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Bevezetés

A Bordetella bronchiseptica széles gazdaspektrummal rendelkezé, vilagszerte
elé6fordulé Gram-negativ baktérium. Az altala okozott legismertebb kérképek kdzé tartozik a
sertések torzitd orrgyulladasa és a kutyak kennelkbhogése. A légutak megbetegedését
idézheti el6 még nyudlban, macskaban, tengerimalacban, emellett szamos egyéb hazi,
laboratériumi és vadon él6 eml6s allatfajbdl izolaltak mar. A B. bronchiseptica fert6zés
tobbnyire nem jar sulyos Klinikai tlinetekkel vagy nagyaranyu elhullasokkal, de tetemes
gazdasagi veszteségeket okozhat a tenyésztéknek és az allattarté telepeknek. Az egyedileg
vagy kis csoportban tartott hazi kedvencek fertéz6dése az egyre gyakoribb emberi
megbetegedések miatt valhat fontossa; a megndvekedett human esetek szama a
B. bronchiseptica zoonotikus jelentéségére hivja fel a figyelmet.

A B. bronchiseptica fébb virulencia tényez6i a gazdaszervezet nyalkahartyajan valé
megtapadasban és annak kolonizacidjaban szerepet jatszd adhezinek, valamint a betegség
jellemzd tuneteinek kialakitasaban résztvevd toxinok. A B. bronchiseptica aktualis
virulencigjat egy kétkomponensil szabalyoz6 rendszer, a BvgAS hatarozza meg. A BvgAS
kllénbdzb kdérnyezeti paraméterek (pl. hémeérseéklet, szulfat-ion) valtozasanak hatasara
génexpresszidé szintjén aktivalja vagy gatolia szamos enzim, felszini fehérje és toxin
mennyiséget és mikodesét.

Jelen kutatas célja, hogy a kuldonb6zd gazdafajokbdl és eltéré foldrajzi kdrnyezetbdl
szarmaz6 B. bronchiseptica torzseket feno- és genotipizald6 modszerek segitségével
jellemezzik, és feltarjuk a torzsek kozotti esetleges kilonbségeket, valamint filogenetikai
kapcsolatokra is fényt deritsink. Munkank soran a fert6zés egyes fazisaiban lényeges
virulenciafaktorokat  (motilitds, adhezinek és toxinok) elemeztik. Vizsgalataink
kézéppontjaban annak felderitése allt, hogy a B. bronchiseptica virulenciajat meghatarozé
tényezbknek létezik-e gazdafaji specifikussaga (gazdaadaptacid), és hogy ezek a tényezdk
mennyire allandoak térben és id6ben.

Annak ellenére, hogy a szakirodalomban szamos példat taldlunk a B. bronchiseptica-
val kapcsolatos célzott kutatasokra, meglehetésen kevés a nagyszamu, elsésorban allati
eredetl torzset tobbféle szempontbdl vizsgalo, dsszehasonlitdé tanulmany. Magyarorszagon
hagyomanya van a sertés eredetli B. bronchiseptica torzsekkel végzett kutatasoknak, de
tébb gazdafajbdl szarmazod térzsek 6sszehasonlitd vizsgalatara eddig nem kertilt sor. Hazai
és nemzetkdzi viszonylatban is hianypétléonak tekintheté munkank nemcsak az altalanos
alapkutatas szamara szolgaltathat uj ismereteket, de fontos lehet a nagy- és kisallattartok
igényeit kielégité gyorsdiagnosztikaban, a célzottabb terapids kezelésben és vakcinak

fejlesztésében is.



Anyag és modszer

A felhasznalt B. bronchiseptica torzsek

Munkankhoz frissen izolalt és az MTA ATK AOTI tdrzsgyiijteményében megtalalhato,
hazai és kllféldi eredeti, kuldnféle gazdafajokbdl (sertés, kutya, nyul, macska, tengerimalac,
|6, koala, pulyka és ember) szarmazo B. bronchiseptica torzseket hasznaltunk fel. A
baktériumok azonositasahoz telepmorfolégiai, biokémiai (ureaz, nitrat, indol, glikoz, laktoz
és szacharoz teszt), valamint molekularis (fajspecifikus PCR) vizsgalatokat végeztink. A
tenyésztéshez 5% juhvért tartalmazé Columbia agart hasznaltunk 37°C-os és 24 oras
inkubacié mellett, a térzsek fenntartasa -70°C-on fagyasztott formaban tortént.

A B. bronchiseptica torzsek fenotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok

Hemolizal6 képesseéq vizsgalata

Az azonositas és a tenyésztés sordan a térzsek nem mindig mutattdak a
B. bronchiseptica-ra jellemzé B-hemolizist. Mivel ezt a sajatsagot befolyasolhatjak a
tenyésztési korulmények is, a torzsek hemolitikus tulajdonsagainak vizsgalatara tovabbi 6,
kllénb6zb dsszetételll (5 vagy 15%-o0s juh- vagy lévéres agar) és pH-ju (6,8 vagy 7,2)
taptalajt hasznaltunk fel. Valamennyi elrendezésben aerob kériimények kézott, 37°C-on és
24 éraig tartott az inkubacio.

Ureum-bonté képesséq vizsgalata

Az ureum-bontasért felelés genek aktivitasa alacsony hémersékleten, valamint MgSO,
jelenlétében megemelkedik, ezért 24°C-os inkubacié mellett is elvégeztik a hagyomanyos
biokémiai tesztet. A MgSO, mennyiségétdl valo fliggés vizsgalatahoz kulonb6zé, 0, 40, 100
és 150 mM MgSO, tartalmi Luria-Bertani (LB) taplevesbe oltottunk egy kacsnyi friss
baktériumot, majd az inkubacié utan (37°C, 24 h) 30 ul szuszpenziét pipettaztunk a
hagyomanyos ureum levesbe. A tesztet 37°C-o0s, 24 6ras inkubacié utan értékeltik ki. Az
ureum-bonté képességet Diatabs diagnosztikai tablettak, valamint APl 20 NE Ilemez
segitségével is teszteltik a gyartok utasitasai szerint.

Hemagglutinacidés proba

A B. bronchiseptica torzsek adhézidos képességének vizsgalatahoz targylemez-
hemagglutinacios vizsgalatokat végeztink, amelyekhez alvadasban gatolt szarvasmarha-,
sertés-, 16-, juh-, kutya- és csirkevért, illetve human ,A”, ,B” és ,0” vércsoportu véreket
hasznaltunk. A mosott vordosvértestekbdl (vwt) PBS-sel 10%-0s szuszpenzidt készitettlink,
melynek 20 pl-ében egyenletesen eloszlattunk egy kacsnyi friss baktériumot. A reakcidok
eredményét egy perc elteltével olvastuk le, és otfokozatu skalan (0-4) értékeltik. A O
hemagglutinaciés szint a hemagglutinacié hianyat jeldlte, a 4 pedig a teljes hemagglutinaciot.
A vizsgalatot szobahémeérsékleten végeztik és a vérek mennyiségétdl fuggben (akar tébb
alkalommal is), alkalmanként legalabb haromszor ismételtik meg.

A mozgasképesseg vizsgalata

A kilonb6zb kornyezeti tényezdk B. bronchiseptica torzsek mozgasképességére
gyakorolt hatasat kétféle, 0,4% agart tartalmazé félfolyékony Luria-Bertani (LB) és 40 mM
MgSO,-tal dusitott LB (LB+MgSO,) taptalajon vizsgaltuk 24°C-on, illetve 37°C-on. A
kulonb6zd kornyezeti feltételek mellett (LB-37; LB-24; LB+MgSO,-37; LB+MgSO,-24) 24
orara keletkezett motilitasi zénakat milliméter pontossaggal olvastuk le.

Antibiotikum-érzékenység meghatarozasa
A B. bronchiseptica antibiotikum-rezisztenciajanak vizsgalatahoz Kirby-Bauer
korongdiffuziés modszert alkalmaztunk. Egy kacsnyi friss tenyészetb6él szarmazo




baktériumot 5 ml fiziologias sooldatban szuszpendaltunk, az elegy slriiségét 0,5 McFarland-
re allitottuk be, majd a szuszpenziét Muller-Hinton taptalajra szélesztettik. A vizsgalat soran
14 kilénbdzé antibiotikum korongot hasznaltunk fel. A vizsgalatok kiértékelésekor a Clinical
and Laboratory Standards Institute ajanlott hatarértékei alapjan, a NEBIH Allat-egészségiigyi
Diagnosztikai Igazgatésag altal kidolgozott hatarértékeket vettik figyelembe.

A B. bronchiseptica torzsek genotipusanak meghatarozasara iranyul6 vizsgalatok

Polimeraz lancreakcio

A molekularis fajazonositashoz (Bb PCR), valamint az egyes génszakaszok (ureaz
[ureC], dermonekrotoxin [dnt], fimbria [fimA], flagellin [flaA], adenilat ciklaz-hemolizin toxin
[cyaA] és peptid transzport protein [ptp]) felsokszorositasdhoz szikséges primereket vagy a
szakirodalom alapjan valasztottuk ki, vagy magunk terveztik OLIGO 5 Primer Analysis
Software segitségével. A DNS-templatot friss baktérium tenyészetbdl, forralasos médszerrel
nyertik, a reakciokat ESCO Swift Mini készulékben hajtottuk végre. A PCR termékeket
1,5%-0s SeaKem agardéz gélben 1xTBE pufferben ellenériztik 9 V/cm elektromos
térer6sségl gélelektroforézissel. Az elektroforézis utan a gélt 2 ug/ml téményseégi etidium-
bromid oldatban festettik meg. A termékek detektalasa és dokumentalasa UV fényben
tortént Kodak Gel Logic 212 Imaging System segitségével.

Restrikcids fragmenthossz polimorfizmus

A fimA gén vizsgalatahoz Hincll és Sall enzimeket, a flaA génszakasz hasitasahoz
Hincll, Bgll és Mspl endonukleazokat alkalmaztunk. A cyaA génszakaszt Narl és Sall, a ptp
operont Narl és Bgll enzimek hasznalataval vizsgaltuk. A reakciéelegyek 6sszemérésénél és
az egyéb reakcidkorilmények megvalasztasanal a gyartok ajanlasa alapjan jartunk el. Az
enzimek hatasara létrejott fragmenteket 2,5%-0s MetaPhor agar6z gélben 1xTBE pufferben
gélelektroforézissel (7 V/cm) ellenériztik. A gélt elektroforézis utan 2 ug/ml téménységi
etidium-bromid oldatban festettik meg. A termékek detektalasa és dokumentalasa UV
fényben tortént Kodak Gel Logic 212 Imaging System segitségével, a fragmentek hosszanak
megallapitasahoz a Kodak Molecular Imaging Software-t hasznaltuk.

Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A nukleinsav sorrendek meghatarozasat négy gén Kijelolt szakaszan végeztuk el (fimA,
flaA, cyaA és ptp). A szekvenald primerek minden esetben megegyeztek a PCR soran
alkalmazott primerekkel, azonban a cyaA 2151 bp hosszu szakaszanak vizsgalatahoz egy
tovabbi, sajat tervezési belsé primerre is szikség volt. A PCR termékek tisztitasat és a
szekvenalo reakcio 6sszemérését a Macrogen Europe Ltd. hajtotta végre hagyomanyos
Sanger-féle dideoxinukleotid moddszerrel. A kapott kromatogramokat Chromas LITE 2.01
programmal értékeltik ki, a két iranybdl leolvasott szekvenciakat a SegMan — Lasergene
7.1.0. (DNASTAR) programmal illesztettik 6ssze.

Az altalunk vizsgalt torzsek szekvencidait a GenBank adatbazisaban szerepld
B. bronchiseptica szekvencidkkal hasonlitottuk 06ssze BioEdit 7.1.3.0 és MegAlign —
Lasergene 7.1.0. (DNASTAR) programok segitségével. A nukleotid és az ebbdl
szarmaztatott aminosav szekvencia hasonlésagokat Clustal W algoritmussal szamoltuk ki.
Az illesztés eredményeként filogenetikai dendrogramot készitettlink, a filogenetikai analizist
a MEGA 6.06 szoftver Neighbor-Joining mddszer alkalmazasaval hajtottuk végre. Az
evolucios tavolsagokat Jukes-Cantor korrekcios rata figyelembevételével szamitottuk ki, a
torzsfa topologigjat 1000 ismétléses bootstrap analizissel vizsgaltuk.




Eredmények

A fajazonositas eredményei

A torzsgyljteményunkbdl és sajat izolatumaink kozul Osszesen 164 torzset
valasztottunk ki. A B. bronchiseptica-ra jellemzéen egyetlen torzs sem hasznositotta a
felkinalt szénhidratokat (glukéz, laktéz és szachardz), és a triptofan bontasat jelz6 indol
tesztben is negativ eredményt kaptunk. A nitrat-redukcio tesztelésekor a torzsek csupan
92%-a lett pozitiv, és talaltunk 4 darab ureaz-negativ izolatumot is. A molekularis azonositas
soran a fajspecifikus PCR-rel felsokszorositott 237 bp hosszusagu DNS szakaszt — a

biokémiai probak eredményétél fuggetlenil — minden mintanal kimutattuk.

A fenotipusos vizsgalatok eredményei

A torzsek hemolizalé képessége

A torzsek hemolizalé képessegének vizsgalatakor valtozatos eredményeket kaptunk, a
leoltasok soran a torzsek eltéré hemolitikus aktivitast mutattak. Ettél figgetlendl kijelenthetd,
hogy a friss izolatumok hemolizalé képessége nagyobb, mint a régi, tdbbszéros atoltason és
tartositasi eljarason atesett torzseké. Az alacsonyabb pH-ju (7,2 helyett 6,8) véres agaron
hatarozottabb B-hemolizist tapasztaltunk, akarcsak a lovér tartalmu taptalajon a juhvérhez
képest. Negyven, kutyakbdl szarmazo térzs (38 hazai és 2 kilféldi) esetén azonban nem

lattunk feltisztulast egyik vizsgalt véres agaron sem.

A hemagaglutinacios képesséq vizsgalata

A hemagglutinaciés vizsgalatokat 9 gazdafajbdl szarmazd, 6sszesen 79 (hazai és
kiilféldi) B. bronchiseptica térzzsel végeztiik el. Altalanossagban elmondhaté, hogy a vizsgalt
torzsek a kulonbdzd tipusu vvt-ket agglutindltdk, és a legtdébb vérnél valamennyi
hemagglutinacios szint megjelent. A harom eltéré tipusu (A, B és 0) human vérrel kapott
reakciok kozott szamottevd kulonbseéget nem talaltunk. Leger6sebb reakciokat kutya és
sertés eredetl vit-kel adtak a baktériumok, a hemagglutinacié hianyat szarvasmarha-, 16- és
csirkevér mellett tapasztaltuk nagy szamban. Szarvasmarha, juh és 16 vvt-k mellett a térzsek
egy része valtoz6 hemagglutinacios képességgel rendelkezett. Magyarorszagi és kulfoldi
eredetl torzsek kdzott a vizsgalatok soran eltérést nem tapasztaltunk, mindkét csoportban
megjelent valamennyi hemagglutinacios szint, és valtozé hemagglutinaciot mutaté torzseket

is talaltunk.



A torzsek antibiotikum-érzékenysége

A B. bronchiseptica antibiotikumokkal szembeni érzékenységét nyul (n=40) és sertés
(n=15) eredetl torzseken vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a torzsek rezisztensek penicillinre,
ceftiofurra, vankomicinre és linkomicinre, de érzékenyek kolisztinre, neomicinre, valamint az
alkalmazott quinolonokra. Ampicillinnel és eritromicinnel szemben mindkét gazdafajbdl
szarmazo torzsek esetén valtozatos eredményeket kaptunk. Tetraciklinre és szulfonamidokra
a torzsek tdbbsége érzékenyen reagalt, de a nyul eredetl torzsek 5%-a, a sertés eredeti
térzseknek pedig egyharmada szulfonamid-rezisztens volt, és talaltunk egy sertés eredetii

tetraciklin-rezisztens B. bronchiseptica torzset is.

Az ureaz-negativ torzsek

Négy darab, sertés eredetli izolatum a hagyomanyos biokémiai tesztben ureaz-
negativitast mutatott mind 37°C-os, mind pedig 24°C-os inkubacié mellett. A tenyésztés
soran hozzaadott MgSO, sem valtoztatott a baktériumok ureum-bonté képességén.
Izolatumaink az ureaz diagnosztikai tablettaval végzett vizsgélatban és az API 20 NE
rendszerben szintén kétes eredményt adtak, 48 6ra inkubaciot kévetden is.

A fenotipusos vizsgalatokkal parhuzamosan genetikai probakban is teszteltik a
tenyészeteket. Az uredz operon f6 tagjara, az ureC-re tervezett molekularis vizsgalat (PCR)
soran az ureaz-negativ torzsekbdl kimutattuk a 323 bp hosszu génszakaszt. A tovabbi
genetikai vizsgalatokban (dnt-, fimA-, flaA- és cyaA-PCR és -RFLP) az ureaz-negativ térzsek

a tobbi sertés eredetii toérzzsel megegyez6 eredményt adtak.

Virulenciagének jellemzése

Dermonekrotoxin

A genetikai vizsgalatokba bevont 152 B. bronchiseptica 97%-anal kimutattuk a keresett
224 nukleotid hosszusagu génszakaszt. Az 5 darab dnt-negativ tdrzs kdzul 3 human (5390,
Bb VAL és MBORD 675), 1 sertés (PV6), 1 pedig pulyka (MBORD 901) gazdafajbdl

szarmazott.

Fimbria

A fimA gén 549 bp hosszi szakaszat minden vizsgalt térzsnél kimutattuk, RFLP
analizis soran az dsszes torzs — eredetiktél fiiggetlenll —, azonos hasitasi mintazatot adott.
A szekvencia elemzéshez 21 torzset valasztottunk ki, melyeknek 456 bp hosszu fimA
szakaszat a GenBank adatbazisba KF211375-KF211395 kdédszammal helyeztik el.

A 29 sajat és génbanki fimA szekvencia egymashoz illesztésekor a paronkénti
genetikai tavolsag nukleotid és aminosav szinten is 0,0% és 3,0% kozott mozgott, a

legnagyobb értéket két human eredetl torzs (Bb DEL és 5390) koz6tt talaltuk. A filogenetikai
5



fan a torzsek két f6 csoportban helyezkedtek el, 2. fécsoport human és atipikus allati eredeti
torzseket (PV6, MBORD 591 és MBORD 707) tartalmazott, melyek eltértek a tobbi allati

eredetl torzstol.

Flagellin
A flagellint kodolo flaA gén 1165 bp hosszu szakaszat mind a 152 vizsgalt

B. bronchiseptica térzsnél megtalaltuk. A PCR termékek restrikcios hasitasat kovetéen
Osszesen 8 kiilonb6z6 RFLP-tipust (A-tél H-ig) irtunk le. Leggyakoribb hasitasi tipus az A
tipus volt (44%), majd a B (41%) és a C (8%), ezeket hazai és kulfoldi torzseknél is
kimutattuk, viszont a D, az E és a H tipus kizardlag kilféldi térzseknél fordult el6. Az E, az F
és a H tipust csupan 1-1 térzs reprezentalta, a G tipushoz egy kulféldi pulyka (MBORD 901)
és egy hazai sertés (PV6) eredetli torzs tartozott. Az egyes hasitasi tipusok hazai torzsek
esetén Osszefliggést mutattak a gazdafajjal; kutya eredetli torzsek A, sertés eredetli torzsek
B, macskak és tengerimalacok C tipusu mintazatot adtak. Nyul eredetl torzseknél A és B
tipust is kimutattunk, a human térzsek (n=7) viszont valtozatos RFLP-tipussal rendelkeztek
(A, C, D, F, H).

A flaA szekvencia elemzéséhez Osszesen 36 darab torzset valasztottunk, a
szekvenciakat JX673952-JX673981 és KF211396-KF211401 kédszamokon helyeztink el az
adatbazisba. A tobbszords szekvencia illesztés soran medfigyeltik, hogy a vizsgalt flaA
génszakasz N- és C-terminalis része teljes mértékben megegyezd, konzervativ régio. Ezzel
ellentétben a kdzbillsé, hipervariabilis régidban (kb. 500 bp) akar tébb nukleotidra kiterjedd
szubsztituciokat, inszercidkat és delécidkat talaltunk, amelyek aminosav szinten tdbb nem-
szinonim valtozast is létrehoztak. Ezaltal akar a paronkénti kilénbség 15% is lehet a torzsek
kozott az adott génszakaszon. A flaA gén valtozatai és a tdrzsek gazdafaja kodzotti
Osszefuggés a nukleinsav alapu filogenetikai fan is nyomon kévethetd, ugyanis a kilénb6zé

RFLP-tipusok (gazdafajok) kulénb6zé klaszterekben helyezkedtek el (1. abra).
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1. &bra: B. bronchiseptica torzsek 1042 bp hosszu flaA génszakaszara Neighbor-Joining
modszerrel, MEGA 6.06 programmal szerkesztett filogenetikai fa

A fan a 80%-nal nagyobb bootstrap értékek szerepelnek. A fa mellett a térzsek RFLP tipusat is
feltiintettlik. *: ismert RFLP tipusu macska eredetli génbanki szekvenciak; @: génbanki szekvenciak



Adenilat ciklaz-hemolizin

Az adenilat ciklaz-hemolizin toxint kodol6 cyaA gén vizsgalatakor a torzsek 73,5%-anal
(n=112) megtalaltuk a keresett 2151 bp hosszu PCR terméket, de a fennmaradé 40 torzs
esetében nem kaptunk specifikus terméket. A cyaA-negativ torzsek kivétel nélkul kutya
eredetl mintakbdl szarmaztak, és megegyeztek a nem-hemolizal6 térzsekkel. A cyaA PCR
termékek endonukleazos hasitasat kovetéen 4 cyaA RFLP tipusba (A, B, C és D) tudtuk
besorolni torzseinket, melyek 90%-a A tipusu hasitasi mintazatot mutatott. A masodik
leggyakoribb (6%) B tipus a human térzsekre volt jellemzé (57%), mig a C és a D tipust csak
2-2 kilféldi torzs képviselte.

A szekvencia meghatarozast 25 t6rzsén végeztik el, ennek eredménye (2007 bp) a
GenBank adatbazisban KF220450-KF220474 kédszamok alatt érhetd el. A nukleotid és a
szarmaztatott aminosav szekvenciak paronkénti illesztésekor 0,0% és 3,8% kozotti
kildnbségeket talaltunk, néhany térzs egyedi hasitasi mintazattal rendelkezett. Az egyedi
kilénbségek a teljes szakaszon elszértan jelentek meg. A cyaA génszakasz filogenetikai
elemzése soran két kulonalld klasztert kaptunk, az 1. klaszterbe inkabb allati, mig a 2.

klaszterbe inkabb human eredet( torzsek kertltek.

Peptid transzport protein

A ptp operon vizsgalatakor csupan 40 torzsnél tudtuk kimutatni a keresett 958 bp
nagysagu terméket. A ptp-pozitiv térzsek mindegyike kutya eredetli mintakbdl szarmazott, és
ezek azonosak voltak a cyaA-negativ torzsekkel. A ptp PCR termékeket Narl és Bgll
endonukleazos hasitasa soran az dsszes térzsnél azonos hasitasi mintazatot kaptunk.

Mivel a hasitasi mintazatok megegyeztek, és a ptp-pozitiv térzsek 95%-ban hazai
kutyakbol szarmaztak, szekvencia analizisre 3 magyarorszagi, és a 2 kilféldi (Bb 335 és
MBORD 843) torzset valasztottunk ki. Az in silico dsszeillesztés utan az 6t darab 909 bp
hosszu szekvenciat a GenBank adatbazisaba KF220475-KF220479 kédszammal helyeztik
el. Az altalunk vizsgalt ptp szekvenciak teljes mértékben megegyeztek egymassal és a
génbanki adatbazisban egyeduliként elérhet, 253 (HE965806) szekvenciaval is, eltérést

egyetlen nukleotidban sem talaltunk.



Kovetkeztetések

A B. bronchiseptica térzsek antibiotikum-érzékenységi vizsgalatai soran tapasztalt
egyedi kilénbségek hatterében a plazmidon kédolt rezisztencia allhat, valamint az, hogy az
egyes terlleteken, allattartd telepeken mas-mas tulajdonsagokkal rendelkezd torzsek
terjedhettek el, feltehetbleg az eltérd antibiotikum hasznalati gyakorlat miatt.

Az ureaz-negativitas a B. bronchiseptica torzsek korében egyedi és rendkivali
fenotipusos tulajdonsag. Az ureaz enzimet kédold ureC génszakasz jelenléte azonban arra
utal, hogy az ureaz aktivitds hianyanak oka transzkripcidos szinten és/vagy a jarulékos
fehérjék megvaltozasaban keresendé.

A B. bronchiseptica virulenciafaktorainak tanulmanyozasahoz kulonb6z6 feno- és
genotipizalé modszereket alkalmaztunk, és a legtdébb vizsgalatban a tdrzsek heterogenitasat
mutattuk ki. A fenotipusos vizsgalatokban (hemolizalé képesség, hemagglutinacié és
mozgasképesség) kapott eredmények arra utalnak, hogy térzseink tdbbnyire avirulens
fazisban voltak. Mivel a tenyésztés soran nem hasznaltunk a BvgAS rendszerre hato
modulalé szignalokat, ezért feltételezhetd, hogy mas extra- és/vagy intracellularis
koralmények indukaltak a fazisvaltast. Ide sorolhatok tobbek kozott olyan tényez6k, mint az
atoltasok szama, a sejtek életkora, a sejtslirliség, de természetesen szamtalan, eddig még
nem ismert befolyasolé tényez6 is szerepet jatszhatott abban, hogy standard kérilmények
kozott is eltérd eredményeket kaptunk az ismétlések soran.

A genotipizald6 moddszerek (PCR, RFLP, szekvencia- és filogenetikai analizis)
eredményeit mar nem befolyasolhattak sem a kuls6, sem a belsd tényezbk, ennek ellenére
itt is valtozatossagot tapasztaltunk a torzsek kozott, mely alapjan viszont egyértelmi
csoportokat tudtunk megalkotni. A talalt genetikai heterogenitast sokszor gazdafajspecifikus
jegynek lehetett tekinteni, mint példaul a cyaA gén hianyat a kutya eredetli térzseknél.
Szintén a gazdaadaptaciora utal a flaA-tipusok eloszlasa is, melyben az A tipus a kutya, a B
tipus pedig a sertés eredetli térzsekre volt jellemzd, amibdl szintén a B. bronchiseptica
klonalis strukturajara lehet kdvetkeztetni.

Genotipizalod vizsgalataink soran azonban feltlint egy sertés eredet(i térzs, amely eltért
a tobbitél (dnt-negativ és G flaA-tipus). A PV6 flaA PCR-RFLP és szekvencia analizis
eredménye arra utal, hogy a PV6 szokatlan és atipikus a sertés eredetli B. bronchiseptica
torzsek kozott, ezért a fertézés forrasa minden bizonnyal egy masik gazdafaj lehetett. Azon
génszakaszoknal, ahol valtozatossagot mutattunk ki a torzsek kozott, a PV6 azokkal a
torzsekkel mutatta a legnagyobb hasonlésagot, melyek a B. bronchiseptica human-adaptalt
vonalat képviselték, ezért az sem tarthatd kizartnak, hogy a fogékony éllatok fertézési forrasa

maga az ember legyen.



Uj tudomanyos eredmények

1. Elséként végeztik el nagyszamu magyarorszagi (n=107) és kulféldi (n=45) eredetq,
eltéré gazdafajokbol szarmazé B. bronchiseptica toérzsek atfogoé feno- és genotipusos

Osszehasonlitd vizsgalatat.

2. A vilagon elsékeént izolaltunk és jellemeztink ureaz-negativ mezei B. bronchiseptica

torzseket.

3. Elséként végeztik el hazai nyul és sertés eredetl B. bronchiseptica torzsek széles
kord antibiotikum-érzékenysegi vizsgalatat, melynek soran néhany esetben tetraciklin

és/vagy szulfonamid rezisztenciat mutato térzseket is talaltunk.

4. A vilagon els6 izben végeztik el B. bronchiseptica torzsek fimA génszakaszanak

PCR-RFLP analizisét, a modszer segitségével a torzsek egységessegét mutattuk ki.

5. A B. bronchiseptica flaA génszakaszat elemzé PCR-RFLP vizsgalat soran az eddig
ismert 3 RFLP-tipuson tul 5 darab uj RFLP-tipust irtunk le. A flaA génszakaszon
alapulé genotipizald6 modszerek segitségével a B. bronchiseptica torzsek gazdafaj

adaptaciojara utald jeleket mutattunk ki, kuldnésen a magyarorszagi torzsek

esetében.

6. PCR mddszerrel kimutattuk, hogy a magyarorszagi kutya eredetli B. bronchiseptica
torzsekbdl a cyaA génszakasz hianyzik, a helyére beéplld ptp operon jelenlétét
mindegyik torzsnél igazoltuk. A cyaA jelenlétét mas gazdafajokbdl szarmazd, hazai
izolalasu térzseknél minden esetben kimutattuk, ezért a cyaA gén hianyat kutya

eredetl hazai torzseknél gazdaspecifikus tulajdonsagként irtuk le.
7. Szekvencia-elemzést kovetben a szakirodalomban is megtalalhaté, 14 cyaA

alléltipuson tal egy ujabb, 15. alléltipust irtunk le egy magyarorszagi human eredet

torzsbaél.
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