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Osszefoglalas

A Pasteurella multocida egy vilagszerte el6forduld baktériumfaj, mely szamos madar és
eml6sfajt képes megbetegiteni. A kialakul6 tlinetek sulyossaga fligg a betegséget okozé
baktériumtorzsek virulenciajatdl és a kornyezeti tényezktdl, azonban a korokozo széles kord
elterjedtsége miatt a megbetegedések komoly gazdasagi karokat okozhatnak.

Munkank célja a kulénb6zd gazdafajokbdl izolalt és eltér foldrajzi terlletekrél szarmazo
P. multocida térzsek feno- és genotipizald6 modszerekkel torténd jellemzése volt, valamint a
korokozo antibiotikum-rezisztencia viszonyainak vizsgalata.

A vizsgalatokba bevont torzseket fajspecifikus polimeraz lancreakcid (PCR)
segitségével azonositottuk, majd fenotipusos tulajdonsagaikat vizsgaltuk. PCR-ek
alkalmazasaval vizsgaltuk a térzsek buroktipusat, valamint lipopoliszacharid (LPS)
genotipusat is, utdbbit egyes esetekben agargél precipitacios modszerrel végzett szomatikus
szerotipus meghatarozassal is kiegészitettik. A kilénb6zd buroktipus : LPS genotipus
kombinacidk el6fordulasat a gazdafajokra lebontva is meghataroztuk. A P. multocida toxint
kédolod foxA génszakaszt csak sertés és kiskérddzd eredetl térzsekben tudtuk kimutatni. A
P. multocida feltételezett virulenciafaktorainak vizsgalata soran &6sszesen 13 kilénb6z6
virulenciagén profilt tudtunk azonositani, melyek kevés kivétellel csak egy-egy gazdafajra
voltak jellemzéek. Az ompA génszakasz szekvencia elemzése soran 6sszesen 25 egyedi, de
kozeli rokonsagot mutatoé szekvencia tipus volt elkildnithetd, melyek kilenc klasztert alkottak.
Ezek Osszefuggést mutattak a virulenciagén profilokkal és a térzsek gazdafaji eredetével.
Részletesen vizsgaltunk human esetekbdl izolalt P. multocida térzseket is, melyek feno- és
genotipusos tekintetben is nagyobb valtozatossagot mutattak.

A P. multocida altal okozott, eddig hazankban nem tapasztalt megbetegedés kéroktanat
vizsgaltuk haztagji sertésallomanyokban. Harom, kulonb6z6 allomanybdl szarmazoé
baktériumtorzset P. multocida ssp. multocidaként hataroztunk meg. A torzsek mindegyike B
buroktipusunak és 2-es szomatikus szerotipusunak bizonyult. A Multi-host multi-lokusz
szekvencia tipizalas (MLST) vizsgalat soran kapott adatok alapjan egy Uj szekvencia tipust
(ST61) irtunk le. A RIRDC MLST séma alkalmazasaval a vizsgalt térzseket a vérzéses
vérfert6zést okozé P. multocida torzsekre jellemz6 122-es szekvencia tipusba soroltuk be.
Harom évvel késébb szarvasmarha vérzéses veérfertézés esetekbdl szarmazé P. multocida
torzseket vizsgaltunk. A megbetegedés egy telepre korlatozodott, foldrajzilag ~130 km-re
nyugatra a sertésekben leirt esetek azonositasi helyétél, és nem volt ismert kapcsolat a
telepek kdzott. Az allomanybdl szarmazé baktériumtdrzseket a vérzéses vérfertézés esetekre
jellemzé B buroktipussal és 2-es szerotipussal rendelkezd P. multocida ssp. multocidaként

hataroztunk meg. A Multi-host MLST vizsgalat soran kapott adatok alapjan egy Uj szekvencia



tipust (ST64) irtunk le, mely egy allélban tér el (aroA) a haztaji sertésekben azonositott ST61-
toél.

A P. multocida toérzsek antibiotikum-érzékenységét korongdiffuzios modszerrel
hataroztuk meg. Vizsgalataink alapjan a térzsek nagy tébbsége érzékeny volt florfenikolra
(98,7%), kloramfenikolra (93,7%), ampicillinre (91,8%), penicillinre (91,1%), enrofloxacinra
(88,6%) ceftiofurra (88%), tulatromicinre (79,1%), tetraciklinre (86,7%), tiimikozinra (86,1%),
és doxiciklinre (82,9%). A gentamicin, eritromicin, sztreptomicin és nalidixsav kevésbé
bizonyultak hatékonynak (44,9%, 23,4%, 27,2% és 13,9% rezisztencia), ugyanakkor a
mérsékelten érzékeny térzsek aranya magas volt eritromicinre (71,5%) és gentamicinre
(32,3%) is. A torzsek nagy szamban rezisztensek voltak apramicinnel (87,3%), klindamicinnel
(97,5%) és szulfonamidokkal (97,5%) szemben. Az adatokat gazdafajokra lebontva is
kiértékeltik. Egy borjubdl izolalt multirezisztens P. multocida torzset részletes vizsgalatba
vontunk. A torzset az A buroktipusba, a 3-as Heddleston szerotipusba és a 9-es biotipusba
soroltuk be. A RIRDC MLST vizsgalatban a toérzs 79-es szekvencia tipusunak bizonyult. A MIC
tesztek alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt térzs rezisztenciat mutatott sztreptomicinnel,
tetraciklinnel, doxiciklinnel, eritromicinnel, klindamicinnel, kloramfenikollal, szulfametoxazollal,
enrofloxacinnal, és nalidixsavval szemben. A vizsgalt térzs nem rendelkezett plazmiddal.
Masrészt, dsszhangban a fent ismertetett antibiotikum rezisztencia fenotipussal, PCR reakciok
segitségével sikeresen ki tudtuk mutatni a kloramfenikol (catAlll), szulfonamid (sulll),
sztreptomicin (strA), és tetraciklin (tetB) rezisztencia kialakitasaért felelés génszakaszokat. A
kinolon rezisztencia kialakitasaért felelés pontmutaciét is azonositottunk a topoizomeraz IV
(parC) génszakasz szekvencia analizisével, mely a 84-es kodon aminosav cseréjét jelentette
(Glu — Lys). A makrolid- és linkozamid rezisztencia kialakitasaért felel6s rezisztencia géneket
nem tudtuk azonositani a tesztelésre kivalasztott PCR reakcidkkal. Az ICEPmu1 mobilis

genetikai elemmel asszocialt géneket célzé6 PCR reakcidkban is negativ eredményt kaptunk.



Summary

Pasteurella multocida is a widespread bacterial species that can infect several avian and
mammalian species causing severe economic losses to animal husbandry. The severity of the
symptoms depends on the virulence of the disease causing strains and various predisposing
environmental factors.

The aim of our work was to characterize P. multocida strains isolated from different host
species and from different geographical regions by phenotyping and genotyping methods, and
to investigate the antibiotic resistance patterns of the pathogen.

The strains involved in our study were identified by species-specific polymerase chain
reaction (PCR), and their phenotypic properties were also examined. The capsular type as well
as the lipopolysaccharide (LPS) genotype of the strains were examined using PCRs, the latter
with the addition of somatic serotyping by agar gel precipitation in some cases. The presence
of different capsular type : LPS genotype combinations and its relationship to host species
were also determined. The toxA gene encoding P. multocida toxin could only be detected in
strains of porcine and small ruminant origin. Examining the putative virulence factors of
P. multocida, we were able to identify 13 different virulence gene profiles, which, with a few
exceptions, were characteristic to only one host species. Sequence analysis of the ompA gene
distinguished a total of 25 unique but closely related sequence types, forming nine clusters.
These were associated with virulence gene profiles and host species. We also examined
P. multocida strains isolated from human cases in detail, which showed greater diversity in
both phenotypic and genotypic aspects.

The pathology of a disease caused by P. multocida in backyard pigs, which has not been
experienced in Hungary before, was studied in detail. Three bacterial strains from pigs in
different yards were classified as P. multocida ssp. multocida. Each strain proved to be
capsular type B and somatic serotype 2. Based on the data obtained by Multi-host multi-locus
sequence typing (MLST), a new sequence type (ST61) was described. Using RIRDC MLST
scheme, the tested strains were classified into sequence type 122, characteristic of
P. multocida strains causing haemorrhagic septicaemia. Three years later, P. multocida strains
from bovine haemorrhagic septicaemia cases were examined. The disease was limited to one
farm, geographically 130 km west of the site of identification of the cases described in pigs,
and there was no known connection between the farms. Bacterial strains from the herd were
defined as P. multocida ssp. multocida. Based on the data obtained with Multi-host MLST, a
new sequence type (ST64) was described that differed in one allele (aroA) from ST61 found
in backyard pigs.

Antibiotic susceptibility of P. multocida strains was determined by the disk diffusion

method. The vast majority of strains were sensitive to florfenicol (98,7%), chloramphenicol
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(93,7%), ampicillin (91,8%), penicillin (91,1%), enrofloxacin (88,6%), ceftiofur (88%),
tulathromycin (79,1%), tetracycline (86,7%) tilmicosin (86,1%) and doxycycline (82,9%).
Gentamicin, erythromycin, streptomycin and nalidixic acid were less effective (44,9%, 23,4%,
27,2 and 13,9% resistance), while the proportion of moderately susceptible strains was also
high for erythromycin (71,5%) and gentamicin (32,3%). A large number of strains were
resistant to apramycin (87,3%), clindamycin (97,5%), and sulfonamides (97,5%). Data were
also evaluated by host species. A multidrug-resistant P. multocida strain isolated from a calf
has been studied in detail. The strain was classified into capsular type A, Heddleston serovar
3, and biovar 9. By RIRDC MLST, the strain was found to be sequence type 79. Based on MIC
tests, the isolate was found to be resistant to streptomycin, tetracycline, doxycycline,
erythromycin, clindamycin, chloramphenicol, sulfamethoxazole, enrofloxacin, and nalidixic
acid. The isolate had no plasmid. On the other hand, according to the antibiotic resistance
phenotype described above, we were able to successfully detect genes responsible for the
development of resistance to chloramphenicol (catAlll), sulfonamide (sulll), streptomycin
(strA), and tetracycline (tetB) by PCR reactions. A point mutation responsible for the
development of quinolone resistance was also identified by sequence analysis of the
topoisomerase IV (parC) gene region, which resulted an amino acid substitution at codon 84
(Glu — Lys). The genes responsible for the development of macrolide and lincosamide
resistance could not be identified by the PCR reactions selected for testing. PCR reactions

targeting genes associated with the ICEPmu1 mobile genetic element were also negative.



1. Bevezetés

A Pasteurella multocida egy vilagszerte el6forduld, Gram-negativ baktériumfaj, mely
szamos madar- és emldsfaj megbetegitésére képes. A légutak nyalkahartyajan megtelepedd
patogén valtozatos, sokszor a gazdafajra jellemzd betegségek kialakitasaért felelés. Az altala
okozott legismertebb korképek kézé tartozik a baromfikolera, a sertések torzité orrgyulladasa,
valamint a szarvasmarha és bivaly vérzéses vérfert6zése. Opportunista korokozoként gyakran
szerepel a kér6dz6k (szarvasmarha, juh, kecske), a 16 és a sertés tudégyulladassal jaro
megbetegedéseiben, valamint a nyulak pasteurellosisanak kialakitasaban. A kérokozo a hazai
allatallomanyokban jelent6s gazdasagi karokat okoz napjainkban is, ezért a betegségek
megelézéseben a hajlamosité tényez6k minimalizalasa, tovabba az adott régidban eléforduld
virulens P. multocida térzsek részletes ismeretén alapulé vakcina valasztas is kiemelt
jelentdségu.

A P. multocida térzsek nagyfoku valtozatossagot mutatnak feno- és genotipusos
jellemzéik tekintetében is. A baktériumtoérzsek jellemzésének elsd lépését a hagyomanyos
biokémiai modszerekkel vald fajazonositas, a cukrok- és cukoralkoholok fermentaciéjan
alapulo biotipus elklilonités, illetve a burok és a sejtfal antigének alapjan torténd szerolégiai
besorolas képezi. Munkank elsédleges céljaként hazai izolalasu torzsek részletes jellemzését
valasztottuk, szeroldgiai, biokémiai és molekularis bioldgiai eljarasok segitségével. A korokozé
azonositasa fajspecifikus polimeraz lancreakciéval (PCR), az egyedi (kmt1) génszekvenciara
tervezett oligonukleotidok segitségével gyors és biztos mddszert jelent. Tovabbi, PCR és
szekvencia alapu modszerekkel a torzsek differencialasa, a koztik lévd filogenetikai
kapcsolatok feltarasa és jarvanytani nyomozas is megvalosithatd. A torzsek diverzitasanak
vizsgalata mellett a kilénbdz6 korképekbdl szarmazo izolatumok kozotti kuldnbségeket is
szerettik volna feltarni. Tovabbi célunk volt a betegség kialakitasaért felelés virulens
torzstipus(ok) azonositasa. Napjainkban egyre aggasztobb méreteket 6lt az antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia terjedése, ezért a P. multocida térzsek antibiotikum-rezisztencia
vizsgalata és a mogotte all6 genetikai hattér felderitése is szerepelt a terveink kozott. A
P. multocida szamos virulenciafaktorral rendelkezik, melyek koézott a sertések torzitd
orrgyulladasaért felelés toxintermelés, valamint a gazdaszervezet Kkolonizacidjaban
kiemelked6 szerepl adhezinek is szerepelnek. Az adhézidért felel6s strukturak feltarasa
napjainkban a P. multocida kutatasok egyik alapvetd iranyvonalat jelenti, igy munkankban a
fenti folyamatokkal kapcsolatba hozhatd virulenciagének vizsgalatara is nagy figyelmet
forditottunk.

Eredményeink hasznos informaciokat nyujthatnak a hazai sertés és szarvasmarha
allomanyokban jelen |év6, fébb térzstipusok virulenciafaktorainak és gazdafaj-specifitasanak

tekintetében is. A kutatas eredményei a tudomanyos ismeretek bévitése mellett a szamottevé
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gazdasagi veszteségeket okozd megbetegedések korszeriibb és hatékonyabb
diagnosztikajanak, valamint uj, a torzsek részletes ismeretén alapuld védekezési eljarasok

kidolgozasanak is alapfeltételét jelenthetik.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Torténet

A Pasteurellaceae csaladot nagyszamu, Gram-negativ baktérium alkotja, melyek madar-
és emldsfajok fels6é léguti nyalkahartyain, féként fakultativ korokozéként fordulnak elé. A
Pasteurella nemzetség nevét Trevisantol kapta 1887-ben, aki ily médon fejezte ki tiszteletét a
baromfikolera elleni immunizacid lehetéségeit kutatdé Louis Pasteur el6tt. A nemzetség
tipusfaja a P. multocida, amely genetikailag nem egységes. A fajon belll harom alfajt —
P. multocida subsp. multocida, P. multocida subsp. septica, és P. multocida subsp. gallicida —
sikertlt elkiloniteni a DNS-DNS hibridizacioval végzett taxondmiai vizsgalatok segitségével
(Mutters és mtsai., 1985). A genuson bellili valtozasok a www.bacterio.net/Pasteurella.html
webcimen kovetheték nyomon. A kilénb6zd alfajokba tartozé térzsek fermentacios
sajatsagaikban is eltérést mutatnak. A septica alfaj a szorbit fermentacios képesség
hianyaban, mig a gallicida alfaj a dulcit fermentacié meglétében tér el a multocida alfajtél (1.
tablazat).

Gazdafajtol flggetlenldl leggyakrabban P. multocida subsp. multocida toérzsek
izolalhaték, de az alfajok jarvanytani jelentésége jelenleg nem tisztazott. Raadasul, a 16S
rRNS génjének és az alapvetd cellularis miikddések szempontjabdl kulcsszerepet jatszd
haztartasi gének 6sszehasonlité szekvencia elemzése mara mar csak két taxondmiai egység
— a multocida és gallicida alfajt magaba foglal6 komplex csoport, valamint a septica alfaj —
létezését tamasztja ala a fajon belll (Blackall et al., 1998, Christensen et al., 2004, Sellyei et
al., 2012).

1. tablazat: Az alfajok elkilonitése fermentaciés sajatsagaik alapjan. (Mutters és mtsai. 1985)

Alfaj dulcit  szorbit
subsp. multocida - +
subsp. gallicida + +

subsp. septica - -
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2.2. A koérokozé tulajdonsagai

A P. multocida Gram-negativ, nem mozgo, sporat nem képz6, 1,0-2,0 um hosszu, 0,3-
1,0 um atmérdjl, gémb (coccus), vagy rovid palca alaku baktérium. Kenetekben a sejtek
egyesével, ritkdn parosaval, esetleg lancokba rendezddve fordulnak eld. Festédése olykor
bipolaris.

5%-0s juhvéres taptalajon tenyésztve 24 6ra utan a buroktermelés meglététdél vagy
hianyatol figgéen nyalkas, sima felszin(i vagy szaraz, rogos, szurkésfehér, kor alaku, 0,5-2
mm atméréji telepeket képez (Mutters és mtsai., 2005). Nem hemolizal, telepei az indol
termelésnek készdnhetden jellegzetes vadgesztenye szagot arasztanak. A buroktermeléssel

rendelkezd torzsek ferdén atesd fényben irizélnak (1. abra) (Heddleston és mtsai., 1964).

1. abra. Irizal6é P. multocida tenyészet atesé fényben

A hagyomanyos biokémiai probakban a torzsek oxidaz és katalaz pozitivak. Fajszint(
azonositasukra a pozitiv indol, nitrat, glikéz, szachardz reakcio, illetve az ureaz aktivitas
hianya szolgal. A torzsek tobbsége pozitiv reakciét ad tovabba fruktéz, galaktéz, mannit,
mannoz, riboz, és ornitin-dekarboxilaz prébaban. A laktéz, maltéz, arabindz, fukdz, trehaldz,
xiléz, dulcit és szorbit hasznositasa térzsenként eltérd lehet (Mutters és mtsai., 2005). A
torzsek valtozatos fermentacids képességeit a jellemzéshez széles kézben felhasznaljak. A
manapsag alkalmazott rendszert nagyszamu baromfi és sertés eredetli t6rzs vizsgalata
eredményeképpen allitottak fel (Fegan és mtsai., 1995, Blackall és mtsai., 1997), mely a
fermentacios mintazat alapjan a térzsek 13 biotipusat (1-10, 12-14) kllénbdzteti meg (2.
tablazat). Korabbi biotipus vizsgalatok azt mutatjak, hogy gazdafajtdl fliggetlentl a harmas
biotipus eléfordulasa a leggyakoribb (Varga és mtsai., 2007, Ekundayo és mtsai., 2008, Stahel
és mtsai., 2009, Muhldorfer és mtsai., 2011).
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2. tablazat: A szénhidrat és cukoralkohol-fermentacios mintazat alapjan definialt biotipusok
(Fegan és mtsai., 1995, Blackall és mtsai., 1997, Townsend és mtsai., 1998a)

Biotipus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12 | 13 | 14
Ornitin + + + + + + + + - + + + N N
Arabin6z - - - - - - - + - - + - - -
Laktoz - - - - - - - - - - - + . +
Maltéz - - - - - - - - - + - - - -
Trehal6z - + - + - - + - + + - - - -
Xiléz - + + - + - + + + + - + + +
Dulcit - - - - - - - + - - - - - -
Szorbit + + + + - - - + + - + + + +

multocida
Alfaj multocida ?

septica

gallicida
multocida

septica

A P. multocida megbetegitdé képességét szamos lehetséges virulenciafaktorral hozzak
Osszefluggésbe. Ezek kozul kiemelt jelentéségi a sejtfal lipopoliszacharid rétege és a sejtet
korulvevdé mukopoliszacharid burok, melyeken a jelenleg is altalanosan hasznalt szeroldgiai
besorolas alapszik. A P. multocida torzsek lipopoliszacharid antigénjei alapjan 16 szomatikus
szerotipus kuldnithetd el (Heddleston és mtsai., 1972). Az 1-es és 3-as szerotipus eléfordulasa
madarakban gyakori (Samuel és mtsai., 2008), a 2-es és 5-0s szerotipusok pedig a kérédzdk
vérzéses veérfertézés eseteire jellemzéek (De Alwis, 1992). A sertések és szarvasmarhak
tidégyulladasos korképeit leggyakrabban 3-as szerotipusu térzsek idézik elé (Dabo és mtsai.,
2007). A P. multocida térzsek szomatikus szerotipusanak meghatarozasa tébbféle modszerrel
torténhet. Az agargél precipitaciés probaban szerotipus specifikus immunsavok hasznalataval
mind a 16 tipus elkiilénitheté egymastdl (Heddleston és mtsai., 1972). Ujabban egy 8 LPS
genotipus elkuldnitésére alkalmas molekularis modszert is leirtak (Harper és mtsai., 2015).

A P. multocida burkat felépitd mukopoliszacharidok 6tféle buroktipus (A, B, D, E, és F)
elkllonitését teszik lehetdévé (Carter, 1955). A P. multocida buroktipusanak meghatarozasara
egy multiplex PCR reakcié hasznalatos (Townsend és mtsai., 2001). A buroktipusok és a
megbetegedések, illetve a gazdafajok bizonyos esetekben O&sszefliggésbe hozhatdk
egymassal. A tidégyulladasos megbetegedésekért leggyakrabban az A buroktipusu térzsek
tehet6k felel6ssé. A toxint termeld D, illetve az utébbi id6kben egyre gyakrabban megjelend A
buroktipussal rendelkezé torzsek a sertések torzito orrgyulladasanak kialakitasaban jatszanak
dontd szerepet. Az elséként pulykakbdl izolalt F buroktipusu térzsek mas baromfifajokban és

nyulakban is leirasra kerultek. A kér6dz6k szubtropusi tertleteken endémias megbetegedését,
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a vérzéses veérfertézést B és E buroktipusu P. multocida térzsek idézik el (De Jong és
Nielsen, 1990, Confer és mtsai., 1996, Wilkie és mtsai., 2012).

A P. multocida ezen felll szamos feltételezett virulenciafaktorral is rendelkezik (Harper
és mtsai., 2006) melyek hozzajarulnak a gazdaszervezethez térténé adhézidhoz, majd a
kolonizacioban és az invazidban is segitik a kérokozot. Ezek kdzé tartoznak az adhezinek, a
P. multocida toxin (PMT), a vaskotd fehérjék, extracellularis enzimek (pl. neuraminidaz) és a
kils6 membran fehérjék (Harper és mtsai., 2006). A kildonbdz8 virulenciaban szerepet jatszo
gének kimutatdsa alkalmasnak bizonyult a P. multocida térzsek tipizalasara, és ezek a
virulenciafaktorok egyben fontos epidemioldgiai markerek az izolatumok patogenitasi
potencialjanak felismeréséhez (Ewers és mtsai., 2006; Atashpaz és mtsai., 2009; Garcia-
Alvarez és mtsai., 2017). Ezek koézil a legfontosabbak az adhezinek (fimbriak, filamentézus
haemagglutinin), a P. multocida toxin (PMT), a szialidazok, a vaskotd fehérjék és a kilsé
membran fehérjék (Ruffolo és mtsai., 1997, Ewers és mtsai., 2006, Fuller és mtsai., 2000,
Geme és Cutter, 1995, Tang és mtsai., 2009).

2.3. Jarvanytan
2.3.1. A szarvasmarhak légzdszervi megbetegedése

A szarvasmarhak légzészervi megbetegedés-komplexe (bovine respiratory disease
complex, BRDC) vilagszerte jelent6s allat-egészségligyi problémat jelent. A P. multocida az
egyik leggyakrabban izolalt baktériumfaj a tlinetegylttes kialakitasaban szerepet jatszé
korokozok kozil. A BRDC egy Osszetett koroktanu betegség, melyet a kornyezeti és
gazdaszervezettel kapcsolatos tényezdk, valamint a koérokozdék kozotti kdlcsdnhatasok
egyuttesen idéznek el6. A jarvanyesetek megjelenése a hazai és a nemzetkézi allomanyokban
is jelentés gazdasagi veszteségekkel jard allat-egészségiigyi problémat jelent (Ozsvari és
mtsai., 2012). A tlnetegylttes kialakulasaban a fert6z6 agensek (virusok és baktériumok)
mellett igen fontos szerepet jatszanak nem fert6z6 eredetl hajlamositd tényezdk is. Ez
utobbiak kozott az allat kora, makro- és mikroklima anomaliak és tartastechnoldgiai hibak
(tulzsufoltsag, higiéniai és takarmanyozasi elégtelenség, szallitasi stressz) emlitheték
els6sorban. Ezek a tényez6k gyengitik a gazdaszervezet védekez6é mechanizmusait, ami
noveli az allatok fertézésekkel szembeni érzékenységét (Ozsvari és mtsai., 2015). A betegség
kialakulasara |épcsézetes felépités jellemzé. Altalaban egy virusferté6zés nyit utat a stlyos
Iégz8szervi tlneteket el6idézd baktériumfajok szamara. A korkép kialakitasaban szerepet
jatszo virusok kozil a legjelentésebbek a parainfluenza-3 virus, a respiratory syncytial virus,
az 1-es tipusu szarvasmarha herpeszvirus, valamint egyes adeno- és reovirusok (Ellis, 2001,
Richer és mtsai., 1988). A baktériumok kézil a Mannheimia haemolytica, a P. multocida, a
Histophilus somni, a Mycoplasma bovis, a Mycoplasma dispar és a Chlamydia psittaci jatszik

kiemelt szerepet (Ellis, 2001, Nicholas és mtsai., 2008, Twomey és mtsai., 2006, Griffin és
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mtsai., 2010). A BRDC és a P. multocida k6zétt fennallé kapcsolat a XX. szazad kdzepe 6ta
ismert (Carter, 1954), bar a baktérium pontos szerepe a kérkép kialakitasaban maig nem
tisztazott kell6képpen. Ennek oka, hogy hosszu ideig masodlagos koérokozéként, a felsd
légutak normal florajanak tagjaként tartottak szamon (Nikunen és mtsai., 2007).

A P. multocida altal el6idézett légzdszervi megbetegedések két jelentésebb formajat
kiloniti el a szakirodalom. A borjak tidégyulladasa (enzootic calf pneumonia) a 2-6 hénapos
borjakat érinti (Lillie, 1974, Dabo és mtsai., 2007). A fiatal allatok anyjuktdl fertéz6dnek, a
légutakon keresztul. A felnétt szarvasmarhakban jelentkezé korkép elnevezése szallitasi
betegség (shipping fever), mely az allatokat jelentésen megviseld szallitas, és az azt kovetd
keveredés utani napokban jelentkezik (Yates, 1982, Dabo és mtsai., 2007). A klinikai tiinetek
mindkét korcsoport esetében a levertséggel jard és fokozatosan sulyosbodé lazas allapot,
étvagycsokkenés, valamint orrfolyas, nedves kdhdgés, és gyors, fellletes 1égzés (Adams és
mtsai., 1959).

A M. haemolytica, a P. multocida és a H. somni a fels légutak normal flérajanak tagjai,
jelen vannak a nyalkahartyan. A hajlamosité tényez6k a gazdaszervezet védekezd
képességének meggyengullését eredményezik, egy ezt kovetd virusfertbézés pedig a
nyalkahartya karosodasat idézi el6. A M. haemolytica citotoxikus hatasa csokkenti az
alveolaris macrophagok fagocitald képességét. A nyalkahartya karosodasa és az
immunszuppresszio megteremtik a masodlagos fertézések lehetéségét. A tovabbi baktérium-
szaporodas hatasara a gyulladasos reakcio fokozodik, tidégyulladas és mellhartya-gyulladas
alakul ki, amely az allat elhulldsahoz is vezethet. A betegség el6rehaladasaval a hérgékben
és horgbécskékben nagyszamu neutrofil granulocita és macrophag jelenik meg, a nekrotikus
hamon pedig fibrines felrakdédasok alakulnak ki. Az alveolusokban falésejteket tartalmazo
exsudatum jelenik meg. A koros elvaltozasok koézott kruppos tliddgyulladas, fibrines
mellhartyagyulladas, fibrines szivburokgyulladas, savoshartyak alatti  vérzések, a
tid6szovetbe beszivargott fibrinogénben gazdag savé, valamint duzzadt nyirokcsomok is

megfigyelhetdk (Chengappa és mtsai., 1989, Dowling és mtsai., 2002, Dabo és mtsai., 2007).

2.3.2. A P. multocida okozta vérzéses vérfert6zés

A vérzéses vérfertézés egy heveny, és tébbnyire elhullassal végz6dé megbetegedés,
amely a szarvasmarha és bivalytartas egyik legtdbb gazdasagi kart okozé bakterialis
megbetegedése Azsiaban és Afrikaban. A B buroktipusu térzsek elsésorban Azsiaban, mig az
E buroktipusba tartozo térzsek féleg Afrikaban felelések a megbetegedésért (Dziva és mtsai.,
2008). A megbetegedés irant mas allatfajok igy a 16, szamar, elefant, bolény, sertés, juh,
kecske, nyul, egér és tengerimalac is fogékonyak (Soike és Schulze, 2011; Townsend és
mtsai., 1998a).
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A vérfertbzéses pasteurellosis el6fordulasa sertésekben meglehetésen ritka,
ugyanakkor sporadikus esetek a vilag minden tajan eléfordulnak. A B tipusu P. multocida altal
okozott heveny sertés pasteurellosis elsé részletes leirasa Murthy és Kaushik (1965) nevéhez
flz6dik, akik 1963 juliusaban, a monszunt koévetd idészakban 30 malacot érintd, 7 elhullassal
jaro esetrél szamoltak be Indiaban. Az izolatumokat B tipusu P. multocidaként azonositottak.
Minden esetben heveny korlefolyas volt megfigyelheté, mely par ératdl 2-3 napig terjedt.
Oxitetraciklinnel végzett kezelés hatasara a betegség 7-10 nap utan gyégyult. Az allatok a
vérzéses vérfertézés jellegzetes tuneteit mutattdk. Minden esetben laz (40.5-42.2°C) és
nehezitett légzés volt tapasztalhato. A toroktajék nagymértéki duzzanata, a bér diffuz lilas
elszinez8dése és kildndsen a flleken, a nyaki és a hasi testtajakon pontszerl vérzések
jelentek meg. Tovabbi jellegzetes elvaltozasként vizeny6s beszlir6déssel kisért heveny
garatgyulladast, valamint a tidében, a vesékben, a hérgdkorili és bélfodri nyirokcsomokban
bévérlséget és vizenyébt figyeltek meg. A savoshartyakon, valamint a bér alatti k6tészévetben
vérzések jelentek meg. Minden esetben megallapitottak heveny vérzéses gyomor-
bélgyulladast is. A maj és a lép nem mutatott elvaltozast. Indiaban sertés pasteurellosis esetek
az elsé leirast kovetd évtizedekben is rendszeresen el6fordultak. Pillai és mtsai. (1986) két
el6fordulasrdl is beszamoltak, de az izolalt P. multocida térzsek szerotipusat nem hataroztak
meg. Egy Verma és mtsai (2014) altal k6zolt esetben egy indiai sertéstelepen a heveny
vérfertézéses pasteurellosis 40%-0s elhullast eredményezett. 53 izolatumbdl 47-et sikerult
P. multocidaként azonositaniuk, melyeket a B:2-es szerotipusba soroltak. A sertéseket
megbetegitd B tipusu P. multocida indiai el6fordulasardl 1994-ben (Sriraman és mtsai., 1994),
és 2014-ben (Verma és mtsai., 2014) is jelentek meg kézlemények. A betegség sporadikusan
Malajziaban, Sri Lankan, Ausztraliaban és Viethamban is megjelent (Chandrasekaran és
Yeap, 1982; Gamage és mtsai., 1995; Mackie, 1996; Townsend és mtsai., 1998a).

Townsend és mtsai. (Townsend és mtsai., 1997) a genomban lévd ismétiédé
szekvenciakat azonositd REP PCR (repetitive sequence based polymerase chain reaction)
segitségével szarvasmarhabdl és sertésbdl izolalt B tipusu P. multocida térzseket vizsgaltak.
A kapott fragment-mintazatok eltértek az egyéb korképeket (pl. baromfikolerat) el6idézé
torzsektél, ugyanakkor egymassal megegyeztek. Ez alapjan a szerz6k genetikai kapcsolatot
feltételeztek a vérzéses vérfertézést okozd torzsek kodzott, fliiggetlenil a gazdafajtdl. A
kézleményben a toérzsek biotipusat is meghataroztdk. A homogén REP PCR fragment
mintazattal rendelkezé B tipusu térzsek mindegyike a 3-as biotipus fermentacids sajatsagait
mutatta: ornitin-dekarboxilaz aktivitassal rendelkezett, savat képzett xil6zbdl és szorbitbdl, de
nem volt képes az arabindz, a maltdz, a laktdz, a trehaléz és a dulcit hasznositasara.

A vérzéses vérfert6zés szorvanyos megjelenését évrél-évre szamos eurdpai orszaghol
jelentik be. Magyarorszag esetében utoljara 1970-ben tértént bejelentés a betegség

el6fordulasarol  (https://web.oie.int/hs2/sit mald freq pl.asp?c cont=4&c mald=39). A B
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tipusu P. multocida toérzsek okozta sertés-megbetegedés elsé eurdpai felbukkanasat 2009-
ben Spanyolorszagban igazoltak (Borge és mtsai., 2011). A betegség hét extenziven tartott
sertésallomanyt érintett az orszag déli részén, heveny koérlefolyassal és magas mortalitassal.
A vérzéses vérfert6zés tuneteit mutatd allatok 1-2 napos betegség utan hullottak el. A
korbonctani vizsgalattal vérzéseket, tudobdvériséget, és az allalatti tertlet boéralatti
kotészovetében vizenyét talaltak, amelyben korszdvettani vizsgalattal a neutrofil granulocytas
beszirédés és fibrinthrombusok mellett elhaldsos gocok voltak megfigyelheték. A
bakteriologiai vizsgalat soran B tipusu P. multocida torzseket izolaltak, melyek mindegyike a
szorbitot és xilozt bontani képes 13-as biotipus jellemz6it mutatta. A betegség 2010-ben
bukkant fel ujra Eurépaban (Soike és Schulze, 2011), az északkelet-németorszagi
Brandenburg és Szasz-Anhalt tartomanyokban. A megbetegedések halmozottan jelentkeztek
damvad, szarvasmarha és sertésallomanyokban. A fertézés sulyossagat jelezte, hogy az egyik
érintett szarvasmarha allomanyban néhany napon belll 82 allat, az allomany 22%-a, mig egy
hizésertés allomanyban 2 hét alatt 340 allat, az allomany 14%-a hullott el. A kérbonctani és
kérszovettani vizsgalatok vérzéses vérfertézésre jellemzd elvaltozasokat mutattak. Az izolalt
kérokozét B tipusu P. multocidaként hataroztak meg, majd multi-lokusz szekvencia tipizalas
[RIRDC (Rural Industries Research and Development Corporation) MLST] alkalmazasaval a
torzsek genotipizalasat is elvégezték (Subaaharan és mtsai., 2010). A szekvencia analizis az
izolatumokat a 122-es szekvencia tipusba sorolta, mely gazdafajtdl fiiggetlenll a vérzéses
vérfert6zést okozo torzsekre jellemzé, és vilagszerte elterjedt tipus (Petersen és mtsai., 2014).
A sertéseket érintd vérfertézéses pasteurellosis 2011-ben ismét megjelent dél-
Spanyolorszagban, egy kiilterjes viszonyok kozott tartott allomanyban (Cardoso-Toset és
mtsai., 2013). A betegség mintegy 800 valasztott malacot érintett, 70%-os morbiditassal és
95%-o0s letalitassal. Minden esetben kdhdgés, nehézlégzés, valamint a toroktajékon a bér lilas
elszinez6dése és elhalasos gyulladasa volt megfigyelhetd. A koérbonctani vizsgalat soran
tidéboéveriséget és vizeny6t, emellett vérzéseket is megfigyeltek. A korszdvettani vizsgalattal
sulyos, diffuz vizeny6t, valamint macrophag, lymphocyta, és neutrofil granulocytas
besziir6dést talaltak, amelyek a nyaki tajék zsirszovetében és a vazizomzataban is
el6fordultak. A tlidében bévériiség valamint peribronchiolaris és alveolaris ddéma volt
megfigyelhetd, tovabba monocytakbdl és neutrofil granulocytakbdl allé besziir6dést, valamint
fibrinthrombusokat és baktérium-embdlusokat talaltak. A garatmandulaban és a
nyirokcsomokban vérzések, és ugyancsak fibrinthrombusok voltak megfigyelheték
(Shivachandra és mtsai., 2011). A bakteriolégiai vizsgalatok soran B tipusu P. multocida
torzseket azonositottak, melyek fermentaltak a szorbitot, a laktozt, és a xilézt, de a dulcit, a
maltéz, az arabindéz, és a trehaléz bontasara nem voltak képesek, valamint ornitin-
dekarboxilaz aktivitassal sem rendelkeztek. A térzsek tovabbi vizsgalatara 6k is az MLST

modszerét hasznaltak (Davies és mtsai., 2004), mellyel egy Uj szekvencia tipust (ST47) irtak
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le. A rakovetkez6 2012-es évben Dél-Spanyolorszagban Ujra megallapitottak a
megbetegedést egy vadaskertben, ahol révid idén belll 23 vaddiszné pusztult el (Risco és
mtsai., 2013).

2.3.3. Torzité orrgyulladas

A torzitd orrgyulladas a sertések egyik jelentds megbetegedése, mely jelentds
gazdasagi veszteségeket okoz a tenyészték szamara. A malacok fert6z6dése koran, 1-2 hetes
korban torténik, és felsd léguti tlinetek (orrfolyas, tlisszogés, orrvérzés) megjelenését
eredményezi. Az orr csontjainak fejlédése zavart szenved, a betegség sulyos formaja az egyik
vagy mindkét oldali orrkagylo teljes elsorvadasahoz vezet. Ennek kovetkeztében az orr
megrévidll, vagy elcsavarodik a beteg oldal felé. A torzulas az allatok takarmanyfelvételének,
ezaltal sulygyarapodasanak csokkenését eredményezi. Az orr szliréfunkcidjanak hianyaban a
masodlagos fert6zések veszélye is megemelkedik. A betegség progredialé formajanak
kialakulasaban két baktériumfaj, a toxikus P. multocida és a Bordetella bronchiseptica
szinergista kdlcsOnhatasa jatszik szerepet. Az orrjaratban elséként a B. bronchiseptica toxikus
torzsei telepednek meg, ahol gyulladast idéznek eld, ami létrehozza a toxikus P. multocida
szamara megfelel6 kolonizacids feltételeket. A kdrokozok elszaporodasat kdvetéen toxinjaik
idézik el6 az orrkagylok teljes elsorvadasat. A nem-progrediald forma esetében csak
B. bronchiseptica térzsek vannak jelen, és altalaban enyhébb elvaltozasokat idéznek eld

(Pedersen és mtsai., 1988; De Jong és Nielsen, 1990; Magyar és Lax, 2002).

2.3.4. Baromfikolera

A baromfikolera egy széles korben elterjedt megbetegedés, melyre az 6sszes madarfaj
fogékony, és a pulykak kiuléndsen érzékenyek ra. Féként A buroktipusu P. multocida térzsek
tehet6k feleléssé a megbetegedés kialakitasaért, de pulykak esetében F buroktipusu
torzsekrdl is beszamoltak (Wilkie és mtsai., 2012). A baromfikolera terjeszti elsésorban a
betegséget atvészeld egyedek, és az allomanyokon bellli terjedésében kdzrejatszhatnak az
itatévalyuk vagy tavak is (Pabs-Garnon és Soltys, 1971). A fert6z6dés féként a felsd légutak
nyalkahartyan keresztll torténik, a virulens baktériumtérzsek kolonizaciéjat koévetéen a
kérokozd a légzsakok és a tudé felé terjed. A betegség késébbi stadiumaiban szisztémas
fert6zés alakulhat ki. A kérlefolyas néhany 6ra és néhany nap kozoétti idétartamu lehet, perakut
esetben a betegség elsd jele a hirtelen elhullas. A Klinikai tlinetek kézott szerepel az
étvagytalansag, bagyadtsag, laz és az orrfolyas, tovabba kohdgés és nehézlégzés. A
morbiditas és mortalitds igen magas lehet a betegséget el6idézd P. multocida torzs
virulenciajatél figgden. A betegségbdl kigydgyult madarakban exudativ artritisz alakulhat ki a

lab vagy a szarny izlleteiben (Wilkie és mtsai., 2012).
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2.3.5. Hazinyulak pasteurellosisa

Az egészséges hazinyulak jelentds része a felsé léguti nyalkahartyak fellletén hordozza
a koérokozét, azonban hajlamositd tényez6k jelenlétében megbetegedés is kialakulhat. A
hazinyulak pasteurellosisa akut és krénikus formaban egyarant el6fordulhat, mely sulyos tidé-
és/vagy mellhartya gyulladashoz is vezethet (Glavits és Magyar, 1990). A betegsége jellemzé,
hogy a fels6 Iégutak nyalkahartyajat A vagy D buroktipusu P. multocida térzsek kolonizaljak
leggyakrabban. A nyulak tarsaiktdl koézvetlendl fertéz6dhetnek, ugyanakkor a
B. bronchiseptica is szerepet jatszhat a korkép kialakitdsaban. Az elsé klinikai tiinet az
orrfolyas, a betegség el6rehaladasaval parhuzamosan azonban a kohogés, a laz, és a

nehezitett Iégzés is megjelenhet (Wilkie és mtsai., 2012).

2.3.6. A P. multocida zoondtikus potencialja

A P. multocida, amely tobbek k6zott a kutyak és macskak felsé léguti mikroflorajat alkotd
baktériumfajok kézé tartozik (Griego és mtsai., 1995), zoonétikus potenciallal is rendelkezik
(Magyar és Lax, 2014). P. multocida okozta human megbetegedésekrél a szakirodalomban is
beszamoltak az utébbi évtizedekben (Weber és mtsai., 1984; Kimura és mtsai., 2004; Wilson
és mtsai., 2013). Az emberek leggyakrabban a kedvtelésbdl tartott haziallatoktdl szerzett
sérilések (harapas vagy karmolas) utjan fertéz6dnek, (Weber és mtsai., 1984; Kimura és
mtsai., 2004). A sérllés helyén kialakuld sebfert6zés a leggyakoribb klinikai kép, melyet a
P. multocida emberben el6idéz, de ezen kivil kialakulhat izGletgyulladas, talyogképzédés,
kotdszoveti  gyulladasok, nyirokérgyulladas, agyhartyagyulladas, szivburokgyulladas,
tidégyulladas vagy szepszis is (Liu és mtsai., 2003; Abrahamian és Goldstein, 2011). A
szisztémas fert6zések elsésorban a legyengult immunrendszeri embereket érinthetik (Wilkie
és mtsai.,, 2012). Az allati harapasok okozta sebfert6zéseket a Pasteurella canis és a
Pasteurella dagmatis is okozhatja, de a Pasteurella genus tagjai kdzal a P. multocida
izolalhaté a leggyakrabban a human megbetegedésekbdl (Holst és mtsai., 1992). Korabbi
kdzleményekben a pulzalé mezeji gélelektroforézis modszerével (PFGE) meg tudtak erdsiteni
a P. multocida allatok és emberek kdzotti zoonotikus terjedésének lehetéségét (Liu és mtsai.,
2003; Satomura és mtsai., 2010).

2.4. Korjelzés

Bar a tlinetek és a kérbonctani elvaltozasok gyanut kelthetnek, a biztos diagnézishoz a
kérokozé kimutatasa szikséges. A P. multocida a légutak valamennyi szakaszabdl, de
leggyakrabban a gyulladasos tidétertletbél izolalhato. A baktériumot a gyorsabban szaporodé
fajok tulnéhetik egy kevert mintaban, ezért az izolalast szelektiv taptalajon ajanlatos elvégezni

(Moore és mitsai.,, 1994; Avril és mtsai., 1990). A faj meghatarozasa hagyomanyos

18



modszerekkel (telepalakulas, biokémiai probak) is lehetséges, de ujabban a molekularis
technikakat részesitik elényben. A P. multocida azonositdsara szolgal6 PCR reakcio a
baktérium genomjanak 460 bp-os szakaszat erdsiti fel (Townsend és mtsai., 1998b). A
P. multocida ellen termelt ellenanyagot immunoblot eljaras vagy ELISA teszt segitségével Ki
lehet mutatni (Confer és mtsai., 1996), de a szeroldgiai probak diagnosztikai értéke erésen

kétséges.

2.5. A kérokozé jellemzése

A P. multocida altal el6idézett megbetegedések lekiizdéséhez, illetve megelbzéséhez
szukséges a korokozo minél alaposabb megismerése. Ezzel magyarazhatd, hogy az
izolatumok genetikai valtozékonysaganak kutatasa egyre szélesebb kdrben folyik. Nagyobb
szamu minta esetén a nagy felbontd képességu, ismétléddé genetikai elemek azonositasan

alapulé PCR modszereket alkalmazzak leggyakrabban.

2.5.1.Szerotipizalas

A P. multocida sejtfalanak lipopoliszacharid antigénjei a baktérium fontos
virulenciafaktorai, és egyben a térzsek jellemzésére is felhasznalhatok. Jelenleg két tipizald
modszer létezik a szomatikus szerotipusok azonositasara. A szomatikus, vagy sejtfal O-
antigének vizsgalatan alapul6 cséagglutinacios rendszer 11 szerotipus megkulénbdztetésére
képes (Namioka, 1978), mig a Heddleston altal felallitott agargél precipitaciés rendszer 16
szerotipust képes azonositani (Heddleston és mtsai., 1972). Napjainkra a Heddleston-féle
modszer terjedt el széles kdrben.

A Heddleston altal kidolgozott agargél precipitacios moddszer azonban iddigényes
folyamat, és a specifikus ellensavok termelése is igen nehézkes. Ugyanakkor az adott
terlleteken jelen 1év6 P. multocida tdrzsek szerotipusanak ismerete kiemelt jelentéségi a
vakcinazas megtervezésének szempontjabdl, hiszen a P. multocida elleni védettség altalaban
szerotipus-specifikus (Boyce és mtsai., 2010).

A szomatikus szerotipusok nukleinsav alapu meghatarozasara elséként DNS
ujjlenyomat technikak alkalmazhatdsagat vizsgaltak. Wilson és mtsai. (1992, 1993) a Hhal
restrikcids enzim hasznalataval sikeresen el tudtak kuldniteni a 16 szomatikus szerotipus
referenciatorzset egymastdl, ugyanakkor a mezei izolatumok esetében a modszer nem adott
minden esetben az adott szerotipusra jellemz6 hasitasi mintazatot.

A P. multocida kilsé membran fehérjéi (OMP) szintén kiemelt jelentéséggel birnak a
virulencia szempontjabdl, és tdbben is megprébaltak 6sszefliggést talalni az OMP-k és a
Heddleston szerotipusok koézott. A P. multocida ompH génjének restrikcios hasitasi
maodszerrel torténd vizsgalatardl tobb kézleményben is beszamoltak. Jabbari és Esmaelizadeh
(2005) az EcoRl, Hindlll és Cfol, Antony és mtsai. (2007) pedig a Dral és Hinfl restrikcids
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endonukleazokat alkalmazva 6sszefiiggést tudtak kimutatni a térzsek szomatikus szerotipusa
és a kapott hasitasi mintazatok kozott, de egyik szerz6 sem vizsgalata mind a 16 szomatikus
szerotipus referenciatorzset. Sellyei és mtsai. (2013) a szomatikus szerotipus
referenciatérzsek és kulonb6zé madarfajokbdl izolalt P. multocida térzsek jellemzését
végezték el az ompH kils6 membran protein Dral, Hindlll és Pvull enzimekkel végzett
restrikciés fragmenthossz polimorfizmus (PCR-RFLP) vizsgalataval. Munkajuk soran
Osszefliggésrdl szamoltak be a térzsekre jellemzd hasitasi mintazatok és egyes szomatikus
szerotipus referenciatdrzsek koézott, ugyanakkor mezei izolatumok esetében az azonos
szerotipusba tartozé térzsek esetében tdbb restrikcidos hasitasi mintazatot is azonositani
tudtak.

Harper és mtsai. (2015) a P. multocida lipopoliszacharid strukturainak ésszeallitasaért
felelés génszakaszok vizsgalata soran nyolc LPS genotipust kuildnitettek el, melyek

azonositasara egy multiplex PCR reakciét is terveztek (3. tablazat).

3. tablazat: Az LPS genotipusok és a Heddleston szerotipusok megfeleltetése

LPS genotipus  Heddleston szerotipus PCR-termék mérete

L1 1,14 1307 bp
L2 2,5 810 bp
L3 3,4 474 bp
L4 6,7 550 bp
L5 9 1175 bp
L6 10, 11, 12, 15 668 bp
L7 8,13 931 bp
L8 16 255 bp

2.5.2.Genotipizal6 vizsgalatok
25.21. RAPD-PCR

A RAPD (random amplifikalt polimorf DNS) PCR érzékeny, koltséghatékony és gyors
modszer, mely révid, random szekvenciaju primerek alkalmazasan alapul. A RAPD-primerek
tapadasara alkalmas helyek szama torzsenként eltér6, melynek kdszonhetben valtozatos
méretli és szamu termékek jonnek létre a PCR soran. A PCR-termékek agar6z
gélelektroforézissel torténd elvalasztasa mintazatok kialakulasat eredményezi, melyek a
torzsek kozotti genetikai variabilitas és jarvanytani kapcsolatok feltarasara is alkalmasak
(Dabo és mtsai.,, 2000). Szamos koézlemény beszamolt a RAPD-PCR alkalmazasardl
P. multocida izolatumok esetében is. Al-Haddawi és mtsai. (1999) egészséges és beteg

nyulakbdl izolalt P. multocida térzsek vizsgalatat végezte el RAPD-PCR technikaval.
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Eredményeik alapjan megallapitottak, hogy az altaluk vizsgalt térzsek nagyfoku heterogenitast
mutatnak, igy a RAPD-PCR a szerotipizalas hasznos kiegészitéseként szolgal az
epidemiolégiai kutatdasok szamara. Taylor és mtsai. (2010) szarvasmarhabdl szarmazé
P. multocida torzsek esetében vizsgaltak a RAPD-PCR alkalmazhatdsagat. A kisérletbe vont
41 térzs RAPD profilja alapjan a modszert reprodukalhatonak talaltak, mely megbizhatdéan
alkalmazhatd a torzsek jellemzésére. Lee és mtsai. (2011) Kinaban izolalt sertés eredeti
P. multocida térzsek vizsgalataval megallapitottak, hogy az A és D buroktipusu torzsek eltérd
fragment mintazatot mutattak, ezaltal kilénb6zd klaszterekbe tudtak éket besorolni. Emellett
megallapitottak, hogy az egy teleprél szarmazd izolatumok genetikailag egységesek voltak,
mely alapjan arra kdvetkeztettek, hogy egy gazdasagon belll egy adott tdrzs okozhatta a
megbetegedéseket. A tdorzsek buroktipusa és a RAPD-PCR fragment mintazat kozti
Osszefuggésrél indiai kutatok is beszamoltak sertés eredeti izolatumok esetében (Varte és
mtsai., 2014).

25.2.2. ERIC-PCR

Az ERIC (Enterobacterial repetitive intergenic consensus) PCR ismeretlen funkcidju,
ismétlédé szekvencidk azonositasara alkalmas, melyek a bakterialis genom nem kodold,
gének kozotti régidiban helyezkednek el (Versalovic és mtsai., 1994). Az ERIC-PCR
modszerét vérzéses vérfertbzéses esetekbdl izolalt térzsek vizsgalatara is sikeresen
alkalmaztak indiai kutatok (Biswas és mtsai., 2004). Az eredmények alapjan megallapitottak,
hogy a modszer alkalmas fenotipusos tulajdonsagaikban megegyezé izolatumok kozti
kilonbségek feltarasara, és a referenciatdrzstél vald elkulonitésukre is. Hotchkiss és mtsai.
(2011b) skot és francia szarvasmarhatarté telepekrél izolalt P. multocida torzsek vizsgalatat
végezték el ezzel a modszerrel. A kapott mintazatok diverzitasa a francia telepek esetében
nagyobb mértékl volt, és az egy telepen belll azonositott tobbféle mintazat minden esetben

allatvasarlashoz volt kotheto.

2.5.2.3. Multi-lokusz szekvencia tipizalas (MLST)

A P. multocida multi-l6kusz szekvencia tipizalasanak alapja 7 haztartasi gén szekvencia
elemzése. Ennek készdnhetéen az MLST specifikus, érzékeny és reprodukalhaté modszer,
mely adatbazisa révén a nemzetk6zi eredményekkel valé Osszevetést is lehetévé teszi. A
P. multocida MLST vizsgalatara napjainkban két rendszer hasznalatos, mindketté széles
korben elterjedt. A Multi-host adatbazis (Davies és mtsai., 2004) valtozatos gazdafajokbdl
izolalt torzseket tartalmaz. A RIRDC MLST sémat (Subaaharan és mtsai., 2010) eredetileg
madar eredetli toérzsek tipizalasara fejlesztették ki, de mara emlésokbél szarmazod
izolatumokkal is nagymeértékben béviilt adatbazisa. Hotchkiss és mtsai. (2011a) szarvasmarha

eredetll P. multocida térzsek MLST vizsgalatat végezték el. A 128 vizsgalt torzs kézul 105 a
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13-as klonalis komplexbe tartozott, a vérzéses vérfertézést okozo térzsek pedig egyértelmiien
elkllondltek a légzdszervi tineteket el6idézé izolatumoktdl. A vizsgalt térzsek gazdafajok
szerinti egyedi szekvencia tipusokkal rendelkeztek, a sertés és a szarvasmarha eredeti
torzsek esetében ugyanakkor fajok kozotti keresztfert6z6désre utald jelek is azonosithatok
voltak. A szarvasmarhabdl izolalt térzsek diverzitasa alacsonyabb volt a madar, sertés vagy
juh eredetl izolatumokhoz képest. Egy tovabbi vizsgalatban (Hotchkiss és mtsai., 2011b) az
MLST méddszer megkulénboztetd erejét alacsonyabbnak talaltdk az ERIC-PCR moddszerrel
szemben. A kézleményben azonositott 34 ERIC-PCR tipus 13 MLST szekvencia tipusba (ST)
volt besorolhatd, melyek tébbsége a BRDC eredetl térzsekre jellemzé 13-as klonalis
komplexbe tartozott. Petersen és mtsai. (2014) vérzéses vérfertézéses esetekbdl szarmazo
torzsek MLST vizsgalatat végezték el, és megallapitottak, hogy a tdrzsek nagy tébbsége (91%)
a 122-es szekvencia tipusba (RIRDC MLST rendszer) volt sorolhatd, valamint a vérzéses
vérfert6zést okozo térzsekre jellemzd szekvencia tipusokat magaba foglalo klonalis komplexet
is meghataroztak. Ezt kés6bb pakisztani és thaif6ldi izolatumok esetében is megerdsitették
(Moustafa és mtsai., 2013). Spanyol kutaték (Cardoso-Toset és mtsai., 2013) szabad tartasu
sertések septikaemias pasteurellosis eseteibdl izolalt P. multocida térzseket vizsgalva a
torzseket a 47-es szekvencia tipusba soroltdk be (Multi-host MLST rendszer), ami az
adatbazisban lévé egyéb vérzéses vérfertézés esetekbdl szarmazd térzsekkel egy jol
elkilénild klasztert alkotott a baktériumfajon belll. Szintén spanyol kutatok (Garcia-Alvarez
és mtsai., 2017) juh és sertés eredetl P. multocida toérzsek MLST vizsgalatat végezték el.
Munkajuk soran megallapitottak, hogy a juh eredeti izolatumokra jellemzé szekvencia tipusok
csak erre a gazdafajra jellemzéek. Ezzel ellentétben, a sertés eredetli toérzseket olyan
szekvencia tipusokba tudtak besorolni, melyek széles korben elterjedtek, és szamos
gazdafajbdl izolalasra kerultek. Kinaban a sertések tidégyulladasos megbetegedésébdl izolalt
P. multocida torzsekre jellemzd szekvencia tipust azonositottak (ST 11), mely széles korben

elerjedt az orszagban (Peng és mtsai., 2018a).

2524, Teljes genom szekvenalas

A teljes genom szekvenalas (WGS - whole genome sequencing) széles Kkor(
elterjedésével a P. multocida kutatasokban is egyre nagyobb szerephez jutott az utébbi
években. Mivel a WGS ara egyre inkabb lecsdkken, mara a korabban hasznalt molekularis
biolégiai moddszerekkel is felveszi a versenyt. A WGS az egy nukleotidot érintd
polimorfizmusok (SNP — single nucleotide polymorphism) detektalasaval pontosabban képes
az izolatumok filogenetikai kapcsolatait is azonositani.

A P. multocida kutatasokban virulens tipustorzsek (X73 és P1059) és egy avirulens torzs
(Pm70) genomjaban kerestek a virulencia mértékét befolyasolé géneket, melyeket vakcina

célpontként lehetne felhasznalni (Johnson és mtsai., 2013).
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Peng és mtsai. (2018b) a kllénb6zd gazdafajokbdl izolalt P. multocida tdrzsek
Osszehasonlitd genomikai elemzését végezték el. Munkajuk soran nem tudtak azonositani a
P. multocida genomjaban olyan géneket, melyek specifikusak lennének valamely gazdafajra,
annak ellenére, hogy a jelenség a baktériumfaj esetében altalanosan ismert. A filogenetikai
vizsgalatok soran azt is megallapitottak, hogy az azonos LPS genotipussal és MLST
szekvencia tipussal rendelkezd izolatumok egy klaszterbe kerdltek, ami arra utal, hogy az LPS
és az MLST kombinacidja jobb magyarazattal szolgal a filogenetikai fak topoldgiajara, mint a
gazdafaji eredet.

Egy friss publikacioban WGS adatok elemzésével baromfikolera esetekbdl izolalt
P. multocida torzsek leszarmazasi viszonyait hataroztak meg, és a REP-PCR maddszerrel is
Osszevetették. Az eredmények alapjan megallapitottak, hogy a REP-PCR nem volt képes
elklloéniteni az L1 és L3 LPS genotipusba tartozo térzseket, ugyanakkor a WGS és az SNP
analizis alkalmas modszerek a PCR-alapu technikak helyettesitésére, és a teljes genom
analizis egyértelm(i betekintést tesz lehetévé a P. multocida allomanyon bellli és allomanyok

kozotti terjedésével kapcsolatban is (Omaleki és mtsai., 2020).

2.6. Gyogyitas, megel6zés, védekezés
2.6.1.Gyogykezelés

A bakterialis korokozék antibiotikum-érzékenységének ismerete kiemelt jelentéségl a
hatékony gyogykezelés kivalasztasa szempontjabol. A P. multocida torzsek antibiotikum-
rezisztencigjaval és annak genetikai hatterével kapcsolatban egyre tobb ismerettel
rendelkezink.

Chang és Carter (1976) korongdiffuziés teszt segitségével 262, szarvasmarha és sertés
eredetli P. multocida t6rzs antibiotikum-érzékenységét vizsgaltak, és az izolatumok 80,5%-
anal tapasztaltak rezisztenciat. A legtdbb térzs sztreptomicinnel, penicillinnel és tetraciklinnel
szemben mutatott rezisztenciat, ugyanakkor minden torzs érzékeny volt kloramfenikolra.

Post és mtsai. (1991) szarvasmarha légzdszervi megbetegedésbdl izolalt P. multocida
torzsek antibiotikum-érzékenységét vizsgaltdk minimalis gatld koncentracio (MIC)
meghatarozassal. Minden izolatum érzékenynek bizonyult ceftiofurra és szulfaklorpiridazinra,
azonban szulfadimethoxinnal, tetraciklinnel és tilozinnal szemben rezisztenciat tapasztaltak.

Eszak-Amerikaban egy évtized (2000-2009) antibiotikum érzékenységi adatait
elemezték légzbszervi megbetegedés tlineteit mutatd szarvasmarhakbdl izolalt P. multocida
torzsek esetében, MIC meghatarozassal. Osszesen 3291 P. multocida torzs vizsgalatat
végezték el. Minden izolatum érzékeny volt ceftiofurra, de a penicillin, a danofloxacin, a
florfenikol, a tilmikozin és a tulatromicin is j6 hatékonysagunak bizonyult. A vizsgalatok

kezdetekor minden torzs érzékeny volt enrofloxacinra, azonban a kovetkezé harom évben
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rezisztens torzsek is megjelentek. Tetraciklinre a torzsek kevesebb, mint 50%-a volt érzékeny,
és szamuk folyamatosan csokkent a vizsgalati periddus alatt (Portis és mtsai., 2012).

Németorszagban szarvasmarha eredetl P. multocida tdrzsek antibiotikum-
érzékenységét vizsgaltak mikrohigitasos moédszerrel (Schwarz és mtsai., 2004). A torzsek
mindegyike érzékeny volt cefkinomra, ceftiofurra, florfenikolra, gentamicinre, és a tébbséguk
amoxicillinre is. A torzsek rezisztenciat mutattak spektinomicinnel és szulfametoxazollal
szemben, a trimetoprim-szulfametoxazol kombinacié azonban jé hatékonysagunak bizonyult.

Welsh és mtsai. (2004) 1994 és 2002 kozott vizsgaltak szarvasmarhak tidégyulladasos
megbetegedéseébdl izolalt P. multocida térzsek antibiotikum érzékenységét, korongdiffuzios
teszt segitségével. A ceftiofur, a cefalotin és az enrofloxacin j6 hatékonysagunak bizonyult a
teljes vizsgalt idészak alatt. Az eritromicin, florfenikol, spektinomicin, szulfaklorpiridazin,
tetraciklin és trimetoprim-szulfametoxazol érzékenység viszont szignifikans csdkkenést
mutatott.

Katsuda és mtsai. (2013) borjakbdl izolalt P. multocida tdrzsek antibiotikum
rezisztencigjat vizsgaltdk MIC modszer segitségével. A torzsek 27%-a rezisztens volt legalabb
egy antibiotikummal szemben. A legtdbb tdrzsre oxitetraciklin rezisztencia volt jellemzd,
melyeknél a tet(H) génszakasz is azonosithatd volt. A térzsek kisebb hanyada rezisztensnek
bizonyult tiamfenikollal, ampicillinnel, kanamicinnel és florfenikollal szemben is. A ceftiofur, a
cefkinom, a cefazolin és az enrofloxacin azonban j6 hatékonysagunak bizonyult.

A P. multocida antibiotikum rezisztencigjanak genetikai hattere széles korben kutatott. A
baktérium B-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajaért a leggyakrabban a kisméreti
plazmidokon kédolt (~4.1 kilobazis) bla gének teheték feleléssé (Livrelli és mtsai., 1988,
Rosenau és mtsai., 1991). Kehrenberg és mtsai. (2001) a tetraciklin rezisztencia genetikai
hatterét tanulmanyozva megallapitottak, hogy a P. multocida esetében legalabb harom
kilonb6zb gén, a tet(H), tet(B), illetve tet(G) szabalyozza a rezisztencia kialakulasat. A
tetraciklin rezisztencia kialakitasaért felel6s génszakasz és a MIC értékek kdzott nem talaltak
Osszefliggést.

A P. multocida aminoglikozid rezisztenciajanak kutatasa kezdetben a sztreptomicinre
iranyult. A sztreptomicin rezisztenciaért felelés strA gén egy aminoglikozid-3'-
foszfotranszferaz kodolasaért felelés, melynek funkcidja a sztreptomicin enzimatikus
inaktivacidja (Schwarz és mtsai., 1989). Kés6bb egy tovabbi spektinomicin/sztreptomicin
rezisztenciaért felelés gént is azonositottak egy szarvasmarha eredetl P. multocida térzsben
(Kehrenberg és mtsai., 2005b).

A szulfonamid rezisztencia kialakitasaért a sulll génszakaszt tették felel6ssé, mely
szarvasmarha, sertés és baromfi eredetii P. multocida térzsek esetében is plazmidokon kédolt
volt, melyek egy része a sztreptomicin, kanamicin, és kloramfenikol rezisztenciaért felelés

génszakaszokat is hordozta (Yamamoto és mtsai., 1990). Egy borjubdl izolalt, florfenikollal és
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kloramfenikollal szemben rezisztens P. multocida torzs vizsgalata soran pedig sikeresen
azonositottak a rezisztenciaért felelés floR génszakaszt, melyr6l megallapitottak, hogy
kodolasaért egy kisméretli plazmid (10874 bp) felelés (Kehrenberg és mtsai., 2005a).

Kadlec és mtsai. (2011) a P. multocida térzsek esetében medfigyelt makrolid
rezisztencia genetikai hatterét tanulmanyozva harom Uj rezisztenciagént (rRNS metilaz -
erm(42), makrolid transzporter - msr(E), makrolid foszfotranszferaz - mph(E)) azonositottak.
Az erm(42) szekvenciat nem hordoz6é P. multocida térzsekbe klénozva 128-szoros MIC
ndvekedés volt tapasztalhaté eritromicinnel, tilmikozinnal és klindamicinnel szemben, és 4-8-
szoros novekedés tulatromicinnel szemben. Az msr(E)-mph(E) rezisztenciagéneket hordozo
kléonok esetében 128-szoros MIC ndvekedés volt megfigyelhet6 eritromicinnel, tilmikozinnal és
tulatromicinnel szemben, ugyanakkor a klindamicin MIC értékek nem valtoztak. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az msr(E)-mph(E) rezisztenciagének spektruma csak a makrolidokra
terjed ki, és a linkozamidokra nem.

Egy szarvasmarha légz6szervi tliinetegyuttesébdl izolalt P. multocida térzs genomjaban
egy integrativ és konjugativ elem (ICE — integrative and conjugative element) is azonositasra
kerllt. Ez a 82 kilobazis méretli egység 6sszesen 12 rezisztenciagént hordozott, melyek a
sztreptomicin, spektinomicin, gentamicin, kanamicin, neomicin, tetraciklin, kloramfenikol,
florfenikol, szulfonamidok, tilmikozin, klindamicin, és tulatromicin rezisztenciaért tehetok

feleléssé (Michael és mtsai., 2012).
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2.6.2.Vakcinak

A P. multocida elleni vakcinak fejlesztése szarvasmarhak esetében elsésorban a
vérzéses veérfertézést okozd torzsek ellen iranyul (Confer, 1993), a légz6szervi tuneteket
okozo torzsek elleni immunitas kevéssé tanulmanyozott.

A kérokozo elleni elsé immunizalasi kisérletek él6 vakcinakkal torténtek. Newman és
mtsai. (1982) virulens P. multocida térzsekkel, aeroszol formajaban vagy bér ala oltva
immunizaltak borjakat. Az aeroszollal immunizalt borjak ellenalldbbnak bizonyultak a kisérleti
fertézéssel szemben, mint a szubkutan oltott csoport egyedei. El8, sztreptomicin-fiiggé
P. multocida torzsekkel is térténtek vakcinazasi kisérletek. A vakcinazott borjak ellenanyag
titere és testtomeg-gyarapodasa meghaladta a kontroll csoportét, esetikben a klinikai tunetek
enyhébbek voltak, és az elhullasok aranya is kisebb volt (Catt és mtsai., 1985, Kadel et al,
1985, Chengappa és mtsai., 1989).

Adler és mtsai. (1999) a potencialis vakcina antigének kézott emliti az Oma87 kiilsé
membran fehérjét, a 4-es tipusu fimbria kisalegység proteinjét (ptfA), illetve egy vas
szabalyozott kiils6 membran fehérjét (tbpA), azonban ezek egyike sem képezte vakcina
fejlesztési kutatasok targyat a szarvasmarhak légzdszervi tlinetegyuttesével kapcsolatosan.
Dabo és mtsai. (2007) egy korabbi fertézéses kisérlet (Confer és mtsai., 1996) eredményei
alapjan az A buroktipusu P. multocida térzsek kils6 membran fehérjéit javasoltak potencialis
vakcina célpontnak. Confer és mtsai. (1996) A:3 szerotipusu P. multocida vakcinaval oltott
borjak esetében vizsgaltak a baktérium kilsé membran proteinjeire specifikus ellenanyag
titereket. A él6 baktériummal aeroszol uton vakcinazott borjak ellenanyag szintjei
szignifikdnsan magasabbak voltak a kontroll csoporthoz képest, melyet eldlt vakcinaval
immunizaltak.

Prado és mtsai. (2005) egy szarvasmarha eredetli, A:3 szerotipusu P. multocida térzs
kils6 membran proteinjeit vizsgaltak vakcina célpontként. A kils6 membran frakciokkal és
inkomplett Freund-adjuvanssal tértént immunizacié ellenanyag valaszt produkalt a
szarvasmarhakban, és az elvaltozasok szignifikdns csOkkenését idézte el6 a kizardlag
adjuvanssal oltott kontroll csoporthoz képest. A vizsgalatok soran egy 96 kDa molekulatémeg
immundominans fehérjét is azonositottak, mely a hasR, sejtfelszinen lokalizalt, vasfelvételben
szerepet jatszo fehérje homoldgja.

Gatto és mtsai. (2002) a P. multocida OmpA kilsé membran proteinjét vizsgalva
megallapitottak, hogy az egy konzervalt, immunogén tulajdonsaggal rendelkezé fehérje, mely
adhezin funkcioval is rendelkezik. Egy késébbi kisérletben Dabo és mtsai. (2008) A:3
szerotipusu P. multocida OmpA proteinjével immunizalt egerekben sikeresen indukaltak
ellenanyag valaszt, ugyanakkor protektiv immunitds nem alakult ki a kisérleti fert6zéssel

szemben.
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Egy koézelmultban megjelent kdézleményben (Wei és mtsai., 2017) a P. multocida
lipoprotein B (PlpB) vizsgalata soran megallapitottak, hogy a kiulonb6z8 eredeti térzsek PlpB
szekvencigja 80,8-99,4%-0s homologiat mutat. A PlpB proteinnel immunizalt egerekben
védettség alakult ki a kérokozoval szemben, mely alapjan potencialis alegység vakcina

jeloltként szolgalhat.
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3. Anyag és médszer
3.1. A felhasznalt baktériumtorzsek

Osszesen 185 db P. multocida térzset vontunk be a vizsgalatba, melyek szarvasmarha,
juh, kecske, sertés, macska gazdafajbol és human esetekbdl kerlltek izolalasra
Magyarorszagon, 1988 és 2018 kozott. A human esetekbdl izolalt toérzseket a Szegedi
Tudomanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kézpont bocsatotta rendelkezéstinkre. A

torzsek részletes adatait a Melléklet 1. tablazata mutatja be.

3.2. Atorzsek tenyésztése és azonositasa

A torzseket 20% zsirszegény tejpor oldatban (Skim milk powder, BD Difco), -70°C-on
taroltuk. A vizsgalatokhoz a fagyasztott baktérium kulturdbdl kioltott, 5% birkavérrel
kiegészitett taptalajon (Columbia agar, LAB M) 37°C-on 24 éran at inkubalt tenyészeteket
hasznaltuk. A telepeket a biokémiai vizsgalatokhoz marha agy-sziv kivonatot (Brain-heart
infusion, Merck) tartalmazo taplevesbe oltva szaporitottuk, a szeroldgiai vizsgalatokhoz pedig
burgonya-keményité taptalajon (Dextrose Strach agar, BD Difco) készitettiink

pazsittenyészetet. A lemezeket 37°C-on, 24 éran keresztil inkubaltuk.

3.3. Atorzsek fenotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok
3.3.1.Telepmorfologiai vizsgalatok

A baktériumok 24 o¢ras, 37°C-on tortént inkubacidja utan megfigyeltik a kialakult
baktériumtenyészet szinét, fényességét, alakjat, nagysagat, konzisztenciajat és a telepek

szélének morfoldgiai jellemzdit.

3.3.2.Biokémiai tulajdonsagok vizsgalata

Az izolatumok fenotipusos jellemzéséhez biokémiai probakat végeztink. Hagyomanyos
levestaptalajok alkalmazasaval vizsgaltuk a baktériumok ornitin-dekarboxilaz aktivitasat
(Millipore, Ornithine Decarboxylase Broth), és szénhidrat hasznositdé képességét laktoz,
arabindz, maltéz, xiloz, trehaldz, dulcit és szorbit tartalmu taplevesekben. A marha agy-sziv
kivonatot tartalmazo taplevesben 37°C-on 24 éran at szaporitott baktériumtenyészet 100 pl-
nyi mennyiségeit oltottuk be a taplevesbe. A teszteket 24 és 48 o6ras inkubaciét kévetéen
olvastuk le. Az egységes irodalmi fajtipizald reakcidk értékelését (3. tablazat) kdvetben, a
torzseket Fegan és mtsai. (1995), valamint Blackall és mtsai. (1997) altal leirt biotipusokba

soroltuk be (2. tablazat).
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Az ornitin-dekarboxilaz tesztet a gyartdé utasitasainak megfeleléen végeztik el. A
szénhidrat bontd képesség vizsgalatahoz felhasznalt teszteket a kdvetkezd recept alapjan
allitottuk ossze:

Bréomtimolkékes peptonviz (pH = 7,2 - 7,4):
10,0 g Bacto pepton (LAB M)
5,0 g NaCl
0,03 g bromtimolkék por
1000 ml desztillalt viz
1% szénhidrat: laktdéz, arabindz, maltéz, trehaldz, xiloz, dulcit, szorbit

3.3.3.A szerotipus meghatarozasa

A vizsgalt P. multocida térzsek szerotipusat agargél-precipitacios (AGP) probaban
hataroztuk meg. A tesztben hasznalt hdstabil antigéneket Heddleston és mtsai. (1972)
modszere alapjan allitottuk elé. A szerotipus tipustorzseket, valamint a mezei izolatumokat
burgonya-keményit6 taptalajra (Dextrose Strach agar, BD Difco) oltottuk, és 24 éran at 37°C-
on inkubaltuk. A 24 6ras baktérium tenyészeteket 1,5 ml mosdoldattal (40 ml fizioldgias
konyhasooldat, 200 pl 35%-o0s formaldehid) lemostuk, és a baktérium szuszpenzi6 slrliségét
denzitométer (DEN-1 McFarland Densitometer, BioSan, Riga, Lettorszag) segitségével 3
McFarland-re allitottuk be. A baktérium szuszpenzidkat egy 6ran at asztali blokk termosztatban
(BioSan) 100°C-on forraltuk, majd 9000 g-n 5 percig centrifugaltuk, és a fellluszét hasznaltuk
antigénként az AGP tesztben.

Az AGP teszt soran mikroszkop targylemezre 5 ml Noble-agarbdl (0,9% Noble agar [BD
Difco™ Agar, Noble; Becton, Dickinson & Co., Franklin Lakes, New Jersey], 8,5% NaCl, és
0,01% thimerosal desztillalt vizben) gélt ontéttink. A megdermedt gélbe 4 mm atmérdji
mélyedéseket vagtunk, olyan elrendezésben, hogy a kdzponti mélyedést hatszég alakban hat
szélsé melyedés vette kdrbe, 6 mm tavolsagra a kozépsd mélyedéstdl. A kdzépséd mélyedésbe
a vizsgalt antigén 30 ul-e kerilt, a szélsé mélyedésekbe pedig a szerotipus-specifikus savok

(1-16) 30-30 ul-ét vittlk fel pipetta segitségével (2. abra).

e o0 o000
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2. abra: Az AGP teszt elrendezése

29



A targylemezeket nedves kornyezetben, 37 °C-on inkubaltuk, majd 24 és 48 o6ra
elteltével biraltuk el. A precipitacios ivek megjelenését erés ferdefényl megvilagitasban
ellenériztik. Amennyiben egynél tobb precipitacids iv is megfigyelheté volt, a legerésebb

reakciot tekintettlik a szerotipusnak, a gyengébbeket pedig keresztreakcionak.

3.3.4.Az antibiotikum-érzékenység vizsgalata
Antibiotikum-érzékenység meghatarozasa korongdiffuziés modszerrel

Az antibiotikum-érzékenységet az Osszes vizsgalt P. multocida torzs esetében
meghataroztuk korongdiffuziés modszerrel. A torzseket a CLSI altal kiadott ajanlasnak
megfeleléen vizsgaltuk (CLSI, 2018a). Friss baktériumtenyészetekb6l 5 ml fiziologias
konyhasooldatban 0.5 McFarland slirliségl szuszpenziot készitettiink, melyet denzitométer
segitségével (BioSan) allitottunk be. A szuszpenzidt steril vattapalca segitségével 5% juhvért
tartalmazo Muller-Hinton (LAB M) taptalajra oltottuk, majd rahelyeztilk az antibiotikum

korongokat (4. tablazat).

4. tablazat: Az antibiotikum-érzékenység meghatarozas soran felhasznalt antibiotikumok
(Mast Diagnostica)

Antibiotikum neve Rovidités
Penicillin PEN 10
Ampicillin AP 10
Cetftiofur CFU 30
Sztreptomicin S10
Gentamicin GM 10
Apramicin APR 15
Tetraciklin T30
Doxiciklin DXT 30
Eritromicin E 15
Tilmikozin TIL15
Tulatromicin TUL 30
Klindamicin CD2
Szulfonamidok SMX 300
Enrofloxacin ENF 5
Nalidixsav NA 30
Kloramfenikol C 30
Florfenikol FFC 30

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

30



A taptalajokat 24 6ran keresztul 37°C-on inkubaltuk. Az eredményeket a CLSI Vet01S
(CLSI, 2018b) és az M100 (CLSI, 2018a) dokumentumaiban megadott hatarértékek alapjan
biraltuk el. Pozitiv kontrollként az ATCC25922 P. multocida térzset hasznaltuk.

Minimalis gatlé koncentracié meghatarozas

A részletes vizsgalatba vont Pm238 azonositéval ellatott térzs esetében az antibiotikum
rezisztencia viszonyokat minimalis gatlé koncentracio (MIC — minimal inhibitory concentration)
meghatarozassal is felmértik, melyhez MIC tesztcsikokat alkalmaztunk (Liofilchem, Roseto,
Iltaly). Osszesen 18 antibiotikummal szemben vizsgaltuk a térzs érzékenységét, melyek a
kovetkezék voltak: penicillin, ampicillin, cefalotin, ciprofloxacin, sztreptomicin, spektinomicin,
gentamicin, tetraciklin, doxiciklin, eritromicin, klindamicin, kloramfenikol, florfenikol,
szulfametoxazol, trimetoprim-szulfametoxazol, kolisztin, enrofloxacin és nalidixsav. Az
Escherichia coli ATCC25922 torzset hasznaltuk kontroll térzsként a tesztekben. A torzseket
5% juhvérrel kiegészitett MiUeller-Hinton taptalajon tenyésztettik 37°C-on 24 éran keresztul.
A baktériumokat fiziolégias séoldatban szuszpendaltuk, és 0.5 McFarland denzitasra allitottuk
be. Ezt kdvetben egy steril tamponnal a taptalaj felliletére oltottuk a baktériumokat, majd a MIC
tesztcsikot a taptalaj kdzepére helyeztiik. Az egyes antibiotikumokhoz tartozé hatarértékeket
a CLSI ajanlasainak megfeleléen alkalmaztuk (CLSI, 2018a; CLSI 2018b).

3.4. A torzsek genotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok
3.4.1.DNS izolalas

A friss szintenyészetekbdl egy kacsnyi baktériumot 50 pl PCR vizben (VWR)
szuszpendaltunk, majd 20 percen keresztil 99°C-on forraltunk asztali blokktermosztatban
(BioSan). Az igy kapott szuszpenziot 5 percig 9000 g-n centrifugaltuk, majd a DNS-t tartalmazo
fellluszot steril csdvekbe pipettaztuk at. Az igy kapott templat DNS tdménységét Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA) segitségével ellendriztiik, majd a koncentraciot
100 ng/pl-re allitottuk be. A DNS templatot tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk.
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3.4.2.Polimeraz lancreakciok

Vizsgalataink soran az 5. tablazatban ismertetett primereket hasznaltuk fel.

5. tablazat: A vizsgalatok soran felhasznalt primerek

Név Primer Hivatkozas

toxA-6 5 -TGCTCAAATCCTAAATCACCTTGT -3 Register és DeJong, 2006
toxA-7 5- ACTACAGATTCCTAACAAAGGTTCTGG -3 Register és Dedong, 2006
KMT1T7 5'- ATCCGCTATTIACCCAGTGG -3' Townsend és mtsai., 1998b
KMT1SP6 5'- GCTGTAAACGAACTCGCCAC -3' Townsend és mtsai., 1998b
GauA fwd 5- AATGTTTGCGATAGTCCGTTAGA -3’ Gautam és mtsai., 2004
GauA rev 5- ATTTGGCGCCATATCACAGTC -3 Gautam és mtsai., 2004
CapA fwd 5 — TGCCAAAATCGCAGTCAG -3 Townsend és mtsai., 2001
CapArev 5 — TTGCCATCATTGTCAGTG - 3 Townsend és mtsai., 2001
CapB fwd 5 — CATTTATCCAAGCTCCACC - 3 Townsend és mtsai., 2001
CapB rev 5 — GCCCGAGAGTTTCAATCC - & Townsend és mtsai., 2001
CapD fwd 5 — TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC - 3’ Townsend és mtsai., 2001
CapD rev 5 — CATCTACCCACTCAACCATATCAG - 3 Townsend és mtsai., 2001
CapE fwd 5 — TCCGCAGAAAATTATTGACTC - & Townsend és mtsai., 2001
CapE rev 5 - GCTTGCTGCTTGATTTTGTC -3 Townsend és mtsai., 2001
CapF fwd 5 — AATCGGAGAACGCAGAAATCAG - 3’ Townsend és mtsai., 2001
CapF rev 5 - TTCCGCCGTCAATTACTCTG -3’ Townsend és mtsai., 2001
27F 5'- AGAGTTTGATCATGGCTCAG -3 Sellyei és mtsai., 2012
1242R 5- CCATTGTAGGACGTGTGAAGCCC -3 Sellyei és mtsai., 2012

L1 fwd 5'- ACATTCCAGATAATACACCCG -3’ Harper és mtsai., 2015

L1 rev 5- ATTGGAGCACCTAGTAACCC -3 Harper és mtsai., 2015

L2 fwd 5'- CTTAAAGTAACACTCGCTATTGC -3’ Harper és mtsai., 2015

L2 rev 5-TTTGATTTCCCTTGGGATAGC -3’ Harper és mtsai., 2015

L3 fwd 5- TGCAGGCGAGAGTTGATAAACCATC -3 Harper és mtsai., 2015

L3 rev 5- CAAAGATTGGTTCCAAATCTGAATGGA -3 Harper és mtsai., 2015

L4 fwd 5- TTTCCATAGATTAGCAATGCCG -3 Harper és mtsai., 2015

L4 rev 5- CTTTATTTGGTCTTTATATATACC -3 Harper és mtsai., 2015

L5 fwd 5- AGATTGCATGGCGAAATGGC -3 Harper és mtsai., 2015

L5 rev 5- CAATCCTCGTAAGACCCCC -3’ Harper és mtsai., 2015

L6 fwd 5- TCTTTATAATTATACTCTCCCAAGG -3 Harper és mtsai., 2015

L6 rev 5- AATGAAGGTTTAAAAGAGATAGCTGGAG -3 Harper és mtsai., 2015

L7 fwd 5'- CCTATATTTATATCTCCTCCCC -3’ Harper és mtsai., 2015
L7 rev 5- CTAATATATAAACCATCCAACGC -3’ Harper és mtsai., 2015
L8 fwd 5- GAGAGTTACAAAAATGATCGGC -3 Harper és mtsai., 2015

L8 rev 5- TCCTGGTTCATATATAGGTAGG -3’ Harper és mtsai., 2015
out fwd 5- TATCGTGCCGAGGTAGAAC -3 Sellyei és mtsai., 2010
Arev 5- CTTGACATTGATTGAGCTGA -3 Sellyei és mtsai., 2010

B rev 5'- AAGAAACACCTTGAGCT -3 Sellyei és mtsai., 2010
fimA F 5- CCATCGGATCTAAACGACCTA -3 Ewers és mtsai., 2006
fimAR 5- AGTATTAGTTCCTGCGGGTG -3 Ewers és mtsai., 2006
hsf-1 F 5- TTGAGTCGGCTGTAGAGTTCG-3 Ewers és mtsai., 2006
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5. tablazat (folytatas): A vizsgalatok soran felhasznalt primerek

Név Primer Hivatkozas

hsf-1 R 5- ACTCTTTAGCAGTGGGGACAACCTC -3’ Ewers és mtsai., 2006

hsf-2 F 5’- ACCGCAACCATGCTCTTAC -3 Ewers és mtsai., 2006

hsf-2 R 5- TGACTGACATCGGCGTAC -3 Ewers és mtsai., 2006

pfhA F 5- TTCAGAGGGATCAATCTTCG -3 Ewers és mtsai., 2006

pfhA R 5- AACTCCAGTATGGTTTGTCG -3’ Ewers és mtsai., 2006

tadD F 5- TCTACCCATTCTCAGCAAGGC -3’ Ewers és mtsai., 2006

tadD R 5- ATCATTTCGGGCATTCACC -3 Ewers és mtsai., 2006

hgbA F 5- TGGCGGATAGTCATCAAG -3’ Ewers és mtsai., 2006

hgbA R 5- CCAAAGAACCACTACCCA -3 Ewers és mtsai., 2006

hgbB F 5- TCATTGAGTACGGCTTGAC -3 Ewers és mtsai., 2006

hgbB R 5- CTTACGTCAGTAACACTCG -3 Ewers és mtsai., 2006

tbpA F 5-TTGGTTGGAAACGGTAAAGC -3’ Ewers és mtsai., 2006

tbpA R 5- TAACGTGTACGGAAAAGCCC -3 Ewers és mtsai., 2006

nanH F 5- GAATATTTGGGCGGCAACA -3’ Ewers és mtsai., 2006

nanH R 5- TTCTCGCCCTGTCATCACT-3 Ewers és mtsai., 2006
PmompA fwd 5- ATGAAAAAAACAGCAATTGC-3' Katoch és mtsai., 2014
PmompArev 5 —TTATTTGTTACCTTTAACAGC-3' Katoch és mtsai., 2014

catAlll F 5-ACCATGTGGTTTTAGCTTAACA-3 Kehrenberg és Schwarz, 2001
catAlll R 5-GCAATAACAGTCTATCCCCTTC-3’ Kehrenberg és Schwarz, 2001
sulll F 5-ACAGTTTCTCCGATGGAGGCC-3 Kehrenberg és Schwarz, 2001
sulll R 5-CTCGTGTGTGCGGATGAAGTC-3 Kehrenberg és Schwarz, 2001
strA F 5-TGACTGGTTGCCTGTCAGAGG-3 Kehrenberg és Schwarz, 2001
strAR 5-CCAGTTGTCTTCGGCGTTAGCA-3’ Kehrenberg és Schwarz, 2001
parC F 5-GATGGCTTGAAACCGGTGCA-3 Katsuda és mtsai., 2009

parC R 5-GCCATTCCCACCGCAATCC-3 Katsuda és mtsai., 2009

tetB F 5-TACGTGAATTTATTGCTTCGG-3 Aminov és mtsai., 2002

tetB R 5-ATACAGCATCCAAAGCGCAC-3 Aminov és mtsai., 2002
erm(42) F 5-TGCACCATCTTACAAGGAGT-3 Rose és mtsai., 2012

erm(42) R 5-CATGCCTGTCTTCAAGGTTT-3’ Rose és mtsai., 2012

msr(E) F 5-ATGCCCAGCATATAAATCGC-3 Rose és mtsai., 2012

msr(E) R 5-ATATGGACAAAGATAGCCCG-3 Rose és mtsai., 2012

mph(E) F 5-TATAGCGACTTTAGCGCCAA-3 Rose és mtsai., 2012

mph(E) R 5-GCCGTAGAATATGAGCTGAT-3 Rose és mtsai., 2012
Pmu_02680F 5- TTATGAACCCGGTGCGAGTG-3 Klima és mtsai., 2014
Pmu_02680R 5- TGTGAGAGCAAAGACTCTGGT-3’ Klima és mtsai., 2014
Pmu_02700F 5- ACGGAATCATAGACCTGCCAC-% Klima és mtsai., 2014
Pmu_02700R 5-TCTGTTGCAGTTGTATGTCGGA-3 Klima és mtsai., 2014
Pmu_03360F 5- CAAGGCAGTGCTGGGACATA-3 Klima és mtsai., 2014
Pmu_03360R 5-GTTCCTTGCGTTTCACCCAC-3 Klima és mtsai., 2014
Pmu_03510F 5-TGCCGCTTTTCGTCTTTGTG-3 Klima és mtsai., 2014
Pmu_03510R 5- TACACGCCGAAGTTTCCGAA-3 Klima és mtsai., 2014
Pmu_03540F 5- GACTTCTCGACGTTCTCCGG-3’ Klima és mtsai., 2014
Pmu_03540R 5- ATCGTTGCAATTTCCTGTCC-3’ Klima és mtsai., 2014
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Fajazonositas

A torzsek faji besorolasanak megerésitésére multiplex PCR reakciot alkalmaztunk. A
modszer segitségével a fajspecifikus régié (kmt1), a toxingén, valamint az A buroktipusra
jellemzd génszakasz egyideji kimutatasat tudtuk elvégezni. (Townsend és mtsai., 1998b;
Gautam és mtsai., 2004; Register és DeJong, 2006).

A reakcibelegy Osszetétele:

14.4 ul PCR viz

2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,)
0.5 pl 10 MM dNTP

0.5 pl MgCl:

0.4 pl 50 yM GauA fwd primer
0.4 ul 50 yM GauA rev primer
0.25 pl 50 yM KMT1SP6 primer
0.25 pl 50 yM KMT1T7 primer
0.25 pl 50 pM toxA-6 primer

0.25 pl 50 pM toxA-7 primer

0.3 pl 5 U/ul DreamTaq polimeraz
5 ul templat DNS

A burok antigének molekularis meghatarozasa

Az A buroktipus meghatarozasahoz a fent leirt kombinalt multiplex PCR reakciét
alkalmaztuk. Az egyéb buroktipusok (B, D, E, F) detektalasara buroktipizalé PCR-t
hasznaltunk (Townsend és mtsai., 2001). Pozitiv kontrollként az X-73 (A tipus), M1404 (B
tipus), P3881 (D tipus), P1235 (E tipus) és P4679 (F tipus) buroktipus referencia torzsek
szolgaltak.

A reakcibelegy Osszetétele:
7.2 yl PCR viz
2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,)
0.5 pl 10 MM dNTP
0.5 pl MgCl;
1.0 pl 20 uM CapA fwd primer
1.0 yl 20 uM CapA rev primer
1.0 yl 20 uM CapB fwd primer
1.0 pl 20 uM CapB rev primer
1.0 pyl 20 uM CapD fwd primer
1.0 yl 20 uM CapD rev primer
1.0 pl 20 uM CapE fwd primer
1.0 pl 20 uM CapE rev primer
1.0 yl 20 uM CapF fwd primer
1.0 pl 20 uM CapF rev primer
0.3 ul 5 U/ul DreamTaq polimeraz
5 ul templat DNS
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LPS PCR
A toérzsek LPS genotipusat az LPS PCR segitségével hataroztuk meg (Harper és mtsai.,
2015).

A reakcibelegy Osszetétele:
18.4 ul PCR viz
2.5 ul 10xPCR puffer
0.5 pl 25mM MgCl.
0.5 pl 10mM dNTP-mix
0.4 yl 10uM fwd primer
0.4 pyl 10uM rev primer
0.3 pl 5U/ pl DreamTaq
2 ul templat DNS
16S rDNS PCR-RFLP

A P. multocida fajon belll a két f6 leszarmazasi vonalat a 16S riboszomalis RNS
génjének PCR-RFLP (polimeraz lancreakciot kovetd restrikcios hasitason alapuld
fragmenthossz polimorfizmus) mddszerrel kiildnitettlik el egymastol (Sellyei és mtsai., 2012).

A reakcibdelegy Osszetétele:
16.3 ul PCR viz
2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl.)
0.5 pl 10 MM dNTP
0.5 pl 10 M 27F primer
0.5 pul 10 yM 1242R primer
0.2 yl 5 U/ul DreamTaq polimeraz
5 ul templat DNS
A PCR termékeket a FastDigest™ Hindlll restrikciés endonukleazzal hasitottuk a gyartd
utasitasainak megfeleléen (Thermo Scientific). A fragmentek hosszat agaroz
gélelektroforézissel és a Kodak Molecular Imaging Software (v. 5.0) programmal allapitottuk

meg.

Virulencia asszocialt gének komplex kimutatasa

| és IV tipusu fimbria alegység gének (fimA, ptfA), autotranszporter adhezinek (hsf1,
hsf2), az Flp fimbria 6sszeallitasaért felelés szekrécidos apparatus alkotéeleme (tadD), és a
filamentézus haemagglutinin (pfhA) génjének azonositasara az irodalomban leirt PCR
reakciokat hasznaltuk (Sellyei és mtsai., 2010; Tang és mtsai., 2009). A vasko6td fehérjéket
kédold gének (hgbA, hgbB, tbpA) és a nanH neuraminidaz génjének kimutatasat Ewers és
mtsai. (2006) és Atashpaz és mtsai. (2009) altal leirtak szerint végeztik el. A vizsgalatokat
Bio-Rad C1000 PCR (Bio-Rad Laboratories, Berkeley, CA, USA) készulékben végeztik.
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A reakcidelegyek dsszetétele:
pfhA — hsf1- hsf2 PCR

16.8 ul PCR viz

2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,)
0.5 pl 10 MM dNTP

0.5 pl MgCl:

0.4 yl 10 pM pfhA fwd primer

0.4 yl 10 uM pfhA rev primer

0.4 pl 10 M hsf-1 fwd primer

0.4 yl 10 uM hsf-1 rev primer

0.4 yl 10 uM hsf-2 fwd primer

0.4 pl 10 uM hsf-2 rev primer

0.3 pl 5 U/ul DreamTaq polimeraz
2 ul templat DNS

tadD — fimA PCR

17.6 ul PCR viz

2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl.)
0.5 pl 10 MM dNTP

0.5 pl MgCl;

0.4 yl 10 yM tadD fwd primer

0.4 yl 10 yM tadD rev primer

0.4 yl 10 pM fimA fwd primer

0.4 yl 10 uM fimA rev primer

0.3 pl 5 U/ul DreamTaq polimeraz

2 ul templat DNS

A hgbB —tbpA PCR és a hgbA — nanH PCR esetében a reakcibéelegy 6sszetétele megegyezett
a tadD — pfhA PCR premixével.

A IV. tipusu fimbria kisalegysége alapvetéen két allélvaltozatban (A és B) fordul el6 a
P. multocida populacioban, ezek kimutatasara és elkllonitésére a ptfA differencial PCR
(Sellyei és mtsai., 2010) technikat alkalmaztuk.

A reakcibelegy Osszetétele:

18.5 ul PCR viz

2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,)
0.5 pl 10 MM dNTP

0.5 pl MgClz

0.3 ul 50 uM out fwd primer

0.3 yl 50 uyM B rev primer

0.2 yl 50 yM A rev primer

0.2 pl 5 U/ul DreamTaq polimeraz

2 ul templat DNS
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Antibiotikum rezisztencia gének kimutatasa

A kloramfenikol (catAlll), szulfonamid (sulll), és sztreptomicin (strA) rezisztencia géneket
Kehrenberg és mtsai. (2001), a tetraciklin (tetB) rezisztencia kialakitasaért felelés génszakaszt
Aminov és mtsai. (2002) munkaja alapjan mutattuk ki. A parC génszakaszt célzé PCR reakciot
Katsuda és mtsai. (2009) kdzleménye alapjan végeztik el. A makrolid- és linkozamid
rezisztencia kialakitasaért felelés génszakaszok kimutatasat a Rose és mtsai., (2012) altal leirt
PCR reakciokkal vizsgaltuk. A Klima és mtsai. (2014) altal kidolgozott ICEPmu1 mobilis

genetikai elemmel asszocialt géneket célz6 PCR reakcidkat is elvégeztik.

A reakcitelegyek 0sszetétele minden esetben megegyezett:

15.4 ul PCR viz

2.5 ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl.)
0.5 pl 10 MM dNTP

0.5 pl MgCl.

0.4 pl 10 M fwd primer

0.4 pl 10 yM rev primer

0.3 ul 5 U/ul DreamTaq polimeraz

5 ul templat DNS

Az egyes reakciok korilményeit a 6. tablazat tartalmazza.

A PCR termékeket 1,5%-0s SeaKem (Lonza; Basel, Svajc) agaréz gélben 1xTBE (trisz-
bérsav-EDTA, Lonza) pufferben, megfelel6 méretli molekulasuly-markerek (Fermentas)
mellett ellendriztik 9 V/cm elektromos térersségl gélelektroforézissel. A gél zsebeibe
mintanként 1 pul PCR terméket és 2 ul 6xDNA Loading Dye-t (Fermentas) mértink. A termékek
lathatova tétele és dokumentalasa UV fényben tértént Kodak Gel Logic 212 Imaging System

(Rochester, USA) segitségével.
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6. tablazat: A PCR reakciok soran alkalmazott reakciokorilmények és primerek

Kezdeti Végsé Ciklus-
PCR Denaturacio Anellacié Extenzio
denaturacio extenzié szam
) » 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C
Fajspecifikus 35
5 min 1 min 1 min 1 min 10 min
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C
Buroktipus 30
5 min 30 sec 30 sec 1 min 10 min
95°C 95°C 53°C 72°C 72°C
LPS 30
5 min 30 sec 45 sec 1 min 10 min
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C
16S 35
5 min 45 sec 1 min 45 sec 10 min
95°C 95°C 50°C 72°C 72°C
ptfA 30
5 min 30 sec 1 min 30 sec 10 min
95°C 95°C 59°C 72°C 72°C
pfhA-hsf1-hsf2 25
5 min 30 sec 1 min 1 min 10 min
) 95°C 95°C 59°C 72°C 72°C
tadD-fimA 25
5 min 30 sec 1 min 1 min 10 min
95°C 95°C 54°C 72°C 72°C
hgbB-tbpA 25
5 min 30 sec 50 sec 1 min 10 min
95°C 95°C 56°C 72°C 72°C
hgbA-nanH 25
5 min 30 sec 30 sec 30 sec 10 min
95°C 95°C 50°C 72°C 72°C
ompA 35
5 min 30 sec 30 sec 1 min 10 min
95°C 95°C 64°C 72°C 72°C
catAlll, tetB 35
5 min 1 min 1.5 min 1 min 10 min
strA, sulll, parC, 95°C 95°C 55°C 72°C 72°C .
erm(42), msr(E), 5 min 1 min 1 min 1 min 10 min
mph(E)
ICEPmMu1 95°C 95°C 58°C 72°C 72°C 35
asszocialt genek 5 min 1 min 1 min 1 min 10 min
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3.4.3. Szekvencia meghatarozas és filogenetikai analizis

Az ompA kilsé membran fehérje génjének filogenetikai elemzését 94 db P. multocida
torzs esetében végeztik el, melyeket foldrajzi elterjedésiik, szerotipusuk és virulenciagén
profiljuk alapjan valasztottunk ki. Az ompA génszakasz amplifikalasat Katoch és mtsai. (2014)

munkaja alapjan végeztik el.

A reakcibdelegy Osszetétele:
16.0 ul PCR viz
2.5 ul 10xPCR puffer
0.5 pl 25mM MgClI2
0.5 pl 10mM dNTP-mix
0.4 pl 10uM forward primer
0.4 pl 10uM reverse primer
0.3 pl 5U/ pl DreamTagq
2 ul templat DNS

A PCR termékek szekvenalasat a Macrogen Europe cég végezte (Amszterdam,
Hollandia). A részleges ompA gén szekvenciak illesztését a BioEdit programmal (7.2.3. verzid)
végeztik el (Hall, 2011). A nukleotid szekvencia adatokat a MEGA7 szoftverrel elemeztiik
tovabb (Kumar és mtsai, 2016). A tavolsagokat a Neighbour-Joining algoritmus segitségével
allapitottuk meg (Saitu és Nei, 1987). Az evolucios tavolsagokat a p-distance korrekcios rata
figyelembevételével szamitottuk ki, és a torzsfa topoldgiajat 1000 ismétléses bootstrap
analizissel vizsgaltuk. Az ompA szekvenciakat a GenBank adatbazisba is benyujtottuk,
azonosito szamuk MK805100-MK805124.

3.4.4. Multi-lokusz szekvencia tipizalas

A vérzéses vérfertézés esetekbdl izolalt tdrzseket a Multi-host MLST séma
alkalmazasaval jellemeztik (Davies és mtsai., 2004). A macska eredetli és a human esetekbdl
izolalt térzsek MLST vizsgalatat Subaaharan és mtsai. (2010) munkajaban leirt RIRDC MLST

séma szerint végeztik el (7. tablazat).
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7. tablazat: A felhasznalt MLST primerek

MLST rendszer Név 5’-3’ szekvencia Termék hossza
Multi-host adk fwd 5'- AAGGBACWCAAGCVCAAT -3 531 bp
Multi-host adk rev 5- CACTTTTTKYGTMCCGTC -3

Multi-host aroA fwd 5- TTTACCDGGYTCYAAAAG -3’ 558 bp
Multi-host aroA rev 5- CTTTYACVCGCCAGTTAT -3

Multi-host deoD fwd 5- GTGCATTTGCYGATGTTG -3’ 576 bp
Multi-host deoD rev 5-TGSYGTKGTTTGTTCGTG -3’

Multi-host gdhA fwd 5- YTTAGTTGARCCTGAACG -3’ 651 bp
Multi-host gdhA rev 5- CTTGACCTTCAATYGTGC -3

Multi-host g6pd fwd 5- CHGGYGAYYTMACTYATCG -3 513 bp
Multi-host g6pd rev 5- TTTBGCGATBARTTTRTCRGC -3’

Multi-host mdh fwd 5- AAGTTGCWGTWYTAGGTG -3’ 552 bp
Multi-host mdh rev 5- CCTAATTCAATATCYGCACG -3’

Multi-host pgi fwd 5- GCCWGTGYTKGTTGATGG -3’ 609 bp
Multi-host pgi rev 5- TTGKGCTGGCGCRATRAA -3’

RIRDC adk fwd 5-TTTTTCGTCCCGTCTAAGC -3 570 bp
RIRDC adk rev 5'- GGGGAAAGGGACACAAGC -3

RIRDC est fwd 5- TCTGGCAAAAGATGTTGTCG -3 641 bp
RIRDC est rev 5- CCAAATTCTTGGTTGGTTGG -3

RIRDC pmi fwd 5- TGCCTTGAGACAGGGTAAGC -3’ 739 bp
RIRDC pmi rev 5- GCCTTAACAAGTCCCATTCG -3’

RIRDC zwf1 fwd 5- AATCGGTCGTTTGACTGAGC -3 808 bp
RIRDC zwf1 rev 5-TGCTTCACCTTCAACTGTGC -3’

RIRDC mdh fwd 5- ATTTCGGGATCAGGGTTAGC -3 620 bp
RIRDC mdh rev 5'- GGAAAACCGGTAATGGAAGG -3

RIRDC gdh fwd 5- ATCGACTTCTTCCGCAGACC -3 702 bp
RIRDC gdh rev 5- GCGGGTGATATTGGTGTAGG -3’

RIRDC pgi rev 5- ACCACGCTATTTTTGGTTGC -3’ 784 bp
RIRDC pgi rev 5- ATGGCACAACCTCTTTCACC -3’

A PCR termékek szekvenalasat a Macrogen Europe cég végezte (Amszterdam,
Hollandia). A DNS szekvenciak illesztését a BioEdit programmal (7.2.3. verzid) végeztik el
(Hall, 2011). A nukleotid szekvencia adatokat a MEGA?7 szoftverrel elemeztiik tovabb (Kumar
és mtsai, 2016). A tavolsagokat a Neighbour-Joining algoritmus segitségével allapitottuk meg
(Saitu és Nei, 1987). Az evoluciés tavolsagokat a p-distance Kkorrekcidés rata
figyelembevételével szamitottuk ki, és a torzsfa topoldgiajat 1000 ismétléses bootstrap

analizissel vizsgaltuk. Az MLST adatokat benyujtottuk az online adatbazisba
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(https://pubmist.org/pmultocida/). A PCR reakcidelegyek Osszetétele megegyezett az ompA

PCR-nél ismertetett premixével. A vizsgalt génszakaszokat és a reakciokorilményeket a 8.

tablazat szemlélteti.

8. tablazat: Az MLST vizsgalat soran alkalmazott PCR reakciok koérilményei

MLST Génszakasz Kezdeti L e Denaturacié Anellacié Extenzio Végsc’i_’ Cilflusok
rendszer denaturacio extenzi6o szama
Multi- adh, gdhA, 95°C 95°C 57°C 72°C 72°C 30
host mdh 5 min 45 sec 45 sec 2 min 10 min
Multi- aroA. a6od 95°C 95°C 56°C 72°C 72°C 30
host » 9op 5 min 45 sec 45 sec 2 min 10 min
Multi- deoD i 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 30
host » P9 5 min 45 sec 45 sec 2 min 10 min
Osszes 95°C 95°C 50°C 72°C 72°C
RIRDC genre 5 min 45 sec 45sec 2 min 10 min 30

A PCR termékek szekvenciajat a 4.4.3. pontban ismertetett médon hataroztuk meg, és
a P. multocida MLST weboldalon szereplé szekvenciakkal dsszevetve elemeztik szintén a

4.4.3. pontnak megfeleléen.

3.4.5. Plazmid izolalas

A plazmid izolalast Quiagen Plasmid Mini kit (Hilden, Németorszag) hasznalataval
végeztuk el. Az izolalt DNS-t 0.7%-0os SeaKem (Lonza; Basel, Svajc) agardz gélben 1xTBE
(trisz-borsav-EDTA, Lonza) pufferben, megfelelé méretli molekulasuly-markerek (Fermentas)

mellett ellenériztiik 9 V/cm elektromos térerésségl gélelektroforézissel.
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4. Eredmények

4.1. A baktériumok azonositasa

Munkank soran azokat a baktériumtelepeket tekintettiik P. multocida gyanusnak, melyek
24 6ras tenyésztési id6t kdvetden a buroktermelés meglététél vagy hianyatdl fliiggéen nyalkas,
sima felszinli vagy szaraz, r6gos, szurkésfehér, kor alaku, 0,5-2 mm atmérdjd, jellegzetes
illata, nem hemolizalo telepeket képeztek (3. abra).

3. abra: A P. multocida telepmorfoldgiaja

A molekularis fajazonositashoz a szakirodalomban ismertetett fajspecifikus régié 460 bp
hosszlsagu szakaszat minden mintanal kimutattuk (4. abra). A multiplex PCR egy reakcidban

alkalmas volt az A buroktipus (564 bp) és a toxingén (498 bp) azonositasara.
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4. abra: A P. multocida fajazonosité multiplex PCR
(M: Generuler 100 bp molekulatdmeg marker, - negativ kontroll, + pozitiv kontroll, 1-8 A buroktipusu,
nem toxikus P. multocida torzsek.)
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4.2. A baktériumok fenotipusos vizsgalatainak eredményei

4.2.1. A buroktipus meghatarozasa

A szarvasmarha, juh, kecske és sertés eredeti torzsek esetében az A és D buroktipust
azonositottuk. A human megbetegedésekbdl szarmazd torzseket az A és F buroktipusba
soroltuk, mig a macska eredetl izolatumok mindegyike az A tipust képviselte. Az A buroktipus
volt a leggyakoribb a szarvasmarha, juh, sertés, human és macska eredetli izolatumok

esetében, mig a kecskébdl szarmazé térzsekben a D buroktipus volt a leggyakoribb.

4.2.2.A szerotipus meghatarozasa

A vizsgalt P. multocida térzsek szerotipusat az LPS PCR-rel és egyes esetekben
hagyomanyos agargél precipitacios moédszerrel is meghataroztuk.

Az LPS tipizalas soran két LPS genotipust azonositottunk a szarvasmarha és a juh
eredetll izolatumokban (L3: 87,7% és 73,3% és L6: 12,3% és 26,7%). A kecske és sertés
eredetll torzsek esetében csak az L3 LPS genotipus fordult el6. A human esetekbdl izolalt
P. multocida térzsek esetében 6t killonb6zd LPS genotipus is azonosithaté volt (L1, L3, L4,
L5 és L7). Ezek kozll az L1 volt a leggyakrabban eléfordulé tipus (53,6%), melyet az L3
kodvetett (32,1%), mig az L4 (7,1%), az L5 (3,6%) és az L7 (3,6%) kisebb aranyban fordult eld.
A macska eredetli P. multocida izolatumokra az L1 (72,7%), az L3 (9,1%) és az L7 (18,2%)

LPS genotipus volt jellemzé.

4.2.3.A buroktipusok és LPS genotipusok kombinalasa

A buroktipusokat az LPS genotipusokkal kombinalva a szarvasmarha, juh és sertés
eredetl izolatumok esetében az A:L3 volt a leggyakoribb (77,8% és 72,5%). A kecske eredetl
torzsek esetében a D:L3 kombinacié volt a leggyakoribb (80,0%), mig a human és macska
gazdafajbdl szarmazo izolatumokra az A:L1 volt a legnagyobb szadmban jellemz6 (46,5% és
72,7%) (9. tablazat).
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9. tablazat: A buroktipus : LPS genotipus kombinaciok szazalékos megoszlasa gazdafaj
szerint
Az izolatumok szamat zardjelben tlntettik fel.

Buroktipus: Szarvasmarha Juh Kecske Sertés Human Macska
LPS genotipus (n=81) (n=15) (n=5) (n=40) (n=28) (n=11)
A: L1 0 0 0 0 46,5 (13) 72,7 (8)
A: L3 77,8 (63) 40,0(6) 20,0(1) 72,5(29) 32,1(9) 9,1(1)

A: L4 0 0 0 0 7,1(2) 0

A: L5 0 0 0 0 3,6 (1) 0

A: L6 12,3 (10) 26,7 (4) 0 0 0 0
A: L7 0 0 0 0 3,6 (1) 18,2 (2)

D: L3 9,9 (8) 33,3(5) 80,0(4) 27,5(11) 0 0

F: L1 0 0 0 0 7,1(2) 0

4.3. A baktériumok genotipusanak meghatarozasa
4.3.1. A toxingén kimutatasa

A P. multocida toxint kédolo toxA génszakasz minden juh eredet(i térzsben azonosithaté
volt, és jelentds aranyban fordult el6 a kecske (40,0%) és sertés (55,0%) eredeti
izolatumokban is. Human, macska és szarvasmarha eredet(l térzsekben nem volt kimutathaté
a P. multocida toxint kodolé génszakasz. A kecske eredetli P. multocida térzsekben a toxA
génszakasz csak tiudégyulladasos esetekbdl izolalt, D buroktipusi térzsekben volt
detektalhaté. Tuddgyulladasos esetekb8l szarmazd sertés eredetll izolatumok esetében a
toxA génszakasz alacsonyabb szazalékban volt jelen (38,8%), mint az orrtampon mintakbol
izolalt torzsekben (68,2%). A buroktipussal Osszevetve megallapitottuk, hogy a ftoxA
génszakasz nagyobb gyakorisaggal fordult el A buroktipusu térzsekben, mint a D buroktipusu
izolatumokban, a tidé (40,0%) és orrtampon (71,4%) eredetli mintakban egyarant (10.

tablazat).
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10. tablazat: A P. multocida toxin (PMT) kodolé génszakaszt hordozé térzsek megoszlasa a
gazdafaj, a minta tipusa és a buroktipus szerint

Gazdafaj Minta tipusa Buroktipus Torzsek szama PMT % (n)
A 0 0
tudo
D 3 66,7 (2)
kecske
A 1 0
orrtampon
D 1 0
A 8 100 (8)
tudo
D 4 100 (4)
juh
A 2 100 (2)
orrtampon
D 1 100 (1)
A 15 40,0 (6)
tudo
D 3 33,3 (1)
sertés
A 14 71,4 (10)
orrtampon
D 8 62,5 (5)

4.3.2.Virulenciagén profil meghatarozas
Az |. tipusu fimbria alegységét kédold fimA génszakasz minden P. multocida torzsben

megtalalhato volt, ezért a tovabbi adatelemzésbdl kihagytuk (5. abra).
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5. dbra: A virulencia asszocialt gének azonositasara szolgald PCR reakciok gélfotdja
PCR 1. A hsf1 (654 bp), hsf2 (433 bp) és pfhA (286 bp) génszakaszok azonositasa multiplex reakcidban.
PCR 2. A fimA (866 bp) és tadD (416 bp) génszakaszok azonositasa.
PCR 3. A hgbA (402 bp) és nanH (340 bp) génszakaszok azonositésa.
PCR 4. A hgbB (499 bp) és tbpA (728 bp) génszakaszok azonositasa.
PCR 5. ptfA allél specifikus PCR. 1 negativ kontroll, 2 Pm242, 3 Pm243, 4 Pm244,5 Pm247, 6 Pm249, 7 pozitiv

kontroll a hgbB és tbpA génszakaszokra, a pozitiv kontroll a ptfA A allélvaltozatra (126 bp), B pozitiv kontroll a
ptfA B allélvaltozatra (217 bp).

A tovabbi kilenc virulenciagén megléte vagy hianya alapjan 13 kilénb6z8 virulenciagén

profilt (VGP) allitottunk fel (11. tablazat).
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11. tablazat: A P. multocida torzsek altal hordozott virulenciagének alapjan meghatarozott
virulenciagén profilok (VGP)

Virulenciagén
Gazdafaj hgbA nanH hgbB tbpA pfhA hsf1 hsf2 tadD ptfA*

profil
VGP 1 szarvasmarha  + + - + + - + + B
VGP 2 szarvasmarha + + - + - - + + B
VGP 3 szarvasmarha + + - + - - + - B
VGP 4 juh + + - + - - + - A
VGP 5 juh, kecske + - - + - - - - A
VGP 6 sertés, human + + - - + - + + B
VGP 7 sertés + + - - - - + + B
VGP 8 sertés + + + - - - + + B
VGP 9 sertés, human  + + + - - + + - B
VGP 10 human + + - - + + + - B
VGP 11 human + - + - - + + - B
VGP 12 human, + + + - - -+ - B
macska
VGP 13 human, - + + - - -+ - B
macska

*ptfA allél varians

Kevés kivétel mellett megallapitottuk, hogy minden VGP csak egy gazdafajra volt
jellemzé. A szarvasmarha eredetl P. multocida térzsek a VGP 1, 2, vagy 3 csoportba tartoztak,
melyek kdzil a VGP 1 volt a legnépesebb (61,7%). A juh eredeti izolatumokra a VGP 4 és 5
volt jellemz6, melyek kdzil a VGP 5 volt a gyakoribb (67%), a kecske eredetl torzsek
mindegyike a VGP 5 virulenciagén profiljaval rendelkezett. A sertés eredetli izolatumok
O0sszesen négy virulenciagén profilba voltak besorolhaték (VGP 6-9). Ezek kozil a térzsek
legnagyobb része a VGP 9 profilba tartozott (70%). A macska eredetl izolatumok a VGP 12
(82%) és a VGP 13 (18%) profilokba kertltek. A human esetekbdl szarmazo térzsek viszont
nagyobb valtozatossagot mutattak, dsszesen hatféle virulenciagén profil volt rajuk jellemzd
(VGP 6, 9-13), melyek kdzul a VGP 12 (60,7%) volt a leggyakoribb (12. tablazat) A hatbdl négy

esetben mas gazdafajok (sertés, macska) tarsasagaban helyezkedtek el.
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12. tablazat: A virulenciagén profilok szazalékos megoszlasa a kulénb6z6 gazdafajokbdl
szarmazo P. multocida torzsek esetében

Virulenciagén szarvasmarha juh kecske sertés human macska
profil (n=81) (n=15) (n=5) (n=40) (n=28) (n=11)
VGP 1 61,7 (50) 0 0 0 0 0
VGP 2 28,4 (23) 0 0 0 0 0
VGP 3 9,9 (8) 0 0 0 0 0
VGP 4 0 33,3 (5) 0 0 0 0
VGP 5 0 66,7 (10) 100 (5) 0 0 0
VGP 6 0 0 0 17,5 (7) 3,6 (1) 0
VGP 7 0 0 0 5,0 (2) 0 0
VGP 8 0 0 0 7,5(3) 0 0
VGP 9 0 0 0 70,0 (28) 17,8 (5) 0

VGP 10 0 0 0 0 3,6 (1) 0
VGP 11 0 0 0 0 3,6 (1) 0
VGP 12 0 0 0 0 60,7 (17) 81,8 (9)
VGP 13 0 0 0 0 10,7 (3) 18,2 (2)

4.3.3.Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

Az ompA génszakasz szekvencia analizise soran a 94 térzsben dsszesen 25 egyedi, de
kozeli rokonsagot mutatd szekvencia tipus volt elkiildnithet6 (6. abra), melyek kilenc klasztert
alkottak (ompA klaszter A-1). Az A klaszter volt a leggyakoribb ompA tipus (35,1%), melyet a
G (17,0%), a D (13,8%) és az | klaszter (11,7%) kovetett. A tovabbi ompA klaszterek ritkabban
fordultak el6 (6. abra, Melléklet 1. tablazat). Az ompA klaszterek és a virulenciagén profilok
kozott korrelaciot lehetett felfedezni. Az A klaszter a VGP 1 és VGP 5 profilokkal mutatott
Osszefluiggést, melyek szarvasmarha és kiskér6dz6 eredeti izolatumokra voltak jellemzéek.
Az ompA klaszter B-be kizardlag a szarvasmarha eredetl VGP 3-ba tartozé térzsek kertltek.
Az ompA klaszter C a VGP 6 és 7 izolatumokat tartalmazta, sertés eredeti toérzsekkel és egy
human izolatummal egyitt. A D klaszterbe a VGP 2 virulenciagén profillal rendelkezd
szarvasmarha eredetl torzsek, és egy VGP 10-be sorolt human izolatum tartozott. Az ompA
E klasztert a sertés eredet(i VGP 8 torzsek, az F klasztert pedig human VGP 12-be sorolt
izolatumok alkottak. Az ompA klaszter G sertés és human eredeti VGP 9 tdrzseket
tartalmazott. Az ompA klaszter H juh eredet(i torzseket (VGP 4) és egy human izolatumot (VGP
11) foglalt magaba. Az ompA klaszter | pedig a VGP 12 és 13 virulenciagén készletével

rendelkezd macska és human eredetli térzseket tartalmazott (6. abra). Az ompA gén
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szekvenciak altal kodolt ompA proteinek alapjan képzett filogenetikai fan a DNS szekvenciak

alapjan elkulonitett klaszterekkel megegyez6 elkulondlés volt megfigyelhetd (M1. abra).

“’0{ Klaszter A, szarvasmarha VGP 1 (n=25), juh és kecske VGP 5 (n=8)

100

- Klaszter B, szarvasmarha VGP 3 (n=4)
99

"Iy Klaszter C, sertés VGP 6 (n=4) és VGP7 (n=2), human VGP 6 (n=1)

92

4100{ Klaszter D, szarvasmarha VGP 2 (n=12), human VGP 10 (n=1)

19, Klaszter E, sertés VGP 8 (n=2)

% — 1% Klaszter F, human VGP 12 (n=4)

96

W{ Klaszter G, sertés és human VGP 9 (n=16)

L s Klaszter H, juh VGP 4 (n=3), human VGP 11 (n=1)

100

—— ] Klaszter |, human és macska VGP 12 (n=9) és VGP 13 (n=2)

0.01

6. abra. Az ompA gén szekvenciak alapjan képzett 6sszevont filogenetikai fa

4.3.4.Human esetekbdl szarmazd P. multocida izolatumok

A tovabbi vizsgalatokba 15 db human esetekbdl szarmazo izolatumot vontunk be. A
P. multocida toxint kédold génszakaszt egyik esetben sem tudtuk kimutatni. Az izolatumok
tobbsége A buroktipussal rendelkezett (14/15), mig egy esetben az F buroktipus bioszintézis
génjét (fcbD) azonositottuk. A human megbetegedésekbdl izolalt térzseket altalaban a
Heddleston 1-es (53%) és 3-as (40%) szerotipusba soroltuk be, de egy esetben a 6-os
szerotipust is azonositottuk. Az agargél precipitacios teszt eredményét minden esetben az
LPS multiplex PCR-rel is megeré&sitettuk.

A torzsek nagy tdbbsége a septica alfajpa tartozott (12/15 tdérzs, 80%), a
multocidalgallicida leszarmazasi vonalat csupan harom térzs képviselte. A szénhidrat
fermentacios sajatsagok és az ornitin-dekarboxilaz aktivitds megléte alapjan hat kilénb6z6
biotipusba tudtunk besorolni a vizsgalt human P. multocida izolatumokat. A 2-es, 3-as és 7-es
biotipust azonositottuk a leggyakrabban, de egyedi esetekben a 6-0s, 9-es és 10-es biotipust
is detektalni tudtuk (7. abra).
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indol nitrat urea glikéz szachar6z ODC arabin6z laktoz maltéz trehaléz xil6z dulcit szorbit

7. abra: A 2-es biotipusra jellemzd biokémiai profil

Minden vizsgalt P. multocida t6érzs hordozta az |. és IV. tipusu fimbria alegység génjeit
(fimA, ptfA B allél) és a hsf2 autotranszporter adhezint, illetve nagy tébbségik a hgbA (95%)
és hgbB (90%) hemoglobin kotd fehérjéket és a nanH neuraminidazt kddolé génszakaszokat
is. A transzferrin két6 fehérjét kédolé génszakasz (tbpA) nem volt azonosithaté a vizsgalt
toérzsekben. Raadasul néhany adhezint kédold génszakasz csak kevés esetben fordult eld,
ezek a hsf-1 (20%), a pfhA (10%) és a tadD (5%) voltak.

A RIRDC MLST adatok alapjan 6sszesen 9 Uj szekvencia tipust hataroztunk meg,
koézulik harom ST-t (ST 333, 334 és 336) tobb torzs esetében is azonositani tudtuk.
Megallapitottuk, hogy a P. multocida subsp. septica és subsp. multocida térzsek a fajon belll

két jol elkilonll6 leszarmazasi vonalat képviseltek (8. abra).

100 ST334 Pm251

43 ST334 Pm248
ST337 Pm254
ST276 Pm243
— 40— ST343 3080
9% —{ ST333 Pm240 subsp. septica
1001 ST333 3081
ST335 Pm250

84— ST332 Pm245
ST330 Pm242
|ST336 Pm252
100! ST336 3083
ST331 Pm244
91 ST71 Pm249 subsp. multocida/gallicida

100 ST13 Pm247

97

57

0.002

8. abra: A human esetekbdl izolalt P. multocida térzsek RIRDC MLST modszerrel végzett
vizsgalatanak eredménye
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4.3.5. B:2tipusu P. multocida torzsek

2013 augusztusaban egy eddig hazankban nem tapasztalt megbetegedést észleltiink
egy kb. 12 km atmérgji kordn belll elhelyezkedd 6 haztaji sertésallomanyban. Az esetek egy
kdzel 2 hétig tartd idészakban jelentkeztek, és hazi sertésen kivul mas allatfajok nem voltak
erintve. Harom, kilénb6zé sertésallomanybdl szarmazé baktériumtoérzset P. multocida ssp.
multocidaként azonositottunk és részletesen megvizsgaltunk. A térzsek mindegyike képes volt
hasznositani a xilézt és a szorbitot, valamint ornitin-dekarboxilaz aktivitassal rendelkezett.
Negativ reakciot kaptunk az arabindz, laktéz, maltéz, trehal6z, és dulcit bontast vizsgald
tesztekben. Ezek alapjan a torzseket a 3-as biotipusba soroltuk. A torzsek mindegyike B
buroktipusunak és 2-es szomatikus szerotipusunak bizonyult. A Multi-host MLST vizsgalat
soran kapott adatok alapjan egy uj szekvencia tipust (ST61) irtunk le. A RIRDC MLST séma
alkalmazasaval a vizsgalt torzseket a vérzéses vérfertézést okozo térzsekre jellemzd 122-es
szekvencia tipusba soroltuk be.

2016 juliusaban borjakat érinté haemorrhagias septikaemia esetekbdl szarmazo
P. multocida térzseket mutattunk ki. Az esetek egy telepre korlatozodtak, foldrajzilag ~130 km-
re nyugatra a sertésekben leirt esetek azonositasi helyétél, és nem volt ismert kapcsolat a
telepek kozott. Két, az allomanybdl szarmazd baktériumtérzset P. multocida ssp.
multocidaként hataroztunk meg, és részletesen megvizsgaltunk. A térzsek ornitin-dekarboxilaz
aktivitassal rendelkeztek, és képesek voltak a xiléz és szorbit hasznositasara, ugyanakkor
nem tudtdk bontani az arabindézt, maltdzt, laktézt, trehalézt és dulcitot. A fermentacios
tulajdonsagaik alapjan a 3-as biotipusba soroltuk be a torzseket, melyek a haemorrhagias
septikaemia esetekre jellemzd B buroktipussal és 2-es szerotipussal rendelkeztek. A Multi-
host MLST vizsgélat soran kapott adatok alapjan egy Uj szekvencia tipust (ST64) irtunk le,
mely egy allélban tér el (aroA) a haztaji sertésekben azonositott ST61-t6l.

A filogenetikai vizsgalatok soran a Multi-host MLST adatbazisban fellelhetd térzsek
szekvencia adataival vetettik 0ssze sajat adatainkat. Az elemzés soran a B:2 szerotipusu
vérzéses veérfert6zést okozd térzsek egy jol elkilonuld klasztert alkottak (9. abra).
Vizsgalataink és az irodalomban fellelhet6 adatok alapjan megallapitottuk, hogy a kétféle
P. multocida MLST séma koézil a Multi-host MLST nagyobb felbontéképességgel rendelkezik
a B tipusu P. multocida toérzsek esetében. A Multi-host sémaval kilénb6zd
szekvenciatipusokba sorolt izolatumok a RIRDC sémaval gazdafajtél, és az izolalas helyétél

fuggetlendl az ST 122-be tartoznak (Petersen és mtsai., 2014).
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ST44 Szarvasmarha Veérzeses vérfertézes (B buroktipus referenciatdrzs, NCTC 10323)

ST46 Szarvasmarha Vérzéses vérfertézés
87— STB1 Sertés Vérfertézéses pasteurellosis
ST47 Sertés Vérfertézéses pasteurellosis
= ST64 Szarvasmarha Vérzéses vérfertozes
o, L ST45 Szarvasmarha Veérzeses vérfertdzés (E buroktipus referenciatérzs, NCTC 10326)
ST3 Szarvasmarha / sertés Tudogyulladas
LS‘M Szarvasmarha Tid6gyulladas
e ST1 Szarvasmarha Tudégyulladas, t6gygyulladas
51 g2 Szarvasmarha Tidégyulladas

ST8 Szarvasmarha Odémas besziirédések

ST7 Szarvasmarha Tiidégyulladas, tdgygyulladas
78 ST9 Szarvasmarha Tiddgyulladas
ST5 Szarvasmarha Tid6gyulladas

o ST6 Szarvasmarha Tudégyulladas, t6gygyulladas

0,001

9. abra: A kulénb6z8 gazdafajokbdl és megbetegedésekbdl izolalt P. multocida térzsek
filogenetikai kapcsolatai, a Multi-host MLST rendszerben
A leszarmazasi viszonyok tisztazasahoz a neighbor-joining algoritmust hasznaltuk.

4.3.6. Az antibiotikum-érzékenység vizsgalata
4.3.6.1. Korongdiffuzids tesztek eredménye

A P. multocida torzsek antibiotikum-érzékenységét Kirby-Bauer korongdiffizios
maodszerrel hataroztuk meg, melyek részletes eredményei a Melléklet 2. és 3. tablazataban
tekintheték meg. Vizsgalataink alapjan a térzsek nagy tdbbsége érzékeny volt florfenikolra
(98,7%), kloramfenikolra (93,7%), ampicillinre (91,8%), penicillinre (91,1%), enrofloxacinra
(88,6%) ceftiofurra (88%), tulatromicinre (79,1%), tetraciklinre (86,7%), tiimikozinra (86,1%),
és doxiciklinre (82,9%). A gentamicin, eritromicin, sztreptomicin, és nalidixsav kevésbhé
bizonyultak hatékonynak (44,9%, 23,4%, 27,2% és 13,9% rezisztencia), ugyanakkor a
mérsékelten érzékeny torzsek aranya magas volt eritromicinre (71,5%) és gentamicinre
(32,3%) is. A torzsek nagy szamban rezisztensek voltak apramicinnel (87,3%), klindamicinnel
(97,5%) és szulfonamidokkal (97,5%) szemben (10. abra).
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10. abra: A P. multocida térzsek dsszesitett antibiotikum-érzékenység adatai

mérzékeny mmérsékelten érzékeny mrezisztens

A szarvasmarha eredetl P. mulfocida torzsek antibiotikum-érzékenységi adatai alapjan
megallapitottuk, hogy a térzsek mindegyike csak florfenikolra (100%) volt érzékeny. A torzsek
tobbsége érzékeny volt kloramfenikolra (91,4%), penicillinre (92,6%), ampicillinre (90,1%),
enrofloxacinra (88,9%) ceftiofurra (88,9%), tetraciklinre (85,2%), doxiciklinre (85,2%)
tilmikozinra (87,7%), tulatromicinre (72,8%) és nalidixsavra (77,8%). A gentamicin, az
eritromicin és a sztreptomicin kevésbé bizonyultak hatékonynak (64,2%, 30,9% és 22,2%
rezisztencia), ugyanakkor a mérsékelten érzékeny torzsek aranya magas volt eritromicinre
(63%) és gentamicinre (23,5%) is. A torzsek nagy szamban rezisztensek voltak
szulfonamidokkal (98,8%), klindamicinnel (98,8%) és apramicinnel (88,9%) szemben (11.
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11. abra: A szarvasmarha eredetli P. multocida térzsek antibiotikum-érzékenység adatai
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A juhokbdl szarmazdé P. multocida torzsek mindegyike érzékeny volt penicllinre,
ampicillinre, ceftiofurra, tilmikozinra, florfenikolra és enrofloxacinra. A térzsek nagy tébbsége
érzékeny volt tetraciklinre (93,3%), doxiciklinre (93,3%), kloramfenikolra (93,3%),
tulatromicinre (93,3%) és nalidixsavra (93,3%). Kevésbé bizonyult hatékonynak a gentamicin
(33,3% rezisztencia), eritromicinre pedig a torzsek nagy tdbbsége mérsékelten volt érzékeny
(86,7%). A torzsek mindegyike rezisztenciat mutatott klindamicinnel és szulfonamidokkal
szemben, valamint nagy tobbségik mutatott rezisztenciat sztreptomicinnel (73,3%) és
apramicinnel (80%) szemben is (12. abra).
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12. abra: A juh eredeti izolatumok antibiotikum-érzékenység adatai

A sertés eredetll P. multocida térzsek nagy tdbbsége érzékeny volt kloramfenikolra
(95%), florfenikolra (95%), tulatromicinre (95%), tilmikozinra (90%), ampicillinre (87,5%),
penicillinre (80%), tetraciklinre (80%), enrofloxacinra (80%), és ceftiofurra (75%). A nalidixsav,
doxiciklin, eritromicin és gentamicin kevésbé bizonyultak hatékonynak (22,5%, 15%, 7,5% és
2,5% rezisztencia), ugyanakkor a mérsékelten érzékeny tbérzsek aranya magas volt
eritromicinre (90%) és gentamicinre (50%) is. A torzsek nagy szamban rezisztensek voltak
klindamicinnel (100%), szulfonamidokkal (92,5%), apramicinnel (97,5%), és sztreptomicinnel
(35%) szemben (13. abra).
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13. abra. A sertés eredetil torzsek antibiotikum-érzékenységi adatai

A human esetekbdl szarmazo P. multocida torzsek mindegyike érzékeny volt penicillinre,
ampicillinre, ceftiofurra, tetraciklinre, doxiciklinre, kloramfenikolra, florfenikolra és nalidixsavra
(14. abra). A torzsek nagy tdbbsége érzékeny volt tovabba enrofloxacinra (91,7%). A
sztreptomicin kevésbé bizonyult hatékonynak, esetében a mérsékelten érzékeny térzsek
aranya 75% volt. A térzsek mindegyike rezisztenciat mutatott gentamicinnel, apramicinnel és
szulfonamidokkal szemben, és nagy szamban rezisztensek voltak klindamicinnel (83,3%),
tulatromicinnel (66,7%), eritromicinnel (66,7%) és tilmikozinnal (66,7%) szemben is (14. abra).
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14. abra: A human esetekbdl izolalt P. multocida térzsek antibiotikum-érzékenység adatai
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Vizsgalataink soran vizsgaltunk kecske és macska gazdafajokbdl izolalt torzseket is,
azonban csak kis mintaszamban.

A kecske eredetl torzsek mindegyike érzékenynek bizonyult penicillinre, ampicillinre,
ceftiofurra, sztreptomicinre, tetraciklinre, doxiciklinre, tilmikozinra, tulatromicinre,
kloramfenikolra, florfenikolra, enrofloxacinra és nalidixsavra (15. abra). A torzsek mindegyike
rezisztens volt klindamicinnel és szulfonamidokkal szemben. Eritromicinre, gentamicinre, és

apramicinre a torzsek nagy tdbbsége mérsékelten volt érzékeny (80%), 60% és 60%).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

VD S S
%\.\ O O O Q{B

<&
A \l} .\ X . 60 O ) f,)’b
& S & NS ¥ F
S L& FFF S S <~°® b@@ & é‘é\ & &
] o (’)Q’Q W <27 7 & «\>\® @(\ o{[, QP KO(\ O

M érzékeny M mérsékelten érzékeny M rezisztens

15. abra: A kecske eredet(i torzsek antibiotikum-érzékenység adatai

A macska eredetli térzsek mindegyike érzékenynek bizonyult penicillinre, ampicillinre,
ceftiofurra, sztreptomicinre, tetraciklinre, doxiciklinre, tilmikozinra, tulatromicinre,
kloramfenikolra, florfenikolra, enrofloxacinra és nalidixsavra (16. abra). A térzsek nagy
tobbsége rezisztens volt klindamicinnel (80%) és szulfonamidokkal (100%) szemben.
Eritromicinre, gentamicinre, és apramicinre a térzsek nagy tobbsége mérsékelten volt
érzékeny (100%, 80% és 60%).
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16. abra: A macska eredet( toérzsek antibiotikum-érzékenység adatai

4.3.6.2. Multirezisztens P. multocida torzs (Pm238) vizsgalata

A részletes vizsgalatba vont Pm238 azonositdval ellatott P. multocida térzset az A
buroktipusba és a 3-as Heddleston szerotipusba soroltuk be. A térzs képes volt a trehaldz,
xiléz és szorbit bontasara, emellett negativ eredményt adott az arabinéz, maltdz, lakt6z, dulcit
és ornitin-dekarboxilaz tesztekben. A biokémiai tesztekben kapott eredmények alapjan a
torzset a 9-es biotipusba soroltuk be. A RIRDC MLST vizsgalatban a térzs 79-es szekvencia
tipusunak bizonyult.

A MIC tesztek alapjan megallapitottuk, hogy a Pm238 rezisztenciat mutatott
sztreptomicinnel, tetraciklinnel, doxiciklinnel, eritromicinnel, klindamicinnel, kloramfenikollal,
szulfametoxazollal, enrofloxacinnal, €s nalidixsavval szemben (13. tablazat). A vizsgalt térzs
érzékeny volt penicillinre, ampicillinre, cefalotinra, gentamicinre, spektinomicinre, florfenikolra,

trimetoprim-szufametoxazolra, ciprofloxacinra és kolisztinre.
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13. tablazat: A Pm238 minimalis gatlé koncentracio (MIC) vizsgalatanak eredménye

Antibiotikum MIC Hatarérték
(ng / ml) E-M-R
Ampicillin 0,032 2056-1-2<
Cefalotin 0,094 22 -4 -8<
Ciprofloxacin 0,019 21 -2-4<
Kolisztin 2 22 -4 -8<
Florfenikol 0,125 22 -4 -8<
Gentamicin 0,094 24 -8 —-16<
Penicillin 0,016 20,56-1-2<
Spektinomicin 2 232 - 64 — 128<
Trimetoprim-szulfametoxazol 0,125/2 22/38 — 4/76=<
Kloramfenikol 96 28 — 16 — 32<
Klindamicin >256 20,5-1-2-4<
Doxiciklin 24 20,5-1-2<
Enrofloxacin 3 20,25-0,5-1<
Eritromicin >256 20,5-1-4-8<
Nalidixsav >256 216 — 32<
Sztreptomicin 48 24 — 8 —16<
Szulfametoxazol >1024 2256 — 512<
Tetraciklin 16 20,5-1-2<

A Pm238 nem rendelkezett plazmiddal. Masrészt, 6sszhangban a fent ismertetett
antibiotikum rezisztencia fenotipussal, PCR reakciok segitségével sikeresen ki tudtuk mutatni
a kloramfenikol (catAlll), szulfonamid (sulll), sztreptomicin (strA), és tetraciklin (tetB)

rezisztencia kialakitasaért felelés génszakaszokat (17. abra).
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17. abra: A rezisztencia gének kimutatasara szolgald PCR reakciok gélfotoja

A makrolid- és linkozamid rezisztencia kialakitasaért felelés génszakaszokat nem tudtuk
azonositani a tesztelésre kivalasztott PCR reakciokkal (Rose és mtsai., 2012). A Klima és
mtsai. (2014) altal kidolgozott ICEPmu1 mobilis genetikai elemmel asszocialt géneket célzé
PCR reakciokban is negativ eredményt kaptunk. A kinolon rezisztencia kialakitasaért felelés
pontmutaciokat is azonositottunk a topoizomeraz IV (parC) génszakasz szekvencia

analizisével, mely a 84-es kodon aminosav cseréjét jelentette (Glu — Lys).
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5. Megyvitatas

5.1. Virulenciagén profil meghatarozas és ompA szekvencia elemzés

A P. multocida egy széles korben elterjedt korokozé baktérium, mely szamos madar- és
eml6sfajt képes megbetegiteni, és zoonotikus potenciallal is bir (Wilson és Ho, 2013).
Munkank soran 180 db P. multocida torzset vizsgaltunk meg, melyek valtozatos gazdafajokbdl
kerlltek izolalasra, és részletesen jellemeztik 6ket a buroktipusuk és LPS genotipusuk
meghatarozasaval. Ezen kivil egy kilenc virulenciagén vizsgalatan alapulé virulenciagén profil
(VGP) meghatarozasara alkalmas médszert is leirtunk. Ezen felll az ompA kiilsé membran
protein szekvencia analizisével 0sszefliggést mutattunk ki a gazdafaj, a VGP és az ompA
szekvencia tipusok kdzétt. Osszesen nyolc buroktipus-LPS genotipus kombinéaciot tudtunk
azonositani, melyek kézll az A:L3 volt a leggyakoribb, és a kecske eredetii torzsek kivételével
minden gazdafajban megtalalhaté volt. Ez a megallapitdas megerdsiti a korabbi vizsgalatok
eredményeit, melyek szintén az A buroktipust irtak le a legnagyobb aranyban szarvasmarha
és sertés eredetl izolatumokban is (Davies és mtsai., 2003; Garcia és mtsai., 2011; Katsuda
és mtsai., 2013; Jamali és mtsai., 2014; Peng és mtsai., 2018a). Masok — az itt bemutatott
eredményekkel 6sszhangban - az L3 LPS genotipus gyakorisagat hasonléan magasnak
talaltak szarvasmarha és sertés eredetl izolatumokban is (Taylor és mtsai., 2010; Peng és
mtsai., 2018a; Lariviere és mtsai., 1992; Jamaludin és mtsai., 2005). Ugyanakkor Ujabban az
L6 LPS genotipus gyakorisaganak emelkedésérdl is beszamoltak sertésbél izolalt P. multocida
torzsek esetében (Peng és mtsai., 2018b; Turni és mtsai., 2018). A juh és kecske eredetl
torzsek esetében a D:L3 és A:L3 bizonyult a leggyakoribb buroktipus-LPS genotipus
kombinaciénak. Korabbi publikaciok szintén az A és D buroktipusokat mutattak ki az emlitett
gazdafajok esetében (Ewers és mtsai., 2006; Vougidou és mtsai., 2015). Ugyanakkor, ezek a
szerz6k nem szamoltak be olyan nagy aranyban a D buroktipus el6fordulasardl, mint a jelen
munka. Eredményeink abban is megerésitik a korabbi adatokat, hogy az A:L1 buroktipus-LPS
genotipus kombinacié a leggyakoribb a human és macska eredetl térzsekben (Ewers és
mtsai., 2006).

A sertések torzitd orrgyulladasanak kialakitasaért a P. multocida toxin (PMT) felelés
(Magyar és Lax, 2002). Ezért, a PMT magas el6fordulasi aranya sertés eredetii izolatumokban
(55%) nem meglepé. Az is logikusnak tlnik, hogy toxintermel6 térzsek nagyobb aranyban
voltak izolalhatéak orrtampon mintakbdl (68,2%), ugyanakkor fontos hangsulyozni, hogy toxA-
pozitiv térzseket viszonylag nagy aranyban tudtunk kimutatni tidégyulladasos esetekbdl is
(38,8%). Erdekes az is, hogy a korabbi vizsgalatokhoz (és az Altalanosan uralkodd
felfogashoz) képest nagyobb aranyban talaltunk A buroktipusu toxintermel térzseket, mint a
D buroktipus esetében (Lariviere és mtsai., 1992; Davies és mtsai., 2003; Bethe és mtsai.,

2009), jelezve, hogy az A tipusu torzsek toxintermelési képessége terjedében van, legalabbis
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Magyarorszagon. Ezen kivil a toxA génszakaszt jelentés mértékben tudtuk kimutatni juh és
kecske eredetli térzsekben is (100% és 40%). Ez a megallapitas megegyezik a PMT juhbdl és
kecskébdl szarmazé P. multocida izoldtumokban térténd egyre gyakoribb eléfordulasardl
beszamold vizsgalatok eredményeivel (Ewers és mtsai., 2006; Shayegh és mtsai., 2009;
Garcia-Alvarez és mtsai., 2017). Ujdonsag ugyanakkor, hogy 100%-os prevalenciardl
korabban nem szamoltak be. A sertésekkel ellentétben, a PMT kiskér6dzé gazdafajokban
jatszott kortani szerepének tisztazasa tovabbra is varat magara. Eredményeink arra utalnak,
hogy a kiskér6dzd eredetli P. multocida izolatumok a baktériumfajon belll egy elkilonulé
csoportot alkotnak a tobbi emldsfajbdl szarmazd térzshéz képest. Ezt a megallapitast
tamasztja ala a toxingén hordozas, a ptfA A allél megléte, és az egyedi VGP csoportokba
tartozasuk is. Az érintett juh- és kecskeallomanyok valtozatos geografiai megoszlast mutatnak,
kimutathatd epidemioldgiai kapcsolat nélkil. Jelenleg nem egyértelm(i, hogy mi vezethetett
ezen figyelemre mélto kilonbségek kialakulasahoz a szabadtartasu kértilmények kézott tartott
juhokbodl és kecskékbél izolalt P. multocida térzsek esetében az allomanyok kozotti
allatmozgasok nélkdl.

A P. multocida kérokozé képességének megértése szempontjabdl a virulenciagének
tanulmanyozasa kiemelten fontos, és igéretes eszkdznek tlinik az izolatumok jellemzésére. A
virulenciagének vizsgalata soran virulenciagén profilokat (VGP) allitottunk fel a vizsgalt
P. multocida térzsek esetében. Ugyanakkor a korabban publikalt adatokkal vald
Osszehasonlitast megnehezitette, hogy ezek a munkak kilénb6zé virulenciagén dsszeallitast
vizsgaltak. Vizsgalataink és a korabbi publikaciok eredményei alapjan altalanosan
elmondhatd, hogy a P. multocida izolatumok valtozatos virulenciagéneket hordoznak, melyek
jellemzdek lehetnek a gazdafajra.

A kérddz6kbdl izolalt térzsek mindegyikét egy tbpA pozitiv virulenciagén profilba tudtuk
besorolni (VGP 1-5). Ewers és mtsai. (2006) kissé alacsonyabb prevalenciat talaltak az
emlitett vaskotd fehérjére nézve szarvasmarha és juh eredeti térzsekben (70,2% és 80%) a
mi eredményeinkhez képest, ami a torzsek diverzitdsanak orszagok kozti eltéréseivel
(Shayegh és mtsai., 2009; Katsuda és mtsai., 2013; Verma és mtsai.,, 2013), valamint
eredményeinkkel megegyezéen a tbpA gént nem sikerllt azonositani nem-kérédzd
gazdafajokbdl szarmazé izolatumokban (Ewers és mtsai., 2006; Garcia és mtsai., 2011;
Ferreira és mtsai., 2015; E-kobon és mtsai., 2017).

A pfhA és tadD gének a szarvasmarha eredeti izolatumok nagy tébbségében, mig a
sertésbél izolalt térzseknek csak kis hanyadaban voltak kimutathaték. Korabbi publikaciokban
(Ewers és mtsai., 2006; Tang és mtsai., 2009; Garcia és mtsai., 2011; Verma és mtsai., 2013;

E-kobon és mtsai., 2017) a pfhA és tadD géneket szintén ezekbdl a gazdafajokbdl szarmazé
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izolatumokban talaltak meg, utalva arra, hogy ezen gének szerepet jatszhatnak a
szarvasmarha és sertés léguti epitélsejtekhez valo adhézioban.

Munkankban, 6sszhangban a korabbi megfigyelésekkel (Tang és mtsai., 2009; Ferreira
és mtsai., 2015; E-kobon és mtsai., 2017), a hsf2 autotranszporter adhezin gazdafajtol
fuggetlenll a P. multocida izolatumok nagy tébbségében azonosithaté volt, mig a hsf1 nagy
szazalékban csak a sertés (70%) és human (7,2%) eredetii toérzsekben fordult elé.

Az | és IV tipusu fimbria alegység gének (fimA és ptfA) a P. multocida fébb sejtfelszini
komponenseit kodolé gének kdzott szerepelnek (Ruffolo és mtsai., 1997; Harper és mtsai.,
2006), és vizsgalataink soran a térzsek mindegyikében azonositottuk dket. A ptfA esetében az
A és B alléleket is sikerlilt detektalnunk. Erdekes modon az A allél kizardlag a kiskér6dzé
eredetli torzsekben fordult el§, minden mas gazdafajbdl szarmazoé izolatumra a B allél
hordozasa volt jellemzé. Sellyei és mtsai. (2010) heveny baromfikolera esetekb8l szarmazoé
P. multocida torzsekben mutattak ki a ptfA A alléljat, mig a kronikus megbetegedésekben a
ptfA B alléljat hordozd térzseket azonositottak. Jelenleg még nem vilagos, vajon milyen
epidemiolégiai jelent6séggel bir a ptfA A alléltipus eléfordulasa a kiskér6dz6 eredeti
P. multocida térzsekben.

Az altalunk vizsgalt P. multocida térzsek nagy tébbsége hordozta a nanH neuraminidazt
kédold génszakaszt, kivéve néhany kiskér6dzé és human esetekbdl szarmazé izolatumot, és
ez az arany megegyezett a korabbi kézleményekben leirtakkal (Ewers és mtsai., 2006; Tang
és mtsai., 2009; Verma és mtsai., 2013, E-kobon és mtsai., 2017).

Gazdafajtol figgetlendl, a P. multocida torzsek nagy része rendelkezett a hgbA vaskoto
fehérje génjével, kivéve néhany human és macska eredetl izolatumot. A hgbA széles kori
elterjedtségét szintén megallapitottak a korabbi publikacidkban is (Bosch és mtsai., 2002;
Ewers és mtsai., 2006; Aski és Tabatabaei, 2016; E-kobon és mtsai., 2017). Masrészt a hgbB
génszakasz meglétében a gazdafajtdl figgben eltéré hordozasi arany mutatkozott. A
szarvasmarha és kiskér6dz6 eredetl izolatumokban a hgbB génszakasz nem volt kimutathato,
mig a sertés, human és macska eredetl térzsekben magas aranyban fordult el6. A korabbi
munkakban szintén a hgbB alacsony el&éfordulasi gyakorisagarol szamoltak be szarvasmarha
eredetl torzsekben, ugyanakkor kiskér6dzé izolatumokban kdzel 100%-os el6fordulasrol
szamoltak be (Ewers és mtsai., 2006; Aski és Tabatabaei, 2016).

A P. multocida izolatumok virulenciagén profilianak ésszehasonlitasa meger&sitette a
baktériumfaj diverzitasardl alkotott elképzeléseket, felfedve legalabb 13 virulenciagén profil
|étezését, raadasul ezek a csoportok figyelemre méltd dsszefliggéseket mutattak a gazdafaji
eredettel. Masrészt a human esetekbdl szarmazoé izolatumok kivételt jelentettek e tekintetben,
mivel hat kilénbdzé virulenciagén profilba voltak besorolhatéak. Ezek kézil két VGP csak
human eredetl izolatumokra volt jellemzé, mig tovabbi ketté sertés eredetli torzseket is

magaba foglalt, és tovabbi két VGP macska eredetl izolatumokra is jellemz8 volt. Ennek
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legvaldészinlibb magyarazata az lehet, hogy az ember nem a természetes gazdaszervezet a
P. multocida szamara, ezért az emberek feltételezhetéen hazi kedvenc allatok vagy a
nagyuzemi allattartas révén fert6z6dnek meg a kérokozoéval. Ennek megfeleléen masok altal
kozolt adatok (Turni és mtsai., 2018) és sajat eredményeink egyarant felhivjak a figyelmet a
k6z0s genotipusok létezésére a human és kildnféle allatfajokbdl izolalt P. multocida térzsek
esetében. Ugyanakkor két VGP kizarélag human eredetl izolatumokra volt jellemz6, de ezek
egyedi esetek voltak, és lehetséges, hogy tovabbi tdrzsek vizsgalatba vonasaval ezen
virulenciagén profilok is megtaldlhatok lennének kulénb6zd allatfajokbdl  szarmazéd
P. multocida térzsekben is. Az utébbi években leginkabb egyedi esetek kerlltek leirasra, és
csak limitalt szamu munkacsoport végzett 6sszehasonlitd vizsgalatokat human eredeti
P. multocida térzseken. Marois és mtsai. (2009) sertés és human eredetli P. multocida
torzseket vizsgaltak pulzalé mezeji gélelektroforézissel, és megallapitottak, hogy a human
esetekbdl szarmazo térzsek genetikailag sokkal diverzebbek voltak, mint a sertés eredeti
izolatumok.

Szamos korabbi publikacio emlitést tett mar arrdl, hogy az ompA kilsé membran fehérje
génjének szekvencia variabilitasa hatassal van a P. multocida virulenciajara (Harper és mtsai.,
2006; Katoch és mtsai., 2014; E-kobon és mtsai., 2017). Munkank soran az ompA szekvencia
tipusokra jellemz6 eltéréseket azonositottunk a kilonbdzé gazdafaji eredetli és eltérd
virulenciagén profillal rendelkezé P. multocida térzsek kozott, ami a térzsek gazdafaj
preferenciajara és az izolatumok klonalitasara utal. Az ompA a P. multocida egyik f6 kilsé
membran fehérjéje (Harper és mtsai., 2006). A protein ki van téve a folyamatos kornyezeti
valtozasoknak, ami miatt er6s szelekciés nyomas nehezedik ra, és ez strukturalis valtozasok
kialakulasahoz vezet. Az ompA klaszterekhez képest tobbféle virulenciagén profilba tudtuk
besorolni a vizsgalt torzseket, és az ompA klaszterek a gazdafaj adaptacionak sem voltak
olyan pontos indikatorai. Ennek az lehet a magyarazata, hogy a virulenciagén profilok tébb
virulenciagén meglétének kombinaciojat jelentik, mig az ompA klaszterek csak egy
génszakasz vizsgalata alapjan kulonultek el egymastol. Eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a virulenciagén profilok meghatarozasa az ompA szekvenalassal egyutt értékes
eszkbzként szolgalnak a P. multocida diverzitasanak és gazdafaj adaptacidjanak
vizsgalatahoz.

Davies és mtsai. (2004) a kils6 membran protein (OMP) tipizalast nagyobb
megkulonbdztetd erejlinek talalta az MLST-hez képest, és véleménylk szerint a kiilénb6z8
OMP-tipusok kulénbdz6 genetikai hattér meglétére utalnak. Ezaltal az OMP-tipusok a
klonalitas kivald markereinek tekinthetdk, és az eredményeket kombinalva a kolonizacios vagy
vaskotd faktorok meglétével, egy sokkal pontosabb képet adnak a P. multocida gazdafaj

adaptaciojardl, mint az MLST.
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Osszegezve, a baktériumok virulenciajat kiilénb6zé genetikai markerek hatarozzak meg
(Harper és mtsai., 2006), amelyek kdzott szerepelnek kolonizacids faktorok, kilsé membran
fehérjék vagy vaskotd fehérjék. Az altalunk kidolgozott tipizald séma hasznos eszkdze lehet
az epidemioldgiai vizsgalatoknak. Erdekes médon eredményeink a virulenciagén hordozas
nagymértékl diverzitasat tartak fel a kildonb6z6 gazdafaji eredetli P. multocida térzsekre
vonatkozoan, amely fontos szereppel birhat a bakterialis génexpresszio kilénbségeinek

feltarasara iranyuld kutatasok szamara a patologias folyamatokat illetéen.

5.2. Human esetekbdl izolalt P. multocida torzsek jellemzése

A human eredetli P. multocida térzsekre iranyuld dsszehasonlité vizsgalatok soran a
burok- és szerotipizalast, az alfaj meghatarozast, a feltételezett virulenciafaktorok vizsgalatat
és az MLST meghatarozast is elvégeztik. A kapott MLST adatokat a RIRDC MLST
adatbazisban talalhaté szamos, kilénb6zd gazdafaji eredetli izolatummal Jdsszevetve
megallapitottuk, hogy a P. multocida térzsek az alfajnak megfeleléen két nagy csoportot
alkotnak a fajon bellil, gazdafaji eredettdl fliggetlendal.

Az irodalmi adatokkal dsszhangban (Boyce és mtsai, 2010; Ewers és mtsai., 2006), az
A tipus bizonyult leggyakoribb buroktipusnak, ugyanakkor, human eredetli P. multocida
esetében elsd alkalommal az F buroktipust is sikerllt azonositanunk az altalunk vizsgalt
torzsek kozott. A leggyakrabban eléforduld buroktipus - LPS genotipus kombinacioé az A:1 és
A:3 voltak, melyek gazdafajtdl figgetlenul a legelterjedtebb tipusok (Boyce és mtsai., 2010).
Két esetben a ritkan el6forduld 6-os és 8-as Heddleston szerotipust is azonositottuk. A
P. multocida toérzsek alfajat fontos epidemiolégiai markernek tekintik, és leggyakrabban a
multocida alfaj el6fordulasarol szamolnak be a publikaciok (Fegan és mtsai., 1995; Blackall és
mtsai., 1997; Ekundayo és mtsai., 2008). Ez aldl kivételt jelentenek a macska és kutya eredet
izolatumok, melyek altalaban a septica alfajba tartoznak (Kuhnert és mtsai., 2000). A human
izolatumokra vonatkoz6 vizsgalataink sordan mi is a septica alfajt azonositottuk a
leggyakrabban. Ezzel szemben egy korabbi munkaban Holst és mtsai. (1992) a P. multocida
subsp. multocida alfaj el6fordulasarél szamoltak be nagy tébbségben human
megbetegedésekbdl. Ugyanakkor, vizsgalatuk sordan a hagyomanyos biokémiai probak
(szorbit és dulcit) eredménye alapjan végezték el az alfaj besorolast. Munkank soran mi a
biokémiai tesztek mellett a fajon bellli két f6 leszarmazasi vonalat a 16S riboszomalis RNS
génjének PCR-RFLP (polimeraz lancreakciot kovetd restrikcios hasitason alapuld
fragmenthossz polimorfizmus) modszerrel kilonitettik el egymastdl (Sellyei és mtsai., 2012).
A biokémiai probak eredménye nem minden esetben teljesen pontos (Boerlin és mtsai., 2000),
és mi is talaltunk a szorbit probaban pozitiv eredményt ado, de a 16S PCR-RFLP vizsgalatban

a septica alfajba sorolt térzseket. Kizarélag a fermentaciés sajatsagokra alapozva ezeket a
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torzseket tévesen a subsp. multocida alfajba soroltuk volna be. Egy korabbi kézleményben
Chen és mtsai. (2002) human légz8&szervi megbetegedésekbdl izolalt P. multocida torzsek
nagy tébbségét a multocida alfajba sorolta be, mig a sebekbdl szarmazo izolatumok nagyrészt
a septica alfajpa tartoztak. Ugyanakkor Donnio és mtsai. (2004) szintén human
megbetegedésekbdl izolalt P. multocida torzsek vizsgalata soran a multocida alfajt mutattak ki
nagy tobbségben (87.5%), fuggetlenil attdl, hogy légz&szervi megbetegedésekbdl vagy
sebfert6zésekbdl szarmaztak a térzsek. Masrészrél, a vizsgalatban azonositott septica alfaju
torzsek kdzel mindegyike sebfertézés eredeti volt. A munkank soran vizsgalt human eredeti
P. multocida izolatumok tobbsége a septica alfajba tartozott, és szintén sebfert6zésekbdl
szarmazott. Az altalunk azonositott multocida alfaju térzs pedig léguti mintabdl kerult
izolalasra.

Két kivétellel (Pm242, Pm252) az Osszes septica alfajpa sorolt térzs azonos
virulenciagén profillal rendelkezett (VGP 12). Ezzel szemben, a multocidalgallicida
leszarmazasi vonalba sorolt térzsek esetében nagyobb valtozatossagot tudtunk kimutatni. Egy
korabbi publikacioban (Ewers és mtsai., 2006) az altalunk vizsgalt subsp. septica térzsekéhez
hasonld virulenciagén mintazatrél szamoltak be human P. multocida izolatumok esetében,
azonban a munkaban nem végeztek alfaj meghatarozast.

Az altalunk elvégzett multi-l6kusz szekvencia tipizalas eredményei megerésitik azt a
korabbi megallapitast (Blackall és mtsai., 1998), miszerint a P. multocida subsp. septica és
subsp. multocidalgallicida torzsek két, egymastdl jol elkilonllé leszarmazasi vonalat

képviselnek a fajon belul.

5.3. B buroktipusu P. multocida torzsek jellemzése

2013 augusztusaban egy eddig hazankban nem tapasztalt, B buroktipusu P. multocida
altal okozott megbetegedést észleltink haztaji sertésallomanyokban. Ezt kdvetéen, 2016
juliusaban szarvasmarha vérzéses vérfertézés esetekbdl szarmazo, ugyancsak B buroktipusu
P. multocida térzseket azonositottunk, féldrajzilag ~130 km-re nyugatra a sertésekben leirt

esetek azonositasi helyétél, és nem volt ismert kapcsolat a telepek kdzétt (14. tablazat).
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14. tablazat: A magyarorszagi vérzéses vérfertézés esetekbdl szarmazo és az irodalomban
leirt eurdpai esetekben talalt P. multocida izolatumok jellemzdi

Izolalas Szomatikus Muilti-
Orszag Gazdafaj . Buroktipus . Biotipus host Referencia
éve szerotipus ST
. . 1992- Aalbaek és
Dania damvad 1993 B 3,4 - - mtsai., 1999
Spanyolorszag sertés 2009 B - - - ﬁct’;gié;m 1
damvad, S
Németorszag  sertés, 2010 B - - - Sohutze, 2011
szarvasmarha
Cardoso-
Spanyolorszag sertés 2011 B - 13 47 Toset és
mtsai., 2013
Spanyolorszag vaddiszné 2012 B - - - ?;Z?_é;m 3
Magyarorszag sertés 2013 B 2 3 61 sajat munka
Magyarorszag szarvasmarha 2016 B 2 3 64 sajat munka

B tipusu P. multocida altal okozott megbetegedés hazai eléfordulasardl sertésben eddig
még nem szamoltak be. A fert6zés forrasat és a betegséget kdzvetlenll kivaltd tényezdket
nem sikerult feltarni. Ismert, hogy a betegségen atesett, vagy tinetmentesen fert6z6dott
allatok garatmandulajukban hénapokon keresztll hordozhatjak a kérokozét. A garatmandula
fert6z6dését mi is kimutattuk egy idult betegségben szenvedd hizosertésnél. Eurépaban tartés
hordozéként eddig csak az 6zet és a damvadat sikerult azonositani (Soike és Schulze, 2011).
A fert6zés a hordozo allatoktdl nem csak kdzvetlen érintkezés utjan, hanem indirekt modon,
igy rovarok, ragcsalok, vagy akar takarmany kozvetitésével is tovabb terjedhet (Soike és
Schulze, 2011). Az altalunk vizsgalt sertésallomanyokban az allatokat félig, vagy teljesen
extenziv kérilmények kozott tartottak, igy a vadon €16 allatoktol torténd fertéz6dés lehetdsege
valamennyi esetben fennallt.

A kedvezb id6jarasi viszonyok elésegitik a P. multocida kulvilagban térténd tulélését,
mivel a baktérium meleg, esbs-paras id6ben akar 2-3 hétig is életképes maradhat a
koérnyezetben (Soike és Schulze, 2011). Az Orszagos Meteorolégiai Intézet tajékoztatasa
szerint 2013 nyara a 10. legmelegebb és a 6. legszarazabb nyar volt hazankban 1901 éta. Ez
az augusztus hénapra kiilénésen igaz volt, mivel ekkor az atlagos 1 helyett 5 forré nap (35°C
feletti hémérséklet) is volt. Tovabbi érdekesség, hogy az augusztus 9-én jelentkezé elsé esetet
kdzvetlentl megel6z6en a 25°C-ot meghaladé atlagos napi kézéphémérséklet miatt augusztus
2.-t6l 4 napig tarté 2. foku, ezt kovetben pedig a 27°C-ot meghaladé atlagos napi
kozéphdmérséklet miatt augusztus 9.-ig 3. foki hdségriadét rendeltek el.

https://www.met.hu/eghajlat/magyarorszag_eghajlata/eghajlati_visszatekinto/elmult_honapok
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_idojarasal). Feltételezhetd, hogy ez a forr6 nyari id6jaras szerepet jatszott a fert6zés
terjedésében, és az allatok szervezetét megterhelve a klinikai tinetek megjelenésében is. A
németorszagi jarvany esetében is tartés nyari h6ség elézte meg a megbetegedéseket, és az
elhullasok szama a forrosag fokozodasaval parhuzamosan emelkedett (Soike és Schulze,
2011). A sajat esetiinkh6z hasonléan a forrosag ott is tartdés szarazsaggal, és ezzel egyltt a
vad-itatohelyek szamanak csokkenésével jart. A német szerz6k véleménye szerint a kisebb
szamu itatohelyen megndvekedett allatsiriiség, egyutt a damvadakra jellemzd (dvozld
viselkedéssel (a pofak kolcsonds nyalogatasa) is hozzajarulhatott a fertézés gyors
terjedéséhez (Soike és Schulze, 2011).

Az altalunk észlelt klinikai tiinetek valamint a kérbonctani és korszdvettani elvaltozasok
Iényegében megegyeztek a korabbi, B tipusu P. multocida altal okozott sertés-megbetegedést
leird kdzlemények eredményeivel (Murthy és mtsai., 1965; Pillai és mtsai., 1986; Gamage és
mtsai., 1995; Mackie, 1996; Subaaharan és mtsai., 2010; Borge és mtsai., 2011; Soike és
Schulze, 2011; Cardoso-Toset és mtsai., 2013; Risco és mtsai., 2013; Verma és mtsai., 2014).
A betegség, hasonléan a sajat megfigyeléseinkhez, egyszerre toébb kilénb6z8 korcsoportban
is elé6fordulhat, tovabba az elhullott sertések egy részében nem alakulnak ki a jellegzetes
bdrelvaltozasok (Cameron és mtsai., 1996; Townsend és mtsai., 1998a; Sokie és Schulze,
2011). A bivalynal és a szarvasmarhanal megfigyelt tobbnyire tulheveny koérlefolyas helyett
harom esetben heveny, egy esetben pedig idilt kérlefolyast tapasztaltunk. Két esetben a bér
mellett a parenchymas szervekbdl is, mig két esetben, feltehetbleg az antibiotikumos
gyégykezelésnek is kdszbnhetben, csak az elvaltozott bérbdl sikerdlt a B tipusu P. multocida
kitenyésztése. Immun-hisztokémiai vizsgalattal ugyanakkor minden esetben nagy
mennyiségben mutattuk ki a Pasteurella antigéneket a vizsgalt szervek tébbségében.
Figyelembe véve a kialakult korszovettani elvaltozasokat is, két esetben generalizalt, mig
masik két esetben vérérkarosodas és thrombusok megjelenésével jard vérfertézéses
pasteurellosist allapitottunk meg.

Az ismertetett esetekben a megbetegedett allatok szama viszonylag alacsony volt,
aminek hatterében az allhatott, hogy az érintett haztaji gazdasagokban kisszamu és javarészt
idésebb, és ennek kdszénhetéen nagyobb természetes ellenallé képességgel rendelkezé
allatot tartottak. Ezek a koérllmények akadalyozhattak a kérokozd kornyezetben vald
felszaporodasat, és igy az allatokat ért fertézési nyomas viszonylag alacsony maradhatott.
Tovabbi magyarazatként az is felvetédik, hogy a megbetegedésekért felelés baktériumtdrzs
kérokozé-képessége nem volt kiemelkedd.

Az altalunk izolalt P. multocida torzsek kozott a klasszikus és a molekularis mddszerek
sem mutattak ki kildnbséget, ami arra utal, hogy a kiilénb6z6 portakon felbukkant kérokozék
egy kézds forrasbdl szarmazhattak. Az MLST szekvencia analizis eredménye alapjan tovabba

elmondhaté, hogy a vizsgalt térzsek genetikailag egységesek, és kdzeli rokonsagban allnak a
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korabban mar elemzett kilénb6zd gazdafajokbdl izolalt vérzéses vérfertézést okozé
torzsekkel. Az Eurdpaban izolalt torzsekkel 6sszevetve megallapithatjuk, hogy a
spanyolorszagi megbetegedéseket okozo torzs (Cardoso-Toset és mtsai., 2013) nem azonos
az itt ismertetett esetekbdl szarmazo izolatumokkal. A Soike és mtsai. (2011) altal publikalt
németorszagi jarvany soran talalt vérzéses vérfert6zést okozo baktériumot a vilagszerte
el6forduld RIRDC 122-es szekvencia tipusként irtak le (Petersen és mtsai., 2014), amelybe a
most bemutatott esetbdl izolalt torzsek is tartoznak. A jelek szerint az utobbi MLST séma
kisebb megkulonboztetd potenciallal bir a masik rendszerhez képest. Ebbdl kdvetkezben a
német és magyar esetek kdzti jarvanytani kapcsolat jelen eredmények alapjan egyértelmien
nem igazolhatd, de nem is zarhato ki.

A betegség megelézésére kereskedelmi forgalomban kaphaté vakcina nem all
rendelkezésre. A megelézésnél a tartas és takarmanyozasnal alkalmazott minél kisebb
stresszt kivaltd eljarasokat javasolt alkalmazni. Varhaté hdéhullamoknal a megfeleld
szell6zésrol, esetleg az allatok h(itésérél gondoskodni kell. A sertések mozgatasaval jaro
beavatkozasokat (atcsoportositas, szallitds) pedig ebben az idészakban kerlini kell. A
megbetegedett allatok injekcids antibiotikummal torténd kezelését mihamarabb el kell kezdeni.
Ezzel szemben a szajon at toérténé allomanyszintli antibiotikumos kezelés egyes irodalmi

adatok szerint nem jar kielégité eredménnyel (Cameron és mtsai., 1996).

5.4. Antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok
5.4.1.Korongdiffuzids tesztek

Az antibiotikum-rezisztencia terjedése miatt a patogén baktériumok vizsgalata kiemelt
jelentéség, igy a P. multocida antibiotikumok iranti érzékenységét is szamos korabbi vizsgalat
elemezte. A szakirodalmi adatok az izolalas fdldrajzi helyétél fliggéen valtozatossagot
mutatnak.

Az altalunk vizsgalt P. multocida torzsek tobbsége érzékenynek bizonyult penicillinre
(91,1%) és ampicillinre (91,8%). Korabbi k6zleményekben, hazankban, illetve Ausztralidban
és Koreaban hasonlé eredményekrél szamoltak be sertés eredetl izolatumok esetében
(Sellyei és mtsai., 2009, Dayao és mtsai., 2014; Oh és mtsai., 2018). Egy évvel kés6bb spanyol
szerzBk sertés és juh eredetil toérzseket vizsgalva mar cstkkent érzékenységrél szamoltak be.
Petrocchi-Rilo és mtsai. (2019) a térzsek 40,6%-aban mutattak ki ampicillinnel szemben
rezisztenciat, mig Cid és mtsai. (2019) sertés eredetl izolatumokban 33,3%-ban, és a juhokbdl
izolalt toérzsek mindegyikében rezisztenciat mutattak ki. Ugyanebben a vizsgalatban (Cid és
mtsai., 2019) penicillinnel szemben a sertés eredeti izolatumok 33,3%-a, és a juhokbdl izolalt
torzsek 1,2%-a mutatott rezisztenciat. Szarvasmarha eredetl izolatumok esetében tovabbi

vizsgalatokban kis aranyban mutattak ki rezisztenciat (Schwarz és mtsai., 2004; Katsuda és
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mtsai., 2013; Jamali és mtsai, 2014), ugyanakkor Jamali és mtsai. (2014) ampicillinnel
szemben alacsony mértéki (9,2%), és emelkedett mértéki rezisztenciarél szamoltak be
penicillinnel (30,5%) szemben.

A vizsgalt torzsek a legtobb esetben érzékenyek voltak florfenikolra (98,7%) és
kloramfenikolra (93,7%). A vilag kildnb6z6 pontjain végzett vizsgalatokban a P. multocida
izolatumok tobbségét érzékenynek talaltak ezekre az antibiotikumokra. Tang és mtsai. (2009)
sertés eredetll izolatumokat vizsgalva hasonldo eredményekr6l szamolt be, a torzsek
minddssze 2,6%-a mutatott rezisztenciat kloramfenikollal szemben, és minden izolatum
érzékeny volt florfenikolra. Szintén sertés eredetl izolatumokat vizsgalva ausztral kutatok 2%-
os florfenikol rezisztenciardl (Dayao és mtsai., 2014), egy koreai publikacié (Oh és mtsai.,
2019) szerzb6i viszont ennél magasabb, 18,5%-o0s florfenikollal szembeni rezisztenciardl
szamoltak be. Spanyolorszagban a sertés eredetl P. multocida térzsek 93,8%-a volt érzékeny
kloramfenikolra, mig 6,2%-uk mérsékelt rezisztenciat mutatott a szerrel szemben (Cid és
mtsai., 2019). Egy hazai publikaciéban (Sellyei és mtsai., 2009) a sertés eredetli P. multocida
torzsek 3%-a mutatott rezisztenciat florfenikollal és kloramfenikollal szemben is. A
szarvasmarha és kiskér6dzd eredetl P. multocida torzsekkel szemben a florfenikol és a
kloramfenikol az izolalas foldrajzi helyétdl flggetlenidl hatékonynak bizonyult a korabbi
kézleményekben (Schwarz és mtsai., 2004; Katsuda és mtsai., 2013; Sarangi és mtsai., 2015;
Jamali és mtsai., 2014). Bourély és mtsai. (2019) kilénb6zd gazdafajokbdl szarmazé
izolatumokat vizsgalva szintén a térzsek nagyfoku érzékenységérél szamolt be a florfenikol
vizsgalata soran, a rezisztens torzsek aranya macska, szarvasmarha, sertés és juh eredet(
torzsek esetében is 1% alatt maradt.

A magyarorszagi torzsek nagy része érzékeny volt enrofloxacinra (88,6%). Korabbi
kdzleményekben hasonldé eredményekrél szamoltak be a térzsek gazdafaji eredetétél
fuggetlenll. Magyar- és spanyolorszagi vizsgalatokban (Sellyei és mtsai., 2009; Petrocchi-Rilo
és mtsai., 2019) sertés eredetl izolatumok esetében a térzsek mindegyike érzékenynek
bizonyult enrofloxacinra, koreai kutatok 2,6%-ban azonositottak rezisztenciat (Oh és mtsai.,
2019), egy brazil k6zleményben pedig 22,5%-0s rezisztenciardl szamoltak be (Furian és
mtsai., 2016). Spanyol kutatok (Cid és mtsai., 2019) munkajaban sertés eredetli P. multocida
torzseket vizsgalva 4,3%-0s rezisztenciat azonositottak, mig a juhokbdl izolalt térzsek
mindegyike érzékeny volt erre az antibiotikumra. Szarvasmarha és kiskér6dzé eredetii torzsek
vizsgalata soran a térzsek mindegyikét enrofloxacinra érzékenynek talalta tobb kdézlemény is
(Katsuda és mtsai., 2013; Sarangi és mtsai., 2015; Jamali és mtsai., 2014). Bourély és mtsai.
(2019) kulénbdz6 gazdafajokbdl szarmazo izolatumokat vizsgalva szintén a torzsek nagyfoku
érzékenységérdl szamolt be a florfenikol vizsgalata soran, a rezisztens torzsek aranya macska
(2,6%), szarvasmarha (4,5%), sertés (0,5%) és juh (1,4%) eredetl torzsek esetében is

meglehetésen alacsony volt.
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Ceftiofurra az altalunk vizsgalt torzsek 88%-a volt érzékeny. Sertés eredetli P. multocida
izolatumokat vizsgalva hasonl6 eredményekrél szamoltak be korabbi kozleményekben is
(Tang és mtsai., 2009; Dayao és mtsai., 2014; Furian és mtsai., 2016; Oh és mtsai., 2019; Cid
és mtsai., 2019). A ceftiofur szarvasmarha és juh eredetl torzseket vizsgalva német, japan és
irani munkakban is hatékonynak bizonyult az izolatumok 100%-aban (Schwarz és mtsai.,
2004; Katsuda és mtsai., 2013; Jamali és mtsai., 2014; Cid és mtsai., 2019).

Tulatromicinre és tilmikozinra az altalunk vizsgalt torzsek tobbsége érzékenynek
bizonyult (79,1% és 86,1%). A szakirodalmi adatok hasonlé eredményeket mutattak: egy kinai
kézleményben sertés eredetl torzseket vizsgalva Tang és mtsai. (2009) 28,3%-0s
rezisztenciat tapasztaltak tilmikozinnal szemben, ausztral és koreai publikaciékban viszont a
torzsek mindegyikét érzékenynek talaltak erre az antibiotikumra (Dayao és mtsai., 2014; Oh
és mtsai., 2019). Cid és mtsai. (2019) a sertés eredetl izoldtumok 18,8%-aban, és a juh
eredet(i torzsek 29,9%-aban mutattak ki tilmikozinnal szemben rezisztens torzseket.
Ugyanebben a kézleményben a tulatromicin hatékonyabb szernek bizonyult, ugyanis a sertés
eredeti torzsek 11,6%-a, és a juh eredetii izolatumok 1,2%-a mutatott rezisztenciat. Bourély
és mtsai. (2019) kiilénb6z6 gazdafajokbdl szarmazé izolatumokat vizsgalva szintén a térzsek
érzékenységérdl szamolt be a tilmikozin vizsgalata soran, a rezisztens torzsek aranya macska
(7,4%), szarvasmarha (17,2%), sertés (2,1%) és juh (7,3%) eredetl torzsek esetében is
alacsony volt. Hazai, ausztral és koreai, sertés eredeti P. multocida toérzseket vizsgalva a
tulatromicinre érzékenynek talaltak az izolatumok mindegyikét (Sellyei és mtsai., 2009; Dayao
és mtsai., 2014; Oh és mtsai., 2019).

Vizsgalatainkban a térzsek nagy része érzékeny volt tetraciklinre (86,7%) és doxiciklinre
(82,9%) is. Korabbi kézleményekben ennél magasabb aranyu rezisztenciardl is beszamoltak
sertés eredetli izolatumok esetében: Tang és mtsai. (2009) 58,3%-ban, Furian és mtsai.
(2016) 40%-ban, Dayao és mtsai. (2014) 28%-ban, mig Petrocchi-Rilo és mtsai. (2019) 18,8%-
ban mutattak ki tetraciklinnel szemben rezisztens torzseket. Egy hazai kézleményben (Sellyei
és mtsai., 2009) sertés eredetli P. multocida térzseket vizsgalva a tetraciklinnel szemben
rezisztens torzsek aranya 6%, a doxiciklinnel szemben rezisztens toérzsek aranya pedig 3%
volt. Bourély és mtsai. (2019) munkajaban a tetraciklinre rezisztens térzsek aranya gazdafajtol
fuggdben valtozott: macska (4,1%), szarvasmarha (23,4%), sertés (6,7%) és juh (4,5%).

A gentamicin kevésbé bizonyult hatékonynak az altalunk vizsgalt P. multocida térzsekkel
szemben, az izolatumok 44,9%-a rezisztensnek bizonyult, tovabbi 32,3% pedig mérsékelt
rezisztenciat mutatott. A korabbi koézleményekben ezzel szemben alacsonyabb mértéki
rezisztenciardél szamoltak be. Tang és mtsai. (2009) munkajaban a sertés eredetii térzsek
13,7%-a mutatott rezisztenciat gentamicinnel szemben, Cid és mtsai. (2019) a sertés eredeti
izoldtumok 7,2%-anal, mig Furian és mtsai. (2016) pedig 2,5%-ban azonositott rezisztens

torzseket. Sarangi és mtsai. (2014) kiskér6dzé eredeti izolatumok vizsgalata soran juhokbdl
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szarmazo torzsek 3%-anal azonositott gentamicin rezisztenciat, kecske eredetli torzsek
esetében pedig minden tdérzset érzékenynek talaltak erre az antibiotikumra. Egy frissebb
kdzleményben (Cid és mtsai.,, 2019) juhokbdl izolalt P. multocida térzsek mindegyikét
érzékenynek talalta gentamicinre. Schwarz és mtsai. (2004) szintén gentamicinre érzékenynek
talaltak az altaluk vizsgalt szarvasmarha eredetl P. multocida torzseket. Bourély és mtsai.
(2019) kildnb6z6 gazdafajokbdl szarmazo izolatumokat vizsgalva szintén a térzsek nagyfoku
erzékenységérdl szamolt be a gentamicin vizsgalata soran, a rezisztens térzsek aranya
macska (9,3%), szarvasmarha (4,6%), sertés (3,5%) és juh (6,7%) eredet(i torzsek esetében
is alacsony volt.

Eritromicinnel szemben az altalunk vizsgalt torzsek 23,4%-a rezisztenciat mutatott,
tovabbi 71,5%-nal pedig mérsékelt érzékenységet azonositottunk. A szakirodalomban ennél
alacsonyabb rezisztencia értékekrél szamoltak be a korabbi kdzleményekben, Tang és mtsai.
(2009) 6%-ban, Dayao és mtsai. (2014) 14%-ban, Petrocchi-Rilo és mtsai. (2019) pedig
12,5%-ban azonositottak rezisztens torzseket. Egy hazai kézleményben (Sellyei és mtsai.,
2009) sertés eredetl P. multocida térzsek 3%-a mutatott rezisztenciat eritromicinnel szemben,
és az izolatumok 44%-a mérsékelt érzékenységet mutatott. Sarangi és mtsai. (2015)
kiskér6dz6 eredetll izolatumokat vizsgalva 19,4% (juh izolatumok) és 4,8%-os (kecske
izolatumok) rezisztenciardl szamoltak be eritromicinnel szemben.

A P. multocida nalidixsav érzékenységérél kevés korabbi publikacio tesz emlitést.
Vizsgalataink soran a torzsek 13,9%-a volt rezisztens nalidixsavval szemben. Bourély és
mtsai. (2019) macska eredetl izolatumok esetében vizsgalta a nalidixsav érzékenységet, és
3,6%-ban azonositott rezisztens torzseket.

A P. multocida apramicin érzékenységérdl szintén kevés korabbi publikacid tesz
emlitést. Vizsgalataink soran a torzsek 87,3%-a volt rezisztens apramicinnel szemben. Sellyei
és mtsai. (2009) sertés eredetli izolatumok esetében 30,5%-ban azonositott rezisztens
torzseket, ugyanakkor PMT pozitiv térzsek esetében az apramicin rezisztencia 45%-ban
fordult el6, mig a PMT negativ izolatumok csak 12,5%-ban mutattak rezisztenciat.

Sztreptomicinnel szemben a toérzsek 27,2%-aban azonositottunk rezisztenciat. Jamali és
mtsai. (2014) szarvasmarha eredet( izolatumokat vizsgalva 22%-os rezisztenciarél szamolt
be. A korabbi kézlemények tdbb esetben is a spektinomicint vontak be az antibiotikum
érzékenység vizsgalatokba, és a rezisztens térzsek alacsony eléfordulasi aranyarél szamoltak
be (Schwarz és mtsai., 2004; Tang és mtsai., 2009; Oh és mtsai., 2018; Cid és mtsai., 2019).
beszamoltak, és vizsgalataink soran a térzsek 97,5%-a rezisztenciat mutatott klindamicinnel
szemben. Tang és mtsai. (2009) sertés eredet(i tdrzseket vizsgalva linkormicinnel szemben
96,6%-0s, klindamicinnel szemben pedig 80,3%-0s rezisztenciar6l szamoltak be. Egy

évtizeddel késébb, Petrocchi-Rilo és mtsai. (2019) szintén sertés eredetll P. multocida
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torzseket vizsgalva 96,9%-ban azonositottak rezisztenciat. Egy spanyol kézleményben (Cid
és mtsai., 2019) a sertés eredeti torzsek 81,2%-at, és a juh eredeti izolatumok mindegyikét
rezisztensnek talaltak.

Szulfonamidokkal szemben a térzsek 97,5%-aban azonositottunk rezisztenciat, mely a
szakirodalmi el6zményekkel dsszhangban van. Sertés eredetli izolatumokat vizsgalva Tang
és mtsai. (2009) 85,4%-ban, Furian és mtsai. (2016) 85%-ban, Oh és mtsai. (2019) pedig 76%-
ban azonositottak szulfonamidokkal szemben rezisztens térzseket. Ezzel szemben egy hazai
publikacidoban (Sellyei és mtsai., 2009) szintén sertés eredetli P. multocida izolatumokat
vizsgalva a térzsek 80%-at érzékenynek talaltak, mérsékelten érzékeny torzseket 3%-ban, mig
szulfonamidokkal szemben rezisztenciat mutatdé izoldtumokat 17%-ban azonositottak.
Schwarz és mtsai. (2004) szarvasmarha eredetl torzsek 66,2%-aban mutatott ki rezisztens
torzseket, Cid és mtsai. (2019) juhokbdl szarmazo térzsek 73,6%-aban, és sertés eredetl

izolatumok 89,9%-aban azonositott szulfonamidokkal szembeni rezisztenciat.

5.4.2.Multirezisztens P. multocida torzs vizsgalata (Pm238)

A Pm238 nem rendelkezett plazmiddal, és 6sszhangban az antibiotikum rezisztencia
fenotipussal, PCR reakciok segitségével sikeresen ki tudtuk mutatni a kloramfenikol (catAlll),
szulfonamid (sulll), sztreptomicin (strA), és tetraciklin (tetB) rezisztencia kialakitasaért felel6s
génszakaszokat.

Az irodalomban leirt adatok alapjan, a kinolon tipusu antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia kialakulasat a DNS giraz (gyrA) és a topoizomeraz IV (parC) génszakaszok
kinolon rezisztencia determindlo régidiban (QRDR) I1étrejové mutaciok szerepelnek (Cardenas
és mtsai., 2001). A vizsgalt Pm238-as térzs esetében mi is azonositani tudtunk egy aminosav
cserét okozo pontmutaciét a parC génszakaszban (Glu — Lys). A fluorokinolon rezisztenciardl
P. multocida esetében csak ritkdn szamolnak be a szakirodalomban, és altalaban a
ciprofloxacinnal szemben jelentkezé rezisztenciat az enrofloxacinnal asszocialtnak tekintik. A
Pm238 érzékeny volt ciprofloxacinra, ugyanakkor rezisztenciat mutatott enrofloxacinnal és
nalidixsavval szemben. Napjainkig kevés kdzlemény foglalkozott a P. multocida emlitett harom
anitibiotikummal szembeni rezisztencigjaval, vagy a QRDR régidkban azonosithaté
mutaciokkal. Kong és mtsai. (2014) nem taléltak 6sszefiiggést a QRDR szekvencidkban
fellelhetd pontmutaciok és a ciprofloxacin és enrofloxacin MIC értékek kozott. Egy masik
kdzleményben Cardenas és mtsai. (2001) P. multocida torzsek MIC értékeit hataroztak meg
ciprofloxacinnal és nalidixsavval szemben, de az enrofloxacin érzékenységet nem tesztelték.
A gyrA génszakaszon aminosav cseréket el6idézé pontmutacidkat azonositottak a QRDR
régiéban (Ser 83 — lle, Asp 87 — Gly), mellyel dsszefliiggésben a térzsek nalidixsav MIC
értékei magasabbak voltak, ugyanakkor a flourokinolonokkal szembeni érzékenység

csOkkenését tapasztaltak. Vanni és mtsai. (2014) olyan E. coli térzseket talaltak, melyek a
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Pm238 tbérzshéz hasonldan rezisztenciat mutattak enrofloxacinnal szemben, ugyanakkor
érzékenyek voltak ciprofloxacinra, és ezzel 6sszefiiggésben mutacidkat is azonositottak a
parC és gyrA génszakaszok QRDR régidiban. Eredményeink arra utalnak, hogy eddig
ismeretlen fluorokinolon rezisztencia fenotipusok is jellemzdek lehetnek a P. multocida fajra,
és a DNS giraz és a topoizomeraz IV génszakaszokban jelentkezé mutaciok tehetdk feleléssé
a rezisztencia kialakulasaért.

A P. multocida fenikol tipusu antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajanak
kialakitasaban tobb rezisztenciagén is szerepet jatszik, ezért kloramfenikollal szemben
rezisztens, ugyanakkor florfenikolra érzékeny toérzsek is el6fordulnak. A kloramfenikol
rezisztencia az antibiotikum kloramfenikol acetiltranszferaz enzimmel torténd inaktivaciéjaval
jon létre, és a P. multocida esetében a kialakulasaért a catAlll rezisztenciagén tehetd feleléssé
(Kehrenberg és Schwarz, 2001). A catAlll génszakaszt a Pm238-es torzs esetében is
azonositani tudtuk. A florfenikol rezisztencia kialakitasaért a plazmidon koédolt floR
génszakaszt teszik felel6ssé (Kehrenberg és Schwarz, 2005a), ami egy memran-asszocialt,
exportért felels fehérjét kddol. Napjainkig ezt a rezisztenciagént csak plazmidon mutattak ki
szamos baktériumfaj esetében: E. coli (Cloeckaert és mtsai., 2000), Mannheimia haemolytica
(Katsuda és mtsai., 2009), and Actinobacillus pleuropneumoniae (Bossé és mtsai., 2015).
Emiatt a catAlll génszakasz jelenléte és a plazmid hianya egyittesen alakithatja ki a Pm238-
as torzshdz hasonlo fenikol rezisztencia fenotipust.

A multirezisztencia altalaban mutaciok vagy rezisztencia gének felhalmozdodasaval
alakul ki (Michael és mtsai., 2012). Emellett, San Millan és mtsai. (2009) a P. multocida
multirezisztencigjanak hatterében tdbb, kisebb méretli plazmid jelenlétét igazoltak, melyek
rezisztenciagéneket koédoltak. Mas esetben multirezisztens, de plazmidot nem hordozo
P. mulfocida tdrzsek vizsgalataval megallapitottak, hogy a toérzsek rezisztencia géneket
hodroztak, melyek integrativ-konjugativ elemekkel (ICEPmu1, ICEPmu2) kapcsoltan fordultak
el6 a bakterialis genomban (Michael és mtsai., 2012; Moustafa és mtsai., 2015). Ezek a mobilis
genetikai elemek rezisztenciagén kazettakat taralmaznak, transzpozaz- vagy inszercios
szekvencidk altal hatarolva, arra utalva, hogy a rezisztenciagének egy integracios vagy
rekombinaciés folyamat eredményeképpen kerlltek a genomba. A Pm238 térzs vizsgalata
soran a Klima és mtsai. (2014) altal leirt PCR reakcidk segitségével nem tudtuk kimutatni az
ICEPmu1 inetgrativ-konjugativ elemmel tarsult mobilis genetikai elemeket. Eredménylink arra
utalhat, hogy a Pm238-es torzs tobb, egymast kdvetd gén-transzfer Iépésben tehetett szert az
azonositott rezisztencia génekre, de ennek tisztazasahoz a torzs teljes genom szekvenalasa
szlkséges.

A P. multocida multirezisztenciajanak terjedése miatt az izolatumok antibiotikum
érzékenységének folyamatos monitorozasara kiemelt figyelmet kell forditani. A Pm238-es

térzshéz hasonlé multirezisztens izolatumok megjelenése azt bizonyitja, hogy egyetlen klén
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akar tdbbszoérdsen is szert tehet rezisztenciagénekre. Eredményeinkbél az is kdvetkezik, hogy
a P. multocida tébbféle uton is multirezisztenssé valhat, ami egyre inkabb veszélyeztetheti az
antibiotikumok terapias hatékonysagat, és tamogathatja a korokozo terjedését. A P. multocida
multirezisztencigjat kialakitd mechanizmusok jobb megismerése és a rezisztencia patogén
baktériumfajok kozotti terjedésének megakadalyozasa napjaink legfontosabb kihivasai k6zott

szerepel a human- és allatgyogyaszatban egyarant.
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Uj tudomanyos eredmények

Els6kent allapitottuk meg hazai kiskér6dzé allomanyokban a P. multocida toxint termeld

torzseinek igen magas eléfordulasi aranyat.

A virulenciat meghataroz6 gének el6fordulasat vizsgalva 13 kulénbdzd virulenciagén

profilt irtunk le, melyek kevés kivétellel csak egy-egy gazdafajra voltak jellemzdek.

Az ompA génszakasz szekvencia elemzése soran dsszesen 25 egyedi szekvencia tipust
kilonitettink el, melyek kilenc klasztert alkottak. Ezek 0Osszefiggést mutattak a

virulenciagén profilokkal és a torzsek gazdafaji eredetével.

Els6ként végeztik el magyarorszagi eredeti human esetekbdl izolalt P. multocida
torzsek részletes dsszehasonlitd vizsgalatat, melynek soran kimutattuk a macska
eredetli izolatumokkal vald nagyfoku hasonlatossagot, utalva ezzel a zoonétikus

eredetre.

Sertésben els¢ alkalommal, szarvasmarhaban pedig hosszabb sziinet utan ujbdl
igazoltuk a B:2 tipusu P. multocida térzsek hazai el6fordulasat. Elvégeztiik az izolatumok
részletes vizsgalatat, 6sszevetve az adatokat az Eurépaban az utébbi idében felbukkant

B:2 tipusu P. multocida térzsek tulajdonsagaival.

Nagyszamu, kulénb6zé emldsfajokbdl szarmazdé P. multocida torzs antibiotikum-
erzékenységét hataroztuk meg. Az antibiotikum-rezisztencia genetikai hatterét vizsgalva
egy multirezisztens P. multocida torzs esetében megallapitottuk, hogy a torzs
valoszinlleg tébb egymast kdvetd géntranszfer lépésben halmozta fel a rezisztencia
géneket, nem pedig plazmid vagy multirezisztens transzferalhaté elem konjugacios

atvitelével.
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M1. tablazat: A vizsgalatba vont P. multocida torzsek jellemzéi.

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izcgl:’(laés Buroktipus Toxin genLol:;ﬁ)us Vg;_l:)lﬁr gjgglgn k‘l)a,,s’f t': r
P55 sertés bér Kisbér 2013 B - L2 nv nv
P56 sertés Iép Kisbér 2013 B - L2 nv nv
P57 sertés bér Kisbér 2013 B - L2 nv nv

Pm240 szarvasmarha Iép ° 2016 B - L2 nv nv
Pm241 szarvasmarha Iép ° 2016 B - L2 nv nv
3458 szarvasmarha tudé Budapest 2006 A - L3 1 nv
3493 szarvasmarha tudé Sdéshartyan 2006 A - L3 1 A
3522 szarvasmarha tudoé Kémlé 2007 A - L3 1 nv
3533 szarvasmarha tudoé Ballészdg 2007 A - L3 1 nv
3561 szarvasmarha tudoé Rum 2007 A - L3 1 nv
3596 szarvasmarha tudoé K&rostetétlen 2007 A - L3 1 nv
3603 szarvasmarha tudoé Komarom 2007 A - L3 1 nv
3661 szarvasmarha tudé Lajoskomarom 2008 A - L3 1 A
3689 szarvasmarha tudoé Pincehely 2006 A - L3 1 A
3844 szarvasmarha tadé Plspokhatvan 2009 A - L3 1 nv
3889 szarvasmarha tudoé Lajosmizse 2010 A - L3 1 A
3942 szarvasmarha tudoé Cegléd 2011 A - L3 1 A
4127 szarvasmarha tadé Sarbogard 2014 A - L3 1 nv
4128 szarvasmarha orrtampon Nagybaracska 2014 A - L3 1 A
4129 szarvasmarha tudoé Suikosd 2014 A - L3 1 A
4132 szarvasmarha tadé Abony 2014 A - L3 1 nv
4138 szarvasmarha tudoé Gecse 2013 A - L3 1 A
4140 szarvasmarha tej Matyasdomb 2013 A - L3 1 nv
4145 szarvasmarha orrtampon Bély 2013 A - L3 1 A
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M1. tablazat (foytatas): A vizsgalatba vont P. multocida torzsek jellemzéi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izcgl:’(laés Buroktipus Toxin genLol:;ﬁ)us Vg;_l:)lﬁr gjgglgn k‘l)a,,s’f t': r
4153 szarvasmarha tudoé Levél 2014 A - L3 1 A
4155 szarvasmarha tudé Eger 2014 A - L3 1 A
4156 szarvasmarha tudoé Szabadhidvég 2014 A - L3 1 nv
4158 szarvasmarha tudé Szombathely 2014 A - L3 1 A
4161 szarvasmarha tudé Silysap 2015 A - L3 1 nv
4164 szarvasmarha tudoé Bugyi 2012 A - L3 1 nv
4166 szarvasmarha orrtampon Csét 2012 A - L3 1 A
4168 szarvasmarha tudoé Nagybaracska 2012 A - L3 1 A
4169 szarvasmarha orrtampon Nagybaracska 2012 A - L3 1 nv
4173 szarvasmarha tej Mezébfalva 2012 A - L3 1 A
4174 szarvasmarha tej Bély 2012 A - L3 1 nv
4176 szarvasmarha tadé Mezétarkany 2012 A - L3 1 nv
4177 szarvasmarha tej Bogyoszlo 2012 A - L3 1 A
4178 szarvasmarha tudoé Harkakétony 2012 A - L3 1 A
4179 szarvasmarha tej Ete 2012 A - L3 1 A
4182 szarvasmarha tudoé Szerencs 2012 A - L3 1 nv
4183 szarvasmarha tej Polgardi 2012 A - L3 1 nv
4190 szarvasmarha tadé Kapuvar 2015 A - L3 1 A
4193 szarvasmarha rg;c?;f‘)tr Matramindszent 2015 A - L3 1 A
4199 szarvasmarha orrtampon Jaszkisér 2015 A - L3 1 A
4207 szarvasmarha tudoé Bicske 2015 A - L3 1 nv
4212 szarvasmarha talyog Baja 2015 A - L3 1 A
4213 szarvasmarha orrtampon Besenyételek 2015 A - L3 1 nv
4216 szarvasmarha orrtampon Békés 2014 A - L3 1 A
4217 szarvasmarha orrtampon Tarhos 2014 A - L3 1 nv
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M1. tablazat (folytatas): A vizsgalatba vont P. multocida torzsek jellemzéi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izcgl:’(laés Buroktipus Toxin genLol:;ﬁ)us Vg;_l:)lﬁr gjgglgn k‘l)a,,s’f t': r
4222 szarvasmarha tudoé Nagyecsed 2014 A - L3 1 nv
4231 szarvasmarha tudoé Takacsi 2015 A - L3 1 A
4251 szarvasmarha tudoé ° 2016 A - L3 1 A
3509 szarvasmarha tudé Hajdunanas 2007 A - L3 1 nv
3763 szarvasmarha tudoé Kunszentmarton 2009 A - L3 1 nv
3925 szarvasmarha tudoé Tiszaslly 2010 A - L3 1 nv
3378 szarvasmarha tej Jaszkisér 2005 A - L3 2 D
3551 szarvasmarha tudoé Dénesfa 2007 A - L3 2 D
3599 szarvasmarha tudoé Doémsoéd 2007 A - L3 2 nv
3618 szarvasmarha tadé Besenydtelek 2008 A - L3 2 nv
3654 szarvasmarha tudoé Kisigmand 2008 A - L3 2 nv
3688 szarvasmarha orrtampon Tiszanana 2008 A - L3 2 nv
3690 szarvasmarha tudoé Hidashat 2005 A - L3 2
3848 szarvasmarha rg;c?ri?)tr Lakitelek 2009 A - L3 2
3892 szarvasmarha tej Bogyoszlo 2010 A - L3 2 nv
3944 szarvasmarha tg‘;{:’sc"‘:] Papa 2011 A ; L3 2 D
4163 szarvasmarha tej Borjad 2015 A - L3 2 nv
3687 szarvasmarha orrtampon Tarhos 2008 A - L3 2 D
3950 szarvasmarha tudoé Racalmas 2011 A - L3 2 nv
4125 szarvasmarha tej Gecse 2013 A - L6 2 D
4126 szarvasmarha orrtampon Kocsér 2013 A - L6 2 nv
4137 szarvasmarha tudoé Kocs 2013 A - L6 2 D
4143 szarvasmarha tej Enying 2013 A - L6 2 nv
4160 szarvasmarha orrtampon Hotté 2014 A - L6 2 D
4167 szarvasmarha tej Csécse 2012 A - L6 2 D
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M1. tablazat (folytatas): A vizsgalatba vont P. multocida térzsek jellemzéi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izc;l\?’éés Buroktipus Toxin genLoF;%us v:)'::)lﬁr (ti}gg;)n k?an;f tf\e r
4171 szarvasmarha tej Hotté 2012 A - L6 2 nv
4172 szarvasmarha  nyirokcsomé Keszthely 2012 A - L6 2 D
4175 szarvasmarha tudoé Kocsér 2012 A - L6 2 nv
4194 szarvasmarha tudoé Vac 2015 A - L6 2 D
3686 szarvasmarha tudoé Torokszentmiklos 2008 D - L3 3 nv
4135 szarvasmarha tudoé Nemesszaldk 2014 D - L3 3 nv
4146 szarvasmarha orrtampon Boly 2013 D - L3 3 nv
4165 szarvasmarha tudoé Bugyi 2012 D - L3 3 B
4170 szarvasmarha tudoé Leveél 2012 D - L3 3 nv
4180 szarvasmarha tudoé Vértesacsa 2012 D - L3 3 B
4186 szarvasmarha tudoé Pély 2015 D - L3 3 B
4223 szarvasmarha tadé Csengersima 2014 D - L3 3 B
4325 juh tidé Szokolya 2016 A + L6 4 H
4326 juh orrtampon Kiskunfélegyhaza 2016 A + L6 4 nv
4134 juh tidé Nyarlérinc 2014 A + L6 4 H
4327 juh tudoé Szokolya 2016 A + L6 4 nv
4244 juh tidé Kiskunfélegyhaza 2016 A + L3 4 H
3564 juh tudoé Nyarlérinc 2007 D + L3 5 nv
4133 juh tidé Szokolya 2014 D + L3 5 A
4152 juh tidé Kiskunfélegyhaza 2014 D + L3 5 A
4162 juh tidé Erd 2015 A + L3 5 A
4328 kecske tidé Pomaz 2015 D + L3 5 nv
4329 juh orrtampon Kiskunfélegyhaza 2016 D + L3 5 nv
4330 kecske tudé Izsak 2016 D + L3 5 nv
3768 juh tidé Kiskunmajsa 2009 D + L3 5 nv
3692 juh orrtampon Gelej 2008 A + L3 5 nv



00T

M1. tadblazat (folytatas): A vizsgalatba vont P. multocida térzsek jellemzdi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izcgl:’(laés Buroktipus Toxin genLol:;ﬁ)us Vg;_l:)lﬁr gjgglgn k‘l)a,,s’f t': r
3707 juh tidé Bekolce 2008 A + L3 5 A
3546 juh tidé Kaloz 2007 A + L3 5 A
3693 juh tudoé Szentistvan 2008 A + L3 5 A
4331 kecske orrtampon I1zsak 2015 A - L3 5 A
3699 kecske orrtampon I1zsak 2006 D - L3 5 A
4332 kecske tudoé Gyér 2016 D - L3 5 nv
4101 sertés tidé ° 2011 A - L3 6 C
4117 sertés orrtampon Nadudvar 2014 A - L3 6 nv
4159 sertés tidé Pakod 2014 A - L3 6 C
4188 sertés tudé Somogyszob 2015 A - L3 6 nv
4210 sertés tudoé Zamoly 2015 A - L3 6 C
3045 sertés tidé Felcsut 2017 A - L3 6 nv
3397 sertés orrtampon PlUspokladany 2006 D - L3 6 C
3042 sertés tudoé Jaszberény 2017 A - L3 7 C
3075 sertés orrtampon Ik 2017 A - L3 7 C
3048 sertés tudoé Somogytarnéca 2017 A - L3 8 E
3049 sertés tidé Old 2017 A - L3 8 nv
3307 sertés orrtampon Babolna 2005 A - L3 8 E
3322 sertés orrtampon Komarom 2005 A - L3 9 G
4154 sertés orrtampon Sajdecseg 2014 D - L3 9 nv
4187 sertés tidoé Somogyszob 2015 D - L3 9 G
4195 sertés tudoé Jaszladany 2015 D - L3 9 nv
4202 sertés tidé Kiingos 2015 A - L3 9 G
4243 sertés orrtampon Jarmi 2016 D - L3 9 nv
3047 sertés tudoé Nagymagocs 2017 A + L3 9 G
3062 sertés tudoé Szentes 1988 D + L3 9 nv
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M1. tablazat (folytatas): A vizsgalatba vont P. multocida torzsek jellemzéi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izc;l:’(leés Buroktipus Toxin genLoFiﬁ)us v:)'::)lﬁr (ti}gg;a)n k?an;f tf\e r
3079 sertés orrtampon Baracska 2017 A + L3 9 nv
3105 sertés orrtampon Mez8hegyes 1990 D + L3 9 G
3183 sertés orrtampon Vid 1995 A + L3 9 G
3211 sertés orrtampon Komarom 1994 D + L3 9 nv
3212 sertés orrtampon Ozora 1999 A + L3 9 nv
3503 sertés orrtampon Solt 2007 A + L3 9 G
3523 sertés tidoé Rabakecol 2007 A + L3 9 nv
3569 sertés tudoé Seregélyes 2007 A + L3 9 G
3610 sertés tudoé Mocsa 2007 A + L3 9 nv
3715 sertés orrtampon Doébrokoz 2008 A + L3 9 G
3723 sertés orrtampon Gdcsej 2009 A + L3 9 nv
3727 sertés tudoé Baracska 2009 A + L3 9 G
4043 sertés orrtampon ° 1988 D + L3 9 G
4046 sertés orrtampon ° 1988 D + L3 9 G
4056 sertés orrtampon Hajduszovat 2010 A + L3 9 nv
4058 sertés orrtampon Nagykdros 2010 D + L3 9 G
4087 sertés orrtampon Dombegyhaz 2011 A + L3 9 G
4150 sertés orrtampon Mezéfalva 2014 A + L3 9 nv
4185 sertés tudoé Mez8szemere 2015 A + L3 9 nv
4246 sertés orrtampon Keve 2016 A + L3 9 nv
3080 human fellleti seb Szeged 2017 A - L4 12 I
3081 human fellleti seb Szeged 2017 A - L1 12 F
3083 human fellleti seb Szeged 2017 A - L3 12 nv
3144 human fellleti seb Szeged 2017 F - L1 12 nv
3100 human fellleti seb Szeged 2017 A - L4 13 nv
3127 human feluleti seb Szeged 2017 A - L1 13 nv
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M1. tablazat (folytatas): A vizsgalatba vont P. multocida térzsek jellemzéi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izc;l:’(leés Buroktipus Toxin genLoFiﬁ)us v:)'::)lﬁr (ti}gg;a)n k?an;f tf\e r
3130 human fellleti seb Szeged 2017 A - L1 12 nv
3131 human fellleti seb Szeged 2017 A - L1 12 nv
3132 human fellleti seb Szeged 2017 A - L3 9 nv
3124 human fellleti seb Szeged 2017 A - L1 12 nv
3139 human fellleti seb Szeged 2017 A - L7 12 nv
3140 human fellleti seb Szeged 2017 A - L1 12 nv
3125 human fellleti seb Szeged 2017 A - L1 12 nv
3133 human fellleti seb Szeged 2017 A - L3 9 nv
3137 human fellleti seb Szeged 2017 A - L5 13 nv
3084 human fellleti seb Szeged 2017 A - L3 9 nv

Pm242 human talyog Szeged 2016 A - L1 9 G
Pm243 human fellleti seb Szeged 2016 A - L3 12 I
Pm244 human trachea Szeged 2016 A - L3 10 D
Pm245 human talyog Szeged 2016 A - L1 12 F
Pm246 human talyog Szeged 2016 A - L1 12 F
Pm247 human m“trf]tiinfgem Szeged 2016 A - L3 6 C
Pm248 human talyog Szeged 2016 A - L1 12 I
Pm249 human fellleti seb Szeged 2016 A - L3 11 H
Pm250 human fellleti seb Szeged 2016 F - L1 12 I
Pm251 human fellleti seb Szeged 2016 A - L1 12 I
Pm252 human fellleti seb Szeged 2016 A - L3 9 G
Pm254 human mdtéti minta Szeged 2016 A - L1 12 F
3694 macska szajureg Szilvasvarad 2008 A - L1 12 nv
3695 macska szajlreg Puszavacs 2008 A - L1 12 nv
3697 macska szajlreg Dunakeszi 2008 A - L1 12 I



M1. tablazat (folytatas): A vizsgalatba vont P. multocida torzsek jellemzéi

Azonosito Gazdafaj Minta Izolalas helye Izc;l:éas Buroktipus Toxin genLoF;%us v:)'::)lﬁr ((i;ggF?)n k?an;f tf\e r
3087 macska garat Budapest 2018 A - L1 12 nv
3094 macska szajlreg Budapest 2018 A - L1 12 I
3095 macska garat Budapest 2018 A - L1 12 I
3729 macska szajureg Budapest 2009 A - L1 12 nv
4230 macska melkas! Erd 2015 A ; L1 12 v
3696 macska szajlreg Ecser 2008 A - L3 12 I
3698 macska szajureg Budapest 2008 A - L7 13 I
3521 macska tudoé Sdéskut 2007 A - L7 13 I

nv — nem vizsgaltuk. ° - nincs adat.

€01
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M2. tablazat: A P. multocida térzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei.

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TUuL CD C FFC SMX ENF NA

E 215 =217 221 214 =216 =215 =219 =219 =223 211 218 =221 218 =219 =217 =221 219

M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18

R 214 217 =217 =210 =212 =211 214 214 =213 =210 =214 =214 212 214 =212 =216 =213
3042 sertés 28 30 30 8 15 6 20 20 20 14 22 0 28 29 0 29 15
3045 sertés 0 25 20 0 20 12 25 15 7 15 22 7 18 22 0 19 17
3047 sertés 0 20 26 15 16 6 25 20 15 10 25 0 24 24 6 50 10
3048 sertés 28 30 30 10 15 6 20 15 14 17 24 0 20 30 0 48 27
3049 sertés 12 20 0 0 14 6 15 14 16 16 28 0 30 31 6 36 0
3062 sertés 20 15 0 0 8 7 18 12 20 15 15 0 28 32 0 31 22
3075 sertés 33 30 32 15 20 7 23 19 10 15 19 0 24 25 0 25 0
3079 sertés 30 30 33 12 18 6 20 0 17 10 25 0 30 32 0 32 15
3105 sertés 0 30 30 12 15 0 21 20 18 17 26 8 30 18 6 20 20
3183 sertés 24 20 9 9 18 7 20 20 15 8 26 7 30 30 6 21 20
3211 sertés 36 36 30 16 20 10 30 29 26 28 30 0 36 40 0 34 31
3212 sertés 25 20 20 8 14 7 20 24 18 18 0 0 30 30 0 30 24
3307 sertés 25 21 27 10 15 9 26 15 14 13 20 0 22 25 0 25 0
3322 sertés 25 27 28 11 18 7 20 18 12 12 19 0 30 28 0 30 21
3378 szarvasmarha 25 24 30 13 16 10 9 14 0 0 0 0 14 30 0 13 0
3397 sertés 0 0 0 10 15 8 23 20 20 15 18 0 26 24 0 20 20
3458 szarvasmarha 31 23 32 12 10 9 8 12 0 0 0 0 15 29 0 18 0
3493 szarvasmarha 27 28 30 0 12 0 13 18 19 19 24 0 0 28 0 21 0
3503 sertés 32 30 30 12 15 7 24 20 17 15 21 0 26 24 0 26 22
3509 szarvasmarha 23 26 13 0 22 11 0 10 0 12 0 0 9 30 0 14 0
3522 szarvasmarha 26 29 17 12 13 8 25 20 16 11 16 0 21 29 0 18 26
3523 sertés 32 32 40 17 20 9 27 20 20 18 22 11 27 30 0 33 9
3533 szarvasmarha 18 20 24 16 12 9 22 19 14 16 14 0 27 24 0 24 21
3546 juh 25 28 25 24 16 12 23 25 17 18 28 0 33 27 0 29 23



M2. tablazat (folytatas): A P. multocida torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TuL CD Cc FFC SMX ENF NA

S0t

E 215 217 =221 214 216 =215 =219 =219 =223 211 218 =221 218 219 =217 =221 =219

M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18

R 214 217 =217 =210 =212 =211 214 214 =213 =210 =214 =214 212 214 =212 =216 =213
3551 szarvasmarha 23 21 32 16 12 10 24 20 18 21 24 0 35 31 0 32 11
3561 szarvasmarha 24 22 31 17 13 10 21 23 17 17 24 9 30 25 10 31 23
3564 juh 26 25 30 22 15 10 24 24 20 16 26 10 34 31 10 27 26
3569 sertés 25 0 24 12 15 9 23 22 15 17 20 0 28 26 0 35 25
3596 szarvasmarha 21 17 25 13 12 8 22 19 13 13 15 0 22 24 0 24 19
3599 szarvasmarha 20 15 26 13 13 9 22 21 11 14 21 0 26 25 0 23 17
3603 szarvasmarha 26 19 23 15 17 10 29 25 23 18 23 11 28 32 9 28 27
3610 sertés 28 32 28 13 18 8 22 20 16 15 18 0 25 25 0 25 22
3618 szarvasmarha 22 18 23 0 12 0 9 17 0 11 14 0 17 30 0 23 20
3654 szarvasmarha 17 19 20 12 11 0 17 18 14 13 19 0 22 24 0 27 21
3661 szarvasmarha 24 21 27 19 12 9 28 26 18 17 29 0 32 32 0 32 20
3686 szarvasmarha 23 23 24 13 13 0 23 21 15 13 19 0 26 30 0 24 21
3687 szarvasmarha 25 28 32 16 12 9 26 22 18 14 23 0 28 32 0 34 28
3688 szarvasmarha 24 22 31 13 13 8 23 19 17 13 20 0 22 27 0 26 24
3689 szarvasmarha 21 18 24 12 11 10 24 22 16 14 16 0 27 30 0 24 22
3690 szarvasmarha 0 0 23 16 14 10 19 20 13 12 24 0 27 28 0 25 20
3692 juh 23 25 30 16 17 10 24 21 17 16 24 10 30 31 0 26 28
3693 juh 25 27 31 18 13 10 23 26 18 15 23 10 31 30 0 27 27
3694 macska 20 20 28 14 14 11 24 22 18 18 20 0 28 30 0 30 24
3695 macska 22 20 30 14 15 10 26 23 17 17 22 12 27 29 0 31 24
3696 macska 21 19 25 15 14 11 22 21 16 14 18 0 24 25 0 21 21
3697 macska 22 20 29 14 14 10 25 24 17 17 21 0 27 30 0 26 21
3698 macska 19 19 26 14 12 12 21 22 16 14 22 0 26 28 0 24 24
3699 kecske 24 28 33 19 16 12 29 25 17 15 25 12 30 31 0 32 29
3707 juh 18 26 33 18 12 10 24 24 17 14 26 9 33 29 0 32 30
3715 sertés 0 0 14 14 14 8 22 18 16 15 20 0 25 26 0 22 0



M2. tablazat (folytatas): A P. multocida torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TuL CD Cc FFC SMX ENF NA

90T

E 215 217 =221 214 216 =215 =219 =219 =223 211 218 =221 218 219 =217 =221 =219

M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18

R 214 217 =217 =210 =212 =211 214 214 =213 =210 =214 =214 212 214 =212 =216 =213
3723 sertés 33 34 40 14 15 7 22 18 18 16 20 0 28 30 0 28 11
3727 sertés 27 30 33 14 18 8 24 23 20 16 23 0 28 28 0 24 23
3763 szarvasmarha 22 24 31 15 13 10 27 21 15 16 20 0 24 28 0 36 28
3768 juh 28 28 32 19 16 11 29 27 17 13 29 0 33 26 0 32 28
3844 szarvasmarha 0 0 20 13 11 0 18 18 11 11 17 0 21 21 0 21 13
3848 szarvasmarha 22 20 25 14 13 9 20 19 0 0 18 0 24 28 0 28 20
3889 szarvasmarha 21 20 28 13 12 9 23 23 17 15 17 0 25 27 0 27 23
3892 szarvasmarha 26 23 32 15 12 0 28 21 18 17 25 0 30 32 0 32 23
3925 szarvasmarha 0 0 15 21 16 13 20 22 13 12 23 0 24 24 0 18 14
3942 szarvasmarha 23 21 23 17 11 9 23 22 18 14 25 0 24 25 0 30 26
3944 szarvasmarha 18 17 29 13 11 0 26 23 13 20 23 0 32 30 0 18 0
3950 szarvasmarha 22 25 21 14 12 9 23 19 20 17 18 0 31 31 0 26 21
4043 sertés 48 52 50 16 24 8 30 21 20 20 30 0 40 44 33 46 36
4046 sertés 36 36 42 10 18 8 30 22 14 10 20 0 30 30 21 34 28
4056 sertés 30 30 32 14 18 8 25 21 15 14 22 0 25 28 0 31 26
4058 sertés 30 33 36 10 18 7 28 26 19 15 22 0 31 34 0 38 28
4087 sertés 27 26 30 12 14 7 18 18 18 18 22 0 25 30 0 30 26
4101 sertés 26 27 26 11 14 8 13 14 18 14 18 0 25 24 0 20 16
4117 sertés 0 0 0 12 15 7 20 23 17 16 18 0 22 0 0 15 16
4125 szarvasmarha 13 0 0 18 8 0 26 23 15 13 27 13 29 22 0 25 19
4126 szarvasmarha 25 18 30 17 0 0 19 19 13 11 25 11 24 23 0 32 19
4127 szarvasmarha 30 28 27 15 11 9 28 20 18 12 26 0 30 30 0 29 26
4128 szarvasmarha 20 21 33 10 12 9 18 18 0 0 11 0 17 32 9 31 17
4129 szarvasmarha 31 25 32 13 16 18 17 18 15 18 16 0 29 30 0 30 27
4132 szarvasmarha 33 24 34 20 14 11 32 19 16 10 18 16 26 24 9 34 35
4133 juh 22 23 25 13 13 10 23 20 12 14 17 0 23 30 0 28 24



M2. tablazat (folytatas): A P. multocida torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TuL CD Cc FFC SMX ENF NA

L0T

E 215 217 =221 214 216 =215 =219 =219 =223 211 218 =221 218 219 =217 =221 =219

M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18

R 214 217 =217 =210 =212 =211 214 214 =213 =210 =214 =214 212 214 =212 =216 =213
4134 juh 20 23 25 13 9 0 20 20 16 14 23 0 28 30 0 24 19
4135 szarvasmarha 31 30 36 14 16 18 34 23 18 15 26 0 31 39 0 37 32
4137 szarvasmarha 23 18 23 10 9 0 21 19 10 0 21 0 25 20 0 22 22
4138 szarvasmarha 26 23 30 15 0 0 16 18 14 11 24 0 32 32 0 15 9
4140 szarvasmarha 25 24 32 12 8 0 28 21 15 12 24 0 29 26 0 25 26
4143 szarvasmarha 0 0 0 14 10 0 33 22 11 0 22 9 31 31 0 23 21
4145 szarvasmarha 30 22 25 17 9 9 25 21 13 12 22 10 31 30 0 33 25
4146 szarvasmarha 24 21 27 12 9 0 24 23 12 10 20 0 26 25 0 27 23
4150 sertés 23 25 26 11 15 7 20 23 15 15 21 0 23 25 0 30 25
4152 juh 19 20 26 17 12 9 25 22 18 15 28 0 30 29 12 28 24
4153 szarvasmarha 30 26 26 10 0 0 30 19 16 11 19 0 34 32 0 25 20
4154 sertés 30 24 33 0 15 8 14 15 16 15 21 0 35 35 0 35 27
4155 szarvasmarha 31 25 30 18 11 10 28 19 14 12 18 9 31 26 0 17 9
4156 szarvasmarha 28 24 36 14 14 13 30 23 17 15 20 0 28 32 0 31 32
4158 szarvasmarha 29 25 28 12 13 0 25 23 16 15 22 9 28 31 11 25 28
4159 sertés 30 25 35 14 15 7 18 20 18 18 23 0 28 30 0 24 23
4160 szarvasmarha 32 26 30 12 9 12 26 22 20 16 21 0 25 26 9 27 24
4161 szarvasmarha 24 22 22 10 0 0 25 19 13 11 22 0 29 27 0 26 25
4162 juh 24 25 27 12 12 10 9 16 24 19 24 10 15 28 0 30 16
4163 szarvasmarha 23 26 30 15 15 13 26 19 20 18 24 0 24 28 0 25 24
4164 szarvasmarha 22 20 23 12 0 0 22 21 15 12 23 0 28 28 0 28 20
4165 szarvasmarha 24 21 24 11 0 0 26 22 13 11 19 0 27 29 0 29 24
4166 szarvasmarha 23 31 25 14 18 17 30 19 15 12 14 0 24 30 0 30 28
4167 szarvasmarha 32 26 30 15 15 11 26 20 20 20 17 0 24 32 0 24 24
4168 szarvasmarha 20 21 25 0 0 0 25 20 0 0 0 0 13 22 0 25 24
4169 szarvasmarha 24 20 22 9 0 0 22 21 11 11 17 0 22 26 0 28 20



M2. tablazat (folytatas): A P. multocida torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TuL CD Cc FFC SMX ENF NA

80T

E 215 217 =221 214 216 =215 =219 =219 =223 211 218 =221 218 219 =217 =221 =219

M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18

R 214 217 =217 =210 =212 =211 214 214 =213 =210 =214 =214 212 214 =212 =216 =213
4170 szarvasmarha 28 22 28 12 13 8 24 21 15 15 15 9 21 29 0 28 20
4171 szarvasmarha 25 24 30 15 12 10 25 23 23 16 23 0 30 32 0 29 22
4172 szarvasmarha 25 22 25 9 10 0 23 21 15 13 24 0 28 28 0 30 25
4173 szarvasmarha 26 24 28 10 11 0 24 24 16 13 26 0 30 27 0 31 26
4174 szarvasmarha 21 20 26 15 11 0 22 21 14 14 16 0 25 26 0 24 18
4175 szarvasmarha 24 22 28 12 12 8 20 21 18 14 23 9 26 27 0 28 20
4176 szarvasmarha 19 20 25 9 12 8 20 24 16 13 19 0 31 26 0 25 20
4177 szarvasmarha 25 23 30 15 13 0 23 20 17 16 21 0 34 25 0 18 0
4178 szarvasmarha 28 22 28 9 12 8 20 23 23 18 17 0 33 25 0 30 21
4179 szarvasmarha 18 19 23 13 14 9 22 23 16 11 20 0 30 25 0 26 20
4180 szarvasmarha 26 20 23 12 12 9 24 21 18 14 18 0 27 25 0 22 0
4182 szarvasmarha 26 23 24 13 12 0 22 23 20 12 22 0 31 28 0 27 24
4183 szarvasmarha 23 20 28 9 12 0 24 20 16 17 25 0 30 30 0 26 25
4185 sertés 30 31 30 13 16 0 25 25 20 20 25 0 34 30 0 35 26
4186 szarvasmarha 20 18 24 10 11 0 22 19 12 11 18 0 23 24 0 25 15
4187 sertés 27 20 30 10 15 0 25 24 17 15 21 0 30 32 0 30 27
4188 sertés 22 30 0 14 15 7 26 25 20 18 24 0 30 32 0 25 0
4190 szarvasmarha 20 18 25 11 13 10 25 24 21 17 20 0 26 26 0 27 13
4193 szarvasmarha 24 21 27 12 12 0 26 20 21 19 21 0 25 28 0 25 21
4194 szarvasmarha 22 0 25 11 11 8 23 19 18 13 20 0 23 26 0 29 19
4195 sertés 30 31 35 10 15 0 24 24 18 14 22 0 30 31 0 32 26
4199 szarvasmarha 24 25 28 10 10 0 24 19 16 15 18 0 25 28 0 28 28
4202 sertés 30 30 30 13 17 0 9 14 17 15 24 0 30 31 0 28 25
4207 szarvasmarha 23 23 27 12 12 0 21 19 13 12 17 9 28 26 0 23 13
4210 sertés 0 23 0 13 17 8 24 22 19 20 23 0 30 32 0 22 0
4212 szarvasmarha 28 18 30 14 14 0 26 21 20 17 24 0 27 28 0 27 21



M2. tablazat (folytatas): A P. multocida torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TuL CD Cc FFC SMX ENF NA

E >15 =217 =21 =14 =216 =15 =19 =219 =23 =11 =218 =21 =218 =219 =17 =21 =219
M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18
R >14 217 =217 =210 =212 =11 =214 =214 =213 =210 =214 =14 =212 =214 =12 =216 =213

60T

4213 szarvasmarha 23 28 26 13 17 11 28 19 21 21 21 9 28 28 9 32 28

4216 szarvasmarha 29 26 31 20 17 12 25 22 28 20 30 12 32 27 0 33 25
4217 szarvasmarha 28 27 0 18 18 12 27 28 24 22 29 11 31 26 14 32 30
4222 szarvasmarha 24 22 28 10 11 0 23 21 15 14 20 0 26 25 0 29 22
4223 szarvasmarha 28 23 28 11 13 9 25 20 15 13 18 0 29 27 0 31 26
4231 szarvasmarha 0 0 20 0 0 0 10 12 0 9 12 0 22 24 0 29 21
4243 sertés 30 29 34 15 19 8 8 10 18 14 24 0 33 32 0 32 22
4244 juh 21 21 25 12 11 9 26 22 16 16 18 0 30 26 0 32 25
4246 sertés 30 30 40 15 18 8 27 25 20 20 24 0 35 34 30 30 28
4251 szarvasmarha 23 20 29 11 11 0 12 14 13 13 14 0 23 27 0 23 19
4325 juh 27 28 32 14 17 12 27 22 21 19 20 0 22 33 10 32 30
4326 juh 25 23 29 16 14 10 26 23 17 17 23 0 28 29 0 31 23
4327 juh 26 27 31 18 19 13 33 21 20 16 26 0 32 32 0 30 29
4328 kecske 26 24 30 21 13 15 29 24 19 22 28 10 31 32 0 33 27
4329 juh 26 22 29 14 15 10 22 20 18 16 21 0 30 29 0 32 22
4330 kecske 29 30 31 17 18 12 26 23 23 17 20 0 30 32 0 31 27
4331 kecske 27 27 24 18 14 12 22 23 15 15 24 0 30 30 0 32 30
4332 kecske 26 24 29 16 15 9 28 22 18 16 18 9 30 30 0 30 23
Pm242 human 18 18 21 12 10 9 20 19 10 9 11 0 18 22 0 21 19
Pm243 human 20 19 21 11 9 9 20 19 11 9 10 0 21 20 0 19 19
Pm244 human 25 23 23 16 12 9 28 29 14 12 18 10 29 30 0 25 27
Pm245 human 19 18 21 12 10 8 21 20 12 10 14 0 25 23 0 25 22
Pm246 human 21 20 22 11 10 9 22 22 10 10 14 0 22 22 0 24 21
Pm247 human 21 19 22 14 10 10 24 25 14 12 13 0 22 26 0 24 21
Pm248 human 22 17 21 12 10 10 24 20 12 10 14 0 23 23 0 26 20
Pm249 human 15 17 21 11 10 10 20 19 10 10 11 0 23 23 0 25 23



0T1

M2. tablazat (folytatas): A P. multocida torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak miliméter pontossagban megadott eredményei

Azonosito Gazdafaj PEN AP CFU S GM APR T DXT E TIL TuL CD Cc FFC SMX ENF NA

E >15 =17 =21 =214 =216 =215 =219 =219 =223 =11 =18 =21 =218 =219 =217 =221 =19
M 14-16 16-20 11-13 13-15 12-14 15-18 15-18 14-22 15-17 15-20 13-17 15-18 13-16 17-20 14-18
R >14 =17 =17 =210 =212 =211 =214 =214 =213 =10 =14 =14 =212 =214 212 216 =13
Pm250 human 2 18 21 12 10 11 23 23 14 13 16 0 28 27 0 23 23
Pm251 human 24 19 25 14 10 11 24 25 14 12 16 0 26 27 0 25 21
Pm252 human 23 19 23 12 10 11 21 19 11 9 11 0 2 26 0 26 23
Pm254 human 20 17 25 12 10 9 2 23 12 10 13 13 22 23 0 26 20

sarga hattér — csokkent érzékenység, z46ld hattér — rezisztens.



M3. tablazat: A P. multocida térzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak gazdafajokra
lebontott szazalékos eredményei

szm juh sertés human kecske macska
(n=81) (n=15) (n=40) (n=12) (n=5) (n=5)

Penicillin

Ampicillin

Ceftiofur

Sztreptomicin

Gentamicin

Apramicin

Tetraciklin

Doxiciklin

Eritromicin

Tilmikozin

erzeékeny
mérsékelten
erzeékeny
rezisztens
érzékeny
mérsékelten
erzeékeny
rezisztens
érzékeny
mérsékelten
érzékeny
rezisztens
érzékeny
mérsékelten
érzékeny
rezisztens

erzeékeny
mérsékelten

erzeékeny
rezisztens

érzékeny
mérsékelten

érzékeny
rezisztens
erzeékeny
mérsékelten
erzeékeny
rezisztens
erzeékeny
mérsékelten
erzeékeny
rezisztens
érzékeny
mérsékelten
érzékeny
rezisztens
érzékeny
meérsékelten
érzékeny
rezisztens

92,6
0

7,4
90,1

1,2

8,6
88,9

3,7

7,4
39,5

38,3
22,2
12,3

23,5
64,2
3,7

7.4
88,9
85,2

6,2

8,6
85,2

8,6
6,2
6,2

63,0

30,9
87,7

12,3

26,7
73,3
33,3
33,3
33,3

20
80
93,3

6,7
93,3

6,7

6,7

86,7

6,7
100

111

80

20
87,5

2,5

10
75,0

5,0

20
32,5

32,5
35,0
47,5

50
2,5

25
97,5
80

10

10
65,0

20
15,0
2,5

90

7.5
90

10

100
100

33,3

66,7
33,3

66,7

60

20

60
20
100

80

100

80
20

60
40
100

100

100



M3. tablazat (folytatas): A P. multocida térzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak

gazdafajokra lebontott szazalékos eredményei

szm juh sertés human kecske macska
(n=81) (n=15) (n=40) (n=12) (n=5) (n=5)
érzékeny 72,8 93,3 95,0 33,3 100 100
Tulatromicin  Mersekelten 14,8 6.7 25 0 0 0
erzeékeny
rezisztens 12,3 0 2,5 66,7 0 0
érzékeny 0 0 0 0 0 0
Klindamicin ~ Mérsekelten 12 0 0 16,7 0 20
erzeékeny
rezisztens 98,8 100 100 83,3 100 80
érzékeny 914 93,3 95,0 100 100 100
Kloramfenikol ~ Mersekelten 6.2 6,7 2,5 0 0 0
érzékeny
rezisztens 2,5 0 2,5 0 0 0
érzékeny 100 100 95,0 100 100 100
Florfenikol mérsékelten 0 0 2,5 0 0 0
érzékeny
rezisztens 0 0 2,5 0 0 0
érzékeny 0 0 7,5 0 0 0
Szulfonamidok mgrsgkelten 12 0 0 0 0 0
erzeékeny
rezisztens 98,8 100 92,5 100 100 100
érzékeny 88,9 100 80 91,7 100 100
Enrofloxacin mfarsgkelten 74 0 17,5 83 0 0
érzékeny
rezisztens 3,7 0 2,5 0 0 0
érzékeny 77,8 93,3 65,0 100 100 100
Nalidixsav mfarsgkelten 6.2 6.7 12,5 0 0 0
erzeékeny
rezisztens 16,0 0 22,5 0 0 0
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M1. abra: Az ompA gén szekvenciak (a) és az altaluk kédolt ompA proteinek (b) alapjan
képzett filogenetikai fak.

Origin Capsular type  PMT* __LPS genolype __Virulence gene profile _ompA cluster _ghB ihpd
4231 szarvasmarha A - L3 VGP A . - 4231
4251 szarvasmarha A = L3 vGP 1 A - + b 4251
a 4216 szarvasmarha A . &} VGP 1 A - i 4216
4199 szarvasmarha A - L3 VGP 1 A = + 4199
4190 szarvasmarha A 2 L3 vGP 1 A - + 4190
4179 szarvasmarha A - L3 VGP 1 A ¢ ‘ 4179
“4178  szarvasmarha A 5 L3 VGP 1 A - ; 4178
4168 A - L3 vGP 1 A - i 73
4166 szarvasmarha A 5 L3 VGP 1 A 5 + 4168
4145 szarvasmarha A - L3 vGP 1 A B 4+ 4166
[|a138  szarvasmarha A - L3 VGP 1 A - + 4161
3942 szarvasmarha A - L3 VGP 1 A o + 4145
3689 szarvasmarha A - L3 VG A - + 4138
4173 szarvasmarha A - L3 VGP 1 A - + 3942
4133 juh A + L3 VGPS A - + 3707
4152 juh D ¢ L3 VGPS A - + 3693
369 keeske D - L3 VGPS A - + 3689 |cwsern
3546 juh A + L3 VGPS A - + 3546
w4331 keeske A - L3 VGPS A - + 4162
3693 juh A + L3 VGRS A - + 3699
s A : o vars A . ~{4133
4162 jun A ! L3 vaps A - ‘ * lars2
4155 szarvasmarha A - L3 VGP 1 A 5 + 4177
4193 szarvasmarha A . L VGP 1 A . + 4193
4177 szrvasmarha A = L VGP 1 A g i 3493
3493 szrvasmarha A - &} VGP 1 A - + 3661
sl “13661  szarvasmarha A - L3 VGP 1 A - ¥ 3889
3889 szarvasmarha A . 13 VGP 1 A - ' /4128
4128 szarvasmarha A = L3 VGP 1 A - + 4153
4153 szarvasmarha A - L3 vGP 1 A - i 4155
4158 szarvasmarha A = L3 VGP 1 A - + 4158
{4129 szarvasmarha A 5 L3 VGP 1 A - + 4129
212 szrvasmarha A - L3 vGP 1 A - ' 4212
4165 szarvasmarha D - L3 VGP3 B - + 4165
_|as0 szarvasmarha D ~ L3 VGP3 B - + o
W 4186 szarvasmarha D - L3 vGP3 B - + . 4186
4223 szarvasmarha D - L3 vGP3 B - + 4223
4210 sertés A - L3 VGP6 c - - 4210
4101 sertés A - L3 VGP 6 c - - 4101
Jaiso sertés A - L3 VGP6 c - - 4159
3397 sertés D - L3 VGP6 c - - 3397 |omerc
(3075 sertés A - L VGP 6 c - - 3075
3042 sertés A - L vGP7 (¢ = = 3042
Pm247 humén A . L3 VGP6 c - : IPm247
2 3690 szarvasmarha A - L3 vGP2 D o . 7 3690
3378 szarvasmarha A = L3 VGP2 D - + 3378
3551 szarvasmarha A - L3 VGP2 D - + 3551
3687 szarvasmarha A < ] VGP2 D - ; {3687
3848 szarvasmarha A - L3 vGP2 D : + — 3848
3944 szarvasmarha A - L3 VGP2 D - + 3944
4125 szarvasmarha A - L6 VGP2 D - + 4125 |cwarn
“|a137 szarvasmarha A - L6 VGP2 D - + “|a137
4160 szarvasmarha A - L6 VGP2 D - ' 4160
4194 szarvasmarha A - 6 VGP2 D = + 4194
4167 szarvasmarha A - L6 VGP2 D - + 4167
4172 szarvasmarha A - L6 VGP2 D - + 4172
Piti244 humén A - L3 VGP 10 D - - Pm244
o] 3048 sertés A - L3 VGP§ E + - i
3307 sertés A - L3 VGP§ E + =
R4S humin A - LI VGP 12 F + - P46
Py humén A - Ll vGPi2 F + - Prizsg.
= Chnr
3081 humén A - L1 VGP 12 F + - 3081
Pm245 humén A - Ll VGP 12 F * - Pm245
e sertés A : L varo G : ’ 3503
3569 sertés A + L3 VGP9 G + - 3569
3322 sertés A - L3 VGP9 G + - 3322
| 3047 sertés A + L3 VGP9 G + - 3047
3105 sertés D + L3 VGP 9 G + - 3105
3183 sertés A + L3 VGP9 G . - 3183
“[37s sertés A + L3 vGP9 G + » 3715
s serés A ! 8 varo G - R .
o
4046 sertés D + L3 VGP9 G + = 4046
4058 sertés D + L3 VGP9 G + - it
4087 sertés A + L3 VGPY G + . 4087
4187 sertés D - L3 VGP9 + - 4187
20 sertés A - L3 VGP9 + - 4202
4043 sertés D + L3 VGPY G + . 4043
P22 humén A - L VGPY G + - piii242
P22 humin A : 13 VGPY G - = iz
4134 jun A + L6 VGP4 H - + 4134
a2y A . L vora H . ‘ = |
= 4325 jun A + L6 vGP4 H - + — 4323
Pm249 humén A - 5] VGP 11 H : - Pm249
B Pm243 humin A . 13 VGP 12 1 . - =] Pm243
r 3521 macska A 5 L7 VGP 13 1 - - 3521
™| 3698 macska A - %) VGP 13 1 + - ™ 3080
P48 umn A = L VGP 12 1 . 3 3698
36%  macska A . L3 vGP 12 1 + . q [pr2ed
o P25 humin F - L VGP 12 1 + 3 3696 (Cumert
Pm2SL bimin A - L VGP 12 1 - . e m250
369 macska A - Ll VGP 12 1 + - Pm251
3695 macska A - Ll VGP 12 1 + - 3694
3080 humin A - L4 VGP 12 1 + - 3693
3697 macska A - LI VGP 12 1 ¢ - 3697

*PMT = P. multocida toxin
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