vagy kecskéket (Tao et al. 1996), juhokat (Watson és Davies 2002) és vadon él6
kér6dzbket sujtja (Aalbaek et al. 1999). A fert6ézés altalaban heveny vagy tulheveny
lefolyasu, gyakran jar elhullassal.

A PAR a P. multocida okozta megbetegedések sajatos formaja. A vilagon mindenitt
el6fordul. Elsédlegesen sertésekben jelentkezik, de hasonl6 tiinetekkel jaré megbetegedést
leirtak juhokban (Krametter et al. 2004) és nyulakban is (DiGiacomo et al. 1993). A
jellegzetes elvaltozasokat az orrnyalkahartyan megtelepedé Bordetella bronchiseptica és a
toxintermel6 P. multocida egylttesen idézi el6. A B. bronchiseptica jelenlétében az
orrnyalkahartya gyulladasa jon létre. A megtelepedd P. multocida altal termelt toxin hatasara
a gyulladas raterjed az orrkagyléra és az orrsévényre, melynek kévetkeztében az orrkagylo
részben vagy egészben elsorvad, az orrsévény elferdil. A PAR nem jar elhullasokkal, de
romlik az allatok teljesitéképessége, és hajlamosabbakka valnak masodlagos |égz&szervi
fert6zésekre.

A baromfikolera széles kdrben elterjedt, az 6sszes hazi baromfifélét és a vadmadarakat is
érinté megbetegedés. Tébb mint 100 féle madarfajbdl kimutattak mar, valdszinlileg a
legtébb, ha nem az 6sszes madarfaj érzékeny ra (Christensen és Bisgaard 2000). A
betegség valtoz6 mértékben az egész vilagon eléfordul. Természetes viszonyok k&zott
megbetegedés a hazityukok, pulykdk, hazikacsak és haziludak koézott fordul el,

gyéngytyukokban rendkivil ritka, galamballomanyokban, foglyok és facanok kozott
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gyakorlatilag nem jelentkezik (Szécsényi 1961). Hazankban az intenziv, nagy létszamu
hazityuk- és pulyka-allomanyokban ritka, a kis létszamu haz koérdli, valamint extenziven
tartott vizibaromfi-allomanyokban gyakori. A megbetegedés idult és heveny formajara
vonatkozd koéroktani és jarvanytani, valamint a megel6zést és védekezést szolgalod
vizsgalatok els6sorban Szécsényi Istvan nevéhez fliz6dik, aki az ide vonatkozd
megfigyeléseket ,A baromfi kolera felszamolhatosagardl” cimmel adta kozre (1983).
Munkassagaval ismereteink jelenlegi, alabb targyalt, részleteihez Iényegesen hozzajarult.

A baromfikolera generativ Uton, tojassal nem terjed (Rimler és Glisson 1997), igy a kikelt
napos baromfi biztosan fert6ézéstél mentes és az is marad mindaddig, mig beteg vagy
tinetmentes baktériumhordozo6 egyeddel nem talalkozik.

A jarvany terjesztéi els6dlegesen a baromfikolerat atvészelt egyedek, melyek
orriireglikben, sinusaikban és szajpadlashasadékukban hordozzak a virulens P. multocida
térzseket, az ellenallé-képességiket kedvezétlenlil befolyasold hatasra baktériumokat
Uritenek. Verebek, gerlék, galambok és foglyok nem lehetnek baktériumhordozék, mert a
fert6zést kovetben révid iddén belll elhullnak. Esetenként varjak, facanok, emlésok kozil
pedig sertések és ragcsalok lehetnek a fertézés forrasai. A fert6z6dés nem okoz minden
egyedben elhullast, s6t ritkhn megbetegedést sem. A baromfikolera jarvanyok
leggyakrabban nyar végén, sszel, illetve télen jelentkeznek (Rimler és Glisson 1997).

A pasteurellosis a hazinyulak egyik legfontosabb bakteridlis megbetegedése, mely
jelentds gazdasagi veszteségeket okoz mind a kereskedelmi, mind a kisérleti célbdl
tenyésztett allomanyokban. A klinikailag egészséges hazinyulak jelentds része (30-50%) az
orrjaratok nyalkahartygjanak fellletén hordozza a koérokozét. Betegség azonban csak
hajlamosité tényez6k hatasara alakul ki. A pasteurellosis leggyakrabban észlelt formaja az
orrhurut. A korokozé a légutakon keresztil a tudébe is bejuthat, ahol tidé- és/vagy
mellhartyagyulladast okoz (Glavits és Magyar 1990). Idilt fert6zéseknél a baktérium a
vérpalya utjan testszerte szétszorddhat. A bor alatti kétészévetben talyogok alakulhatnak ki.
Az ellenall6 képesség drasztikus csdkkenése esetén altalanos vérfertézés alakulhat ki,

amely gyors elhullashoz vezethet.

3.2.6 A P. multocida jarvanytani vizsgalatara alkalmazott médszerek

A jarvanyokat el6idézd térzsek azonositasat vagy a térzsek csoportositasat célzé
nukleinsavalapiy modszerek elengedhetetlen eszkézei a  korokozé  baktériumok
jellemzésének. A leggyakrabban hasznalt technikak harom csoportra tagolhatdk: 1, a
restrikcios enzim alapu moédszerek (hibridizacidéval kiegészitve vagy anélkul), 2, a PCR alapu
technikak, 3, (leggyakrabban haztartasi gének) szekvenciaelemzésen alapul6 vizsgalatok. A

megfelel6 mddszer megvalasztasa a rendelkezésre allé minta jellegétdl fligg.
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A restrikciés enzim analizis (REA) a DNS adott restrikciés enzimmel t6rténd hasitasabol
és a keletkez6 fragmentek szamanak, méretének szabad szemmel vagy szamitégéppel
térténd elemzésébdl all. A moddszer specificitasa nukleinsav hibridizaciéval fokozhatd. A
mobdszert széles kdrben alkalmazzak a kilénbdzd pasteurellosisok jarvanytani vizsgalataiban
(Harel et al. 1990, El Tayeb et al. 2004). Alkalmazhatésaga nagyban fugg a felhasznalt
restrikcios enzim tipusatdl. A Hpall és Hhal, ellentétben a Bglll, EcoRl, Pstl, Smal, illetve
Smal/Sall és Smal/Xhol kombinacioktél, a teljes genomon mutatott egyenletes hasitasi
mintazata és a keletkezd, jol elkllénithetdé fragmentek folytan a leginkabb ajanlott restrikcids
enzimek (Christensen és Bisgaard 2000). A CU és M9 vakcinatdrzsek elkilonitésére
leginkabb a Bglll restrikcids enzimmel végzett hasitas az alkalmas.

A valtakozo eréter(i gélelektroforézis (PFGE) a REA specializalt formaja. A ritkan hasité
enzimek hasznalataval kisszamu (5-20), nagyméretli DNS-fragment (10-800kb) keletkezik,
melyek gélen vald elvalasztasa periodikusan valtozé erétérben valosithaté meg. Hasznalata
kevésbé elterjedt specialis miszerigénye miatt (Gunawardwna et al. 2000), pedig
felbontoképessége joval nagyobb, mint a REA-nak. A P. multocida térzsek vizsgalatara az
Apal enzim alkalmas.

A ribotipizalas szintén a REA egyik tipusa. A DNS enzimatikus hasitasat kévet6en
specialis, adott esetben a 16S és 23S rRNS-re tervezett, génprébaval végzett hibridizacié
utan csak a homolog szekvenciaval rendelkez6 fragmentek valnak lathatova. Az alkalmazott
restrikcios enzimek és génprobak valtozatossaga miatt a P. multocida térzseken végzett
vizsgalatok nehezen O§sszevethet6k. Elsésorban madar-eredetli térzsek jellemzésére
alkalmazzak a modszert (Muhairwa et al. 2001, Dziva et al 2004). Erzékenysége a REA
modszer alatt marad. A legelbnydsebb kombinacidnak a Hpall restrikcios enzim és az
OligoMix5 proba szett tlinik (Regnault et al. 1997).

Az AFLP (feler8sitett fragmenthossz polimorfizmus) a REA és a PCR technika
kombinacidja. A restrikcids enzimekkel hasitott DNS — fragment végéhez a szelekciot
biztositd  oligdét ligaltatnak, mely szekvencialisan komplementer az enzimek
felismerbhelyeivel és egy adaptor szekvenciat tartalmaz. Ezt kovetbéen az ismert
szekvenciakra tervezett, véletlenszerlen kiegészitett primerekkel elvégzik a PCR reakciot. A
szelekciés PCR biztositja, hogy csak az adott sajatsagoknak megfelelé restrikcids
fragmentek sokszorozédjanak fel. A mddszer elsésorban referencia laboratériumok szamara
elérhetd, de rutin diagnosztikaban is alkalmazzak madar- és sertés-eredetli P. multocida
térzsek dsszehasonlitasara (Moreno et al. 2003, Blehert et al. 2008). Finomabb felbontast
mutat, mint a RAPD.

A PCR alapu technikak koézul a polimorf DNS szekvenciakat véletlenszer(ien
megsokszoroz6 moddszer (RAPD) az, melynek hasznalatdhoz nincs szikség a

genomszekvencia el6zetes ismeretére. A rovid (8-12 nukleotida hosszu) véletlenszeri
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szekvenciakkal rendelkezd primerek alkalmazasaval altalaban szamos DNS fragment
keletkezik. Az altaluk Ilétrehozott gélelektroforézis mintazat alkalmas a térzsek
Odsszehasonlitdsara. A médszert, kdnnyl kivitelezhetdsége miatt, széles kdrben hasznaljak a
P. multocida térzsek vizsgalatara is (Chaslus-Dancla et al. 1996, Al-Haddawi et al. 1999), bar
reprodukalhatésaga alacsony.

Az ismétlédd, géneken bellli palindrom szekvenciakra specifikus (REP) PCR mddszerek
alkalmazasa igen elterjedt, mind a human, mind az allati megbetegedéseket el6idézd
kérokozdk esetében. Harom tipusa létezik, a 35-40bp-os ismétlédd, géneken belili
palindrom; a 124-127bp-os enteralis baktériumokban el6éforduld ismétl6dd, gének kozétti,
konzervativ (ERIC) és a 154bp-os BOX szekvencia elemekre specifikus PCR. Ezek a
szekvenciak elszértan vannak jelen a genomban. A forditott ismétlédéseket tartalmazé kifelé
mutato primerekkel a szekvencia elemek kdzti DNS régiok felsokszorosithatdk (Versalovic et
al. 1991). A rep-PCR genomialis ujjlenyomat technika lehet8séget ad a térzsek faj, alfaj és
egyedi t6rzs szintli azonositasara is. Az egyes moddszereket (REP, ERIC) énmagukban
(Townsend et al. 1997, Saxena et al. 2006) vagy AFLP-vel vagy PFGE-vel kombinaltan
(Shivachandra et al. 2008) felhasznaljak a P. multocida-val kapcsolatos vizsgalatokban is.

A P. multocida t6rzsek dsszehasonlité szekvencia vizsgalatara, a haztartasi gének kdzul,
a 16S rRNS gént hasznaljak (Davies 2004). A génen beliili jelentés mérték(i szekvencialis

kildnbségek a faj nagyfoku heterogenitasat jelzi.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 A felhasznalt P. multocida térzsek
Magyarorszag kulénbézé terileteirdl szarmazé sertés- (145), nyul- (76) és baromfi-eredeti

(17 hazilud, 20 hazikacsa, 15 pulyka, 4 hazityuk, 3 facan, 2 pézsmaréce [Cairina moschatal)
torzseket vizsgaltunk (Mellékletek 2.-4. tablazat). Az azonos eredetl torzsek izolalasi helyét

a mellékelt térképek mutatjak (Mellékletek 2.-6. abra).

A buroktipus referencia térzsek:  X-73 (A buroktipus)
M1404 (B buroktipus)
P3881 (D buroktipus)
P1235 (E buroktipus)
P4679 (F buroktipus)
R. B. Rimler (National Animal Disease Center, Ames, IA, USA)

4.2 Anyagok

4.2.1 A torzsek fenntartasahoz hasznalt félfolyékony taptalaj

Hitchens-taptalaj:

1,0 g agar

2,0 g Na,HPO,

3,0 g NaCl

10 g pepton

6,0 g hus extraktum

1000 ml desztillalt viz pH 7,6

4.2.2 A torzsek szaporitasahoz hasznalt taptalajok és tapoldat
Véres aqgar (VA):
45,2 g Columbia agar base (Micro Media MM0137)
1000 ml desztillalt vizben
5-10% defibrinalt birkavér

Antibiotikummal kiegészitett véres agar:

11 véres agarhoz: 4 mg vancomicin
4 mg amfotericin

2 mg clindamicin
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Burgonyakeményité — agar (DS):

65 g Dextrose Starch Agar (Difco 266200)
1000 ml desztillalt viz

Agy-sziv kivonat (BHI):

36,8 g BHI broth (Micro Media MM0106)
1000 ml desztillalt viz

4.2.3 Hagyomanyos fermentacion alapulé biokémiai tipizalashoz
hasznalt oldatok

Bromtimolkékes peptonviz:

10,0 g Bacto pepton (Difco)

5,0 g NaCl

0,03 g brobmtimolkék por

1000 ml desztillalt viz pH72-74

1% szénhidrat: glikdz, laktdéz, szachardz, dulcit, szorbit, trehal6z

Nitrat-leves:
3,0 g marhahuskivonat
5,0 g Bacto pepton
4,0 g KNO;
1000 ml desztillalt viz pH7,3-7,4

Nitrat-redukcio értékeléséhez:
A-oldat:
0,8 g szulfonilsav
100 ml 5N ecetsav
B-oldat:
0,5 g a-naftilamin

100 ml 5N ecetsav

Indol-préba:
10 g pepton
5,0 g NaCl
1000 ml desztillalt viz pH 7,4

33



Indoltermelés kimutatasara
Kovacs-reagens:
4.0 g p-dimetil-amino-benzaldehid
360 ml 96%-o0s etanol
80 ml ccHCI

Urea-proba:
20 ml ureum-puffer

180 ml peptonviz

Ureum-puffer:
0,1 g KH,PO,
0,2 g K;HPO,
2,0 g ureum

20 ml desztillalt viz

4.2.4 Az agargél-precipitacidohoz hasznalt oldatok
Noble-agar:
0,9 % Noble-agar
8,5 % NaCl
0,01% mertiolat (az agar feloldasa utan)
100 ml desztillalt viz
Mosdoldat:
10 ml PBS
30 pl 35%-o0s formaldehid

4.2.5 Antibiotikum-rezisztencia meghatarozasahoz hasznalt
készitmények
Mueller-Hinton agar:
5,0 g marhahuskivonat (Oxoid L30)

17,5 g savval emésztett kazein (Casein hydrolysate Oxoid L41)

2,0 g glukoz
15 g agar
1000 ml desztillalt viz pH 7,4
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Antibiotikum korongok: (Oxoid)

Apramicin APR 15ug CT0545B
Linkomicin MY 2,0 ug CT0027B
Kléramfenikol C 30 ug CT0013B
Colistin CT 10 pg CT0065B
Doxiciklin DO 30 ug CT0018B
Enrofloxacin ENR 5,0 ug CT0639B
Eritromicin E 15 ug CT0020B
Florfenicol FFC 30 ug CT1754B
Flumequin uB 30 ug CTO666B
Oxolinsav OA 2,0 ug CT0181B
Neomicin N 30 ug CT0033B
Penicillin P 10U CT00438B
STM* SXT 25 ug CT0052B
Szulfonamidok S3 300 ug CT0059B
Tetraciklin TE 30 pg CT0054B
Vancomicin VA 30 ug CT0058B

*STM - Szulfametoxazol/ trimetoprim (19:1)

4.2.6 Molekularis modszerekhez hasznalt oldatok
6%-0s Chelex-oldat:
6,0 g Chelex-100 (BioRad 142-1235)
100 ml PBS

Foszfat puffer (PBS):
2,14 g Na,HPO, x 7 H,O
0,2 g KH,PO,
8,0 g NaCl
0,2 g KCI
1000 ml desztillalt viz pH 7,5

1,5%-0s agaroéz gél:

1,5 g agar6z (Amresco, 0710)
100ml 1 x TAE
+ 0,5 ul etidium-bromid (EtBr) (c=1mg/ml) / ml gél
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10 x TBE térzsoldat:
108 g Trisz (hidroxi-metil) amino-metan (Trizma base, Sigma T6066)
55 g borsav (Sigma B-6768)
40 ml 0,5 M EDTA pH 8
1000 ml desztillalt viz

Futtato festék:
5 mg brémfenolkék (Reanal 02187)
5 mg xiléncianid (Sigma 335940)
3 ml 87% glicerol

7 ml desztillalt viz
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4.3 Modszerek

4.3.1 Hagyomanyos fermentacién alapulé biokémiai tipizalasi

modszerek:

1. nap: A vizsgalandé torzsek kioltasa Hitchens-taptalajbol VA-taptalajra. 24 érara 37°C-os
termosztatba helyeztik.

2. nap: Egyedi telepek atoltasa VA-taptalajrél DS-taptalajra. Ismét 24 o6rara 37°C-os
termosztatba helyeztik.

3. nap: Egyedi irizald telepeket beoltasa 1,5 ml BHI-taplevesbe. A beoltott leveseket
24 orara 37°C-os termosztatba helyeztik.

4. nap: A tenyészetekbél 100-100 yl hozzaadasa a fermentalandd vegyuletek csévenként
2 ml-ét tartalmazé biokémiai sorhoz. A beoltas utan a cséveket ismét 24 o6rara
37°C-os termosztatba helyeztik.

5.nap: A cukoroldatok 24 o6ras inkubalas utan a szinreakciok alapjan, az egyéb
komponenseket tartalmazé oldatok, a megfeleld reagens(ek) hozzaadasa utan, valé

értékelése.

4.3.1.1 Az egységes irodalmi fajtipizal6 reakciok:

Biokémia pozitiv reakcio negativ reakcio P. multocida
Indol a felllusz6 reagens piros sarga +
Nitrat piros sarga +
Urea piros sarga -
Glikoz sarga kék +
Laktéz sarga kék -
Szachar6z sarga kék +

4.3.1.2 Az altipusok elkiilonitésére hasznalt tovabbi reakciok:
dulcit  szorbit

P m. subsp. multocida - +
P m. subsp. septica - -

P m. subsp. gallicida + +

4.3.1.3 A biotipusok meghatarozasa:
(Melléklet 5. tablazat)
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4.3.2 A szomatikus szerotipusok meghatarozasa (agargél-

8,

10,
11,

precipitacio):

5,0 ml  Noble-agarb6l mikroszkép-targylemezre (25X75-mm) gélt ontink. A
megdermedt gélben haromszor hét 4 mm atméréji mélyedést készitink a kézépsé

lyuktdl és egymastol 6 mm-re.

OO0 OO OO 1 7 13 14
O0000000O0 -6@31 9@15
OO0 OO OO sS4 1o {6
A P. multocida DS lemezre szélesztett 24 6ras tenyészetét mosédoldattal lemossuk
(kb. 1,5 ml).
A sejtszuszpenziét 1,5 ml-es eppendorf csévekben 1 éran at ~ 100°C-os vizflrdén

tartjuk.
Az eppendorf cséveket Ulepitjik sziikség szerint 5-10 percig 3000-6000 rpm-el.

A szomatikus szerotipus meghatarozashoz a fellliszét hasznaljuk.

Az elbkészitett 1-1 agarlemez kdzépsé 3 mélyedésébe a vizsgalt baktérium-
szuszpenzi6 feluluszojanak 40-40 pl-ét tesszik.

A vizsgalt baktérium-szuszpenzi6 fellluszéja koruldtti lyukakba pedig 1-16 referencia
kakassavok 1:4 aranyu higitasanak 40-40 pl-ét visszik fel.

A targylemezeket nedves kérnyezetben 24 6ran at 37 “C-on inkubaljuk.

A precipitacids sarkantyuk megjelenését er8s megvilagitasban ellenérizzik.

Sziikség szerint a targylemezeket tovabbi 24 6raig szobahédmérsékleten inkubaljuk.
Az esetleges keresztreakciok kizarasara a tipussavokat nagyobb aranyban higitva

ismételjuk meg a tesztet.

4.3.3 Antibiotikum-rezisztencia meghatarozas:

1,

2,

A vizsgaland6 tdrzsek VA-taptalajon nétt 24 06ras tenyészetébdl 2 ml fizioldgias
séoldatban 0,5 MacFarland s(iriség( szuszpenziét készitlink.

A szuszpenzibval steril vattatampon segitségével 3 db 5% defibrinalt birkavért tartalmazoé
Mueller-Hinton agart massziv oltassal beoltjuk, majd révid ideig szaritjuk.

A csészesorozatokra antibiotikum korongokat (Oxoid) vittink fel a gyari utasitasnak
megfeleléen.

A csészéket 24 érara 35°C-os termosztatba helyeztik.

A gatlasi zénakat milliméter pontossaggal leolvastuk.

Az adott antibiotikummal szembeni érzékenység mértékének megitélésekor a
CLSI/NCCLS M31A3 (2008) iranyadoé értékeit vettik figyelembe.
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4.3.4 Molekularis tipizalasi modszerek:
e P. multocida - specifikus PCR
e Buroktipus - specifikus PCR
o Allél - specifikus (ptfA gén) PCR
e ERIC-PCR
e PCR-RFLP

e Szekvenalas

Templat készitése:

1) a VA-on nétt térzsek egy kacsnyi tenyészetét 50 pl 6%-os Chelex-oldatban
szuszpendaltuk

2) a mintakat 30 percre 65°C-os vizfirddbe tettik

3) 6sszekevertik (10 masodperc)

4) majd 8 percre 99°C-os vizfiurdébe tettik

5) majd ismét dsszekevertiuk (10 masodperc)

6) végll lecentrifugaltuk (11000 rpm 3 perc)

7) felhasznalasig -20 °C-on taroltuk

A felhasznalt primerek:

Townsend et al. 1998b)
Townsend et al. 1998b)

KMTA1T7-primer: 5 — ATCCGCTATTTACCCAGTGG - 3
KMTA1T7-primer: 5 — GCTGTAAACGAACTCGCCAC - 3
GauA fwd. primer: 5 — AATGTTTGCGATAGTCCGTTAGA — 3’ (Gautam et al. 2004)
GauA rev. primer: 5 — ATTTGGCGCCATATCACAGTC - 3 Gautam et al. 2004)
toxA-6 primer: 5 — TGCTCAAATCCTAAATCACCTTGT - & (Register,DeJong 2006)
toxA-7 primer: 5 — ACTACAGATTCCTAACAAAGGTTCTGG — 3’(Register, DeJong 2006)
CapA fwd. primer: 5 — TGCCAAAATCGCAGTCAG - 3 (Townsend et al. 2001)
CapA rev. primer: 5 — TTGCCATCATTGTCAGTG - 3’ (Townsend et al. 2001)
CapB fwd. primer: 5 — CATTTATCCAAGCTCCACC - 3 (Townsend et al. 2001)
CapB rev. primer: 5 — GCCCGAGAGTTTCAATCC - 3 (Townsend et al. 2001)
CapD fwd. primer: 5 — TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC - 3’ (Townsend et al. 2001)
CapD rev. primer: 5 — CATCTACCCACTCAACCATATCAG - 3° (Townsend et al. 2001)

(

(

(

(

(
(
(
(

CapE fwd. primer: 5 — TCCGCAGAAAATTATTGACTC - 3 Townsend et al. 2001)
CapE rev. primer;: 5 — GCTTGCTGCTTGATTTTGTC - 3’ Townsend et al. 2001)
CapF fwd. primer: 5 — AATCGGAGAACGCAGAAATCAG - 3 Townsend et al. 2001)
CapF rev. primer: 5 —= TTCCGCCGTCAATTACTCTG - & Townsend et al. 2001)
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ERIC 2 primer: 5 — AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG - 3 (Versalovic et al. 1991)
ERIC 1R primer: 8 — ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC - 3’ (Versalovic et al. 1991)

ptfA fwd. primer: 5’ - AATGCCAGTCCACTCGTTGT - 3 (sajat)
ptfA rev. primer: 5’ - CGTCCTGAGGCAAGCGTGTT - 3 (sajat)
oma87 fwd. primer: 5’ - AGACATTCGTGTTGACGGTG - 3 (sajat)
oma87 rev. primer: 5’ - TAACTCAACCAACTCCGAGG - 3 (sajat)
ompA fwd. primer: 5’ - TATCGTTGCACTAGCCGTGG - 3’ (sajat)
ompA rev. primer: 5 - CGCTTCACCGTGACCTGTTG -3’ (sajat)

ompH fwd. primer: 5’ - TTCACGCGTTTCWTTCAAAGC - 3’ (sajat)
ompH rev. primer: 5 - CWACYYCMASCKRCYYCRWC - 3 (sajat)

out fwd. primer: 5’ -TATCGTGCCGAGGTAGAAC - 3 (Sellyei et al. 2010)
‘A’ rev. primer: 5’ - CTTGACATTGATTGAGCTGAG - 3’ (Sellyei et al. 2010)
‘B’ rev. primer: 5’ - AAGAAACACCTTGAGCTG - 3 (Sellyei et al. 2010)

W= A+T, Y= C+T, M= A+C, S= G+C, K= G+T, R= A+G,

4.3.4.1 P. multocida- , PMT toxin- és A burok-specifikus multiplex-PCR
(Townsend et al. 1998b, Register és DeJong 2006, Gautam et al. 2004, Sellyei et al. 2008)

Reakcib elegy:
2,5 pl 10 x PCR-puffer Mg**-mentes (Finnzymes F-503)
0,5 pl 25 mM MgCl, (Finnzymes F-503)
0,5 pI 1 mM dNTP-mix (Finnzymes F-560)
0,25 pl 50 uM toxA-6 primer
0,25 pl 50 uM toxA-7 primer
0,3 pl 40 yM KMT1T7-primer
0,3 pl 40 yM KMT 1SP6-primer
0,4 pl 50 yM GauA fwd. primer
0,4 pl 50 yM GauA rev. primer
0,6 pl 2 U/pl DyNAzyme Il (Finnzymes F-503)
14,3 pl bidesztillalt viz
5,0 ul templat
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Reakcid kérulmények:

lépés hémérséklet id6é ciklus-szam
kezdeti denaturalas 95°C 10min
denaturalas 94°C 30sec
primer-kétédés 55°C 30sec 35
elongacio 72°C 45sec
végsé elongacio 72°C 7min

4.3.4.2 Buroktipus-specifikus PCR
(Townsend et al. 2001)

Reakcib eleqgy:
16 ul 2 x PCR Master mix (Finnzymes F-508)

1,0 yl 50mM MgCl,

5x 1,0 yl 20 uM CapA-, CapB-, CapD-, CapE-, CapE- fwd. primer
5x 1,0 yl 20 uM CapA-, CapB-, CapD-, CapE-, CapE- rev. primer
1,0 pl 2 U/ul Dynazyme Il (Finnzymes F-503)

5,0 ul templat

Reakcid kérulmények:

Lépés hémérséklet id6é ciklus-szam
kezdeti denaturalas 95°C 5min
denaturalas 95°C 30sec
primer-k6tédés 55°C 30sec 30
elongacié 72°C 60sec
végsé elongacio 72°C 10min
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4.3.4.3 Allél-specifikus PCR (ptfA gén)

Reakcié elegy:
2,5 ul 10 x PCR puffer (Fermentas EP0702)

0,5 ul 1 mM dNTP-mix (Fermentas R0193)
0,3 ul 50 uM out fwd. primer

0,2 yl 50 uM ’A’ rev. primer

0,3 yl 50 uM 'B’ rev. primer

0,2 ul 5 U/pl Dream Taqg (Fermentas EP0702)
16,0 pl bidesztillalt viz

5,0 ul templat

Reakcid kérialmények:

Lépés hémérséklet idé ciklus-szam
kezdeti denaturalas 95°C 5min
denaturacio 95°C 30sec
primer-k6t6dés 60°C 30sec 20
elongacio 72°C 20sec
végsé elongacié 72°C 10min

4.3.4.4 ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus)-PCR
(Versalovic et al. 1991)

Reakcib elegy:
12,5 ul 2 x PCR Master mix (Finnzymes F-508)

0,5 pl 50 mM MgCl,

2,5 ul 4 uM ERIC 1R-primer

2,5 ul 4 uM ERIC 2-primer

1,5 pl 2U/ul Dynazyme Il (Finnzymes F-503)
0,5 pl bidesztillalt viz

5,0 ul templat
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Reakcid kérulmények:

Lépés hémérséklet id6é ciklus-szam
kezdeti denaturalas 95°C 5min
denaturalas 95°C 1min
primer-k6t6dés 50°C 1min 30
elongacié 72°C 8min
végsé elongacio 72°C 10min

A PCR-termékek kimutatasa:

- 1,5%-o0s, az allél-specifikus PCR esetén 2,5%-0s, agar6z gélen
- GeneRuler 100bp DNS molekulasuly marker (Fermentas SM0241) mellett

- konstans 4V/ cm

Futtatas ideje:
e Pasteurella multocida-specifikus PCR — 1 6ra

e Buroktipus-specifikus PCR — 1 6ra 30 perc
o Allél-specifikus PCR — 1 6ra 30 perc
e ERIC-PCR -4 ¢ra

Géldokumentalas:

Kodak Digital Science 1D Application (version: 3.0.2.25) program

PCR mintazat kiértékelés:

Fingerprinting I Informatix™ Software (Bio-Rad)

PCR termékek:

Pasteurella multocida-specifikus fragment: 460 bp

Gautam-féle A burok-specifikus fragment: 564 bp
Buroktipus — specifikus fragmentek: CapA 1044 bp

CapB 760 bp

CapD 657 bp

CapE 511 bp

CapF 851 bp

‘A allél-specifikus fragment: 126 bp

‘B’ allél-specifikus fragment: 217 bp
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4.3.4.5 PCR - RFLP
Reakcid elegy:

2,5 ul 10 x PCR puffer Mg®*- mentes (Finnzymes F-503)

2,5 pl 25 mM MgCl, (Finnzymes F-503)

5,0 pI 1 mM dNTP-mix (Finnzymes F-560)

0,25 pl 50 yM fwd. primer
0,25 pl 50 yM rev. primer

0,6 pl 2 U/pl DyNAzyme Il (Finnzymes F-503)

8,9 ul bidesztillalt viz
5,0 ul templat

Reakci6 kérilmények:

lépés hémérséklet
kezdeti denaturalas 95°C
denaturalas 95°C
primer-k6tédés valtozé
elongacié 72°C
végsé elongacio 72°C

Célszekvencia Primer Primer-kotodés PCR-termék

CapA fwd.

hyaD-C CapA rev. 55°C
oma87 fwd. o
omag7 oma87 rev. 52°C
ompH ompH fwd. 54 °C
ompH rev.
i ptfA fwd. °
ptfA-hofB DIfA rev. 56 °C
ompA fwd. o
ompA ompA rev. 57°C

ido  ciklus-szam

5min
30sec
30sec

60sec

10min

1044 bp
1069 bp
798-823 bp
1085 bp

913 bp

30
RE

Dral

(New England R0129)
Dral

(New England R0129)
Dral

(New England R0129)
BsrDI

(New England R0574)
Pvull

(New England R0151)

A PCR termékek visszaizolalasa: MinElute PCR Purification Kit (Qiagen 28004)

A PCR termékek restrikcidés enzimekkel térténd hasitasa:

1,0 pl 10 x puffer
6,5 ul desztillalt viz
2,0 I DNS

0,5 pl restrikciés enzim
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4.3.4.6 Szekvenalas

Reakcié elegy:
1,0 ul 2,5xReady Reaction Premix*

1,0 ul 5x BigDye Sequencing puffer®
1,0 pl 10uM primer
2,0 ul bidesztillalt viz
5,0 ul visszaizolalt PCR termék
*BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems 4337449 )

Reakci6 kérilmények:

lépés homérséklet idé ciklus-szam
denaturacié 94°C 20sec
primer-k6tédés 50°C 5sec 35
elongacié 60°C 4min

PCR termék tisztitasa: BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kits protokoll szerint

Futtatas:
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer kapillaris szekvenaldé (SZBK Szekvenald

Laboratérium, Szeged)

A molekularis elemzésekhez felhasznalt programok:
Fingerprinting Il Informatix™ Software (Bio-Rad) — ERIC-PCR mintazat kiértékelés
NEBcutter V2.0 — PCR termék restrikciés enzimmel t6rténd hasitdsanak szimulalasa
OLIGO V6.71 — primer tervezés
Chromas LITE V2.01 — szekvenalasi kromatogramok értékelése

MultAlin V5.4.1 — szekvenciak tdbbszoros 6sszerendezése

BioEdit V7.0.9, GeneDoc — szekvenciak szerkesztése
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5 Eredmények
5.1 A sertés-eredetil torzsek jellemzése

5.1.1 Fenotipusos sajatsagok

Az torzsek elsédleges azonositasa biokémiai tulajdonsagaik alapjan toértént. A
vizsgalatokban a tbérzsek katalaz és oxidaz pozitivak, ureaz negativak voltak, triptofanbdl
indolt termeltek és a nitratot redukaltak. A glikézt, mannitot és a szachardzt savtermeléssel,
gazképzés nélkil bontottak (Mellékletek 6.-11. tablazat).

A sertés-eredetli torzsek laktdéz-fermentacidéja ingadoz6 volt. 30 esetben (21%)

tapasztaltunk kisebb-nagyobb mértéki savtermelést a laktoz-fermentacios tesztben.

5.1.1.1 Alfajok
Az alfajok elkulénitése a dulcit- és szorbit-fermentacié alapjan tértént (5.3.1.2). A trehal6z

bontasat nem vettik figyelembe, mivel ennek nagyfoku valtozatossaga folytdn nem
alkalmazhat6 kell6képpen az ilyen iranyu fenotipusos jellemzésre.

A sertés-eredetli P. multocida térzsek kdzt mind a harom alfaj jelenlétét ki tudtuk mutatni.
Legnagyobb aranyban a P. multocida subsp. multocida alfaj (127/145 = 87,5%) volt jelen. A
torzsek 9,5%-a (14/145) tartozott a P. multocida subsp. septica alfajhoz. Csupan 4 torzset

(3%) tudtunk a P. multocida subsp. gallicida alfajba besorolni.

5.1.1.2 Biotipusok
A biokémiai sajatsagok szélesebb korl vizsgalataval a torzseket az alfajokon belll

biotipusokba sorolhattuk. A biotipusok meghatarozasakor a dulcit-, szorbit-, trehaldz-
fermentacion tul az arabindz, laktéz, maltéz és xilbz bonté képességet és az ornitin-
dekarboxilaz aktivitast vettiik figyelembe (Mellékletek 5. tablazat).

A 127 db P. multocida subsp. multocida alfajba tartozé térzs mindéssze négy biotipusba
volt besorolhato. A térzsek tdbbsége (86/127) a 3-as biotipusba tartozott. Jelentés szamban

(21/127) voltak még jelen a 2-es biotipust képviseld torzsek. Tiz térzs tartozott a 12-es és 7 a

12. tblazat: Sertésekbdl izolalt P. multocida alfajok (subsp.) biotipus megoszlasa

. Biotipus ..
Alfaj 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 NT| >
Pm subsp. multocida 22 86 10 7 2 | 127
Pm subsp. septica 7 2 2 3| 14
Pm subsp. gallicida 4 4

NT = nem tipizalhat6
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13-as biotipusba. Két térzset nem tudtunk biotipus szinten jellemezni. A P. multocida subsp.
septica alfaju 14 térzs harom biotipust képviselt. Hét volt az 5-6s, 3 a 6-0s és 2 a 7-es
biotipusba besorolhaté. Harom térzset nem tudtunk biotipus szinten jellemezni. A 4
P. multocida subsp. gallicida alfajba sorolt térzs egyike sem rendelkezett az alfajra jellemzd

8-as biotipus arabin6z fermentald képességével (12. tablazat).

5.1.2 A torzsek antigén sajatsagain alapuld jellemzése

5.1.2.1 Buroktipusok
A sertés-eredetl tdrzsek 59%-a (85/145) D buroktipusunak bizonyult, mig 59 térzs A

buroktipussal rendelkezett (59/145). Egy t6rzs F buroktipusu volt.

5.1.3 Toxintermel6 térzsek

Osszes térzs 18%-aban (26/145) tudtuk a PMT-t kodolo toxA gén jelenlétét kimutatni.
Ezen torzsek donté hanyada (24/26) A buroktipussal rendelkezett. Csupan két esetben
tudtunk olyan toxintermel6 térzset azonositani, amely D buroktipusu volt. A toxintermel6

térzsek elsésorban dunantuli allomanyokbdl szarmaztak (Mellékletek 2. dbra).

5.2 A nyul-eredetii torzsek jellemzése

5.2.1 Fenotipusos sajatsagok

A vizsgalatokban az dsszes t6rzs katalaz és oxidaz pozitiv volt, nem rendelkezett ureaz
aktivitassal és a nitratot redukalta. A glikdzt, mannitot és a szachardzt savtermeléssel,
gazképzés nélkil bontottak (Mellékletek 13.-15. tablazat).

A nyul-eredetl térzsek indoltermelése ingadozd volt. Nagy aranyban (11 eset, 14%)

fordultak el6 indolt gyengén vagy nem termeld torzsek.

5.2.1.1 Alfajok
A dulcit- és szorbithasznositas alapjan térzseinket a lehetséges harom alfaj koézil kettébe

tudtuk besorolni. A 76 térzsbél 51 (67%) P. multocida subsp. multocida, mig a maradék 25
térzs (33%) P. multocida subsp. septica alfajhoz tartozott. P. multocida subsp. gallicida alfaju

térzset nem sikerilt azonositani.
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5.2.1.2 Biotipusok
A vizsgalat soran az 51 P. multocida subsp. multocida alfaju térzs jelentds

valtozékonysagot mutatott: dsszesen hat biotipust képviselt (16. tablazat).

16. tdblazat: Nyulbdl izolalt P. multocida alfajok (subsp.) biotipus megoszlasa

. Biotipus ..
Alfaj 1 2 3 456 7 8 9 10 12 13 14 |95%?
Pm subsp. multocida 16 6 13 4 2 10 51
Pm subsp. septica 25 25

E torzsek dontd tdbbsége az 1-es (16/51 eset; 31%) és 3-as (13/51 eset; 25%)
biotipusba tartozott. Viszonylag nagy szamban (10/51 eset, 20%) fordult el a 13-as biotipus
is. A térzsek maradéka (12/51 eset, 24%) a 2-es, 4-es és 9-es biotipusba volt besorolhato
(egyenként 12%, 8% és 4%). A P. multocida subsp. multocida alfaju térzsekkel szemben a
P. multocida subsp. septica térzsek biokémiailag teljesen egységesek voltak. A 25
P. multocida subsp. septica alfaju térzs mindegyike (az 6sszes minta 33%-a) 6-0s

biotipusunak bizonyult.

5.2.2 A torzsek antigén sajatsagain alapulé jellemzése

5.2.2.1 Buroktipusok
A megvizsgalt nyul-eredetli tdérzsek 63%-a (48/76) A buroktipusunak bizonyult. D

buroktipust csak kisebb szamban (9/76, 12%) tudtunk kimutatni, ugyanakkor az F

buroktipusu térzseket aranya a vartnal magasabb volt (19/76, 25%).

5.2.3 Toxintermel6 térzsek
A nyul-eredetl térzsek kozil 2 (egy P. multocida subsp. multocida és egy P. multocida
subsp. septica alfajhoz tartozd) bizonyult toxikusnak. Mindkét térzs A buroktipussal

rendelkezett.

5.3 A baromfi-eredetii torzsek jellemzése

5.3.1 Fenotipusos sajatsagok
A vizsgalatokban az 6sszes torzs katalaz és oxidaz pozitiv volt. Nem rendelkezett ureaz
aktivitassal, triptofanbdl indolt termelt és a nitratot redukalta. A glikdézt, mannitot és a

szacharozt savtermeléssel, gazképzés nélkul bontottak (Mellékletek 17.-19. tablazat).
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5.3.1.1 Alfajok
Az alfajok el6fordulasara a P. multocida subsp. multocida nagy gyakorisaga volt jellemzé

(69%). A toérzsek kisebb hanyadat képviseltéek a P. multocida subsp. septica alfaju térzsek
(31%). P. multocida subsp. gallicida alfajba tartoz6 térzs nem fordult el az altalunk vizsgalt
torzsek kozt (20. tablazat).

20. tablazat: Az alfajok el6fordulasi aranyai gazdafajonként a vizsgalt populaciéban

Alfajok H.lad H.kacsa Pulyka P.réce H.tyuk Facan | Ossz
P. multocida subsp. multocida 9 13 12 1 4 3 42
P. multocida subsp. septica 8 7 3 1 0 0 19
Ossz 17 20 15 2 4 3 61

Az egyes gazdafajokban az alfajok megoszlasa eltérd volt. A facan és hazityuk
gazdafajbol csak P. multocida subsp. multocida térzseket tudtunk kimutatni, bar a térzsek
szama is alacsony volt. A hazilud-eredetli térzsek 57%-a tartozott csak a P. multocida subsp.
multocida alfajba, a fennmaradé 43% P. multocida subsp. septica alfaju volt. igy a hazilud-
eredetl térzsek kozt kozel egyenlé aranyban volt képviselve mindkét alfaj. A két
pézsmaréce-eredetl torzs egyike szintén a P. multocida subsp. multocida, mig a masik a
P. multocida subsp. septica alfajhoz tartozott. A hazikacsa- és pulyka-eredetl térzsek donté
tébbségében (65% és 80%) a P. multocida subsp. multocida alfajhoz tartoztak és csak 35-

20% aranyban fordult el6 kéztik P. multocida subsp. septica alfaju torzs.

5.3.1.2 Biotipusok
A korabban leirt 14 biotipusbol hetet (1 - 7) tudtunk sajat térzseink kdzt azonositani.

Legnagyobb aranyban az 1-es, majd a 3-as és 6-o0s biotipus fordult el§ (25%, 23% és 21%).
A 2-es biotipus képviselte a maradék térzsek felét (9/19), tovabbi 7 térzs harom kulénbdzd
biotipusba (4-es, 5-6s és 7-es) tartozott. Harom térzset nem tudtunk az irodalomban leirt
biotipusok egyikébe sem besorolni.

Az 1-es, 2-es, 3-as és 4-es biotipusba tartozd térzsek a P. multocida subsp. multocida
alfajt képviselik. A 6-0s biotipusu térzsek a P. multocida subsp. septica alfajba tartoznak. Az
5-6s és 7-es biotipushoz tartozé toérzsek alfaji meghatarozasat az irodalmi adatok nem
pontositjak, de a szorbit-, dulcit-fermentacié figyelembe vételével ezek a térzsek a
P. multocida subsp. septica alfajhoz sorolandok. Hasonlé megfontolasbél a biotipusok
tekintetében nem jellemezheté toérzseket P. multocida subsp. septica alfaju térzsként

kezeltik.
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A biotipusok megoszlasa a gazdafajok tekintetében igen valtozatos volt. JoI tikrozte a

madar-eredetl P. multocida térzsek heterogenitasat (21. tablazat).

21. tablazat: A biotipusok megoszlasa a kilénb6z6 gazdafajokban

Biotipus H.ldid H.kacsa Pulyka P.réce H.tyuk Facan| Ossz
1 1 11 1 - 2 - 15 .
2 2 - 5 - - 2 9 g3
3 6 . 5 1 1 1 4 |23
4 ; 2 1 ; 1 ; 4 g °
5 2 - R - - R
6 3 7 2 1 - - 13 |57
7 : : 1 : - - g5
S 8
Nem tipizalhato 3 - - - - - 3 ®
Ossz 17 20 15 2 4 3 61

A leginkabb egységesek a hazikacsa-eredeti térzsek voltak, a térzsek 55%-a (11/20) az
1-es biotipusba tartozott. Hét térzs (35%) 6-os biotipusu, 2 (10%) pedig 4-es biotipusu volt.

A pézsmaréce-, hazityuk- és facan-eredetl térzsek alacsony szama miatt e térzsek
tekintetében messzemen kdvetkeztetések nem vonhatok le. A facan-eredetl térzsek a 2-
es, illetve a 3-as biotipusokba tartoztak (2, illetve 1). A hazityuk-eredetl térzsek esetében 1-
es (2), 3-as (1) és 4-es (1) biotipustiakat tudtunk azonositani. A 2 pézsmaréce-eredet(i térzs
a leggyakrabban eléfordulé 3-as, illetve 6-o0s biotipushoz tartozott.

A hazilud- és pulyka-eredetli térzsek mutattak a leginkabb valtozatos képet. Mindkét
csoportban 6-6 kilénb6zd biotipust képvisel6 térzsek voltak jelen, kdzel egyenletes
eloszlasban. A pulyka-eredetl térzsek 66%-ban a 2-es és a 3-as (5, 5/ 20) biotipusba
tartoztak. Két térzs (13%) 6-os biotipusu volt. Az 1-es, 4-es és 7-es biotipust egy-egy toérzs
képviselte. A hazilud-eredetl térzsek kdzt szintén a 3-as biotipus volt némiképp tulsulyban
(5/17, 29%). Ezt a 6-0s biotipus kovette (3/17, 17,5%). A 2-es és az 5-8s biotipusok aranya
egyarant 12% volt (2/17). Mindéssze 1 t6rzs tartozott az 1-es biotipusba. A hazilud-eredeti
térzsek koézt 3, a korabban leirt biotipusokba be nem sorolhat6 térzset is azonositottunk.
Ezek a torzsek a fajazonositason tul tekintett fermentaciés sajatsagokban inaktivnak

bizonyultak.
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5.3.2 A torzsek antigén sajatsagain alapulé jellemzése

5.3.2.1 Buroktipusok
A kulénbdzb baromfi-eredetl tdérzseink tulnyomé tébbsége (57/61) A buroktipussal

rendelkezett (93,5%). A tdrzsek fennmaradd része (6,5%) F buroktipusu volt. Egyéb
buroktipusba (B, D, E) tart6z6 tbérzset, a megvizsgalt baromfi-eredetl térzsek kdézt, nem

tudtunk azonositani (22. tablazat).

22. tablazat: Az eltérd buroktipusok megoszlasa a killénb6z6 gazdafajokban

Burok | H.lud H.kacsa Pulyka P.réce H.tyuk Facan | Ossz
A 17 20 12 1 4 3 57
F 0 0 3 1 0 0 4

Osssz | 17 20 15 2 4 3 61

Az 0Osszes hazilud, hazikacsa, hazityUk és facan-eredetl térzs A buroktipussal
rendelkezett. Egy pézsmaréce-eredetl térzs és a pulyka-eredetl térzsek 80%-a (12/15) volt
A buroktipusu. F buroktipus csak a pézsmaréce (1) és a pulyka-eredetl (3/12) térzsek kdzott

fordult el6.

5.3.2.2 Szomatikus szerotipusok
A toérzseink szomatikus szerotipusanak meghatarozasat a hagyomanyos Heddleston-féle

agargél-precipitaciés prébaval végeztik el.

A baromfi-eredetl torzsek kozo6tt hat kildonbdzd szomatikus szerotipust (1; 3; 3,4; 4,5;
4,5,(7); 10) tudtunk azonositani (22. tablazat). Legnagyobb szamban (34/61) az 1-es
szomatikus szerotipusba tartozd térzsek fordultak elé (56%). Az térzsek 31%-a 3-as
szomatikus szerotipusu volt (19/61). Osszesen hat térzs tartozott a 4,5-6s illetve 4,5,(7)-es
szomatikus szerotipushoz (6,5% és 3,5%). Egy-egy térzs 3,4-es és 10-es szomatikus
szerotipusunak bizonyult (1,5% és 1,5%).

A hazikacsa-eredetl térzsek egységesen az 1-es, a facan-eredeti térzsek pedig a 3-as
szomatikus szerotipusba tartoztak. A tébbi gazdafaj esetén valtozatosabb volt a szomatikus
szerotipusok megoszlasa (23. tablazat).

A hazityuk-eredeti térzsek az 1-es (3/4) és 3-as (1/4) szomatikus szerotipusuak voltak. A
hazilud-eredetl térzsek kozt is az 1-es szomatikus szerotipus (9/17), majd a 3-as szomatikus
szerotipus (7/17) volt a leggyakoribb, de egy 4,5-6s szomatikus szerotipusu térzset is sikerult
azonositanunk. A pulyka-eredetl térzsek mutattak a legvaltozatosabb képet. Az tdérzsek
tulnyomo tébbsége 3-as szomatikus szerotipussal rendelkezett (11/15). Egy pulyka-eredet(i

torzs volt 1-es szomatikus szerotipusu. A 4,5,(7)-es és 10-es szomatikus szerotipust csak a
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pulyka-eredet(i térzsek kézt tudtunk azonositani (2/15; 1/15). A két pézsmaréce-eredeti

torzs 1-es és 3,4-es szomatikus szerotipusu volt.

23. tablazat: A szomatikus szerotipusok el6fordulasi aranya a baromfi-eredet(i térzsek kozt

Szomatikus szerotipusok
1 3 3,4 45 45(7) 10
H.kacsa (20) | 20 - - - - -

Gazdafajok

H.lad (17) 9 7 - 1 - -
Pulyka (15) 1 11 - - 2 1
H.tyuk (4) 3 1 - - - -
Facan (3) - - - 3 - -
P.réce (2) 1 - 1 - - -

56% 31% 1,5% 6,5% 3,5% 1,5%

A burok és szomatikus szerotipusok kombinaciéja egylttesen hatarozza meg a
P. multocida tdrzsek szeroldgiai sajatsagat. Ennek figyelembevételével, hét szerotipust
tudtunk elkuléniteni a baromfi-eredetl térzseken belll (24. tablazat).

A 3-as, 3,4-es és 4,5-0s szomatikus szerotipussal rendelkez6 tdrzsek mind A
buroktipusuak voltak. Az 1-es szomatikus szerotipusu térzsek, az egy pézsmaréce-eredetii
torzs kivételével (F:1), szintén A buroktipussal rendelkeztek. A pulyka-eredetli, egyedi,

4.5,(7)-es és 10-es szomatikus szerotipust mutatd térzsek (2, 1) F tipusu burokkal birtak.

24. tablazat: A kilénb6z6 buroktipus és a szomatikus szerotipus kombinacidék gyakorisaga a

vizsgalt madar-eredet( toérzsek kozt

Szerotipusok
A1 A3 A:34 A45 F:1 F:4,5,(7) F:10
H.kacsa (20) | 20 - - - - - -

Gazdafajok

H.lud (17) 9 7 - 1 - - -
Pulyka (15) 1 11 - - - 2 1
H.tyuk (4) 3 1 - - - - -
Facan (3) - - - 3 - - -
P.réce (2) - - 1 - 1 - -

54% 31% 1,75% 6,5% |1,75% 3,25% 1,75%
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5.3.3 A torzsek antibiotikum-rezisztenciaja

A baromfi-eredetli tbérzseink Osszesen 13%-a (8/61) bizonyult minden megvizsgalt
antibiotikumra érzékenynek (Melléklet 25. tablazat). Tovabbi 20 térzs (33%) csak mérsékelt
rezisztenciat mutatott egyes antibiotikumokra (apramicin, eritromicin, neomicin, tetraciklin). A
torzsek tébb mint fele (34/61= 58%) eritromicinre, egyharmada (21/61 = 34%) apramicinre
volt mérsékelten rezisztens. Alacsonyabb szamban fordultak el6 SXT (5/61) és
enrofloxacinra (5/61), illetve szulfonamidokra (4/61) és doxiciklinre (4/61) mérsékelten
rezisztenciat mutaté térzsek (8% illetve 6,5%). Szérvanyosan akadtak tetraciklinre (3/61=
5%), flumequinre (2/61= 3%) és neomicinre (1/61= 2%) mérsékelten rezisztens térzsek.

A kulénbdzd antibiotikum-rezisztenciat mutato térzsek aranya 54% (33/61) volt. Ot térzs
(3 szulfonamid, 1 apramicin, 1 flumequin) hordozott egyszeres antibiotikum-rezisztenciat
(5/33 = 15%). A t6bbi térzzsel (28/33) szemben 2-8 antibiotikum bizonyult hatastalannak.
Oxolinsavra a multirezisztens térzsek mindegyike (28/28), flumequinre 93%-uk (26/28) volt
rezisztens. E mellett szintén gyakran fordult el6 a szulfonamid- (17/28), SXT- (13/28) és az
apramicinrezisztencia (13/28). Kisebb aranyban voltak jelen tetraciklin (9/28) és neomicin
(8/28) rezisztens torzsek. Doxiciklin (2/28), penicillin (2/28), vagy enrofloxacin (1/28),
florfenikolrezisztenciat (1/28) csak elvétve tudtunk kimutatni. Altalaban az oxolinsav és
flumequinrezisztencia, valamint az SXT- és szulfonamidrezisztencia egyutt jart, mig a t6bbi
rezisztencia tipus szabadon kombinalddott.

A rezisztens torzsek jellegzetes eloszlast mutattak a térzsek izolalasi idejének
fuggvényében (Mellékletek 26.-27. tablazat). A 2004 elétt izolalt térzsek, eltekintve 4 toérzstél,
nem hordoztak rezisztenciat egyetlen vizsgalt antibiotikummal szemben sem. A
késbbbiekben a rezisztenciak fokozott mértéki felszaporodasa volt tapasztalhaté.

A antibiotikum-rezisztencidk eltér6 mértékben voltak jelen a kiUlénb6z8 gazdaeredeti
térzsekben (Melléklet 28.-29. tablazat). A facan- (3/3) és pézsmaréce-eredetl (2/2) térzsek
gyakorlatilag érzékenyek voltak minden megvizsgalt antibiotikummal szemben.

A facan-eredetl térzsek nem (3/1), vagy csak egy antibiotikumra mutattak mérsékelt
rezisztenciat (2/3). A két pézsmaréce-eredet(i térzs egyike egy, a masik két antibiotikumra
volt mérsékelten rezisztens. A pulyka-eredetl térzsek 80% (12/15), mig a hazilud-eredeti
térzsek 59%-a (10/17) nem hordozott rezisztenciat. A pulyka-eredeti térzsek 33% mérsékelt
rezisztencidval sem bir. A fennmaradd 47%-uk (7/15) déntben két antibiotikummal szemben
bizonyult mérsékelten rezisztensnek (4/7). Két pulyka-eredet(i térzs egy, egy pedig harom
antibiotikumra volt mérsékelten rezisztens. A rezisztens térzseket a pulyka-eredetl térzsek
13%-a (3/15), a hazilud-eredetl térzsek 41%-a (7/17), a hazityuk-eredetl térzsek 75%-a
(3/4), valamint a hazikacsa-eredet(i torzsek képviselték (30. tablazat). A hazityuk-eredetl
torzsek egy (1), illetve hat antibiotikumra (2) voltak rezisztensek. A hazilud-eredet(i térzsek

csak 1-2, mig a pulyka-eredetl térzsek viszont déntéen 1-4 antibiotikummal szemben
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mutattak rezisztenciat. Ezzel szemben a hazikacsa-eredetli térzsek nagyobbik hanyada

(14/20 = 70%) 4 vagy tébb antibiotikumra volt rezisztens.

30. tablazat: A kilénb6z6 mértékl antibiotikum-rezisztenciak el6fordulasa baromfi-eredet(

térzsekben a gazdafajok tekintetében

H.kacsa H.lud Pulyka H.tyak Facan P.réce

) (20) (17)  (15) (4) (3) (2)

E - 2 5 - 1 -

- 2 (12%) 5 (33%) - 1 -

MR 1 - 6 2 1 2 1
MR 2 - 2 4 - - 1
MR 3 - - 1 - - -
- 8 (47%) T (47%) 1 2 2

R1 1 2 1 1 - -
R2 5 1 - - -
R3 - 1 - - - -
R4 4 2 - - - -
R5 6 - - - - -
R6 2 - - 2 -
R7 1 - - - - -
R8 1 1 - - - -
Ossz 20 7 (41%) 3 (20%) 3 - -

MR — mérsékelt rezisztencia ; R — rezisztencia; a szamok a sajatsaggal
kapcsolatos antibiotikumok szamat jelzik

5.3.4 A torzsek rokonsagi viszonyai

A baromfi-eredetli térzsek rokonsagi viszonyainak vizsgalatara ERIC-PCR-t hasznaltuk.
A gének kozotti, konzervativ szakaszokat felsokszorozd rendszer a fajokra, sét az egyes
térzsekre jellemzé egyedi, PCR mintazatot eredményez, mely lehetdvé teszi a térzsek kdzott
fennall6 DNS-szintl hasonlésag vizsgalatat a teljes genomon.

Az ERIC-PCR altal Iétrehozott ujjlenyomat-mintazatok, 100-1000 bazisparos
tartomanyban, 8-20 &sszehasonlithatd felsokszorositott fragmentet tartalmaztak. Ezeket a
mintazatokat, csoportatlagot felhasznal6, tavolsag-optimalizaldé mobdszerrel eértékeltlik
(UPGMA). Az eredményekbdl a megfelel6 szamitdbgépes program hasonldésagi indexen
alapul6é fenogramot generalt (Mellékletek 7. abra).

A 61 baromfi-eredetl P. multocida térzset 90%-0s hasonlésagi szint mellet 24 kilénbdzd
ERIC-PCR mintazattal lehetett jellemezni. 75%-0s hasonl6sagi szinten pedig négy nagyobb

klaszterbe (I-1V) tudtuk besorolni a térzseinket.
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A legnagyobb eltérés az | és a masik harom klaszter k6z6tt mutatkozott (hasonlésagi
index: 66%). Ezt a csoportot a két pézsmaréce-eredetl térzs alkotta. A fenotipusos
sajatsagok korabbi vizsgalata nem utalt ilyen jelent6s kildnbségekre.

A lll klaszter a vizibaromfi-eredet(i (hazikacsa, hazilud) térzseket foglalta magaban, mig a
maradék két klaszter (Il, IV) a tydkidomuakbol (hazityuk, pulyka, facan) szarmazé térzseket
tartalmazta. A Il és IV klaszterbe fogalt torzsek eredete azonban eltért. A IV klasztert
elsésorban a Duna-Tisza koézér6l és a Tiszantulrdl szarmazoé térzsek alkottdk, mig a Il

klaszterbe a Dunantulrdl eredeztethetd térzsek keriltek (8. abra).

8. abra: A killonb6z6 ERIC csoportba tartozé baromfi-eredetl torzsek foldrajzi eloszlasa

pulyka, hazityuak és facan

A Il klaszter 80%-0s hasonlosagi szint felett négy kisebb mini-klaszterre volt bonthat6. A
l1l/4 Kklaszter tovabbi két szubklasztert tartalmazott (a, b). A lll/1 és llll/4b klaszter f6ként
kacsabol szarmazé, mig a lll/2, 111/3 és a lll/4a klaszterek hazilud-eredetl térzseket foglaltak
magukba. A llI/2, 1I/3 és a lll/4a klaszter foldrajzilag a Fels6- és Kbzép-Tiszavidéken harom
elkilénld tertletet fedett le. A Ill/2 klaszter a vandormadarak egyik legfontosabb
magyarorszagi pihenbhelyén, a Hortobagyon izolalt térzseket foglalta magaban.

A 1111 és 1ll/4b klaszterbe tartozé térzsek foldrajzi eloszlasa nagyban atfedést mutatott,
ami két fuggetlen kldn egy régiéban val6 egyittes jelenlétére utalhat. Ugyanakkor a Ill/2, 111/3
és a lll/4a klaszter esetén viszonylag egyértelmd a tertleti elkiilénlés.

A 1l és IV klaszter esetén a Dunatdl nyugatra, illetve keletre esé terlletekrdl szarmazoé
torzsek elkuloniulése egyértelm( volt. De a klasztereken belll tovabbi alcsoportokat nem

karakterizaltunk, mivel nem tudtunk csoportalkot6 tendenciat kimutatni.
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31. tablazat: A szomatikus antigének el6fordulasa az ERIC-PCR mintazat alapjan létrehozott

klaszterekben

. Szerotipus
ERIC klaszter Gazdafaj
A1 A3 A34 A:45 F:1 F:45(7) F:10

1(2) 2B - - 1 - 1 - -
3F - - - 3 - - -
I(7) 3P - 3 - - - - -
1T 1 - - - - - -
9K 9 - - - - - -

M (12)
3L 2 1 - - - - -
/2 (4) 4L -3 - 1 - - -
/3 (4) 4L T 3 - - - - -
MK 11 - - - - - -
/4 (17) 6L 6 . ] ] ] ) ]
12 P 1 8 - - - 2 1

IV (15)
3T 2 1 - - - - -

B: pézsmaréce; F: facan; K: hazikacsa; L: hazilud; P: pulyka; T: hazityuk

32. tablazat: A biotipusok megoszlasa az ERIC-PCR mintazat alapjan létrehozott

klaszterekben

. Biotipus
ERIC klaszter Gazdafaj
2 3 4 5 6 7 UT

1(2) 2B - - 1 - -1 -
3F -2 1 - - - -
I (7) 3P -2 - - - -1 -
17T - - -1 - - -
9K 5 - - 1 - 3 - -

mnM (12)
3L - -1 - - -
/2 (4) 4L - -2 - 2 - - -
/3 (4) 4L -2 2 - - - - -
11K 6 - - 1 - 4 - -
/4 (17) 6L .. 4 . 4.4
12 P 1 3 5 1 - 2 - -

IV (15)
3T 2 - 1 - - - -

B: pézsmaréce; F: facan; K: hazikacsa; L: hazilud; P: pulyka; T: hazityuk
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Az ERIC-PCR vizsgalat eredményei a gazdafaji megoszlassal parhuzamosan a
szerotipusok el6fordulasaval sajatos dsszefliggést mutatott. A 111/1 és 111/4 klaszterben, mely
dominansan hazilud és hazikacsa-eredetl torzseket tartalmazott, egyértelmien az A:1
antigén sajatsagokkal bird torzsek keriltek (28/29). Mig a hazilud-eredetl térzsek alkotta
[I/2 és 11I/3 klaszterek els6sorban az A:3 szerotipusu térzseket foglaltak magukba (6/8). Az
egyéb madarfajokbdl szarmazé térzseket feldleld I, Il és IV klaszterben a térzsek fele (12/24)
szintén az A:3 szerotipus volt, A:1 szerotipusu térzsek csak kis szamban (5/24) fordultak elé.
Ellenben, csak ezen klaszterekben tudtunk egyéb antigén sajatsagokkal bird (A:3,4; A:4,5;
F:1; F:4,5,(7); F:10) térzseket is azonositani (31. tablazat).

A kilénbdzé biotipusok megoszlasa az ERIC klaszterekben némiképp hasonlitott a
szerotipusok eléfordulasahoz. A Ill/1 és lll/4 Kklaszter, e tekintetben is, feltinben homogén
volt. Dominansan az 1-es és a 6-os biotipus fordult el6 (12+10/29). Mindkét klaszterben csak
1-1 esetben talaltunk 3-as, illetve 4-es biotipusu torzset. A t6bbi klaszterben az 1-es és a 6-
os biotipus aranya mindéssze 5% volt (3+3/32). Legnagyobb szamban a 3-as (12/32), majd
a 2-es biotipus fordult eld (9/32). Ot térzs egyéb biotipusba tartozott (4-es, 5-6s, 7-es). A

P. multocida alfajok megoszlasa az egyes klaszterekben részaranyos volt (32. tablazat).

5.3.5 Egyedi génvizsgalatok

5.3.5.1 PCR-RFLP
Az ERIC-PCR-el kialakitott csoportok lehetséges fajadaptaciés sajatsagainak tovabbi

vizsgalatara PCR-RFLP-t alkalmaztunk. A vizsgalatba bevont gének kdrének
megvalasztasakor a koédolt fehérjék virulencidval valé Osszefliiggését, a gének madar-
eredetl torzsekben val6 el6fordulasi aranyat és - amennyiben rendelkezésre allt irodalmi
adat - az adott gének szekvencia variabilitasat, valamint a fehérje termékeknek sejtfelszini
lokalizacidjat és immunvalasz stimulalé hatasat vettik figyelembe.

E sajatsagok szem elbtt tartdsaval 6t fehérjét, illetve a megfelelé génszakaszokat
vizsgaltunk: (1.) az ,A” buroktipus meghatarozasaban szerepet jatszo, (2.) az Oma87 kuls6
membran fehérje, (3.) az OmpA kilsé membran fehérje, (4.) az OmpH kilsé membran
fehérje, és a (5.) 4-es tipusu fimbria kisalegység génjeit kodold régidkat.

A vizsgalatokat, els6¢ Iépésben, 20 reprezentativ (kilénb6z6 gazdafaj-eredetli) madar-

eredet( t6rzson végeztik el (Mellékletek 33. tablazat).

5.3.5.1.1 ,,A” buroktipust meghatarozé génszakasz
Az adott génszakasz PCR-RFLP vizsgalatara az ,A” buroktipus meghatarozasaban

szerepet jatsz6 egyedi génekre kidolgozott PCR reakciot (Townsend et al. 2001) hasznaltuk
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fel. A keletkezé 1046 bp-os PCR termékeket, tisztitds utan, Dral restrikcidés enzimmel hasi-
tottuk. A génbanki szekvenciak (AF067175; AY225345) szimulalt hasitasi vizsgalataval
(NEBcutter V2.0) a vart fragmentumok hossza: 209bp, 410bp és 427bp volt.

A Dral restrikciés enzimmel az ,,A” buroktipust meghatarozd génszakaszon végzett PCR
-RFLP vizsgalatokban a kivalasztott térzsek egységesnek bizonyultak; a kapott fragmentek

hossza megegyezett az elézetesen, a génbanki adatok alapjan josolt értékekkel (9. abra).

9. abra: Kilénbdz6 madarfajbol szarmazd reprezentativ P. multocida térzsek PCR-RFLP
mintazata az hyaDC génszakaszon. (1- P415 P; 2- P414 B; 3- P369 F; 4- P325 L;
5- 131 T; M- 100bp molekula marker)

1 2 3 4 5 M
427b proe
410bg = e == omm o o O00PP
200bp - - — - -

5.3.5.1.2 Oma87 kiils6 membran fehérje génje
Az Oma87 fehérjét kédold génszakasz PCR-RFLP vizsgalata céljabél a génbanki

szekvenciak (U60439, AJ426473) felhasznalasaval egyedi primereket terveztiink (OLIGO
V6.71). A keletkez6 1069 bp-os PCR termékeket, tisztitas utan, Dral restrikcidos enzimmel
hasitottuk. A génbanki szekvencidk szimulalt hasitasi vizsgalataval (NEBcutter V2.0) a vart

fragmentumok hossza: 174bp, 277bp és 618bp volt.

10. 4bra: Kulénbdzd madarfajbol szarmazoé reprezentativ P. multocida térzsek PCR-RFLP
mintazata az oma87 génen. (1- P415 P; 2- P414 B; 3- P369 F; 4- P325L; 5- 131 T;
M- 100bp molekula marker)

1 2

618bp === =

277bp -

174bp —
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A reprezentativ toérzsek Oma87 fehérjét kdédold génjére tervezett PCR reakcidban
keletkez6 termékén Dral restrikciés enzimmel végzett PCR-RFLP vizsgalatokban a tdérzsek
egységesnek mintadzatot mutattak; a fragmentek hossza megegyezett az el6zetesen, a

génbanki adatok alapjan jésolt értékekkel (10. abra).

5.3.5.1.3 OmpA kiilsdémembran fehérje génje
Az OmpA fehérjét kédold génszakasz PCR-RFLP vizsgalatara a génbanki szekvenciak

(AY035341, AY903603, AY643798) felhasznalasaval egyedi primereket terveztink (OLIGO
V6.71). A keletkezd6 913 bp-os PCR termékeket, tisztitds utan, Pvull restrikcios enzimmel
hasitottuk. A génbanki szekvenciak szimulalt hasitasi vizsgalataval (NEBcutter V2.0) a vart

fragmentumok hossza: 114bp, 206bp és 593bp volt.

11. abra: Kilénbdzé madarfajbol szarmazé reprezentativ P. multocida térzsek PCR-RFLP
mintazata az ompA génen. (1- P415 P; 2- P414 B; 3- P369 F; 4- P325 L; 5- 131 T;
M- 100bp molekula marker)

1 2 3 4 5 M
593b — - — e — E
P ==t 500bp
320bp —_ £
206bp : -
114bp -

A reprezentativ térzsek OmpA fehérjét kdédold génjére tervezett PCR reakcidban
keletkez6 termékén Pvull restrikciés enzimmel végzett PCR-RFLP vizsgalatokban a tdrzsek,
a pézsmaréce-eredet(i torzstél (P414) eltekintve, egységesnek mintazatot mutattak ; a kapott
fragmentek hossza megegyezett az elézetesen, a génbanki adatok alapjan josolt értékekkel.
A pézsmaréce esetében egy restrikcidés hely kiesése folytan a 114bp és 206bp restrikcids

fragment helyett egy 320bp fragment jelent meg (11. abra).

5.3.5.1.4 OmpH kiilsémembran fehérje génje
Az OmpH fehérjét kddolé génszakasz PCR-RFLP vizsgalatara a génbanki szekvenciak

(AY603962, U52200-13, AJ459785, AY057869, AY057870, AF416986) felhasznalasaval
egyedi primereket terveztiink (OLIGO V6.71). A keletkezé 786-828bp-os PCR termékeket,

tisztitas utan, Dral restrikciés enzimmel hasitottuk. A génbanki szekvenciak szimulalt hasitasi
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vizsgalataval (NEBcutter V2.0) a vart fragmentumok hossza a kulénb6z6 szerotipusokbol

szarmazo szekvenciaknak megfeleléen eltért (34. tablazat).

34. tablazat: Az ompH gén szimulalt PCR-RFLP vizsgalataval varhato fragmentek mérete a

kilénb6z6 szomatikus szerotipusu P. multocida térzsekben

Szomatikus

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
szerotipusok

PCR (bp) 828 798 798 792 798 798 814 801 813 786 813 814 828 786

RE- 323 325 - - 640 640 641 - 514 323 514 641 323 -
fragmentek | 216 314 158 158 158 299 305 299 158 216
(bp) 158 159 15 158 15 158
131 131
Mintazat LW, V. V. Wb, 0. VI V. VI INb. I I

Az OmpH fehérje génjére tervezett PCR-RFLP reakciét mind a 61 madar-eredetl torzs
bevonasaval elvégeztik. A keletkezd 786-828bp-os terméket Dral restrikcids enzimmel
emésztve, a josolt hasitasi mintazatok koézul, ésszesen o6tét (1., I, ., 1V., VI.) tudtunk

kimutatni a sajat térzseink kozt (12. abra).

12. abra: A madar-eredeti térzsek ompH génjén végzett PCR-RFLP vizsgalatban el6forduld

hasitasi mintazatok

500bp

VI V. L L l.

Legnagyobb aranyban az |. (61/31) és Il. (61/21), majd a IV. (61/5), végil a lll. (61/2) és
VI. (61/2) hasitasi mintazat fordult el6 (Melléklet 13. abra). A IV. és VI. mintazat csak pulyka-
eredet( térzsekre volt jellemzd, mig a tdbbi hasitasi mintazat egyarant jelen volt a kiilénb6z8
eredetl térzsekben. Az I. és a VI. hasitasi mintazat esetén az A:1 és F:4,5,(7) antigenitasi

sajatsagokkal val6 ¢sszefiliggést volt kimutathatd, ellentétben a tébbi mintazati tipussal.
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5.3.5.1.5 4-es tipusu fimbria kisalegység génje
Az PtfA fehérjét koédolo, illetve a vele feltehet6en egyitt atiroddo hofB (E. coli pilB

homoldg), génszakasz PCR-RFLP vizsgalatara a génbanki szekvencidk (AF154834,
AY644678, AE006044, DQ788723, DQ788724) felhasznalasaval egyedi primereket
terveztink (OLIGO V6.71). A keletkez6 1085 bp-os PCR termékeket, tisztitas utan, Dral és
BsrDI  restrikcios enzimmel hasitottuk. A génbanki szekvencidk szimulalt hasitasi
vizsgalataval (NEBcutter V2.0) a vart fragmentumok hossza: (1) 134bp, 226bp, 320bp és
405bp; (2) 338bp és 747bp volt.

keletkez6 terméken Dral restrikciés enzimmel végzett PCR-RFLP vizsgalatokban az dsszes
térzs egységes mintazatot mutatott. A BsrDI restrikcids enzimmel végzett hasitas soran, a
pézsmaréce-eredetli torzs (P414) kivételével, a torzsek egységesek voltak; a kapott
fragmentek hossza mindkét esetben megegyezett az elézetesen, a génbanki adatok alapjan
josolt értekekkel. A pézsmaréce-eredetli térzs esetén egy restrikciés hasitasihely kiesése
folytan a 226bp és 405bp restrikciés fragmentek helyett egy 630bp fragment jelent meg (14.
abra).

14. 4bra: Kiulénbdzdé madarfajbol szarmazoé reprezentativ P. multocida térzsek PCR-RFLP
mintazata az ptfA génen. (1- P415 P; 2- P414 B; 3- P369 F; 4- P325 L; 5- 131 T;
M- 100bp molekula marker)

1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 M
TATbpass e - - - 630bp - =
500b
et = 50000 goohp mem - T
- - — — oo -
P T 320bp -
226bp s -
- —
134bp

5.3.5.2 Szekvenalas
Szekvenalasi reakciot a ptfA génre tervezett PCR reakcidban keletkez6 1085 bp-os

terméken végeztink. Negyven tdrzset vizsgaltunk meg. A térzsek elsésorban A:1 szerologiai
sajatsagokkal rendelkeztek (30/40) de minden egyéb, a vizsgalatainkba el6forduld,

szerocsoportot is képviseltve volt (Melléklet 35. tablazat).
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A szekvencia elemzésbe &atlagosan 380bp hosszu szakaszt tudtuk bevonni. Ez
tartalmazta a ptfA gén 88%-at. A szekvenciak tobbsz6rés dsszerendezése soran (Multalin
version 5.4.1) referenciaként, génbanki adatokat (A:1- AF15834, A:3 — AE006044) is
felhasznaltunk. A szekvencia 5 végi régidja (1-200nukleotid) nagymértékben homolégnak
azonositottunk (Melléklet 15. abra).

A 3’ végi szekvenciaban megmutatkozd kdvetkezetes eltérések alapjan a ptfA gén két
variansat tudtuk megkulénbéztetni. A szekvencia variansokat A és B allélnak neveztik el. A
kilénbdz6 allél variansok eléfordulasa alapjan a madar-eredetl P. multocida térzseinket két
csoportba sorolhattuk. Az A:1 szeroldgiai sajatsagokkal rendelkezd térzsek, egy kivételével

(P60), az A allél varianst, mig a tobbi térzs a B allél varianst hordozta.

5.3.5.3 Allél-specifikus PCR

A ptfA gén két allél variansa altal képviselt szekvenciak koézti jelentés kilénbséget
kihasznalva, a két tipus elkildnitésére allél-specifikus PCR reakciét dolgoztunk ki. A
rendszer egy kdz6s foward és allél-specifikus reverz primerekkel mikddik. A multiplex jellegi
reakcidban a kllénb6zé allél variansok jelenléte egy lépésben vizsgalhaté. Az adott térzs
altal hordozott allél variansnak megfeleléen kiilénb6z& méretl fragmentek keletkeznek. Az A
allél varians esetén a keletkez6 fragment 126bp, a B allél varians esetén pedig 217bp (16.

abra).

16. abra: Az allél-specifikus PCR reakcioban keletkez6 fragmentek kilénbdzd ptfA allél
varianst hordozé P. multocida térzsek esetén. A allél: P131; P418; P237, B allél:
P531; P358; P329 (M - 100bp molekula marker)

A B -

500bp

I TR =

217bp - -

|

126bp = - -

Az allél-specifikus PCR reakciot 32 madar-eredetl P. multocida térzsdn teszteltik.
Tizenegy t6rzsrél a ptfA gén allél tipusat illetben nem voltak korabbi adataink, 21 tdrzs

esetén pedig rendelkeztiink szekvencia adatokkal (Mellékletek 13. abra). A tesztelt térzsek
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mindegyike tipizalhatd volt az altalunk kidolgozott rendszerben. A 21 térzs a szekvencia
adatok, a tovabbi 11 tdérzs pedig a szeroldgia sajatsagok alapjan elvart eredményeket
mutattak. Az eredmények a kulénb6z6 ptfA allél variansok és a szerologiai adatok kozti

korabban megfigyelt 6sszefliggést megerdsitették.
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6 Megbeszélés

A P. multocida az emlés6k és a madarak széles kdrében elterjedt feltételesen korokozé
baktérium. Az egyes tdrzsek gazdafaj-specificitasa, a kivaltott megbetegedések tipusa és
sulyossaga jelentés mértékben fligg mind a gazdaszervezetet, mind a baktériumtérzset
jellemzé tulajdonsagoktél. Egy adott baktériumtérzs patogenitasat  kilénb6zé
virulenciafaktorok hatarozzak meg. Ezek megléte, hidnya vagy a benniik lezajl6 funkcionalis
valtozasok hatassal vannak a gazdaszervezet - kérokozo koézti kélcsdnhatasokra és ezen
keresztil a baktérium virulenciajara. Az utébbi idében szadmos feltételezett virulenciafaktort
irtak le (Hunt et al. 2000, Christensen és Bisgaard 2000, Harper et al. 2006), am ezek
megoszlasa nagyszamu, kulénbdzd gazdafaj-eredetl, flggetlen toérzs vizsgalata soran
egyértelml Osszefliggéseket a virulenciafaktor — gazda - betegség kapcsolataban nem
mutatott, kivétel a mar korabban is felismert PMT- sertés - PAR és a B, E buroktipus —
kér6dz6k — HS relaciojaban (Ewers et al. 2006, Tang et al. 2009). Az 6sszefliggések
hianyanak kézenfekvd oka a vizsgalati célcsoport megvalasztasanak elégtelensége lehet.
Hiszen a P. multocida feno-, és genotipusos vizsgalatai egyarant a faj jelentds
heterogenitasat mutatjak (Fegan et al. 1995, Davies 2004). Ez a diverzitas pedig arra utal,
hogy a fajon belll szamos, kilénb6z6 sajatsaggal rendelkezé térzscsoportnak kell jelen
lennie, melyek adott esetben mind patogenitasuk, mind gazdafaj-adaptaciéjuk és ennek
megfeleléen virulenciafaktoraik terén kilénbéznek. Mindaddig, mig e térzscsoportokat nem
tudjuk egymastél elkiloniteni, feno-, és genotipusos bélyegekkel jellemezni, a P. multocida
valos virulenciafaktorai és azok szerepe rejtve marad. Epp ezért munkankat e térzscsoportok
klasszikus és modern eszkdzokkel val6d feltérképezésének szenteltik. Ennek soran, mint
altalanos jellemzéket, a térzsek fermentacidés és antigenitasi sajatsagait vizsgaltuk. A
mélyebb O&sszefliggések tisztdzasara pedig, szlikebb mintaszam mellett, nagyfelbontasu

molekularis eszk6zoket hasznaltunk.

6.1 Az emlés gazdafajokban el6fordulé P. multocida térzsek

6.1.1 Fermentacios sajatsagok

A P. multocida fajon belil DNS-DNS hibridizaciés médszerrel (Mutters et al. 1985),
valamint a dulcit-, szorbit-, (trehaléz)-fermentacié alapjan (Olsen et al. 2005) 3 alfaj
kuldnithetd el. A szénhidrat-fermentacidés képességek alfajok meghatarozasara torténd
alkalmazhatésagarol széles kérben folyik vita (Kuhnert et al. 2000, Gerardo et al. 2001,
Davies 2004). Ez és egyes molekularis adatok (Blackall et al. 1998, Petersen et al. 2001,

Davies 2004) ugyan az alfaji kategériak, mint elkilonilé genetikai csoportok 1étjogosultsagat
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megkérddjelezik, a kialakult megbetegedések sulyossagaval valo feltételezett 6sszefliggések
azonban a fent emlitett taxondmia kategoriak fenntartasat tovabb erdsitik (Chen et al. 2002).
E szerint a sulyosabb megbetegedések kialakitasaért a septica alfaju térzsek felelések.
Ezzel szemben a P. multocida-val foglalkoz6 tanulmanyok mindegyikét, igy a sajat
vizsgalatainkat is 80% P. multocida subsp. multocida (dulcit -, szorbit +) és 20% P. multocida
subsp. septica (dulcit -, szorbit -) arany jellemzi, jéllehet a térzsek sulyosan beteg vagy
elhullott allatbol szarmaznak. Bar sajat térzseink jarvanytani hattere nem minden esetben
tisztazott, semmi nem utal arra, hogy az alfajok és a megbetegedés sulyossaga kozotti
osszefuiggések valoban fennallnak. igy tehat, az alfaji kategériak megkulénbdztetése nem
visz kbézelebb az esetleges patogenitasukban eltérd térzscsoportok kérilhatarolasahoz;
viszont j6l szemlélteti, hogy els6sorban a P. multocida subsp. multocida alfajba tartozo
térzsek rendelkezhetnek az alkalmazkoddképességet meghatarozé tényezdk széles
spektrumaval. A masik két alfajba tartoz6 térzsek gyakorisaga és/vagy elterjedtsége sokkal
kisebb. JO példa erre a P. multocida subsp. gallicida alfaj, mely elsédlegesen evezélabu
madarakban, illetve az utébbi idében egyre gyakrabban, sertésekben mutathaté ki (Cameron
et al. 1996). Ez utobbi tényt sajat vizsgalataink is igazoltak (Varga et al. 2007).

A P. multocida térzsek fermentacios sajatsagainak széles korl vizsgalataval jellegzetes
biotipusok meghatarozasara van mod. Jelenleg 14, hivatalosan publikalt (Fegan et al. 1995,
Blackall et al. 1997, Townsend et al. 1998a) biotipus |étezik (Mellékletek 5. tablazat). Az
jellemzett biotipusok korét fokozatosan ndvelik (Townsend et al. 1998a). A vizsgalatainkban
el6forduld, nem tipizalt térzsek szintén ilyen csoportok képviseldi lehetnek.

A fentiek alatdmasztjak, hogy a P. multocida tdérzsek fenotipusos jellegeik tekintetében
nagyfoku valtozatossaggal rendelkeznek, feltehetbleg ez biztositia szamukra a széles
gazdakorben valé elterjedtséget. Ezt bizonyitja az is, hogy bar a sertés, nyul és madar (Id.
kévetkez6 fejezet) gazdafajokban egyarant az 1-es, 2-es és 3-as biotipust képvisel6
P. multocida subsp. multocida térzsek mutatkoztak a legelterjedtebbnek, bizonyos biotipusok
eléfordulasa, illetve egyes fermentacids sajatsagok megjelenése leginkabb adott gazdafajra
volt jellemzé. Igy a csokkent indoltermelés a nyul-eredet(i (Brogden 1980), a laktoz
fermentald képesség (12-es biotipus) a sertés-eredet(i (Bowles et al. 2000), az ornitin-
dekarboxilaz termeld képesség hianya (9-es és 13-as biotipus) viszont mindkét eml&sfajbdl
szarmazo torzsekre egyarant jellemzd volt.

A nyul-eredetli térzsek koézt magas aranyban el6forduld, egységes biokémiai
sajatsagokat mutaté (6-os biotipus) P. multocida subsp. septica torzsek jelenléte is
megerdsiti a gazdafaj-specifikus tdrzscsoportok létezésének lehetbéségét a P. multocida

torzsek altal alkotott komplexen beldl.
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Bar a P. multocida t6rzsek biokémiai sajatsagai, biotipusai, kisebb-nagyobb mértékben
mutatjak a térzsek kozotti kohézid és/vagy gazdafajhoz valdé adaptacio jeleit, melyek az
egyes gazdakdron belul folytatott vizsgalatok esetén megfontolandok, korant sem
szolgaltattak megfelel6 szintl felbontast a célkitizéseinkben megfogalmazott tényezdk

vizsgalatara.

6.1.2 Antigenitasi sajatsagok

A P. multocida patogenitasaban, akarcsak mas Gram-negativ baktérium esetében, nagy
jelentéséget tulajdonitanak a bakterialis burok jelenlétének és tipusanak. A baktériumburok
elvékonyodasa vagy hianya egyértelmien csékkenti a baktérium gazdaszervezeten belili
tulélését, am a tulzott burokanyag termel6dés sem feltétlen elényds sajatsag a P. multocida
szamara (Gatto et al. 2002).

A P. multocida térzsek 5 (A, B, D, E, F) kilonb6zé buroktipussal rendelkeznek (Carter
1952; Rimler és Rhoades 1987). Ezek kozil egyértelmiien a B buroktipus, valamint
endemikus afrikai valtozata (E buroktipus) az, amihez leginkabb egységes gazdakér
(kér6dzok) és megbetegedés (vérzéses vérfertdzés) kothetd (De Alwis 1999). Az A, D és F
buroktipussal rendelkez6 térzsek széles gazdakérben elterjedtek, és leggyakrabban felsd
léguti megbetegedést és tidégyulladast idéznek el6.

Kordbban a kulénb6éz6 buroktipussal rendelkezd toérzsek el6fordulasat egyes
gazdafajokhoz kététték, igy példaul az D buroktipusu térzsek a sertésekre, az F buroktipusu
térzsek a pulykakra tlntek specifikusnak. Ugyanakkor vizsgalatainkban a sertésbél izolalt
torzsek ko6zott egy F buroktipusu térzs is felbukkant. Ez arra utal, hogy ilyen jellegi éles
gazdafaji hatarok eltinében vannak. Jaglic et al. (2004) medfigyelése szerint a nyulak a
kilénbdz6 buroktipusu térzsek (A, D, F) keveredésének els6rendld szinterévé valtak.
Megerésiti ezt a feltételezést sajat tapasztalatunk is: nyul-eredetl térzseinkben mindharom
buroktipus jelentés szamban volt jelen (A 63%, D 12%, F 25%). Kuléndsen figyelemre méltd
az F buroktipusu térzsek magas el6fordulasi aranya.

Ujabban az is megfigyelhets, hogy a P. multocida populaciéban, gazdafajtél fiiggetlenl,
megindult az A buroktipusu térzsek térhoditasa. Ez egyértelmien nyomon kévethetd volt
sajat vizsgalatainkban is (el6fordulas: 41% sertés-eredetli, 63% nyul-eredetl térzsek
esetén). Ezért feltehetdleg az A buroktipusu térzsek, az egyéb burokkal rendelkezd torzsekét
akar tizszeres mértékkel is meghalado tapadasi képessége felelés, ami nagyban elésegiti a
gazdaszervezet nyalkahartyainak fokozott kolonizaciéjat (Glorioso et al. 1982).

Az A buroktipusu tdérzsek gyakorisaganak ndvekedésével csékken a buroktipus, mint a
gazdafaj-adaptaciora utald bélyeg jelentésége. Pedig a kilénb6zé buroktipusok feltehetéleg,

de nem bizonyitottan, a gazdafaj nyalkahartya fellleteit jellemz6 egyedi sajatsagokhoz
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mérten alakultak ki. Az A buroktipusu térzsek, ugy tlnik, a tébbi buroktipushoz képest jobb

alkalmazkodoképességgel rendelkeznek e faji kilénbségek athidalasara.

6.1.3 Toxintermelés

A PMT termelése, mint virulenciatényezd, nem minden P. multocida t6rzs sajatsaga. Ezt
a korai vizsgalatok a progressziv (progrediald) torzité orrgyulladasban szenvedé sertésekbél
izolalt és D buroktipussal rendelkezd P. multocida térzsek egyedi tulajdonsagaként tartottak
szamon (Pijoan et al. 1984, Pedersen és Elling 1984). Azonban az utébbi idében a
toxintermelésre képes A buroktipusu térzsek el6fordulasa jelentésen megndvekedett. A
toxintermel6 A buroktipusu térzsek mellett a D buroktipusu térzsek aranya csak 8% volt a
sajat sertés-eredetl térzsek kdzott (Varga et al. 2007). Emellett a toxikus, elsésorban A
buroktipussal rendelkezd térzsek a nem specifikus, vagy éppen a torzitdé orrgyulladashoz
hasonlé tlinetekkel jar6 megbetegedésekben szenvedd nyulakban és kiskérédzdékben is
megjelentek (DiGiacomo et al. 1993, Krametter et al. 2004). Bar az ilyen jellegl
megbetegedések ritkabb észlelése és esetlinkben a toxikus térzsek kis szama (2/76) arra
utal, hogy nyulakban e tdérzsek toxintermel6 képessége nem jelent egyértelmi elényt a
kérokozd szadmara, de talan éppen ezért megjelenése ebben a gazdaban is tovabbi
vizsgalatokra érdemes tény (Sellyei et al. 2008).

E tipusvaltds valdszin(isithetd oka az A buroktipussal rendelkezd és ezaltal
gazdaszervezet kolonizalasaban elényds helyzetben lév6 térzsek térhoditasa, melyek
patogenitasat tovabb fokozta a D buroktipusu térzsektdl horizontalis géntranszporttal felvett
idegen eredetl, feltehetbleg mas Enterobacteriaceae-be tartoz6 baktériumoktdl szarmazéd
(Lax et al. 1990), a toxintermelést meghatarozé gén.

A toxintermel6 képesség A buroktipusu térzsekbe vald felvételével, e sajatsag szamara,
megteremtédétt a gazdafaji hatarok atlépésének lehetésége. A toxintermelés, mint a sertés-
eredetl P. multocida térzsek egyedi jellemzéje, csak abban az esetben maradhat tovabbra is
hasznalhato bélyeg az egyes tdrzscsoportok elkilénitésében, ha a PMT az egyéb

gazdafajokban nem jut hatékony szerephez valamely betegség kialakitasaban.

6.2 A baromfi-gazdafajokban el6fordulé P. multocida térzsek
A P. multocida tbérzsek diverzitasanak, koérulhatarolt gazdakdrén bellli, parhuzamos

vizsgalatara a kilénbdz6 baromfifajokbol szarmazd térzsek tanulmanyozasa teremtette meg
szamunkra a lehet6séget. A hat kilénb6z86 baromfi-gazdafajbol szarmazo, azonos idészakon

belul gyUjtétt térzsek aranya megfeleltetheté az adott gazdafaj-populaciok érintettségének.
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6.2.1 Fermentacios sajatsagok

A P. multocida alfajok megoszlasa a kilénbdz6 baromfi-gazdafajokban, akar az
emlBsokbél szarmazd térzsek esetében, egyezett az irodalmi adatokkal. Kivételt csak a
hazilud-eredetl térzsek jelentettek, ahol a P. multocida subsp. multocida és P. multocida
subsp. septica el6fordulasi ardanya koézel azonosnak mutatkozott. Ez az adat viszont
6sszhangba hozhaté azzal a medgfigyelésinkkel, hogy a haziludakban a sulyos
baromfikoleras és az enyhébb lefolyasu pasteurellosisos megbetegedések aranya
egyensulyban van. Tovabba, hogy a pulykakban, ahol a P. multocida subsp. multocida
dominal, csaknem mindig pasteurellosisos megbetegedések fordulnak el6. E tények az
irodalomban megfogalmazott alfaj és megbetegedés kozotti Gsszefiiggés-elmélettel is
Osszecsengenek. Ezzel szemben a hazikacsakban (65%-o0s P. multocida subsp. multocida
arany mellett is) gyakorlatilag szinte mindig baromfikoleras megbetegedések tapasztalhaték.
Ez a latszélagos ellentmondas felhivja a figyelmet arra, hogy az adott P. multocida tbrzs
patogenitasanak megitélésekor lényeges, hogy azt mely gazdafajra vonatkoztatjuk.
Figyelemre mélté tény, hogy a P. multocida subsp. septica térzsek elsésorban szabadtartasu
baromfiban (hazilud, hazikacsa) fordultak eld.

A baromfi-gazdafajokbdl szarmaz6é P. multocida térzsek fenotipusos heterogenitasuk
tekintetében sem maradtak el az eml6s-eredetl tdrzsektdl. Kivételt a hazikacsa-eredetli
torzsek jelentettek, amelyek nagymértékben egységesnek bizonyultak. Ezek tébbsége, az
irodalmi adatokkal ellentétben (Fegan et al. 1995), az 1-es biotipusba volt sorolhaté.

Bar, mind az eml&s, mind a madar-eredetli P. multocida térzsek valtozatos fermentacios
képességekkel rendelkeznek, az egyes gazdafajokbdl szarmazé térzsek vagy dominansan a
3-as (és kisebb mértékben 2-es) biotipusba (Id. hazilud, pulyka), vagy az 1-es és 6-0s
biotipusba (Id. hazikacsa, nyul) tartoztak. Ugy tlinik, hogy az egyes gazdafajok nyalkahartya
kérnyezete bizonyos biotipusok elszaporodasanak jobban kedvez. Erdekesség, hogy a
vizsgalatainkba bevont 6-os biotipusu torzsek, fliggetlendl attél, hogy madarbdl vagy nyulbél
szarmaztak, egyarant egy nem klasszikus P. multocida subsp. septica alfajt képviseltek (xiléz
negativ), ami a tipus endemikus akkumulalédasara utal.

E tények meger6sitik, hogy a feltételezett térzscsoportok kisebb-nagyobb mértéki

gazdafaj-adaptacioéval rendelkezhetnek.

6.2.2 Antigenitasi sajatsagok

A baromfi-eredetli P. multocida térzsek buroktipus megoszlasa, ellentétben az egyéb
fenotipusos tényezéket jellemzé valtozatossaggal, egységes képet mutatott. A tdérzsekre, az
emlbs-eredetl térzseket meghaladdé mértékben, az A buroktipus tulsulya (93,5%) volt

jellemzé, jelezve a baromfi-eredetii térzsek, e sajatsagra nézve mutatott, homogenitasat. igy
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a torzsek kozt fennallo antigenitasi kulénbségeket csak a szomatikus antigének
megoszlasaval lehetett jellemezni.

A fennmaraddé toérzsek F buroktipusuak és az irodalmi adatoknak megfeleléen,
elsésorban pulyka-eredetliek voltak, de a pézsmaréce-eredetl térzsek egyike is ezzel a
buroktipussal rendelkezett. Az F buroktipus mas gazdafajokban (nyul, sertés, pézsmaréce)
valé megjelenése figyelemre mélté tény, hisz e buroktipus A buroktipussal valé nagyfoku
hasonlatossaga ujabb, esetleg erésen invaziv tipus elszaporodasanak lehet eldjele. Ennek
lehetésége nagymértékben megndvelheti az F buroktipusu térzsek jelentéségét a
P. multocida patogenezisében.

A P. multocida fajon beliil 16 (1-16) kilénb6zd, a sejtfal O antigénjei altal meghatarozott
szomatikus szerotipus kilonithetd el (Heddleston 1972). A szomatikus szerotipusok
egymassal és az 5 féle buroktipussal szabadon kombinalédhatnak. A két tulajdonsag
egylttesen hatarozza meg a térzsek szerotipusat.

A baromfi-eredetl térzseknél eléforduld hétféle szerotipus (A:1; A:3; A:3,5; A:4,5; F:1;
F:4,5,[7]; F:10) kézll az A:1 és az A:3 bizonyult a leggyakoribbnak (Shivachandra et al.
2006). A két dominans szerotipus megoszlasa a harom nagyobb mintaszadmu csoportban
(hazikacsa, hazilud, pulyka) Osszeegyeztethetdé volt a fent emlitett megbetegedési
aranyokkal. igy a hazikacsa-eredetii térzsek mind A:1 szerotipussal, a hazilud-eredeti
torzsek kozel egyenlé aranyban A:1 és A:3 szerotipussal, mig a pulyka-eredetd térzsek
dontéen A:3 szerotipussal rendelkeztek. Az egyéb szerotipussal szinte kizardlag pulykakban
fordultak el6 (Rimler és Rhoades 1987).

E medfigyelések ravilagitanak arra, hogy a szeroldgia sajatsagok, az A:1 és az A:3
szerotipusu toérzsek tekintetében &sszefliggést mutatnak a killénb6z6 baromfi-gazdafajokban
a megbetegedések sulyossagaval. Ahol az A:1 szerotipusu térzsek egyértelmien
elhatarolhaté fokozottan virulens és nem feltételesen korokozé sajatsagu térzscsoport(oka)t
alkotnak.

A t6bbi tipus, feltételezéslink szerint, a kevéssé vagy nem patogén tipusok valtozatos, de

a fertdéz6tt allatokban hattérbe szorult bazisat képviseli.

6.2.3 Antibiotikum-rezisztencia

A P. multocida térzsek fennmaradasat, sokszor a kontrollalt allomanyokon belll is, sajat
virulencia készletikén tul jelentés mértékben befolyasolja a kiilénbdzd antibiotikum-
rezisztenciaért felelés mechanizmusok jelenléte. Mivel a P. multocida t6érzsek eredendden a
legtébb kereskedelmi forgalomban Iévé antibiotikummal szemben érzékenyek, ezekért a
mechanizmusokért minden esetben idegen eredet(i tényez6k teheték feleléssé, amelyekre a

k6zb6s gazda bakterialis kérnyezetébdl tesznek szert (Kehrenber és Schwarz 2005c). A
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torzsek antibiotikum-rezisztenciaért felelés mechanizmusok felvételére valdé hajlandésaga
utalhat az egyes torzscsoportok genetikai valtozasokra valé fogékonysagaban fennalld
kildnbségekre is.

Ennek mértékét szemlélteti, hogy a megvizsgalt baromfi-eredetli térzsek 54%-a
rendelkezett valamilyen antibiotikum-rezisztenciaval. S6t e tdrzsek tébbsége (93%) 2-8
antibiotikummal szemben volt rezisztens. Elsésorban, dsszhangban az irodalmi adatokkal
(Jonas et al. 2001; Shivachandra et al. 2004), a klasszikus nalidixsav (93 - 100%) és
szulfonamid szarmazékokkal (46 - 61%) szembeni rezisztencia volt leggyakrabban
kimutathatd, mivel ezek a legelterjedtebben és legrégebben hasznalt szerek. De figyelemre
méltdé a neomicin vagy a tetraciklinrezisztencia is (29 - 32%). Alacsony szamban lehetett
kimutatni doxiciklin, penicillin (7%) valamint enrofloxacin- és florfenikolrezisztenciat (3,5%)
is. A kilénb6zé antibiotikum-rezisztenciak az idében elérehaladva, a vartnak megfeleléen, a
halmozédas jeleit mutattak. Megoszlasuk, a harom nagyobb gazdafaji csoportban, a
fert6zési gyakorisagokkal volt 6sszevetheté. Mig a pulyka-eredetl térzsek csak 13%-a, a
haziludbol izolalt térzsek 41%-a volt rezisztens, addig a hazikacsabdl szarmazo6 tdrzsek
egyobntetlen rezisztensek voltak. A 33 rezisztens térzs 82%-a az A:1 szerotipusba tartozott,
csupan 6 térzs esett mas antigenitdsu csoportba. Ez utébbi térzsekben a rezisztenciak

szama is alacsonyabb volt (1-4).

6.2.4 A torzsek rokonsagi viszonyai

A véltozatos fenotipusos sajatsagokat mutatdé baromfi-eredetii térzsek egymassal, illetve
a gazdafajokkal kapcsolatos 6sszefliggéseinek mélyebb feltarasa érdekében kilénb$zé DNS
szintl vizsgalatokat végeztink el.

A teljes genomok vizsgalata ERIC-PCR modszerrel az egyes térzsek egymas kozotti
rokonsagi viszonyainak feltérképezésére volt hivatott (Versalovic et al. 1991). Az ERIC-PCR
altal létrehozott ujjlenyomat-mintazatok csoportatlagot felhasznald, tavolsag-optimalizald
modszer (UPGMA) és a megfelel6 szamitégépes program hasznalataval hasonlosagi
indexen alapulé fenogramot general.

A fenogram, 75%-os hasonlosagi index mellett, a kilénb6z6 gazdafaj-eredeti
térzscsoportok elkilénilését jelezte (Mellékletek 6. és 13. abra), ellentétben masok korabbi
megfigyeléseivel (Shivachandra et al. 2008). Négy nagy klasztert lehetett kérilhatarolni (1, 11,
[, 1IV). Melynek értelmében a pézsmaréce-eredetli térzsek (1) egyértelmien elvaltak (66%-
os hasonlosagi index) az egyéb récefélékbdl (hazikacsa, hazilad — Il klaszter), s6t a
tyukalkatuakbol (hazityuk, facan, pulyka — Il és IV klaszter) szarmazoé térzsektél is. Az egyes
csoportokon beltl még kisebb-nagyobb mértékben féldrajzi megosztottsag is azonosithato

volt (8. abra). A tyukalkatu madarakbol szarmazoé térzseket magukba foglald két klasztert (II,
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IV) a Dunatdl keletre és nyugatra es6 orszagrész, egymastol figgetlen tertleteit fedte le. Mig
a hazikacsa- és hazilud-eredetl térzseket magaban foglalé klasztert alkoté subklaszterek
(N1, 2, 3, 4a, 4b) a Tisza felsd- és kdzépsd folyasa, valamint a Duna-Tisza kéze mentén
oszlottak meg, nagyrész elhatarolédo tertleteken. A Ill klaszter alcsoportjai részben
gazdafaji (Ill/1, 4b — hazikacsa; Ill/2, 3, 4a - hazilud), részben fdldrajzi megosztottsagot
mutattak. Ez al6l csak a két, dominansan hazikacsa-eredet(i térzseket tartalmazo, alcsoport
(Ili/1, 4b) volt kivétel, mely terlletileg (Duna-Tisza kdze) atfedett. Ez az adott teriileten jelen
Iévé tdébb, gazdafaji egyezést mutato térzscsoport [étezésének lehetdségét veti fel.

A vizsgalat eredményei igazoltak, hogy egyes torzsek, illetve térzscsoportok adott
gazdafajokat részesitenek elényben a fertézés soran, bar ez nem kizarélagos.

A fenogrammon koriilhatarolt klaszterek, elsésorban a récefélékbdl szarmazd térzsek

esetén, a mar korabban is medfigyelt A:1 és A:3 szerotipusu térzsek, néha gazdafaj

cre

6.2.5 Génvizsgalatok

Az ERIC-PCR-el kialakitott csoportok lehetséges gazdafaj-adaptaciés sajatsagainak
tovabbi vizsgalatara a bakterialis sejtfelszinen elhelyezkedd, és igy a gazdaszervezettel
kozvetlenll érintkezd és a kdrnyezeti hatasoknak kitett fehérje komponenseket valasztottunk.
Az 6t kulénbdzb fehérjét kodold gént, az A burok-specifikus, harom kilsé membran (Oma87,
OmpA, OmpH) és a 4-es tipusu fimbria kisalegység, PCR-RFLP vizsgalatnak vetettik ala.
Az adott megkdzelitésben az A burok-specifikus és az Oma87 fehérjét kdédolé génszakasz
alapjan a térzsek egységesnek mutatkoztak, az OmpA és a 4-es tipusu fimbria kisalegység
eredetl t6rzs kulondlt el a tobbitdl. Jelezve, a mar az ERIC-PCR vizsgalat eredményébdl
kitind tényt, hogy ezek a térzsek jelentésen kilénbdznek az egyéb baromfifajokbdl izolalt
térzsektdl, bar ezt a kordbban megvizsgalt fenotipusos jellegek nem mutattak.

Dominans kilénbségek az ompH génszakasz vizsgéalatakor mutatkoztak meg. Ot
kilénbdzb hasitasi tipust (1., 1., ., IV., VI.) sikerilt azonositanunk, melyek a tdérzsek
antigenitasi sajatsagaival, elsésorban a kilénb6z6 szomatikus szerotipusokkal mutattak
Osszefliggést. Ezek az eredmények megerdsitették Luo et al. (1999) megfigyelését, mely
szerint az egyes szomatikus szerotipusok az ompH génjében, féként a fehérje sejtfelszini 2
azonban nem voltak a térzseinket jellemzd szerotipusokkal minden esetben egyértelmien
azonosithatok, mint azt Jabbari et al. (2005) vagy Antony et al. (2007) sajat munkaik soran

talaltak. Az azonban egyértelmden kitlint az eredményeinkbél, hogy az A:1 szerotipusu
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térzsek egy meghatarozott hasitasi mintazattal rendelkeznek. Megerdsitve az ebbe a tipusba
tartozé térzsek dsszetartozasat és homogenitasat.

A 4-es tipusu fimbria kisalegységét kodold ptfA génszakaszt érintd szekvenalasi
jelezték (15. abra). Az irodalomban leirt és a génbankban megtalalhatdé, a ptfA génre
vonatkozé csekély adat tanulmanyozasa (Doughty et al. 2000, Siju et al. 2007) soran azt a
koévetkeztetést vontuk le, hogy a gén két valtozatat kimutattak ugyan, a két varians egy P.
multocida populaciéban végzett parhuzamos vizsgalatara, és ezaltal a koztik Iévd
kilénbségek jelentéségére utald adat nem all rendelkezésre. A két valtozat szekvencialis
eltérései megengedték szamunkra, hogy az egyes tipusok (A és B allél) elkilénitésére allél-
specifikus PCR reakciot dolgozzunk ki (Sellyei et al. 2010). A médszer minden megvizsgalt
térzs esetében mikodott. A vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy - a korabban mar
tébb egyéb tényezd vizsgalata soran is kirivdban egységes - A:1 szerotipusu térzsek
rendelkeznek a gén A allél tipusaval, mig az egyeb térzsek a gén B allél valtozatat
hordozzak.

Ez a medfigyelés, ugy véljuk, végképp alatamasztjia az A:1 térzsek egységes és
elkllénld genetikai vonalba valé tartozasat.

Ezen egyedi 4-es tipusu fimbria kisalegység jelenléte az A:1 tipusu tdérzsekben felveti
annak lehet6ségét, hogy talan éppen PtfA fehérjében bekbvetkezd valtozas tehetd felel6ssé
a baktérium és a gazdaszervezet kdzti megvaltozott sejtadhézidés folyamatokért, melyek

biztositjak az e tipushoz tartoz6 térzsek fokozddéd térhoditasat.
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7 Uj tudomanyos eredmények

Munkank uj tudomanyos eredményeiként:

a, - Osszefliggéseket tudtunk kimutatni a P. multocida térzsek egyes fenotipusos
sajatsagai, mint az indoltermelés, vagy az ornitin-dekarboxilaz enzim hianya és

a laktoz-fermentacioé képessége, és gazdafaji eredetik kdzott

b, - ERIC-PCR maédszerével P. multocida térzsek kozt, mind gazdafaj-adaptacios,
mind foldrajzi eredet tekintetében, elkllonlilé tdérzscsoportot  sikertlt

azonositanunk

¢, - az ompH gén PCR-RFLP vizsgalataival a hagyomanyos szerologiai vizsgalatok

eredményeit kiegészitd, a térzsek jellemzésére alkalmas rendszert hoztunk létre

d, - mind az ERIC-PCR, mind az omaA és hofB (ptfA génszakasz) gének PCR-RFLP
vizsgalataival kimutattuk a pézsmaréce-eredetl térzsek elkuldnilését az egyéb

baromfi-eredet(i torzsektol

e, - szekvencidlisan jellemeztik a ptfA gén (4-es tipusu fimbria kisalegység) két
allélvaridnsat a magyarorszagi baromfi-eredetli P. multocida populacién belll

f, - a ptfA gén 3 végi régidjaban mutatkozé6 szekvencidlis kuldnbségek
felhasznalasaval, az allélvariansok (A és B allél) gyors és egyszer( felismerésére

alkalmas allél-specifikus PCR reakciét dolgoztunk ki
g, - a fent emlitett modszerek segitségével elklldnitettik és jellemeztik a

P. multocida térzseken bellil az A:1 térzseket magaban foglalo, feltehetbleg

fokozottan virulens térzscsoportot
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10 Mellékletek

2. tablazat: A vizsgalatokban felhasznalt nyul-eredeti torzsek térzskényvi adatai

Azonosité Gazdafaj Szerv Eredet Datum
P1 nyul orr Rackeve 1987
P4 nyul orr Rackeve 1987
P6 nyul orr 1987
P10 nyul orr Rackeve 1988
P18 nyul csontveld  Rackeve 1988
P21 nyul orr Dunavarsany 1988
P38 nyul orr Dunavarsany 1988
P58 nyul csontveld  Dunavarsany 1988
P68 nyul orr 1988
P74 nyul orr Jaszapati 1988
P77 nyul orr Jaszapati 1988
P94 nyul talyog Torny6 puszta 1988
P98 nyul orr Torny6 puszta 1988
P105 nyul tudé Torny6 puszta 1988
P115 nyal orr Ocsa 1989
P121 nyul szivvér Ocsa 1989
P126 nyal mellireg  Ocsa 1989
P146 nyal orr Ocsa 1990
P167 nyul orr Ocsa 1990
P171 nyal orr Ocsa 1990
P179 nyal orr Ocsa 1990
P230 nyul Godolle
P231 nyul orr Godolls 1992
P252 nyul orr Godollé 1992
P255 nyul orr Godollé 1992
P257 nyul orr Godolls 1992
P258 nyul uterus Godollé 1992
P411 nyul lép Vép 2004
P412 nyul maj Vép 2004
P413 nyul tudo Vép 2004
P442 nyul orr Ocsa 2005
P443 nyal orr Ocsa 2005
P444 nyal orr Ocsa 2005
P445 nyul orr Ocsa 2005
P446 nyal orr Ocsa 2005
P447 nyal orr Ocsa 2005
P448 nyul orr Ocsa 2005
P449 nyal orr Ocsa 2005
P450 nyal orr Ocsa 2005
P451 nyul orr Ocsa 2005
P452 nyal orr Ocsa 2005
P453 nyal orr Ocsa 2005
P454 nyul orr Ocsa 2005
P455 nyal orr Ocsa 2005
P456 nyal orr Ocsa 2005
P457 nyul orr Ocsa 2005
P458 nyal orr Ocsa 2005
P459 nyal orr Ocsa 2005
P466 nyul
P467 nyul 1996
P468 nyul 1996
P469 nyul 1996
P470 nyul Tapé 1996
P578/T nyul tudé Abony 2006
P691 nyul kétéhartya Budapest 2006
P701/1 nyul tudé Alsétold 2006
P701/2 nyul tudo Alsétold 2006
P717 nyul tudo Litke 2006
P718 nyul tudé Abony 2006
P722]1. nyul tudé Mindszent 2006
P722/1. nyul tudé Mindszent 2006
P730/1 nyul tudé Zagyvarékas 2007
P730/2 nyul tudé Zagyvarékas 2007
P739 nyul tudé Budapest 2007
P745 nyul tadé Dabas 2007
P755/L nyul lép Karcag 2007
P755/T nyul tudé Karcag 2007
P774 nyul talyog Budapest 2007
P787 nyul tudé Mindszent 2007
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P789/1 nyul tudé Karcag 2007
P789/I nyul tudé Karcag 2007
P803 nyul tudé Gyorkony 2007
P807 nyul tudoé Mindszent 2007
P808 nyul tudé Dabas 2007
P816/1 nyul tudé Flléphaza 2007
P816/2 nyul tudoé Flléphaza 2007
3. tablazat: A vizsgalatokban felhasznalt sertés-eredetli térzsek térzskényvi adatai
Azonosité Gazdafaj Szerv Eredet Datum
P70 sertés orr Jaszapati 1988
P72 sertés tudoé Szentes 1988
P111 sertés orr Babolna 1989
P139 sertés orr Mez6hegyes 1990
P140 sertés orr Mezbhegyes 1990
P205 sertés 1991
P217 sertés orr Mesterszallas 1991
P219 sertés orr Mesterszallas 1991
P220 sertés orr Mez6hegyes 1991
P223 sertés Lajosmizse 1992
P259 sertés orr Solt 1993
P264 sertés orr Mezbhegyes 1993
P307 sertés orr Mezbhegyes 1995
P308 sertés orr Mez6hegyes 1995
P309 sertés orr Vid 1995
P338 sertés Ozora 1999
P340 sertés orr Mohacs 2001
P342 sertés orr Seregélyes 2004
P344 sertés orr Seregélyes 2004
P345 sertés orr Seregélyes 2004
P346 sertés orr Seregélyes 2004
P347 sertés orr Seregélyes 2004
P348 sertés orr Seregélyes 2004
P349 sertés orr Seregélyes 2004
P350 sertés orr Seregélyes 2004
P351 sertés orr Seregélyes 2004
P352 sertés orr Seregélyes 2004
P364 sertés orr Seregélyes 2004
P366 sertés orr Seregélyes 2004
P377 sertés tudoé Ormandlak 2004
P501 sertés orr Komarom 2005
P502 sertés orr Komarom 2005
P503 sertés orr Komarom 2005
P504 sertés orr Komarom 2005
P505 sertés orr Komarom 2005
P535/Am sertés tadoé Kéleshalom 2005
P535/Hv sertés tadoé Kéleshalom 2005
P579/L sertés lép 2006
P579IT sertés tadoé 2006
P580 sertés lép 2006
P581/L sertés 1ép 2006
P581/M sertés maj 2006
P581/T sertés tudé 2006
P586 sertés orr Mezbhegyes 2006
P587 sertés orr Mez6hegyes 2006
P588 sertés orr Mezbhegyes 2006
P589 sertés orr Mez6hegyes 2006
P590 sertés orr Biharnagybajom 2006
P591 sertés orr Biharnagybajom 2006
P592 sertés orr Puspokladany 2006
P593 sertés orr Puspokladany 2006
P594 sertés orr Karcag 2006
P596 sertés orr Mezbhegyes 2006
P600 sertés orr Komarom 1999
P601 sertés orr Komarom 1999
P602 sertés orr Komarom 1999
P603 sertés orr Komarom 1999
P604 sertés orr Komarom 2001
P605 sertés orr Komarom 2001
P606 sertés orr Komarom 2001
P607 sertés orr Komarom 2001
P608 sertés orr Komarom 2001
P609 sertés orr Komarom 2001
P610 sertés orr Komarom 2001
P611 sertés orr Komarom 2001
P612 sertés orr Komarom 2001
P613 sertés orr Komarom 2001
P614 sertés orr Kéthely 1994
P615 sertés orr Kéthely 1994
P616 sertés orr Kéthely 1994
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Azonosité  Gazdafaj Szerv Eredet Datum
P617 sertés orr Kéthely 1996
P618 sertés orr Kéthely 1996
P619 sertés orr Kéthely 1996
P620 sertés orr Kéthely 1996
P621 sertés orr Kéthely 1996
P622 sertés orr Kéthely 1996
P623 sertés orr Kéthely 1996
P624 sertés orr Kéthely 1996
P625 sertés orr Kéthely 1996
P626 sertés orr Kéthely 1996
P627/1 sertés orr Acs 1997
P627/2 sertés orr Acs 1997
P628 sertés orr Acs 1997
P629 sertés orr Acs 1997
P630 sertés orr Acs 1997
P631 sertés orr Acs 1997
P632 sertés orr Lajoskomarom 1997
P633 sertés orr Lajoskomarom 1997
P634 sertés orr Lajoskomarom 1997
P635 sertés orr Lajoskomarom 1997
P636 sertés orr Bakonyszombathely 1997
P637 sertés orr Bakonyszombathely 1997
P638 sertés orr Bakonyszombathely 1997
P639 sertés orr Komarom 1993
P640 sertés orr Komarom 1993
P641 sertés orr Véménd 1994
P642 sertés orr Vémeénd 1994
P644 sertés orr Mohacs 2001
P645 sertés orr Moéricgat 1999
P647 sertés Szeleste 1994
P648 sertés orr Somogysard
P649 sertés orr Somogysard
P650 sertés orr Mezbhegyes 1989
P651 sertés orr Dunaszekcs6 2006
P652 sertés orr Dunaszekcsé 2006
P653 sertés orr Dunaszekcs6 2006
P654 sertés orr Dunaszekcsé 2006
P655 sertés orr Dunaszekcs6 2006
P656 sertés orr Dunaszekcsé 2006
P657 sertés orr Dunaszekcsé 2006
P658 sertés orr Acs 2006
P659 sertés orr Acs 2006
P662 sertés orr Szény 2006
P663 sertés orr Szény 2006
P664 sertés orr Szény 2006
P665 sertés orr Szény 2006
P666 sertés orr Szény 2006
P667 sertés orr Szény 2006
P668 sertés orr Szény 2006
P677 sertés tadé Cegléd 2006
P681 sertés tudoé Cegléd 2006
P683 sertés orr Dombegyhaza 2006
P684 sertés orr Dombegyhaza 2006
P685 sertés tudoé Parad 2006
P686/Am sertés tadé Sarbogard 2006
P686/Hv sertés tudoé Sarbogard 2006
P688 sertés tadoé Bacsalmas 2006
P692 sertés tadoé Varpalota 2006
P693 sertés tudoé Varpalota 2006
P694 sertés tadoé Varpalota 2006
P698 sertés tudoé Varpalota 2006
P699 sertés méh Varpalota 2006
P702 sertés tudoé Mécsa 2006
P703 sertés tudoé Nagykaracsony 2006
P704 sertés 1ép Karancssag 2006
P705/Am sertés tadé Ocsa 2006
P705/Hv sertés tadoé Ocsa 2006
P706 sertés tudoé Szajk 2006
P707 sertés tadoé Kingos 2006
P710/Am sertés tadoé Budapest 2006
P710/Hv sertés tudoé Budapest 2006
P711/Am sertés tadé Budapest 2006
P711/Hv sertés tudoé Budapest 2006
P712/Am sertés tadé Budapest 2006
P712/Hv sertés tiudoé Budapest 2006
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4. tablazat: A vizsgalatokban felhasznalt baromfi-eredet( torzsek térzskényvi adatai

Azonosité  Gazdafaj Szerv Eredet Datum
P60 hazilud Kunszentmiklos 1988
P61/1 hazilud Fulopszallas 1988
P131 hazityuk szivvér Gydngyods 1989
P236 hazilud Ujléta 1990
P237 pulyka Debrecen 1990
P239 hazilud Debrecen 1990
P244/1 hazilud Baktaloranthaza 1991
P325 hazilud Hortobagy 1996
P327 hazilud szivvér Mikofalva 1995
P329 hazilud szivvér Hortobagy 1996
P331 hazilud izllet Hortobagy 1996
P339 pulyka Batya 1999
P358 pulyka tudo Hortobagy 1998
P359 pulyka tudé Hortobagy 2001
P360 pulyka tudé Hortobagy 2000
P362 hazitytk tudo Hortobagy 1998
P369 facan maj Szombathely 2004
P370 facan maj Szombathely 2004
P371 facan maj Szombathely 2004
P372 hazikacsa szivburok  Csolyospalos 2004
P373 hazikacsa szivburok  Csolyospalos 2004
P378 hazilud Doge 1990
P388 hazikacsa szivvér Kiskunmajsa 2004
P391 hazilud Balmazujvaros 1998
P392 hazilud Nyirmartonfalva 1998
P403/2 hazilud maj 1996
P414 pézsmaréce maj Flzesgyarmat 1995
P415 pulyka Beled 1994
P418 hazikacsa szivveér Siukosd 2005
P428 pézsmaréce Flzesgyarmat 1992
P432 hazilud szivvér Tazlar 2005
P440 hazilud szivveér Balotaszallas 2005
P4711 pulyka maj Szombathely 2005
P471/3 pulyka maj Szombathely 2005
P473 hazilud szivvér Kiskunmajsa 2005
P485/9 hazikacsa maj Szank 2005
P486/1 hazikacsa szivvér Petéfiszallas 2005
P487/1 hazikacsa maj Petéfiszallas 2005
P487/2 hazikacsa maj Petéfiszallas 2005
P488 hazikacsa szivvér Fllépjakab 2005
P489 hazilud szivvér Kiskunmajsa 2005
P492/4 hazikacsa maj Kiskunmajsa 2005
P493/1 hazikacsa szivvér Kecel 2005
P493/2 hazikacsa szivveér Kecel 2005
P495 hazikacsa szivveér Bocsa 2005
P519/1 hézikacsa maj Bécsa 2005
P520/4 hazikacsa szivveér Kelebia 2005
P522/1 hazikacsa szivveér Tazlar 2005
P531 pulyka tudé Dunatetétlen 2005
P538/1 hazikacsa maj Pusztavacs 2005
P547/1 hazikacsa szivvér Budapest 2005
P553/1 hazityuk szivvér Asotthalom 2005
P553/2 hazityuk szivvér Asotthalom 2005
P555/2 hazikacsa maj Bécsa 2005
P558/1 pulyka szivvér Csolyospalos 2005
P558/2 pulyka szivvér Csoélyospalos 2005
P558/3 pulyka szivvér Csolyospalos 2005
P559 hazikacsa szivvér Gyula 2005
P568/1 pulyka szivvér Rém 2006
P568/2 pulyka szivvér Rém 2006
P577 pulyka tudé Ersekcsanad 2006
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25. tablazat: A madar-eredetl P multocida torzsek antibiotikum-rezisztencia mintazata

Torzsek szama Rezisztencia Mérsékelt rezisztencia
5 ° ' -
@ 2 ] APR
2 1 - TE
2 9 ) £
S
N 7 - APR, E
"'” 1 ; APR, N, E
2 S3 -
1 APR TE,E
1 OA UB, S3
1 S3 TE, E
2 UB, OA APR
1 UB, OA APR, E
2 UB, OA APR, E, ENR
3 UB, OA ENR, SXT, S3
1 APR, UB, OA ENR
§ 2 APR, UB, OA, S3 SXT
£ 1 APR, TE, OA, S3 UB
‘é 1 APR, ENR, UB, OA E
g 1 UB, OA, SXT, S3 APR
2 1 UB, OA, SXT, S3 APR, E
& 2 APR, UB, OA, SXT, S3 -
1 APR, UB, OA, SXT, S3 E
1 APR, DO, TE, UB, OA E, ENR, SXT, S3
1 APR, UB, OA, S3, P E, ENR
1 N, UB, OA, SXT, S3 APR, E
2 N, TE, UB, OA, SXT, S3 DO
2 N, TE, UB, OA, SXT, S3 APR, E
1 APR, N, TE, UB, OA, SXT, S3 DO
1 APR, N, DO, TE, UB, OA, SXT, S3 E
1 APR, N, FFC, TE, OA, SXT, S3,P DO
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ényében

27. tablazat: A P. multocida térzsek antibiotikum-rezisztencia mintazata a az izolalasi id6 fuggv
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7. abra: A 61 baromifi-eredetld P. multocida ERIC-PCR modszerével generalt ujjlenyomat-
mintazatanak szamitogépes 6sszehasonlitasaval szerkesztett UPGMA (unweighted
pair-group method using arithmetic averages) dendrogram. A skala a szazalékos
hasonlosagot jelzi. Roviditések: B:pézsmaréce; F:facan; K:kacsa; L:liba; P:pulyka;
T:tyuk

13. abra: A 61 baromifi-eredetld P multocida ompH génen PCR-RFLP vizsgalatban nyert
hasitasi-mintazatainak dsszefliggése a térzsek szeroldgiai sajatsagaival és az ERIC-
PCR Aaltal kialakitott klaszterekkel. A skala a szazalékos hasonlésagot jelzi.
Roviditések: B:pézsmaréce; F:facan; K:kacsa; L:liba; P:pulyka; T:tyuk
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13.abra
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11 Készdnetnyilvanitas

E helyen szeretnék kdszénetet mondani témavezetdmnek, Dr. Magyar Tibornak, az
MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézete igazgatojanak, aki az altala vezetett Légz6szervi
bakteriologia témacsoportban helyet biztositott szamomra, és ezzel lehetévé tette a
disszertacio elkészitését. Koszonettel tartozom a témavalasztasban és kidolgozasban
nyujtott segitségéért, szakmai tanacsaiért, valamint mind a dolgozat, mind a munkam soran
elkészilt egyéb publikaciok értékének ndvelése érdekében tett észrevételeiért és kritikaiért.

Halas koOszonettel tartozom Dr. Varga Zsuzsanna kolleganémnek, aki szakmai
szemléletemet formal6 tanacsai mellett a laboratériumi munka soran is mindig segitségemre
volt, mindvégig hitt bennem és a munkank sikerében.

Koszonet illeti Dr. Wehmann Eniké kolleganémet, aki a munkam soran felmerdld,
molekularis modszereket érinté problémak megoldasaban és az ezzel kapcsolatos
szamitdgépes alkalmazasok elsajatitasaban nyujtott segitd kezet.

Tovabba, készéném témacsoportunk tébbi tagjanak, Hegediis Evanak, Schihlgruberné
Oryszcsak Katalinnak, Khayer Bernadettnek és Dr. Szabé Rékanak, hogy szikség
szerint gyakorlati és elméleti kérdésekben segitségemre voltak.

Koszonettel tartozom Dr. Ivanics Evanak, Juhaszné Dr. Kaszanyitzky Evanak és
Samu Péterné Dr. Szentesi Katalinnak, az MgSzH Ko&zpont Allategészségligyi
Diagnosztikai Igazgatésag munkatarsainak az osztalyukon izolalt P. multocida térzsek
rendelkezéslinkre bocsatasaért, és az az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatok elvégzése
soran nyujtott segitséguikért. Végil, de nem utolsé sorban, k&széném Dr. Négrady
Noéminek, az ERIC-PCR ujjlenyomat-mintazatok szoftveres kiértékelésében és Dr. Banyai
Krisztiannak a szekvenalasban és az allél-specifikus PCR kidolgozasaban nyujtott szakmai

segitségeét.
Es halas kdszonet, név nélkil, mindazoknak, csaladom tagjainak, baratoknak, akik talan

a lehetd legtobbet tették értem e nehéz feladat soran, soha nem szlintek meg bizni bennem

és mindig hatartalan tiirelemmel voltak irantam.
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