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1. Osszefoglals

A szerz6 vizsgalatai sordan haziallatokbol izolalt Histophilus somni torzsek Osszehasonlitd

vizsgélatit végezte el.

Magyarorszag ot megyé€jének 18 telepiilésén, 9 szarvasmarha-, valamint 10 kecskedllomdnyban
gyljtott 652 tamponminta vizsgalata sordn 56 tenyésztési, morfoldgiai és biokémiai tulajdonsigai
alapjan H. somni-nak meghatdrozott baktériumtorzset izoldlt. Ot szarvasmarha-dllomédny vizsgdlata
alapjan a H. somni hiivelynyélkahdrtydn val6 el6forduldsdnak 10-40%-os gyakorisagat éllapitotta
meg. Husz 4allat 30 napos idOkozokkel elvégzett négyszeri vizsgdlata sordn, az Osszesitett
eredmények alapjan a koérokozé el6forduldsanak 40%-r61 90%-ra valé novekedését tapasztalta. Tiz

kecskedllomany felmérd vizsgdlata sordn a H. somni jelenlétét elsoként igazolta kecskében.

A tovabbi vizsgalatokba Osszesen 100 kiilonbozo eredetli H. somni torzset vont be, amelyeket a
Szent Istvin Egyetem, Allatorvos-tudomanyi Kar, Jarvanytani és Mikrobiolégiai Tanszékének

torzsgylijteményébdl, valamint a frissen izolalt baktériumtorzsek koziil véalasztott ki.

A BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM rendszerével elvégezte a torzsek szénforrds-hasznositdson
alapul6 azonositdsidt, amelynek sordn a rendszer a H. somni tOorzsek 83%-anak, fajszintii
meghatarozasat tette lehetdvé. Az eredményeket 15 eltérd eredetli H. somni tdrzs 16S rDNS alapjan
tortént baktériumazonositdssal vetette Ossze, €s azt tapasztalta, hogy a rendszer tévesen negativ

eredményt adhat, de tévesen pozitiv eredmény nem fordult el6 a H. somni torzsek vizsgélata soran.

A BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM rendszerével végzett anyagcsere-ujjlenyomat vizsgalatok
eredményeit valamennyi torzs esetében, azok eredetétdl fiiggetleniil elemezte, amelynek sordn azt
tapasztalta, hogy az o-D-gliik6zt és a dextrint a torzsek 100%-a képes volt hasznositani. A
szarvasmarha hiively eredetli H. somni torzsek jellemzésére alkalmasnak taldlta a torzsek D, L-
tejsav hasznositasi képességének vizsgalatit, mig a juh eredetli torzsek esetében a D-manndz és a

turandz hasznositasi képesség volt a csoportot jellemz6 tulajdonsag.

A H. somni torzsek szénforrds-hasznositdsinak eredményei alapjan készitett Osszesitett és
csoportonként lebontott torzsfa elemzése sordn, a szarvasmarha hiively- és juh genitdlis eredetll
izolatumok vizsgalata sordn tobb esetben beszamolt azonos dllomanyban eléforduld, de fenotipusos
tulajdonsdgait tekintve kiillonbozd H. somni torzsek jelenlétérdl, valamint egy szarvasmarha

allomanyban igazolta két H. somni torzs tartés fennmaraddsat.

A pulzdlé mezejii gélelektroforézis vizsgilatok eredményeinek Osszehasonlitd elemzése soran
szintén igazolta a juh- és szarvasmarha allomdnyokban el6forduld eltér6 H. somni torzsek
eloforduldsat, valamint egy szarvasmarha 1égzdszervi eredetli torzs tartés fennmaraddsat is

alatdmasztotta egy dllomdnyban.



A szénforrds-hasznositasi és a PFGE vizsgalatok eredményeinek 0sszevetése sordn azt tapasztalta,
hogy a H. somni torzsek anyagcsere-ujjlenyomatdnak elemzése hatékonyan egészitette ki a PFGE
vizsgalatok eredményeit. A szé€nforrds-hasznositdson alapuld vizsgdlé modszert, azonos allatfajb6l

szarmazd H. somni torzsek jarvanytani jellemzésében sikeresen alkalmazta.

A koérokoz6 klinikai és kortani hatdsainak vizsgdlata érdekében a természetes fertdzési utat
nagymértékben megkozelitd, borjak fertozéséhez sikeresen alkalmazhaté aeroszolos modellt
dolgozott ki. A fertdzott dllatok, valamint a kontroll csoport kérbonctani vizsgélata sordn, ez utébbi
is mutatott kértani elvaltozasokat, ami alapjan a kérbonctani vizsgélatot, kiegészitd koérszdvettani
elemzés nélkiil nem javasolta az aeroszolos fertdzési modellek hatékonysdgdanak megitélésére. A
fertozott allatok szervmintdinak 100%-4b6l kimutattdk a korokozét, mig a kontroll csoport
bakterioldgiai vizsgédlatai minden esetben negativ eredménnyel zdrultak. A H. somni fertdzés
kovetkeztében a tiidoben tapasztalhaté korbonctani és korszovettani elvdltozdsokat Magyarorszdgon

elsoként irta le.

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok sordn a H. somni torzsek enrofloxacinnal, florfenikollal,
penicillin-G-vel, tetraciklinnel és tilmikozinnal szembeni érzékenységét tapasztalta, mig a

gentamicinnel szemben a torzsek kozel 30%-anak a mérsékelt érzékenységét allapitotta meg.



2. Summary

The author carried out the comparative examination of H. somni strains isolated from farm animals.

She collected 652 swab samples in 9 cattle- and 10 goat flocks of Hungary then isolated 56 bacterial
strains identified as H. somni on the basis of cultural, morphological and biochemical
characteristics. H. somni was found to be present in 10-40% on the genital mucous membranes of
cattle, the isolation rate increased from 40% to 90% during a four-time, monthly sampling of 20

heifers. She reported the first isolation of H. somni from goats.

One hundred H. somni strains from fresh clinical isolates and from the culture collection of
Department of Microbiology and Infectious Diseases (Szent Istvdn University, Faculty of

Veterinary Science, Budapest, Hungary) were included in the examinations.

Using the BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM she identified the H. somni strains on the basis of
the utilisation 95 single carbon sources. The system identified 83% of the examined bacterial strains
as H. somni. Compared to the results of 15 H. somni identified by partial amplification of 16S

rDNA, false negative but no false positive ones could be found.

Analysing the metabolic fingerprints of H. somni strains there were two carbon sources — dextrin
and a-D-glucose — that could be utilised by all of the strains. In the case of bovine vaginal isolates
the 100% utilisation ability of D, L-lactic acid was a typical characteristic of the group as well as D-

mannose and turanose were in the case of H. somni strains isolated from sheep.

Studying the relationships of 100 H. somni strains on the dendrogram based on their carbon source
utilisation, she found several highly similar strains as well as different ones in certain cattle and

sheep flocks. She proved the presence of two persistent respiratory isolates in a cattle stock.

Analysing the cumulative results of pulsed field gel electrophoresis (PFGE) she also confirmed the

presence of similar, different and persistent H. somni strains in certain cattle and sheep flocks.

Comparing the results of metabolic fingerprinting and PFGE, the methods completed well each
other. She adopted the first time the examination of carbon source utilisation for epidemiological

characterisation of H. somni strains.

For studying the clinical and pathological effect of H. somni in calves an aerosol infection method
closely resembling the natural way of infection was developed. She applied the method successfully
in infecting calves. Pathological examination of infected and control groups showed catarrhal
bronchopneumonia in all animals, thus histopathological examination to complete pathological
results and evaluate the efficacy of the trial was recommended. In the control group no H. somni
was isolated in contrast the 100% detection rate in infected groups. She characterised the first time

in Hungary the pathological and histological findings of H. somni infected calf lungs.
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Examining the antimicrobial susceptibility of 40 H. somni strains, they were found to be susceptible
to enrofloxacin, florfenicol, penicillin-G, tetracycline and tilmicosine in contrast the intermediate

susceptibility to gentamicine.
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3. Bevezetés

A Histophilus somni (kordbbi nevén: Haemophilus somnus) a Histophilus genusba tartoz6 egyetlen
faj, Gram-negativ, igényes, fakultativ patogén baktérium.

A H. somni torzsek leggyakrabban szarvasmarhdk és juhok felsd léguti-, valamint genitalis
nyélkahartydin fordulnak eld, valtozatos helyi jellegli vagy dltaldnos megbetegedéseket okozhatnak
(Andrews et al., 1985; Hajtds et al., 1986; Kennedy et al., 1958; Panciera et al., 1968), de mindkét
faj esetében elofordul tiinetmentes hordozds is (Humphrey et al., 1982; Walker és LeaMaster,
1986). A koérokozé altal okozott megbetegedések vildgszerte elterjedtek, eldforduldsukrol az 1950-

es évek kozepétdl szamolnak be kiilfoldi szerzok (Roberts, 1956).

A H. somni éltal eldidézett korképek koziil a szarvasmarha 1égzdszervi megbetegedése és a
thromboembolids-meningoencephalitis (TEME), valamint a ndvendék kosok mellékhere- és
heregyulladdsa bir a legnagyobb gazdasagi jelentoséggel (Griffin, 1997; Lees et al., 1990; Saunders
et al., 1980).

A H. somni altal okozott 1égzdszervi megbetegedések vildgszerte eléfordulnak, hazdnkban a kérkép
eloszor 1984-ben keriilt leirdsra (Forray et al., 1984). A hazai szarvasmarha-tenyészetekben igen
jelentds gazdasdgi kart okoznak a 1égzdszervi megbetegedések, kordbbi adatok alapjin a
veszteségeknek 5-20%-a a szarvasmarhdk 1égzdszervi megbetegedésének-komplexére vezethetd

vissza (Rusvai et al., 1999), melynek kialakitdsdban a H. somni is fontos szerepet tolt be.
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4. Célok

Munkénk els6 célja az volt, hogy a H. somni eléforduldsat vizsgaljuk hazai kecskedllomanyokban,
és elterjedtségét felmérjiik a hazai szarvasmarha-dllomdnyokban gyQjtott 1€gzdszervi- és

hiivelytamponmintak vizsgdlataval.

A mintagyijtés soran izolalt, valamint a SZIE-AOTK, Jarvanytani és Mikrobiolégiai Tanszékének
torzsgyljteményében elhelyezett H. somni torzsek jelentds részének szénforrds-hasznositdson
alapul6 fajszintli azonositdsat, a BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM rendszerének segitségével
kivantuk elvégezni. Az anyagcsere-ujjlenyomat vizsgalatok eredményei alapjan a vizsgdlt torzsek

hasonlésagét dllatfajonkénti eredet szerint, valamint 6sszesitve szdndékoztunk elemezni.

Tovabba céljaink kozt szerepelt, hogy a szénforrds-hasznositas alapjan vizsgdlt H. somni torzseket a
teljes genom makrorestrikcids mintdzatdnak torzsek eredete szerinti, valamint Osszesitett

elemzésével jellemezziik.

Az anyagcsere-ujjlenyomat technika és a PFGE moédszer 6sszehasonlité elemzésének elvégzése is

céljaink kozott szerepelt.

A H. somni klinikai és kortani hatdsait kisérletes borjifert6zés sordn kivdntuk vizsgdlni. A
vizsgélataink sordn egy uj, a természetes fert6z0dés kialakuldsahoz nagymértékben hasonlitd
fertozési modell kidolgozasat, és a fert6zés kovetkeztében kialakult klinikai, kérbonctani és

korszovettani kép részletes jellemzését is célul tliztiik ki.

Végiill a vizsgdlataink sordn gytjtott, kiillonbozdé eredetli H. somni torzsek egy részének
antibiotikum-érzékenységét standard leves-mikrohigitdsos eljards alkalmazdsdval kivantuk

vizsgélni, és a kiilonbozo eredetli H. somni torzsek eredményeit dsszehasonlitani.
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5. Irodalmi attekintés

5.1 A H. somni rendszertani besorolasa

A Histophilus somni (H. somni) rendszertani besoroldsa €s elnevezése igen hosszu idon at kérdéses
volt, a Bergey-féle baktérium rendszertan a ,species incertae sedis”, azaz bizonytalan helyzetii
koérokozok kozt emlitette (Kilian és Biberstein, 1984). A sokdig parhuzamosan haszndlt elnevezések
— Haemophilus somnus, Histophilus ovis, Haemophilus agni — tovabb nehezitették a pontos
taxondmiai hely meghatdrozdsat. A jelenleg haszndlt H. somni fajnevet néhdny éve fogadtik el
(Angen et al., 2003), ezt alkalmazza a Bergey-féle baktériumrendszertan legtjabb kiadédsa (Kilian,

2005).

A koérokoz6 elnevezése mar az elsd esetleirdsok sordn is bizonytalan volt. Roberts 1956-ban juh
tégygyulladasbol egy addig ismeretlen baktériumfajt izoldlt, amelyet tenyésztési tulajdonsigai
alapjan egy uj, a Haemophilus genushoz igen kozel 4116, de attél CO, és ndvekedési faktorok — X-
€s V-faktor — irdnti igényében eltérd nemzetségbe sorolt. A koérokozdt a szdvetekben vald

eléforduldsa és a gazdafaj alapjan Histophilus ovis-nak nevezte el.

Két évvel késobb Kennedy és mtsai. (1958) egy kozel 20%-os mortalitdssal jaré barany septikaemia
jarvany sordn tobb allatbdl izoldlhatd, tenyésztési és morfologiai tulajdonsdgai alapjan a
Haemophilus genusba sorolt 1j baktériumfajt irtak le, amelyet az érintett korcsoport alapjan

Haemophilus agninak neveztek el.

1960-ban szintén Kennedy €és mitsai. szarvasmarha thromboembolids-meningoencephalitisébdl
izolalt az elozéekben ismertetett korokozdkhoz tenyésztési sajdtossdgait tekintve nem teljesen, de
morfoldgiailag és szerolégiailag igen hasonlé Haemophilus-szerli mikroorganizmust. A korokozé
Haemophilus somnus-nak torténd elnevezését késobb Bailie javasolta (1969), annak ellenére, hogy
kordbban a szarvasmarha TEME esetében izoldlhat6 mikroorganizmusnak az ,Actinobacillus

actinoides-szerli” elnevezésére tett javaslatot (Bailie et al. 1966).

A fenti kérokozok Haemophilus genusba torténd besoroldsa nem pontos, mivel sem X- sem V-
faktort nem igényelnek novekedésiikhoz (Holt et al, 1984). Stephens és mtsai. (1983) a
Haemophilus — Histophilus (HH-) csoportba tartozé 10 baktériumtorzs tenyésztési, morfoldgiai,
biokémiai, szerolégiai, valamint cytokémiai kapcsolatainak vizsgdlata sordn igen nagymértékl
fenotipusos hasonldsagot taldltak a torzsek kozott, amely alapjan a HH-csoportba tartozo
mikroorganizmusok egy 1j, 6ndllé6 genusba soroldsit javasoltdk. De Ley €s mtsai. (1990) DNS-

rRNS hibridizaciés vizsgalataik alapjan a Pasteurellaceae csalad Haemophilus, Pasteurella és
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Actinobacillus csoportjatdl elkiiloniild Histophilus genusba soroltdk a HH-csoportba tartozé

mikroorganizmusokat.

A 16S rRNS és rpoB gének szekvencia analizisével Angen és mtsai. (2003) egyértelmiien
bizonyitottdk, hogy a kordbban H. somnus-nak, H. agni-nak, valamint H. ovis-nak nevezett
baktériumfajok a Pasteurellaceae csalad, Histophilus genusdba sorolt egyetlen fajt képviselik,
amelynek a H. somni nevet javasoltdk. A H. somni jelenlegi rendszertani besoroldsa a kovetkezd

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cei?’name=Eubacteria):

Baktériumok orszdga
Proteobaktériumok torzse
Gammaproteobaktériumok osztalya
Pasteurellales rend
Pasteurellaceae csalad
Histophilus nemzetség

Tipus faj: Histophilus somni — Angen et al., 2003. (Szinonimdi: Haemophilus
ovis — Mitchell, 1925; Histophilus ovis — Roberts, 1956; Haemophilus agni —
Kennedy et al., 1958; Haemophilus somnus — Bailie, 1969; Haemophilus somnifer
— Miles et al., 1972.).

Az értekezé€s sorén a jelenleg elfogadott fajnevet, a Histophilus somni-t fogom haszndlni.

5.2 A H. somni foldrajzi elterjedése

A korokozo6 éltal okozott megbetegedések vilagszerte elterjedtek, eléfordulasukrdl az 1950-es évek
kozepétol szdmolnak be kiilfoldi szerzOk. Az elsd igazoltan H. somni kortani szerepére
visszavezethetd eset lefrdsa Ausztraliabol szdrmazik (Roberts, 1956), bar ugyanebben az évben
kordbban, Colorado allamban (Amerikai Egyesiilt Allamok) is beszamoltak valészintisithetéen H.
somni kéroktani megbetegedésekrol (Griner et al. 1956). A kovetkezd évtizedben Uj-Zélandon
(Kater et al., 1962) és az Egyesiilt Allamokban szdmos esetet leirtak (Kennedy et al., 1958;
Kennedy et al., 1960; Bailie et al., 1966; Panciera et al., 1968). Az 1970-es években Kanaddban
(Van Dreumel et al., 1970), Eur6paban (Pritchard és MaclLeod, 1977) és Afrikdban is (Van Tonder,
1979) beszamoltak H. somni koéroktand megbetegedésekrdl. Hazankban a kérokozot Forray és

mtsai. irtak le eloszor 1984-ben.

5.3 A H. somni allatfajonkénti elofordulasa

A H. somni torzsek leggyakrabban szarvasmarhdk és juhok felsd léguti-, valamint genitalis

nydlkahartydin fordulnak eld, valtozatos helyi jellegli vagy dltaldnos megbetegedéseket okozhatnak
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(Andrews et al., 1985; Hajtos et al., 1986; Kennedy et al., 1958; Panciera et al., 1968), de mindkét
faj esetében elofordul tiinetmentes hordozds is (Humphrey et al., 1982; Walker és LeaMaster,
1986). Mas hazidllatfajban a kérokoz6 eloforduldsat eziddig nem igazoltdk. A koérokozé eléfordul

amerikai bolényben (Bison bison) (Dyer, 2001) és kanadai vadjuhban (Ovis canadensis nelsoni) is

(Ward et al., 2006).

54 A H. somni tenyésztése

A H. somni igényes, lassan szaporodd, kozepes homérsékleti tartomdnyt és CO; jelenlétét kedveld

mikroorganizmus.

A tenyésztéséhez haszndlhaté optimdlis szildrd tdptalaj meghatdrozdsa érdekében szamos
vizsgalatot végeztek. Brewer €s mtsai. (1985) az 5% juhvért, 5% 16 vérszérumot és 0,5%
élesztOkivonatot tartalmaz6 BHI agar hasznalatit javasoltdk. A gyakorlatban altaldnosan az 5%
borjuvért (Tegtmeier et al., 1999h; Ward et al., 2006) vagy 5% juhvért (Ward et al., 1999)
tartalmaz6 Columbia véresagart illetve BHI agart (Ward et al., 1995) haszndlnak. A 10% defibrinélt
szarvasmarhavért és élesztokivonatot tartalmazé véresagar (Hajtos et al., 1986), valamint a 7-10%
szarvasmarha- vagy juhvérrel kiegészitett véresagar 80°C-on 20 percig torténd hokezelése utin
nyert CSA (Barrow és Feltham, 1993) is igen j6 eredménnyel haszndlhaté H. somni torzsek

tenyésztéséhez (Prescott és Yielding, 1990; Stephens et al., 1983).

A H. somni torzsek levestdptalajokban is szaporithatok. Webb (1983a) 10% juh-vérszérummal
kiegészitett tripton- vagy peptonleves sikeres alkalmazasit irta le. A 10% szarvasmarha-vérsavot és
élesztokivonatot tartalmazé BHI levesben tobb szerzd is a baktérium szaporoddsardl szamolt be
(Brewer et al., 1985; Forray et al., 1984). Merino és Biberstein (1982) a H. somni ndvekedési
igényeinek vizsgalata sordn a kiegészités nélkiili triptdzlevest alkalmasnak taldlta a baktérium
folyamatos tenyésztéséhez. Napjainkban a kérokozo levestaptalajban torténd gyors szaporitdsiahoz,
az igényes mikroorganizmusok tenyésztéséhez kifejlesztett nemzetkozi standard taptalaj (veterinary

fastidious medium — VFM) alkalmazdsat javasoljak (NCCLS, M31-A2, 2002).

A korokozo kozepes homérsékleti tartomdnyt kedvel, tenyésztése normal testhdmérsékleten, 37°C-
on torténik. Webb (1983a) 17 H. somni torzs vizsgalata sordn sem 22°C-on, sem 45°C-on nem
tapasztalt baktériumnovekedést, mig Stephens és munkacsoportja. (1983) 22°C hOmérsékleten
néhdny torzs esetében apro, tliszirdsnyi telepek képzdodését figyelte meg.

A H. somni torzseket 5% (McDermott et al., 2001), 8% (Panciera et al., 1968) vagy 10% (Tegtmeier
et al., 2000a) CO, jelenlétében tenyésztik, amely tobbnyire kedvezden hat a baktériumok
szaporoddsdra. A mikroorganizmus aerob koriilmények kozott tapasztalt ndvekedésérdl azonban

ellentmonddsos szakirodalmi adatok taldlhatok. Van Dreumel és mtsai. (1970), valamint Higgins és
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munkacsoportja (1981) a primer tenyészetekben nem, de az els6 tovdbboltdsok sordn aerotoleranciat
figyelt meg, mig Kennedy és mtsai. (1960) 4ltal a hasonld elvédltozasokbdl izoldlt torzsek normal
1égkori koriilményekhez torténd alkalmazkoddsa csak hosszabb id0 utdn alakult ki. Ezzel szemben
Forray és munkacsoportja (1984) a kérokoz6 elsé magyarorszagi izoldldsa sordn primer tenyészetek
aerobiosisat figyelte meg, de beszamolt a CO, ugyanazon torzsek ndvekedésére kifejtett jot€kony
hatdsar6él is. McDowell és mtsai. (1994) gyenge novekedést tapasztaltak aerob és anaerob
koriilmények kozott is. Egyes H. somni torzsek novekedése azonban fiiggetlen volt a 1égkor CO,-

tartalmatol (Ward et al., 2006).

A H. somni lassan novekedd mikroorganizmus, inkubdcids ideje dltaldban 48 6ra, az agarlemezek
vizsgdlata a 16., 24., 40. és 48. 6raban (Saunders et al., 2007, Swanepoel, 1984; Tegtmeier et al.,
2000a; Ward et al., 2006) javasolt. Kérbonctani mintdkbdl szarmazé primer tenyészetek vizsgélata
sordn, azonban hirom (Szalay et al., 1994) vagy akar hét napos (Hajtos et al., 1986; Brewer et al.,
1985) tenyésztési idOt is alkalmaztak. Forray és mtsai. (1984), valamint Brewer és mtsai. (1985)
levestaptalajokban 24-48 6ras inkubécid utdn finom zavarosoddsrdl szdmolnak be, mig McDermott
¢s munkacsoportja (2001) VFEM alkalmazdsa esetén a vizsgalataikba vont izoldtumok optimalis

szaporodasat tapasztalta mar 24 ora elteltével.

A H. somni nem tenyészthetd kozonséges agaron (Pritchard és MacLeod, 1977; Webb, 1983a),
valamint MacConkey tdptalajon (Forray et al, 1984; Ward et al., 2006). Stephens ¢és
munkacsoportja (1983) az 1 pg/ml tiamin-monofoszfattal kiegészitett MacConkey-, citrat-, urea- és

triple sugar iron taptalajokon sem tapasztalt baktériumnodvekedést.

Levestaptalajok koziil a H. somni tenyésztéséhez nem alkalmas a kozonséges leves, a pepton-
(Merino és Biberstein, 1982) illetve triptonleves még 1%-os gliikoz-kiegészitéssel sem (Webb,
1983a). Szamos esetben a baktériumtorzsek az 1 pg/ml tiamin-monofoszfattal kiegészitett protedz-
peptonlevesben sem szaporodtak, ha dextr6z helyett mds cukorforrdst tartalmazott a téptalaj

(Stephens et al., 1983).

A H. somni novekedéshez sziikséges kiegészito anyagok

A H. somni elso izoldldsai sordn azt tapasztaltdk, hogy a kérokoz6 nem képes novekedni vért, egyéb
testfolyadékot vagy 4llati eredetll kiegészitd anyagot nem tartalmazé taptalajon (Roberts, 1956),
azonban novekedéséhez nem igényel sem X-, sem V-faktort, amit mar Kennedy és mtsai. (1960) is
bizonyitottak. Amussen és Baugh (1981) a NAD-dal vagy heminnel kiegészitett, valamint
kiegészitd anyagot nem tartalmazé BHI levesekben szignifikdns kiilonbséget nem éllapitott meg a
baktériumnovekedésben. Késobbi vizsgalatok a kérokozé onalloé porfirin-szintézisét bizonyitottak

(Stephens et al., 1983).
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Szadmos tanulmény vizsgdlta a kérokoz6 egyéb novekedési faktorok irdnti igényét, amelyek sordn
abszolit novekedési faktorként az uracilt (Inzana és Corbeil, 1987) hatdroztdk meg, emellett a
megvizsgdltdk a mesterséges koriilmények kozti szaporodast serkentd, tovdbbi kiegészitd anyagok
hatdsait is. A tiamin-pirofoszfit és tiamin-monofoszfat szignifikdns serkentd hatdsat tapasztaltak,
mig a foszfatdlt formai nélkiill, csak tiaminnal kiegészitett tdptalajpan minimadlis
baktériumszaporodast sem littak (Amussen és Baugh, 1983). Ugyanezen tanulmany eredményei az
L-cisztin és L-cisztein novekedésre gyakorolt j6tékony hatdsidt nem tdmasztottdk ald, mig Merino €s
Biberstein (1982), valamint Inzana és Corbeil (1987), a két aminosavat sziikségesnek taldlta az
optimélis novekedéshez, 6k azonban a tiamin-pirofoszfat serkentd hatdsit nem tapasztaltik. A
taptalajok tenyésztés eldtti és utdni aminosav-analizise nem allapitotta meg sem az L-cisztin, sem az

L-cisztein csokkenését, igy valészintisithetd, hogy nem tdpanyagként, hanem a kdrnyezeti tényezok

kedvezd alakitdsdval serkentik a H. somni ndvekedését (Humphrey és Stephens, 1983).

Telepmorfologia és pigmenttermelés

A megfelelo tenyésztési eljardsokat alkalmazva, a H. somni 24 6rds inkubdcids i1d6 utdn apro,
tiszardsnyi, kerek, csillogd, sziirkés-fehéres vagy dattetszd telepeket képez (Hajtos et al., 1986;
Pritchard és MacLeod, 1977; Roberts, 1956; Szalay et al., 1994; Stephens et al., 1983). Tovébbi 48-
72 ora elteltével nagyobb, 1-1,5 mm atmérdjl, ellapult, kissé egyenetlen sz€l{, kiemelked6 kozepli
,tikortojas” jellegli, vajkonzisztencidju, jellegzetesen sdrga pigmentéltsagu telepek lathatok a H.
somni torzsek tiszta tenyészeteiben (Hajtos et al., 1986; Kennedy et al., 1960; Szalay et al., 1994;
Webb, 1983a).

Egyes szerzOk beszdmoltak szintenyészeteikben hasadt telepmorfologidja H. somni torzsekrol. Az
eltér6 méretli telepek megjelenését az adott torzs normdl 1égkori koriilményekhez torténd
adapticidja sordn valdszinlisithetden bekovetkezett mutdcidval (Bailie, 1969) vagy a tdptalaj
megvéltozott Osszetételével magyardztdk (Brewer et al, 1985). Nivard és mtsai. (1982)
csirkeembrié fertozési kisérletek soran, az elhalt embridkbol visszaizoldlt H. somni tOrzs
kétszeresen vagy hdaromszorosan hasadt telepmorfolégidjat tapasztalta, amely tulajdonsigit a
baktériumtorzs szdmos atoltds utdn is stabilan megtartotta. A harom telepvaridns megjelenését a

fert6zés soran bekovetkezett virulencia-valtozdssal magyaraztak.

A H. somni torzsek jellegzetesen sarga, a tiptalaj kozegébe nem diffundald pigmentje nem minden
torzs esetében azonos intenzitdsi. Ward és mtsai. (2006) 1-t6l (fehér) 5-ig (citromsarga) terjedd
skdlan pontozta az eltérd eredetli torzsek szinét, amelynek sordn a juh eredetli torzsek minden

esetben vildgosabb sargdnak bizonyultak, mint a szarvasmarha eredetiiek.
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Hemolizdlo képesség

A H. somni torzsek hemolizdl6 képességiik tekintetében eltéroek lehetnek (Angen et al., 2003): o-
hemolizis (Forray et al., 1984; Pritchard és MacLeod, 1977; Szalay et al., 1994; Swanepoel, 1984;
Van Dreumel et al.,, 1970; Van Dreumel és Kierstead, 1975;Ward et al., 2006), B- hemolizis
(Higgins et al., 1987; Szalay et al., 1994) és a hemolizis hidnya (McEwen és Hulland, 1985;
Panciera et al., 1968; Van Tonder, 1979; Ward et al., 2006) egyarant eldfordulhat. Eltér6 éllatfajbol
szdrmazd vordsvérsejtet tartalmazod tdptalajok esetében egyazon torzs hemolizdld képessége is
eltéréseket mutathat, Ward és mtsai. (2006) 13 H. somni torzs vizsgédlata sordn 9 esetében a juhvért
tartalmaz6 tdptalaj enyhe feltisztuldsat tapasztalta, mig szarvasmarhavért tartalmazé téptalajon csak

egy torzs okozott gyenge hemolizist.

Szelektiv tdaptalajok

A koérokozo6 igényessége €s érzékenysége miatt a szelektiv tdptalajok kialakitdsa és alkalmazdsa
igen nagy koriiltekintést igényel, tobb esetben beszamoltak a kifejlesztett taptalaj
alkalmatlansdgardl (Kwiecien és Little, 1989). Brewer és mtsai. (1985) egy, a H. somni izolalasara
alkalmas szelektiv tdptalaj kifejlesztése sordn a torzsek 40 antibiotikummal és 12 antibiotikum-
kombindcidval szembeni érzékenységét, 12 festék harom higitdsdnak, valamint 7 egyéb kiegészitod
anyagnak a torzsekre kifejtett hatdsit vizsgdlta. A vizsgdlatok eredményei alapjan a 100 pg/ml
ciklohexamiddal és 3 pg/ml linkomicinnel kiegészitett, 5% juhvért, 5% 16 vérszérumot és 0,5%
élesztokivonatot tartalmazé agar bizonyult a legérzékenyebbnek. Slee és Stephens vizsgalatai
(1985) sordn az 5 pg/ml vankomicint, 5 pg/ml neomicint, 50 pg/ml Na-azidot, 100 NE/ml
nisztatint, 100 pg/ml ciklohexamidot és 5% lovért tartalmaz agar haszndlatakor tobb mint 10%-kal
magasabb ardnyban izolaltdk vegyes mintdkbdl a kérokozot, mint gatldanyagokat nem tartalmazé

juhvéres agar haszndlata esetén.

5.5 A H. somni alakja és festodése

A Histophilus genusba Gram-negativ, Ziehl-Neelsen és Stamp festési eljards szerint nem festodo,

nem mozgd, apré — 1-3 uym x 0,5-0,6 um — pdlcika vagy coccus alaki baktériumok tartoznak
(Angen et al., 2003; Hajtos et al., 1986).

A H. somni torzsek fiatal (20-24 Ords) tenyészeteibdl vagy koérbonctani anyagbdl késziilt
kenetekben szabdlyos, parhuzamos oldalu, lekerekedett végli pélcikdk lathaték (Webb, 1983a). A
48 oras tenyészetekbOl késziilt kenetekben vaskosabb — 0,6-0,7 um atmérdjii — coccoid pdlcékat,
valamint elkeskenyedd végii, kissé hajlott tengelyti, fonalszeri — akdr 6 um hosszasagu — alakokat
(Roberts 1956; Ward et al., 1984) is lehet latni. A tiamin-pirofoszfattal kiegészitett BHI levesben

tenyésztve kifejezett fondlképzodés tapasztalhatd, akéar 8-15 pdlcabol 4lld lancok is 1étrejohetnek
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(Amussen és Baugh, 1981). Bipolaris festodést Van Dreumel és mitsai. (1970) tapasztaltak
szarvasmarha eredetli torzsek esetében, azonban Webb (1983a) juhbdl szarmazé izolatumoknal sem

bipoldris festddést, sem metakromds szemcséket nem firt le.

Hiss-technikdval festett kenetekben a baktériumok koriil vékony burokhoz hasonlé zéna lathato
(Miller et al., 1975), a burok jelenlétét azonban sem Garcia-Delgado és mtsai. (1977) ugyanazon
technikdval végzett vizsgdlatai, sem elektronmikroszkdpos vizsgédlatok nem tdmasztottdk ald in
vitro (Stephens és Little, 1981; Ward et al., 1984). A koérokozé buroktermelését in vivo sem tudta
igazolni Tegtmeier és munkacsoportja (1999a) H. somni-val fertdzott szovetek transzmisszios
elektronmikroszkopos vizsgalatai sordn. A baktériumok csillot, pilust és sporat nem képeznek

(Angen et al., 2003; Tegtemier et al., 1999a; Ward et al., 1984).

5.6 A H. somni ellenall6 képessége

A H. somni ellendlld képessége igen gyenge. A kornyezeti tiléloképesség vizsgalata érdekében
Dewey és Little (1984) szarvasmarha eredetli testnedvekben és valadékokban szuszpendalt
baktériumok életképességét vizsgdlta a homérséklet, valamint az id6 fiiggvényében és azt
tapasztalta, hogy szobahOmérsékleten, orrvaladékban kozel 75 napig, mig hiivelyvaladékban 5
napig életképes a kérokozd. A baktérium tdlélése normal testhdmérsékleten orrvdladékban, mig
alacsony homérsékleten hiivelyvdladékban volt a leghosszabb. Jansen (1983) vizsgdlatai sordn

nedves alomanyag-tormelékben, szobahdmérsékleten két napig élt tul a H. somni.

Brewer és mtsai. (1985) vizsgélataiban a H. somni-t tartalmaz6 tamponmintdk szallité taptalajban,
illetve kiegészitd anyagot nem tartalmazd agargélben torténd tdrolds esetén a korokozo tulélése
4°C-on legaldbb 72 6rdn &t biztositott volt. Ugyanebben a tanulmdnyban a Stuart (1959) 4ltal
igényes korokozok szallitdsdra kialakitott és Amies (1967) altal tovébbfejlesztett sz4llitd taptalajok
haszndlatakor a H. somni az els6 48 ordban hiités nélkiil is tilélt, ugyanakkor hiitve tarolds esetén

tobb mint 6 napig visszaizoldlhat6 volt a kérokozé.

Laboratériumi koriilmények kozott —70°C-on €s 37°C-on szarvasmarha teljes vérben, vérplazméban
¢€s cerebrospinalis folyadékban, valamint 23,5°C-on teljes vérben torténd taroldsakor a kérokozo
tobb mint 75 napig tudlélt. Cerebrospinalis folyadékban szuszpenddlva —196°C-on, folyékony
nitrogénben legaldbb 56 napig talélt a kérokozd, azonban ezen a hdmérsékleten eltérd ardnyban
tojassargdjat, zselatint, glicerint vagy tej-dllomdnynoveldt alkalmaztak krioprotektiv anyagként

(Dewey és Little, 1984).
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5.7 A H. somni biokémiai tulajdonsagai

A H. somni biokémiai tulajdonsigainak vizsgdlata a kérokozé igényessége €s érzékenysége miatt
szamos esetben nehézségeket okoz. A klasszikus biokémiai vizsgalomodszerek alkalmazasa sordn
altaldban az anyagcsere-folyamatok sordn képzddott termékeket — példaul savakat — mutatjak ki
(Barrow és Feltham, 1993), azonban az olyan érzékeny mikroorganizmusok esetében, mint a H.
somni, a baktérium anyagcseréjét kornyezetének kismértékli vdltozdsa is gatolhatja,
megakadalyozva ezzel az alacsony koncentracioban jelen 1évo termékek kimutatasat. A témdaban
taldlhaté szakirodalmi adatok is szdmos esetben ellentmonddsosak (Webb, 1983a; Stephens et al.,
1983), azt azonban, hogy az eltéréseket a vizsgdlomddszerek hidnyossdgai vagy valdban a vizsgalt
torzsek kozti kiilonbségek eredményezték, kiegészitd vizsgélatok sordn nem elemezték. A H. somni

biokémiai tulajdonséagait vizsgal6 tanulmanyok Osszesitett adatait az 1. tablazat tartalmazza.

5.7.1 Enzimaktivitas

A szakirodalmi adatok alapjin a vizsgdlt H. somni torzsek a nitratot nitritté (NO3; — NOy)
redukdljék és rendelkeznek citokrom-oxiddz C enzimmel, bar Webb (1983a) 17 juh eredetii H.
somni torzs mindegyikében az utébbi enzim hidnyédt allapitotta meg. Annak ellenére, hogy a
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) kilencedik kiaddsa eltéro
eredményeket kozolt a H. somni torzsek indoltermeld képességével kapcsolatban, a
szakirodalomban csak Stephens és munkacsoportja (1983) irt le ehhez hasonl6 kiilonbségeket, igy
feltételezhetd, hogy a szerzOk 4ltal alkalmazott kevésbé érzékeny vizsgadlomddszerek kovetkeztében

tapasztaltdk egyes torzsek esetében az indoltermelés hidnyat (1. tablazat).

A H. somni torzsek nem rendelkeztek kataldz, uredz, lizin-dekarboxildz és arginin-dihidroldz
enzimmel, az ornitin-dekarboxildz enzim €s dihidrogén-szulfid (H,S) termelése tekintetében pedig

eltéro adatokat kozoltek az attekintett kozlemények.

Groom és munkatarsai (1986) 95 kiilonb6z0 eredeti H. somni torzs API ZYM (bioMérieux,
Franciaorszag) rendszerrel végzett vizsgdlata sordn a leucin-aminopeptiddz és a a-gliikkuroniddz
enzim jelenlétét a torzsek 100%-aban tapasztaltdk, a savas-fosztfatdz enzim a vizsgélt torzsek tobb
mint 70%-aban, mig a foszfoamiddz enzim csupdn 17%-ban volt kimutathat6. Ezzel szemben,
Cousins és Lloyd (1988) 30 H. somni torzs szintén API ZYM rendszerrel végzett vizsgalata soran a

foszfoamidaz enzim jelenlétét minden esetben kimutatta.
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5.7.2 Szénhidratbontas

Az 1. tablazatban Osszesitett szakirodalmi adatok alapjan a D-gliikézt és a D-mannitot a vizsgalt
torzsek mindegyike, mig a fruktézt, maltézt, D-mannézt, D-szorbitot, trehal6zt és D-xilozt a torzsek
tobbsége bontotta savképzddés kdzben. A dulcit, D-galaktéz, valamint L-ramnéz esetében valtozo
eredményeket kozoltek, a laktdzt, raffindzt, és szachardzt egyetlen torzs sem bontotta a vizsgalt

kozlemények adatai alapjan.

5.7.3 A szénforrds-hasznositds vizsgdlata — anyagcsere-ujjlenyomat

A BIOLOG MICROSTATION™ [D SYSTEM (Biolog Inc. Hayward, Kanada) rendszere egyszerre 95-
féle egyediili szénforrds hasznositdsdnak elemzése alapjan a vizsgalt baktériumtorzsrol anyagcesere-

ujjlenyomatot készit.

A rendszert sikeresen alkalmaztak éllatorvosi patogén baktériumok jellemzésére (Wong et al., 1992;
Gyuranecz et al., 2009), azonban H. somni torzsek szénforrds-hasznositdsi mintdzatar6l adatok nem

allnak rendelkezésre.

5.7.4 Azonositds fenotipusos tulajdonsdgok vizsgalatdval

A H. somni genus-szinten torténd azonositidsa a gyakorlatban a tenyésztési, morfolégiai €és

biokémiai tulajdonsigai alapjin lehetséges (Odugbo et al., 2008;Tegtmeier et al., 2000a).

A fajszinten torténd azonositdshoz €s a rendszertanilag kozel 4116 genusokba tartozé fajoktdl — pl.:
Actinobacillus — val6 elkiilonitéshez az APY ZYM (bioMérieux, Franciaorszag) rendszer sikeresen
hasznalhaté (Groom et al.,1986; Cousins és Lloyd, 1988), mivel a H. somni torzsek altal termelt

enzimek mintdzata a fajra jellemz0, valamint az eredmények reprodukdlhatok.

Salmon és mtsai. (1993) vizsgdlatai alapjan a Haemophilus és Neisseria nemzetségekbe tartozo,
human megbetegedéseket okozé fajok meghatdrozdsara alkalmas RapID NH rendszer (Innovative
Diagnostics, Atlanta, Ga.) adatbazisdanak kismértékli médositdsa alkalmassa tenné a rendszert a H.

somni fajszintli meghatdrozasara.

A BIOLOG MICROSTATION ID™ SYSTEM (Biolog, Ca) éltal készitett anyagcsere-ujjlenyomat alapjan
a vizsgalt baktériumtorzs fajszintli azonositdsa lehetséges (Gyuranecz et al., 2009), a H. somni
torzsek BIOLOG rendszerrel végzett fajszintli meghatdrozdsardl szakirodalmi adatok nem dallnak

rendelkezésre.
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5.8 A H. somni genetikai dllomédnyanak vizsgélata

5.8.1 Pulzédlé mezeji gélelektroforézis — a teljes genom vizsgalata

A teljes genom makrorestrikcids mintdzatanak vizsgdlata PFGE alkalmazasat teszi sziikségessé
(Soll, 2000). A PFGE -eukariotdk esetén (Schwartz és Cantor, 1984) a kromoszémdk méret-
polimorfizmusa, prokari6tik esetén (Kardos és Kiss, 2005) pedig a genomban megtaldlhato
restrikcids hasitdsi helyek megléte vagy hidnya alapjan vizsgdlja az izoldtumok genetikai
hasonlésagat. Mint a legtobb jelenleg alkalmazott tipizdlé mddszer, igy a PFGE is alkalmas a
mintdzatok kozti eltérések és hasonlosdgok alapjan a vizsgalt izolatumok kozti genetikai rokonsag
vizsgélatdra, de filogenetikai és rendszertani kovetkeztetések nem vonhatok le (Riley, 2004).
Elonye szdmos mds DNS alapd elemzé mddszerhez képest, hogy kivdlé laboratériumon beliili €s

laboratériumok kozotti reprodukélhatdsdggal rendelkezik (Birren és Lai, 1993).

Az elektr6ddk szama és elhelyezkedése alapjan a PFGE szdmos tipusa ismert, a legéltaldnosabban
alkalmazott médszer a rogzitett homogén elektromos mezejli (CHEF) gélelektroforézis, amelynek
sordn 24 hexagonalisan elrendezett elektréda alakitja ki az elektromos erdteret €s hozza létre annak

valtozasait (Chu et al., 1986).

A H. somni PFGE modszerrel végzett teljes genom vizsgalatdrdl kevés szakirodalmi adat 4all
rendelkezésre. St. Michael és mtsai. (2005) egy szarvasmarha tiidogyulladasbol szarmazé H. somni
torzset (2336) és annak egyszeri borjioltdssal felerdsitett valtozatit (738) vizsgalta PFGE-vel, a

torzsek Smal restrikcids enzimmel végzett emésztése utdn.

A Smal endonukledzzal nem emészthetd baktériumtorzseket a Cfr9l enzim, az Smal metildsidra

nem érzékeny izoschizomerje emészti (Silva-Costa et al., 2006).

5.8.2 A teljes genomszekvencia

Challacombe és mtsai. (2007) egy nem virulens, szarvasmarha tasak eredetli H. somni (129Pt) torzs,
egy nem virulens Haemophilus influenzae (H. i. Rd) torzs és egy virulens Haemophilus ducrei (H.
d. 35000HP) torzs teljes genom szekvencidjdnak vizsgdlata sordn szdmos kozos gén mellett, tobb a
H. somni-ban egyediildll6an eldforduldé a szénhidrit- és aminosav metabolizmusban, a LOS-, az
ubiquinon- és a menaquinon bioszintézisében, valamint a kation- és elektron transzportban szerepet
Jatsz6 gén jelenlétét bizonyitottak.

Ugyanebben a tanulmdnyban a H. somni 129Pt torzs szénhidriat metabolizmusdban 94, mig
aminosav metabolizmusdban 58 gén szerepét igazoltdk. A vizsgdlt H. somni torzs a purin
bioszintézisére képes, a pirimidin bioszintézishez sziikséges enzimek génjeivel azonban nem
rendelkezik, ami magyardzatot ad a torzsek uracil igényére (Inzana €s Corbeil, 1987). Az ubiquinon

€s menaquinon szintézishez sziikséges enzimeket kddolé génszakaszok megtaldlhaték a H. somni
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129Pt torzs genomjaban, mig a NAD de novo L-aszparaginsavbol torténd szintézishez sziikséges
enzimeké nem, ami igazolja Inzana és Corbeil (1987) kordbbi tapasztalatait, hogy a H. somni

torzsek optimdlis novekedéséhez sziikséges a tdptalajba adagolt nikotinamid.

5.8.3 A genom mintdzatdnak vizsgdlata — genom-ujjlenyomat

A PCR-eljarason alapul6 médszerek nem a genetikai dlloméany egészét vizsgdljadk, hanem annak

egyes specifikus részeit, amelyek alapjin lehetséges az adott mikroorganizmus azonositdsa.

Azonositdsa a teljes genom mintdzatdnak vizsgdlatdaval

Myers és munkacsoportja (1993) RAPD-PCR eljarassal osszesen 18 — 16 szarvasmarha és 2 juh
eredetli — H. somni torzs genetikai dllomdnyét vizsgalta. Eredményeik alapjin a vizsgalé moédszert a
H. somni egyéb, hozz4 hasonl6 €s kortani jelentdséggel bird baktériumoktol vald elkiilonitéséhez
ajanljak.

Appuhamy €s mtsai. (1997) 23 szarvasmarha és 2 juh eredetli H. somni torzs PCR ribotipizalassal,
valamint REP- és ERIC-PCR eljarassal végzett vizsgalata alapjan a torzseket tipusokba soroltdk. A
REP- és ERIC-PCR mddszerek komplexebb genommintazatot és tobb tipust eredményeztek, mig a
PCR ribotipizdlds sordn kisebb szdmi, de kifejezetten elkiiloniilé tipusokat azonositottak.
Mindharom eljaras alkalmazésdval igazolhat6 volt a H. somni torzsek Pasteurellaceae csalddon
beliili elkiiloniilt helyzete, ugyanakkor lehetdség nyilt a juh és szarvasmarha, valamint a 1égzdszervi

€s genitdlis eredetll torzsek megkiilonboztetésére is.

5.8.4 A 16S rRNS és rpoB gének vizsgédlata — taxondmiai vizsgédlatok

A H. somni pontos rendszertani helyzetének meghatdrozdsa érdekében Angen és mtsai. (2003) 19
kiilonbozd eredetli H. somni torzs 16S rRNS génjét vizsgaltdk. A 16S rDNS egy 1257 bp
hosszisdgu szakaszanak bazissorrendje alapjin torzsfat készitettek, amely alapjin a Pasteurellaceae
csalddon beliil a torzsek elkiiloniilt helyzetét dllapitottdk meg. Az rpoB gén részletének szekvencidi

alapjan késziilt torzsfa szintén a H. somni torzsek elkiiloniilt helyzetét jelezte.

Késobbi vizsgdlatok sordn (Tanaka et al., 2005) a 16S rRNS és rpoB gének vizsgilata hasonld
eredményekkel zarult, azonban a szarvasmarha és juh eredeti H. somni torzsek rpoB
génrészleteinek szekvencidja két bazis tekintetében kovetkezetesen eltért, amely kiilonbség egy
Hincll endonukledz felismerési helyet eredményezett a juh eredetii torzsek 85%-aban. A szerzok a
Hincll enzimmel végzett hasitdsi tesztet a juh és szarvasmarha eredetli torzsek elkiilonitéséhez

ajanlottdk.
5.8.5 Azonositas a 16S rRNS gén vizsgalataval

A 16S rRNS gén egy konzervativ genetikai dllomany, amely igen jellemzd az adott

mikrooragnizmusra, igy kivaldéan alkalmazhaté a baktériumok fajszinten tortén® azonositdsara.
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Angen és mtsai. (1998) az 4ltaluk tervezett HS-453F (5’-GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3’) és
HS-860R (5’-GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3") primerekkel a 16S rDNS egy 400 bp
amelynek segitségével tiszta tenyészetek, valamint a kérokozo6t dtlagosan 3,3 TFE mennyiségben
tartalmazo, egyéb légzdszervi korokozdkkal erdsen szennyezett tenyészetek vizsgdlata sordn is
kimutathaté volt a H. somni. A kidolgozott PCR mdédszert széles korben alkalmazzdk a H. somni

fajszintli azonositasaban (Tegtmeier et al., 2000).

Saunders €s munkacsoportja (2007) a HS-860R primert a 16S rRNS gén szintén egy igen
konzervativ szakszara tervezett HS-756R (5’-ACTCGAGCGTCAGTATCTTC-3’) primerrel
helyettesitette a Brucella ovis, Actinobacillus seminis, és H. somni juh ond6bodl torténd kimutatdsara
szolgal6 multiplex PCR eljaras kidolgozdsa sordn. A vizsgdlé6 modszer alkalmasnak bizonyult a H.

somni vegyes mintakbol torténd kimutatdsara, keresztreakciok kialakuldsat nem tapasztaltdk.

5.9 A H. somni 4ltal eldidézett legfontosabb korképek

Szarvasmarhdban a H. somni thromboembolids-meningoencephalitist (Kennedy et al., 1960; Szalay
et al., 1994), tiildogyulladast, esetenként mellhdrtyagyulladast (Andrews et al., 1985; Blackall et al.,
2007), méhgyulladast (Miller et al., 1983), vetélést (Van Dreumet és Kierstead, 1975; Chladek,
1975) és tdgygyulladast (Higgins et al.,, 1987) okozhat. A kérokozé altal eldidézett septikaemia
kovetkeztében kialakulhat iziiletgyulladds (Panciera et al., 1968), sziv- (Guichon et al., 1988) és
vazizomgyulladds (Janzen, 1987) egyardnt. Kortani szerepe bizonyitott szarvasmarha fibrines-
gennyes  agyhdrtyagyulladdsidban,  valamint  kovetkezményes,  gennyes  kozép-  és
belsofiilgyulladasdban (McEwen és Hulland, 1985). A fenti korképeken kiviil gyakori a

nyalkahartydkon torténd tiinetmentes hordozds is (Humphrey et al., 1982).

Juhban a H. somni septikaemidt (Kennedy et al., 1958), agyhartyagyulladist (Lees et al., 1994),
tégygyulladast (Roberts, 1956), sokiziileti gyulladést és neonatélis veszteségeket okozhat, valamint
kimutattdk bardnyok madjelhaldsabdl, plexus chorioideus gyulladasibol €s szivizomelhaldsdbol is
(Rahaley és White, 1977). A baktérium koroktani szerepét fiatal kosok mellékheregyulladdsaban
(Low és Graham, 1985; Saunders et al., 2007), anyajuhok vetélésében (Hajtés, 1987), valamint
hiivelygyulladdsdban (Ball et al.,, 1991) is igazoltdk és beszdmoltak a H. somni nemi utakban

torténd tiinetmentes hordozasardl is (Walker és LeaMaster, 1986).

A korokozé elofordul amerikai bolényben (Bison bison) (Dyer, 2001) és kanadai vadjuhban (Ovis

canadensis nelsoni) is (Ward et al., 2006).
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A H. somni altal eloidézett korképek koziil a szarvasmarha 1égzdszervi megbetegedése és TEME,
valamint a novendék kosok here- és mellékheregyulladdsa bir a legnagyobb gazdasagi jelentdséggel

(Griffin, 1997; Lees et al., 1990; Saunders et al., 1980).

5.9.1 A szarvasmarhdk légz0szervi megbetegedése

A H. somni 4ltal okozott 1égz0szervi megbetegedések vilagszerte elofordulnak. A baktérium oktani
szerepét szarvasmarhdk tiidégyulladdsaban Eurépdban (Pritchard és MacLeod, 1977), Eszak-
Amerikiaban (Andrews et al., 1985) és Ausztraliaban (Lancaster et al., 1984) is tobb, mint 20 éve

igazoltak. Hazdnkban a kérkép eldszor 1984-ben keriilt leirasra (Forray et al., 1984).

A hazai szarvasmarha-tenyészetekben igen jelentds gazdasidgi kart okoznak a 1égzdszervi
megbetegedések (BRD-komplex), kordbbi adatok alapjan a veszteségeknek 5-20%-a a BRD-
komplexre vezethetd vissza (Rusvai et al., 1999). A H. somni kéroktani szerepe orszdgonként eltérd
mértékli, mig Dédnidban a leggyakoribb 1égzdszervi patogén (Tegtmeier et al., 1999b), addig
Finnorszagban csupan 10 esetet irtak le 1994 és 2004 kozott (Hértel et al., 2004). Kanada hismarha
allomdnyaiban a borjielhulldsok jelentds hdnyada (43%-a) a H. somni éltal eloidézett kérképekre

vezethetd vissza (Van Donkersgoed et al., 1990).

A H. somni okozta tiidogyulladdsok klinikai tiineteit a megemelkedett testhdmérséklet, savds
orrfolyds, konnyezés, emelkedett 1égzésszam, feler6sodott 1égzési zorejek, kohogés, nehezitett
légzés, az 4llat levertsége, étvagytalansidga €s kondiciéromldsa jellemzi (Pritchard és Macleod,

1977; Forray et al., 1984).

Andrews €és munkacsoportja (1985) 68, tisztdn H. somni fertdzésre visszavezethetd, természetes eset
koérbonctani és korszovettani vizsgélatat végezte el. Makroszképosan minden esetben a tiido
cranioventralis teriiletein sziirke-sziirkésvords, lobularis kiterjedésli szinelvaltozast, valamint a kis
légutakban vdladék-felhalmozddast tapasztaltak. Szdmos esetben az érintett tiidOteriiletek apré
tdlyogokat tartalmaztak, valamint az esetek tobb mint 30%-dban a nem érintett caudodorsalis
tiidoteriiletek hudsos tapintatinak bizonyultak, vesiculo-alveolaris, septalis vagy subpleuralis
emphysemadval tarkitva. Az esetek tobbségét a mediastinalis és tracheobronchalis nyirokcsomék
enyhe oedemdja kisérte. A mellhartya két esetben mutatott érintettséget, heveny fibrines pleuritis
formdjdban. Korszovettani vizsgalattal az esetek 54,4%-dban gennyes bronchiolitis €s
bronchopneumonia keriilt megallapitdsra, amelyet a bronchiolaris exsudatum és bronchusfalak
kifejezett elhaldsa jellemzett, mig 34,4%-ban minimdlis elhaldssal kisért bronchiolitist és
bronchopneumoniét édllapitottak meg. Bryson és mtsai. (1990) 32 természetes eset vizsgalata sordn,
az Andrews és mtsai. (1985) 4ltal leirt kérbonctani képpel nagymértékben egyezd makroszképos
elvaltozasokat észlelt, korszovettanilag az esetek 68%-dban elhaldsos, mig 25%-dban gennyes

bronhciolitis domindlt a kérszdvettani vizsgalatban.
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A mesterséges fertézések alapvetd fontossdgiak a H. somni 4ltal eldidézett tiidoelvaltozasok
korfejlodésének, korbonctandnak €s korszovettandnak tanulmanyozdsdban. A szakirodalomban
szdmos leirds taldlhat6 H. somni-val végzett mesterséges fertdzésekrdl, amelyek sordn
intratrachealis (Groom és Little, 1988; Groom et al., 1988; Jackson et al., 1987; Pritchard et al.,
1979; Silva és Little, 1990), intrabronchialis (Gogolewski et al., 1987a; Gogolewski et al., 1987b;
Potgieter et al., 1988; Widders et al., 1986), intravénds (Nayar et al., 1977; Pritchard et al., 1979;
Stephens et al., 1981a; Widders et al., 1986), valamint intraperitonedlis (Pritchard et al., 1979)
fert6zési modelleket alkalmaztak. A leirt médszerek megbizhatok és reprodukdlhaték, azonban
alkalmazasuk sordn a korokozot a természetes fert6zodési uttdl jelentdsen eltérd mdédon keriilt a
fertozott szervezetbe. Csupdn néhdny tanulmény késziilt (Nayar et al., 1977; Tegtmeier et al.,
2000b) aeroszolos fertdzési modell alkalmazdsar6l, amely kisérletek alacsony éllatlétszdmmal
zajlottak, valamint a médszer hatékonysdgat aldtdmaszté kérbonctani és kdrszovettani vizsgalatok

részlegesek voltak vagy teljesen hidnyoztak.

Gogolewski és munkacsoportja (1987a) H. somni-val intrabronchialisan fert6zott borjakat,
amelynek kovetkeztében mérsékelt depresszidt, esetenként kohogést €s enyhe mértékl
testhomérséklet-emelkedést tapasztalt, mig Groom és mtsai. (1988) dltal végzett intrabronchialis
fertozést kovetden a rektdlis homérséklet szignifikans emelkedését nem tapasztaltdk, csupan
légzésszam-emelkedésrol szamoltak be. Korabbi aeroszolos fertozési kisérletek (Nayar et al., 1977;
Tegtmeier et al., 2000b) sordn egymdsnak ellentmondé klinikai tapasztalatokrol szamoltak be a

szerzok.

Jackson és munkacsoportja (1987) hat elokezeletlen és hat dexamethazonnal (0,1 mg/ttkg adagban)
elékezelt borjiit intratrachealisan atlagosan 2-8x10'° TFE H. somni-val fertdzott. A fertdzést kovetd
tizenkettedik napon végzett kérbonctani vizsgdlat sordn minden esetben a tiidd cranioventralis
teriiletein  lildsvoros-sziirke — szinelvaltozast, gennyes bronchitist, esetenként multifokdlis
talyogképzddést, az elvaltozott teriiletek felett diffiz fibrines pleuritist, valamint a peribronchalis
nyirokcsomdék oedemdjit tapasztaltdk. A korszovettani képet minden esetben fibrines-gennyes
bronchiolitis, valamint tdlyogképzodés jellemezte, amelyet esetenként multifokdlis bronchusham-
fekélyesedés és a bronchiolusok fibrines elzarédasa kisért. Az elvdltozott teriiletek nyirokerei
fibrines-sejtes tormelékkel voltak telve. A kisérlet tizenkét napos megfigyelési idOszaka alatt a

dexametazonnal elOkezelt allatok koziil kett6 elhullott.

Gogolewski és mtsai. (1987b) kilenc, hagyoményosan tartott 6-12 hetes borjit fertézott 10° — 10°
TFE-t tartalmazé H. somni szuszpenzidval, a tiido caudalis lebenyének hatsé részéig levezetett
nasotrachealis tubus segitségével. A fertdz€s utdni 24. 6raban végzett kérbonctani vizsgilatok sordn
az elvdltozasok a fertdzés helyének megfeleloen, a hatsé tiidoteriileteken jelentkeztek, ahol a

duzzadt, sotétvoros teriiletekkel tarkdzott, kodzepesen tomott tapintati hatsé lebenyben az
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interlobularis sovények kifejezett oedemdja volt tapasztalhat6. A mikroszkopikus elvaltozasok a
természetes esetek sordn leirtakkal (Andrews et al., 1985) megegyeztek. Fontos kiemelni azonban,
hogy a kis erek gyulladdsat sokkal gyakrabban tapasztaltdk a kisérletesen eldidézett heveny
elviltozasok kezdeti szakaszdnak vizsgalatakor, mint a természetes esetek sordn. Annak ellenére,
hogy kordbban a H. somni éltal eldidézett érgyulladdsok kialakuldsat immunkomplexek
lerakddésdval magyaraztak (Stephens et al., 1981a), Gogolewski és munkatdrsai (1987bh) tobbnyire
neutrophil granulocytds érgyulladdst tapasztaltak és a korokozd antigénjeit immunperoxiddz

technikaval sem tudtak az érfalakban kimutatni.

5.9.2 A szarvasmarhdk fert6z6 thrombotizdl6 meningoencephalitise

A szarvasmarhdk fert6z6 TEME koérképét eloszor 1956-ban Colorado dllamban (Amerikai Egyesiilt
Allamok) irtdk le (Griner et al., 1956), de a H. somni kéroktani szerepét ekkor még igazolni nem
tudtak. Négy évvel késobb Kennedy €és mtsai. (1960) egy sporadikus elhulldsokkal kezd6dd, majd
Ot honapig elhiz6do, megkozelitden 400 dllatot érintd és 75 4dllat elhulldasat okoz6 jarvanybdl egy

altaluk Haemophilus genusba sorolt, igényes Gram-negativ, apr6 coccobacillust izoldltak.

A korkép szamos elnevezése koziil a leggyakrabban hasznalt a TEME, amely azonban nem pontos
megnevezEs, mert valgjaban nem baktérium-embolusok haladnak a vérpédlyaban, hanem a H. somni
€s LOS-ja altal aktivalt thrombocytdk az endothelsejtek apoptézisit idézik eld, amely
kulcsfontossagi szerepet jitszik az érgyulladds €s thrombosis kialakuldsdban (Kuckleburg et al.,
2005), ezért inkdbb a thrombotizdld6 meningoencephalitis (TME) a kérképet helyesen leird

elnevezés.

A TME leggyakrabban dsszel és tél elején jelentkezik (Bailie et al., 1966; Saunders et al., 1980)
novendék, 4-12 hoénapos koérd hizémarhdkban, de eléforduldsarél beszdmoltak tejeld
allomanyokban is (Saunders et al., 1980). Egy 1969 és 1978 kozotti iddszakban, Nyugat-Kanaddaban
késziilt tanulmédny alapjdn 838 esetbol 759-et TME-ként diagnosztizaltak (Saunders et al., 1980),
napjainkban azonban a H. somni 4ltal eloidézett 1égzdszervi megbetegedések sokkal nagyobb
gazdasagi kdrtételt okoznak, mint a TME (Welsh et al., 2004). Hazdnkban a TME el6forduldsat

eldszor Szalay és mtsai. (1994) irtdk le.

A TME megjelenését az dllomanyban altaliban néhany hirtelen elhullott vagy moribund éllat jelzi
(Kennedy et al., 1960). A betegség kezdeti szakaszdban a rektdlis hdmérséklet emelkedését az
idegrendszeri tiinetek széles skaldja kisérheti — depresszid, kotdtt mozgds, a propriocepcid kiesése
és kovetkezetes ataxia —, valamint étviagytalansdg jellemzi az allatokat. A betegség eldrehaladtaval
az idegrendszeri tiinetek kifejezetté valnak kormozgas, fejrazds, kancsalsag, szemrezgés és vaksag

jelentkezhet, az 4llatok elesnek, segitség nélkiil képtelenek felkelni (Bailie et al., 1966), végiil
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bénulds kovetkezik be, majd az éllatok csillagvizsgald fejtartdsban elhullnak (Griner et al., 1956;

Kennedy et al., 1960; Stephens et al., 1981a).

A megkozelitoen 12 6rdn at tartd kezdeti stddiumban a gydgykezelés még sikeres lehet, de a
kifejezett idegrendszeri tiinetek kialakuldsa utdn az allat menthetetlen (Stephens et al., 19810). Az
allomanyt ellatd éllatorvost a fenti tiinetek mellett a diagndzisban segitheti a nem minden esetben

eléforduld, de diagnosztikai értékili vérzések megjelenése a retindn (Dukes et al., 1971).

A koérbonctani vizsgdlat sordn az agyveld elvdltozasai jellegzetesek és kortani értékiiek: a zavaros,
atlatszatlan, sokszor véres cerebrospinalis folyadék mennyisége megszaporodott, kiilonbozo
atmérojii (0,1 — 4 cm) sziirkés voroses-barna, vérzéses-elhaldsos gocok taldlhaték az agyveld
feliiletén és allomanyédban, valamint fibrines-gennyes agyhartyagyulladds lathat6. A szivburkon, a
nyelocsd nyalkahartydjan, a vazizmokban lathaté pontszerli vagy kissé kiterjedtebb vérzések,
valamint a vese vérzéses-elhaldsos gocai €s a nagy iziiletek megndvekedett mennyiségli synovialis
folyadék tartalma szintén a kérképre jellemzd elvaltozdsok (Griner et al., 1956; Kennedy et al.,

1960; Stephens et al., 1981a).

Az agyveld korszovettani vizsgalatdval minden esetben, a sziirke- és fehérdllomanyban kiterjedten a
kis erek gyulladdsa, thrombosis és kovetkezményes infarktus tapasztalhatd, az elhalt érfalakban €és

szovetekben pedig kifejezett neutrophil granulocytds besziirddés, valamint baktériumcsoportok
lathatok (Little, 1986).

A TME koérbonctandnak és korfejlodésének tanulmédnyozdsdban elengedhetetleniil fontosak a
kisérleti allatfertdzések, amelyek azonban sok esetben nehézségekbe iitkoztek a korkép gyenge

reprodukélhat6sdga miatt (Stephens et al., 1981b).

Kennedy és mtsai. (1960) éltal kilenc intravéndsan fert6zott borju koziil 6t dllat (55,6%) 24-96 6ran
beliil a TME jellegzetes tiinetei kozott elhullott, azonban intraperitonealis, intranasalis és ocularis

fert6zési modellek alkalmazasaval nem tudtdk reprodukdlni a betegségre jellemzd tiineteket.

Nayar és munkacsoportja (1977) négy borji 9x10’-1,8x10® TFE H. somni-val végzett intravénds
fertzése sordn két borju (50%) hullott el 24 illetve 72 6réan beliil tilheveny septikaemia tiinetei
kozott. A korbonctani vizsgédlat sordan mindkét dllatban a TME-re jellemzd elvéltozasokat talaltak,
allergias reakci6 kialakuldsit pedig vérvizsgdlati eredményekkel (alacsony eosinophil granulocyta
szam) kizartak.

A Stephens és mtsai. (1981a) 23 borjin végzett kisérleti fertézése sordn 16 (70%) éllat hullott el,
vagy extermindltdk a hosszd agénia miatt. Az intravénds fert6zéshez hasznalt 8025 H. somni
(ATCC-43625) torzset borjin végzett egyszeri passzdzzsal erdsitették fel, ami valdsziniisiti, hogy a
korabbi kisérletek a gyengébb virulencidji baktériumtorzsek alkalmazdsa miatt eredményeztek

alacsonyabb reprodukalhatdsagot.
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5.9.3 A kosok here- és mellékheregyulladdsa

A fiatal kosok H. somni okozta here- és mellékheregyulladasat Uj-Zélandon (Bruere et al., 1977),
Eurépdban (Low és Graham, 1985), Ausztralidban (Webb, 1983b), Afrikdban (Jansen, 1983) és az
Egyesiilt Allamokban (Bulgin és Anderson, 1983) mér tobb mint 20 éve leirtdk,valamint a kérkép
jelen van Kanadédban is (Lees et al., 1990). Az eur6pai kontinensen 1986-ban Hajtds és mtsai. irtdk
le elészor a megbetegedést. Kordbbi, az Amerikai Egyesiilt Allamokban (Idaho allam) végzett
tanulmdnyok eredményei azt mutatjak, hogy a H. somni a vizsgalt 6 honapos kord ndvendék kosok
és jerkék tobbségében jelen volt a genitdlis traktusban (Walker és LeaMaster, 1986), mig egy
Kanada Ontario €s Alberta tartomdnyaban végzett felmérés eredményei alapjan a kozponti fedeztetd
allomasra keriild, 50 napos kosbardnyok kozel 10%-anak tasakjaban jelen volt a kérokozé (Lees et

al., 1990).

A kosok H. somni okozta mellékhere- és heregyulladdsat az dllatok étvagytalansdga, bagyadtsaga,
valamint emelkedett testhOmérséklete kiséri, a herezacsk6k megnagyobbodtak, kifejezetten
duzzadtak, forrok, fajdalmasak (Low és Graham, 1985) és feszesen hullimz6 tapintatdak (Hajtés et
al., 1986), esetenként sipolyjarat képzddik, amelybdl véres-gennyes védladék {iiriil (Webb, 19835b).
Az elvéltozasok érinthetik csak az egyik oldali mellékherét (Low és Graham, 1985; Webb, 1983b),
de kétoldali here- €s mellékheregyulladés is lehetséges (Hajtos et al., 1986).

A korbonctani vizsgalat sordn az elvaltozott teriileteken a herezacské oedemdjat, a tunica vaginalis
fali és zsigeri lemezei, valamint a tunica dartos kozotti fibrozus Osszendvést €s jelentOs
megvastagoddst tapasztaltak. A herék és mellékherék metszéslapjara nagy mennyiségl, vildgos-
zo0ldessziirke, szagtalan, tormelékes valadék iiriilt, az dllomdnyukban pedig szdmos, nagyméretli —
akdr tyuktojasnyi — sargaszoldes gennyet és spermatozodkbol dsszedllt rogoket tartalmazo talyogok
voltak. A herékben az elvéltozasok inkdbb a mediastinumban voltak, mig a mellékherékben az
allomanyban elszortan jelentkeztek, valamint elhuz6do esetben a vasa deferentia falai fibrézussa

véltak és eltomddtek (Hajtos et al., 1986; Webb, 1983b).

Koérszovettani  vizsgdlattal a korai esetekben, a mellékhere csatornidcskdiban foként
polimorfonukledris (PMN) sejteket tartalmazé gyulladdsos exsudatumot és levalt hdmsejteket,
valamint az interstitium kovetkezményes mononuclearis sejtes beszilirddését irtdk le. Idiilt esetekben
az interstitium sulyos foku, elhaldsos gyulladdsat és fibrosisét tapasztaltdk. A Gram-szerint festett
kenetekben a mellékherék csatorndcskdiban €s a tdlyogok gennyes tartalmdban szdmos pleomorf

coccobacilus volt lathat6 (Hajtés et al., 1986; Webb, 19835b).

Jansen (1983) nyolc juhdllomanyban vizsgélta a genitdlis fert6zések eloforduldsdnak, az
alkalmazott tartastechnoldgianak, valamint a kosok tasakalakuldsdnak Osszefiiggéseit, és vizsgalatai

sordn megallapitotta, hogy az intenziven, kis helyen tartott, sokat fekvd kosok esetében sokkal

31



gyakrabban fordult eld heveny heregyulladds. A kosok anatomiai adottsdgainak vizsgalatakor a
kevésbé szoros, kissé fliggd tasakkal rendelkezd dallatok esetében gyakrabban fordult el a
tasaknyilds sériilése, kifekélyesedése, ami lehetdséget adhatott a felszallo fertdzés kialakuldsara
(Jansen, 1983), azonban Webb (1983b) H. somni-t tartalmazd szuszpenzidval végzett 15 percen at
tarté tasakoblitéssel nem tudta ascenddlé fertdzés kialakuladsat eldsegiteni. Ez ut6bbi kisérletben, H.
somni-t tartalmazé szuszpenzié herébe torténd injektdlasa utdn enyhe gyulladas, majd tdlyog alakult
ki, mig a mellékhere fert6zésével a természetes tton kialakulé mellékhergyulladdshoz igen hasonl6

klinikai és kérbonctani elvdltozdsokat tapasztalt a szerzo.

5.10 A H. somni virulenciafaktorai

Az immunoglobulin-koto feliileti fehérjek, szérumrezisztencia

A H. somni virulencidval Osszefliggd tulajdonsigai koziil kiemelt jelendsége van a kérokozo
szarvasmarhabdl szarmazé friss vérszérum baktericid hatdsaival szembeni ellendllé képességének
(Corbeil et al., 1985). A klinikai esetekbdl, valamint a tiinetmentes dllatok hiivelyébdl izoldlt H.
somni torzsek kozel mindegyike, mig a tiinetmentes hordozé bikdk tasakjabdl szarmazé torzsek
75%-a bizonyult szérumrezisztensnek (Corbeil et al., 1985), amely tulajdonsiaguk kovetkezetesen
Osszefliggott az Ig Fc-doménkotd aktivitdsukkal (Widders et al., 1989), valamint egy HMW (~120-
350 kDa molekula tomegii) p120 és egy 76 kDa molekula tomegili (p76) antigén meglétével (Cole et
al.,, 1992), amelyek a szarvasmarha 1gG2 alosztalydnak Fc-doménjét kotik (Yarnall et al., 1988).
Tagawa és munkacsoportja (2005) vizsgdlatai sordn kideriilt, hogy a p76 és HMW IgBP-ket
egyetlen, igen nagyméretli (> 12 000 bp) nyitott leolvasasi keret, az ibpA kddolja. Az eredmények
alatdmasztjak, hogy az IgBP-k hozzdjarulnak a H. somni torzsek szérumrezisztencidjihoz, de a

mechanizmus még nem teljesen tisztazott (Corbeil, 2007).

A H. somni hatdsa a phagocytafunkciokra

Az opsonizdlt H. somni-t szarvasmarha neutrophil granulocytdi rovid idd alatt phagocytalték,
azonban elpusztitani nem tudtdk, amire magyardzatot adhat a bekebelezés sordn felszabadul6 reakiv
oxigén-metabolitok csokkent mennyisége (Czuprynski és Hamilton, 1985). Lederer és mtsai. (1987)
bizonyitottdk, hogy a kérokozot az alveolaris macrophagok és a monocyték is bekebelezik anélkiil,
hogy képesek lennének elpusztitani azt, s6t a baktérium a monocytakban szaporodni is képes volt,
ezért a H. somni-t fakultativ intracellularis patogén kérokozonak tekintették. Késobbi vizsgalatok
azonban igazoltdk, hogy a baktérium-macrophag kolcsonhatds eredményeképpen az utdbbiak
elfajulasa kovetkezik be (Gogolewski et al, 1987b), ami inkdbb a koérokozé normal
macrophagokban torténd szaporodasi ciklusokkal megszakitott, extracellularis jelenlétét tdmasztja

ala (Corbeil, 2007). Gomis és mtsai. (1997) vizsgélataiban, a szaporoddsanak log-fazisdban levo H.
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somni képes volt a monocytdk phagocytdlé funkcidjat csokkenteni in vitro. A monocytdkban
sejtmembrdanhoz kapcsolédott vakudlumokban tdléld és szaporodni képes koérokozd teljes
eliminiciéjat még az antimicrobidlis mechanizmusok cytokinekkel (TNFo, gamma-interferon) vagy
Escherichia coli (E. coli) lipopoliszachariddal tortén6 aktivédldsaval sem lehetett kivaltani (Gomis et
al., 1998).

A korokozo lipooligoszacharidja — LOS

Az IgBP-k mellett a kérokoz6 LOS-ja is egy igen fontos virulenciafaktor (Inzana et al., 1988). A H.
somni LOS lipid A részének kémiai Osszetétele szinte teljesen megegyezik az E. coli J5 torzs lipid
A frakci6janak Osszetételével, mig az oligoszacharid részé eltér att6l (Inzana et al., 1988), amelyet
altaldban a 3-deoxy-D-manno-2-karboxioktuléz savat, heptézt, foszfatot és foszfoetanolamint
tartalmaz6 belsd-, valamint a galakt6zt, gliik6zt, hex6zamint és foszforilkolint tartalmazé kiilsd
magra lehet felosztani (Cox et al., 1998). A gazdaszervezet immunvalaszanak elkeriilése érdekében
a H. somni folyamatosan véltoztatja LOS 0Osszetételét, amely vdaltozdsok a szelektiv nyomads

hatdsédra egyre véletlenszeribbé vdlnak (Inzana et al., 1992).

A fazisvaltas sordn megvéltozik a LOS oligoszacharid szerkezete, amelynek kialakuldsaban a lobl
génben ismétlddo 5’-CAAT-3’ szekvencidk szdmdnak megvdaltozdsa mellett szdmos mas gén is
szerepet jatszhat (McQuiston et al., 2000). A klinikai izoldtumok igen nagy ardnyban (12%) és akar
egy baktériumtelepen beliil (Inzana et al., 1997) is képesek fazisvéltdsra, mig a tiinetmentes hordoz6

allatokbdl szdrmaz6 H. somni torzsekben a LOS oligoszacharid szerkezete valtozatlan (Inzana et al.,
1992).

Howard és mtsai (2000) klinikai esetekbol izoldlt H. somni torzsek LOS kiilsd magjanak
oligoszacharid epitdpjait vizsgdlva, nagyfokd torzsek kozotti €s torzson beliili heterogenitast
tapasztalt, mig a belsd mag epitopjai konzervativnak bizonyultak. Ugyanebben a tanulmédnyban a H.
somni 2336 torzs borjin egyszer passzélt varidnsdnak (H. somni 738) a LOS kiils0 mag
foszforilkolinhoz kapcsolédd fazisvaltasiat tapasztaltdk, mig a H. somni 2336 torzs
oligoszacharidjanak bels6 magjabdl a foszforilkolin hidnyzott (St. Michael et al., 2005). Az
egymdshoz igen kozel all6 két torzs kozotti jelentds kiilonbség jelzi, hogy a H. somni igen
hatékonyan alkalmazza a fazisvéltist a gazdaszervezethez torténd adapticidja soran (St. Michael et

al., 2005).

Az avirulens H. somni torzsek esetében nem, de a virulens torzsek esetében megfigyelhetd volt az
N-acetil-neuraminsav LOS glikolizaciés moédosulataihoz valé kapcsoléddsa (szialildldsa), amely
fokozta a baktériumok normadl és immunizélt szérummal szembeni ellendllé képességét, valamint

csOkkentette az ellenanyagok kotodését (Inzana et al., 2002).
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A H. somni egyéb virulencidval osszefiiggo tulajdonsdgai

A H. somni endothelsejtekhez torténd tapaddsdnak kezdeti l1épése sordn a baktérium nagy
molekulatomegii heparinkotd fehérjéje az endothelsejtek szulfatalt gliikdzaminoglikdn rétegéhez
kapcsolddik (Behling-Kelly et al., 2006), a tapadast a virulens és avirulens H. somni torzsek
esetében egyarant szignifikdnsan serkenti az endothelsejtek TNF-a-val torténd aktivalasa (Kwiecien
et al.,, 1994), amely mediatort maguk az endothelsejtek is képesek termelni (Behling-Kelly et al.,
fehérje, amelyben heparin- és szénhidratkotd szakaszok meglétét bizonyitottdk (Tagawa et al.,
2005). A tapadas sordn a H. somni és hdstabil virulenciafaktora, a sejtfalaban taldlhat6 LOS-ja
(Sylte et al., 2001) a thrombocytdkat aktivdlja (Kuckleburg et al., 2005), aminek hatdsidra az
endothelsejtek feliiletilkon adhézi6s molekuldkat fejeznek ki, valamint gyulladdsos medidtorokat
termelnek (monocyta chemotactikus protein-1, macrophag inflammatory protein-1a, interleukin-1f)
(Kuckleburg et al., 2008), végiil az endothelsejtek kromatindllomanyédnak tomoriilése és sejthalal
kovetkezik be (Sylte et al, 2001). Az ismertetett mechanizmusok a H. somni altal eloidézett

korképekre igen jellemzd érgyulladds €s thrombosis kialakuldsdban jelentds szerepet toltenek be
(Kuckleburg et al., 2008).

A H. somni LOS az endothel sejtek kérositdsa mellett a cisztein protedzok (kaszpaz-3, -8, -9)
aktivdldsara is képes (Sylte et al., 2003), ugyanebben a tanulmanyban a szerzok igazoltdk, hogy a

kaszpaz-3 aktivalas és az endothelsejt apoptosis kaszpdz-8 fiiggd folyamat.

Ruby és mtsai. (2002) igazoltdk a hisztamin jelenlétét a H. somni-ban, valamint kimutattdk a

baktérium hisztamin-elvélaszté képességét is.

A H. somni szarvasmarha-, juh- vagy kecske Tf-ek jelenlétében, vashidnyos kozegben, két
elkiiloniild Tf-koto receptort fejez ki feliiletén (Ekins et al., 2004), az egyik receptor a szarvasmarha
Tf-ekre, mig a masik az egyéb kérodzd fajokbdl szarmazd Tf-ekre specifikus. A koérokozé a
novekedéséhez sziikséges vas felvételéhez képes a kornyezetében fellelhetd kérddzo eredetli Tf-eket
felhaszndlni, ezért a termelt Tf-receptor specificitdsit minden esetben a jelenlévé Tf-ek mindsége

hatdrozza meg (Ekins et al., 2004).

Sandal és mtsai. (2007) altal vizsgalt 6sszes H. somni torzs képes volt tobbnyire poliszacharidokbdl,
fehérjékbdl és nukleinsavakbdl all6 extracellularis polimer allomany (biofilm) termelésére. Az
avirulens torzsek torony- vagy fonalszer(i sejtcsoportok és extracellularis matrix 6sszefon6dasabol
létrejott vékony biofilm rétegével szemben, a virulens torzsek 4ltal termelt biofilm mély
vizcsatorndkat tartalmazo, amorf extracellularis métrixba dgyazott vaskos, homogén dombszerii
mikrotelepekbdl 4llt, ami szelekcids eldonyt jelenthet a szisztémds megbetegedést okozd torzsek

szamara (Sandal et al., 2007).

34



5.11 A H. somni jelentdsebb antigénjei

A H. somni kiils6 membrdn fehérjéi (OMP) koziil a gazdaszervezet szempontjdbol a 40 kDa
molekulatonegli (40p) antigén bir a legnagyobb jelentdséggel, mivel az ellene termelddott
ellenanyagok passziv védelmet biztositanak a korokozé 4ltal okozott tiidogyulladdssal szemben
(Gogolewski et al., 1987a). Az immundomindns p40 antigén részletes vizsgalata sordn Corbeil és
mtsai. (1991) egy kisebb molekulatomegii p39 antigén jelenlétét is leirtak, amely a H. somni-ra igen
jellemzd, valamint az ellene termelt ellenanyagok keresztreakciét mas baktériumfajjal nem adnak,
ezért alkalmasnak taldltdk immundiagnosztikai antigénnek. A p40 fehérje szintén igen
konzervativnak bizonyult virulens és avirulens H. somni torzsek esetében is (Silva et al., 1995),
ugyanakkor az anti-p40 szérum védohatédsa, valamint a Pasteurellaceae csalddba tartozé szamos
egyéb korokozdval adott keresztreakcidja kovetkeztében, alkalmas lehet a BRD-komplex elleni

vakcindk egyik antigén-komponensének (Corbeil et al., 1991).

Virulens és avirulens H. somni torzsek nem immuneredetli Ig-koto képességének vizsgalata soran
Widders és mtsai. (1989) csak a tiinetmentes hordozé bikdk tasakjabol szdrmazd izoldtumok
esetében tapasztalta Fc-kotd aktivitds hidnyat. A tobbi vizsgdlt torzs esetében az Fc-kotd képesség
egy 41 kDa molekulatomegli MOMP jelenlétével fiiggott 6ssze, mig a kotoképesség hidnya esetén
egy csonkolt 33 kDa méretli fehérjét lehetett minden esetben kimutatni (Widders et al., 1989). A H.
somni Fc-kotd képessége Osszefiiggésben all a torzsek szérumrezisztencidjaval (Widders et al.,
1989). Gogolewski és munkacsoportja (1987a) vizsgdlatai sorin az MOMP nem bizonyult
immunreaktivnak, azonban késobbi vizsgdlatok igazoltdk, hogy az IgE felismeri (Corbeil et al.,

2006).

Tagawa €s mtsai. (1993a; 1993b) tovdbbi két, rekonvaleszcens szérum dltal felismert H. somni
OMP jelenlétét igazoltdk. A 37 kDa molekulatdmegii, hore médosul6 fehérje a H. somni torzsek
kozos antigénje (Tagawa et al., 1993a), mig a 17,5 kDa OMP egy sejtfeliileten kifejezett epitopja a
H. somni torzsek kozott igen konzervativ és azokra specifikus (Tagawa et al., 1993b). Ezen fehérjék
gazdaszervezet immunvalaszdra gyakorolt hatdsa azonban még nem ismert (Corbeil, 2007).

Az immunhisztokémiai mddszereket egyre szélesebb korben alkalmazzdk a kérokozé jelenlétének
szovetekben torténd kimutatdsara (Haritani et al., 1990; Haines et al., 2004). Tegtmeier és mtsai.
(1995) a H. somni szomatikus antigénjének azonositdsdra peroxidaz-antiperoxiddz (PAP) technikét
dolgozott ki, amelynek segitségével sikeresen lehetett a kérokozot azonositani még azokban a

szovetmintdkban is, amelyekben a tenyésztéses bakteriologiai vizsgdlat negativ eredménnyel zarult.

A korokozo kimutatdsa szeroldgiai modszerekkel

Az elmult tobb mint 30 évben szdmos szeroldgiai proba alkalmassagat vizsgéltdk a H. somni ellen

képzoddott ellenanyagok kimutatdsdra (Canto et al., 1983; Cho et al., 2008; Garcia-Delgado et al.,
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1977; Martin et al., 1998; O’Connor et al., 2001; Sanfacon et al., 1983; Stefaniak, 1993; Stephens et
al., 1981a; Tekes és Hajtos, 1990; Thomson et al., 1990; Walker et al., 1988). Kezdetben a hokezelt
H. somni teljes sejt antigénjét alkalmaztik agglutinicios probak végzésére (Garcia-Delgado et al.,
1977; Stephens et al., 1981a), majd Canto és mtsai. (1983) a H. somni azonositidsdhoz ELISA
vizsgalatok sordn a korokozé sejtfalantigénjeinek fizioldgids séoldatos kivonatat alkalmazta és az
eljarast igen érzékenynek €s specifikusnak taldlta. Napjainkban a H. somni ellenanyagokat IgA, IgG

és IgE osztalyokat alkalmazé ELISA moédszerrel azonositjak (Stefaniak, 1993).

A H. somni antigénjeinek gazdaszervezeten beliili folyamatos véltozdsa (Inzana et al., 1992),
valamint az egymdashoz akar igen kozel all6 H. somni torzsek (pl.: 2336 és 738) kozotti jelentds
kiilonbségek miatt (St. Michael et al., 2005) a koérokozd szeroldgiai csoportokba soroldsa igen
nehéz. Canto és Biberstein (1982) eltérd foldrajzi eredetli torzsek kozott bizonyitott szeroldgiai
kiilonbségeket, azonban ezek az eltérések nem kapcsolodtak a torzsek kortani vagy anatémiai
eredetéhez. Canto és Biberstein (1982) vizsgalatain kiviill a H. somni torzsek szeroldgiai
csoportositasardl illetve egységes szeroldogiai rendszer kialakitdsar6l szakirodalmi adat nem all

rendelkezésre (Siddaramppa és Inzana, 2004).

5.12 A H. somni elleni védekezés lehetOségei

5.12.1 Antibiotikumok alkalmazasa

A H. somni szamos, napjainkban is haszndlt antibiotikumra érzékeny (Aarestrup et al., 2004),
azonban a standard eljardsok hidnya miatt (McDermott et al., 2001) a vizsgalatok eredményeit

sokdig nem lehetett 6sszehasonlitani (Prescott és Yielding, 1990; Sugimoto et al., 1983).

Az H. somni antibiotikum-érzékenységének in vitro vizsgdlata

A H. somni antibiotikum-érzékenységének vizsgalatardl szamos szakirodalmi adat all rendelkezésre
(McDermott et al.,, 2001; Prescott és Yielding, 1990; Reeks et al., 2005; Welsh et al., 2004),
amelyekben tobb, egymadstol eltérd Osszetétell taptalaj alkalmazdsar6l szamoltak be.
Korongdiffuzids vizsgdlatai soran Welsh és mtsai. (2004) 5% szarvasmarha vérszérummal
kiegészitett MH agaron tenyésztették a H. somni-t. Agarhigitdsos modszerrel végzett MIC érték
meghatarozasi vizsgélataihoz Prescott és Yielding (1990) 5% borjivérrel és 0,001% NAD-dal
kiegészitett MH-CSA-t, mig Sugimoto és munkacsoportja (1983) 0,5% élesztokivonatot és 5%
juhvér peptikus emésztésével eldallitott kiegészitdt tartalmazé heart-infusion agart alkalmazott.
Leves mikrohigitdsi vizsgdlatok sordn beszdmoltak 5% 16 vérszérummal és 1% tiamin-
monofosztattal kiegészitett kozonséges levestaptalaj (Tanner és Hargis, 1992) alkalmazdsarol.

Az 4llatorvosi szempontbdl jelentds, igényes korokozdok antibiotikum-érzékenységét vizsgalod

moédszerek standardizdldsa 6ta (McDermott et al., 2001) egyre szélesebb korben alkalmazzdk a H.
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somni torzsek antibiotikum-érzékenységének meghatdrozasa sordn a leves-mikrohigitdsos médszert

(Aarestrup et al., 2004; Godhino et al., 2005; Godhino, 2008)

A H. somni antibiotikum-érzékenysége

A H. somni szdmos antibiotikummal szemben érzékeny, kordbbi vizsgalatok sordan ampicillinre,
dihidroxi-sztreptomicinre, eritromicinre, novobiocinra, oxitetraciklinre, penicillin-G-re, polimixin-
B-re és tetraciklinre érzékeny volt a kérokozd, mig neomicinnel, linkomicinnel, spiramicinnel és
egyes szulfonamidokkal szemben nagyfoku rezisztencidt figyeltek meg (Brewer et al., 1985;

Garcia-delgado et al., 1977; Kennedy et al., 1960; Sugimoto et al., 1983).

A BRD-komplexben betoltott jelentds szerepe miatt a H. somni elleni védekezésben az
antibiotikumok széles skaldjat alkalmazzdk napjainkban. A szarvasmarhdk 1égzdszervi
megbetegedésinek kezelésére leggyakrabban alkalmazott antibiotikumokkal végzett érzékenységi
vizsgélatok sordn, a H. somni torzsek tobbsége tovabbra is érzékenynek bizonyult ampicillinre,
eritromicinre, penicillin-G-re és tetraciklinre, ezenkiviil ceftiofurra, ciprofloxacinra, enrofloxacinra,
florfenikolra, szulfametoxazol-trimetoprim kombindciéra €és tilmikozinra is érzékeny volt
(Aarestrup et al., 2004; Watts et al., 1994; Welsh et al., 2004). Annak ellenére, hogy az éltaldnosan
alkalmazott antibiotikumok tobbségére a korokoz6 érzékeny, az dllomanyszinten, megeldzésképpen
végzett antibiotikum-kezeléssel a H. somni éltal okozott megbetegedések ardnyat nem, csak a BRD
eloforduldsat lehetett csokkenteni, ami ravildgit a H. somni elleni komplex jarvdnytani védekezés

jelentdségére (Van Donkersgoed et al., 1994).

Szakirodalmi adatok alapjan a gentamicin-rezisztencia egyre elterjedtebb a Gram-negativ (Chang et
al., 2003) és a Gram-pozitiv (Sauer et al., 2003) baktériumok esetében is. A H. somni gentamicinnel

szembeni rezisztencidjardl szakirodalmi adatok nem éllnak rendelkezésre.

A H. somni antibiotikum-érzékenységének kiterjedt vizsgalatai ellenére, a kérokozo érzékenységi
zOndi szamos antibiotikum esetében nem ismertek, ezért mas korokozdkra meghatdrozott, vagy

altalanos értékelési zondkat alkalmaznak (Aarestrup et al., 2004).
5.12.2 Vakcindk alkalmazasa

Az aktiv immunitds kialakitdsdban szerepet jdtszo tényezok

A H. somni elleni védekezésben igen nagy jelentdsége van a humordlis immunvdalasznak, amelyet
alatdmaszt, hogy kisérletes H. somni fertozésen étesett borjak vérszéruma passziv védo hatdssal bir
(Gogolewski et al., 1987a). A rekonvaleszcens szérum részletes vizsgdlata a H. somni 40 kDa
molekulatomegii (p40) OMP-vel szemben képzddott ellenanyagok védd hatdsat dllapitotta meg
(Gogolewski et al., 1988). Az anti-p40 IgG2 védohatdsa jelentosebb, mint az IgG1 ellenanyagé

(Corbeil et al., 1997), ami magyarédzatot adhat a kisérleti fertdzések méasodik hetében tapasztalhat6
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sz€érum [gG2 cstcs kialakuldsara (Gogolewski et al., 1989). Mindezek alapjan a p40 OMP fontos

antigénkomponense lehet a H. somni ellen kialakitott vakcindknak (Corbeil et al., 1991).

A H. somni pelletdlt sejtfrakcioi koziil a szérum IgE elsodlegesen a 41 kDa molekulatomegl
MOMP-t ismeri fel (Corbeil et al., 2006). A szérum IgE szintje szoros kapcsolatban van a kialakul6
betegség sulyossdgdval, igy a szérum IgE/IgG2 ardny alapjdn meghatarozhat6 a koéros
immunoldgiai folyamatok és a védekezd mechanizmusok ardnya a fertdzott szervezetben (Gershwin
et al., 2005). A H. somni MOMP kedvezétlen immunoldgiai hatdsai miatt alkalmazdsat nem

javasoljak vakcindk komponenseként (Corbeil, 2007).

A virulens H. somni torzsek szérumrezisztencidja (Corbeil et al., 1985), valamint a LOS
antigénszerkezetének folyamatos, véletlenszerti valtozasa (Inzana et al., 1992) miatt egy, a H. somni

0sszes torzse ellen specifikus védelmet nyujté vakcina kialakitdsa nehéz.

A H. somni elleni vakcindk alkalmazdsa

A fiatal éllatok H. somni elleni aktiv immunizaldsdnak elsd 1épése az anyadllatok 4 héttel az ellés
elotti, egy alkalommal torténd vakcindzdsa, majd a borjak 4 és 8 hetes kordban végzett kétszeri
immunizdlds eredményeként kozel fél éves korig megfeleld ellenanyagszinteket tapasztaltak (Van
Donkersgoed et al., 1995). Az alacsony materndlis ellenanyagokkal rendelkezd allatok esetében a
kétszeri vakcindzast 3 illetve 4 hénapos korban javasoljdk a fél éves korig tarté H. somni elleni

védelem kialakitdsa érdekében (Donkersgoed et al., 1995).

A bOr alatti kotdszovetbe injektalt, valamint az olajjal adjuvalt H. somni vakcindk daltal kivéltott
szérum IgE emelkedés magasabb volt, mint az izomba beadott vagy az aluminium-hidroxidos

vakcindk esetében (Ruby et al., 2000).
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6. Anyagok és modszerek

6.1  Mintagyijtés

A H. somni torzsek gylijtése sordn arra torekedtiink, hogy az izolalt torzsek az altaluk eloidézett
korképek és gazdafajok, valamint foldrajzi eredetiik tekintetében minél nagyobb véltozatossiagot
mutassanak. A mintagytijtés a SZIE-AOTK, Allathigiéniai, Allomany-egészségtani és Allatorvosi
Etolégiai Tanszékével és a Borsod-Abaij-Zemplén megyei MgSzH, Elelmiszerldnc-biztonsigi és
Allategészségiigyi Igazgatésagaval szoros egyiittmiikodésben, valamint a SZIE-AOTK Jarvanytani
€s Mikrobiol6giai Tanszékével kapcsolatban dll6 szarvasmarha-allomanyok (Békés, Nemesszalok,

Tarhos) ell4t6 dllatorvosainak segitségével, 2006 szeptembere és 2008 szeptembere kozott zajlott.

6.1.1 A mintak eredete

A mintavételezés 24 hénapja sordn Magyarorszag 6t megyéjének 18 telepiilésén, 9 szarvasmarha-,
valamint 10 kecskeédllomanyban, Osszesen 652 tamponminta alapjan vizsgdltuk a H. somni
eloforduldsat.

Hérom szarvasmarha-dllomany 1égzdszervi tiineteket mutaté 4-10 hetes életkord borjaibdl 26
orrtampon- €s 1 tiidomintét gyijtottiink.

A hiivelytamponmintédkat hat szarvasmarha-allomédny 155 4llatabol vettiik. A H. somni eldforduldsi
gyakorisdgdnak vizsgdlata érdekében, egy dallomany 20, elsd ellése eldtt allo, mesterségesen

termékenyitett iisz0 hiivelynydlkahartydjanak tenyésztéses bakterioldgiai vizsgédlatat végeztiik el az

ellés elotti 5., 4., 3. illetve 2. hénapban 30 napos id6kozonként (2. tablazat, P1, P2, P3 és P4).

A mintavételezésbe vont liszok és tehenek a laktacid eltérd szakaszaiban voltak vagy termékenyités

elott alltak, jelentds szaporodasbiolégiai probléma nem fordult el6 az dllomanyokban.

Tiz Borsod-Abauj-Zemplén megyei kecskedllomany 191 anyadllatdnak, 13 bakjanak és 1

hermafrodita dllatdnak orr- és genitdlis nydlkahartyajardl vettiink tamponmintakat.

A mintagyljtés idoszaka alatt tanszékiinkre beérkezett orrtamponmintdkat, valamint elhullott

allatokbdl szdrmaz6 szerveket is vizsgéltuk H. somni jelenlétére.

Ezenkiviil egy, az MgSzH-Kozpont ADI, valamint négy, a MTA-ATKI iltal rendelkezésiinkre

bocsatott baktériumtorzset is bevontuk a vizsgalatokba.

A mintavételezések Osszesitett adatait a 2. tablazat tartalmazza.
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2. tablazat. A mintagylijtés Osszesitett adatai

A mintavétel A mintak A mintik eredete
idépontja helye szama allatfaj tiidé  orr hiively tasak
2006.09.21 Dalmand (D)* 47 szarvasmarha 47
2006.09.26 Tolnanémedi (T) 11 szarvasmarha 1 10
2006.10.04 Mezobkeresztes (M) 22 szarvasmarha 22
2006.11.14 Mohics (IV) 20 szarvasmarha 20
2006.11.20 Békés (B) 26 szarvasmarha 26
2006.12.15 Dabas (VI) 20 szarvasmarha 20
2007.02.20 Pé4pa (P1) 20 szarvasmarha 20
2007.03.20 Pé4pa (P2) 20 szarvasmarha 20
2007.04.17 Pé4pa (P3) 20 szarvasmarha 20
2007.05.22 Pé4pa (P4) 20 szarvasmarha 20
2007.09.21 Tarhos (VII) 9 szarvasmarha 9
2007.10.09 Nemesszalok (VIII) 7 szarvasmarha 6
2008.03.27 So6losardo (1) 40 kecske 20 20
2008.03.27 Zadorfalva (2) 40 kecske 20 19 1
2008.03.27 Kurityan (3) 40 kecske 20 20
2008.05.22 Abod (4) 50 kecske 25 24 1
2008.05.22 Szalonna (5) 32 kecske 16 15 1
2008.05.22 Szuhogy (6) 28 kecske 14 13 1
2008.09.18 Vamostjfalu (7)° 40 kecske 20 18 2
2008.09.18 Erdébénye (8)"° 60 kecske 30 26 4
2008.09.18 Baské (9)"° 34 kecske 17 14 2+1¢
2008.09.18  Baské-Kéroshegy (10)° 46 kecske 23 22 1
Kecske eredetii mintdk 410
Szarvasmarha eredet(i mintak 242
Mintak 6sszesen 652

“a mintdk jelolését zarjelben tiintettiik fel; "ivarzasi szezonban mintazott kecskedllomanyok; “juhokkal kézosen tartott
kecskeallomanyok; Yhermafrodita 4llat ivari nyilasabdl szarmazé +1 minta

6.1.2 A H. somni el6forduldsinak vizsgédlata kecskedllomanyokban

A H. somni kecskedllomdnyokban valo jelenlétének igazoldsa érdekében a BAZ megyei MgSzH,
Elelmiszerlanc-biztonsdgi és Allategészségiigyi Igazgatsdgdval egyiittmiikodésben, 10 BAZ
megyei kecskedllomanyban vettiink orr- és hiively- vagy tasaktampon mintakat.

Hat kecskedllomédny 111 anyadllatdbol és 4 bakjabol az ivarzasi szezonon kiviil es6 idoszakban
gyljtottiik orr- és genitélis tamponmintdkat, mig négy dllomdnyt az ivarzdsi szezonban mintdztunk
meg. Az utébbi négy dllomdny 80 anyakecskéjébdl, 9 bakjabdl €s 1 hermafrodita allatabdl az orr- és
a hiively-, vagy a tasak nydlkahartyar6l gytjtottiink tamponmintdkat. Az ivarzdsi szezonban
mintdzott dllomanyok koziil kettdt juhokkal kdzdsen tartottak, ezekben 40 anyajuhot, 6 bakkecskét

és 1 hermafrodita 4llatot vizsgaltunk.

6.2 A korabban 1zolalt H. somni torzsek

Tanszékiinkon az elmilt 25 évben izoldlt és a tanszék torzsgylijteményében —80°C-on térolt,

Magyarorszdg 7 megyéjének 10 szarvasmarha-dllomanyabol szdrmazé 33 borja tiido- és
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orrnyédlkahdrtya eredet(i, valamint 6 juhdllomdnybdl szarmazé 25 ond6- és 2 here eredetli, primer
tulajdonsdgai alapjan H. somni-nak meghatdrozott baktériumtorzs allt rendelkezésiinkre a
vizsgalatokhoz. Ezenkiviil 5, az MTA-ATKI 4ltal felajanlott H. somni torzset is taroltunk a
gyljteményben. A 2006 szeptembere elott a tanszéki torzsgylijteményben elhelyezett H. somni

torzsek adatait az 1. és 2. fiiggelék tartalmazza.

Vizsgalomodszereink mindség-ellendrzésére az ATCC-43625 ¢és ATCC-700025 szamu

szarvasmarha agyvel0bol és tiidobol szarmazd H. somni tdrzseket vontuk be vizsgédlatainkba.

6.3 A H. somni torzsek 1zolalasa, azonositasa

6.3.1 A tampon- és szervmintdk tenyésztéses bakterioldgiai vizsgdlata

A mintdkat fiziol6égids séoldattal nedvesitett, steril vattatamponokkal vettiikk, amelyeket a
mintavételt kovetden hiitott koriillmények kozott, 3 6rdn beliil laboratériumba széllitottunk. A
szervmintdkat az dllat elhulldsa utdn hiitve, esetleg —20°C-ra fagyasztva tdroltdk a bekiildo
allatorvosok. A laboratériumi vizsgélatra hiitott mintdk esetében 24 6ran beliil, fagyasztds esetén

pedig 1 héten beliil keriilt sor.

A H. somni izolalasa érdekében a szarvasmarhdbdl szdrmazé hiivelytamponmintakat, valamint a
szervmintdkbdl egy kacsnyi mennyiséget 10% juhvért tartalmazé kozonséges agartiptalaj (1000 ml-
ben: 5 g hus- és 5 g élesztokivonat, 15 g pepton, 1 g gliikkéz, 3 g NaCl, 2,3 g Na,HPOy; Spektrum 3-
D Kift., Magyarorszdg) 20 perces 80°C-on torténd hdkezelésével (Barrow és Feltham, 1993)
elkészitett CSA lemezekre oltottunk. Az orrtamponokat és a kecske genitalis tamponmintakat 100
pg/ml ciklohexamidot tartalmazé (Slee és Stephens, 1985) CSA lemezekre szélesztettiikk. Az
agarlemezeket 5% CO, jelenlétében, 37°C-on 48 6rdn at inkubdltuk. A tenyésztési tulajdonsdgai,
telepmorfologidja és pigmenttermelése alapjan H. somni-ra emlékeztetd baktériumtelepekbol nyert
szintenyészeteket morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan, valamint elsédleges és masodlagos biokémiai
moédszerekkel vizsgdltuk. Az izoldlt torzseket 25% steril glicerint tartalmazé kozonséges

levestaptalajban szuszpenddlva —80°C-on tobb példdnyban taroltuk.

6.3.2 A korokozd azonositisa morfoldgiai és biokémiai tulajdonsdgai
alapjan
A H. somni-szerli baktériumtorzsek genus-szintli meghatdrozdsa érdekében, morfolégiai és

biokémiai tulajdonsagaikat klasszikus, standard bakteriologiai médszerek alkalmazasaval vizsgaltuk

(Barrow és Feltham, 1993).
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Morfologiai vizsgdlatok
A baktériumok alakjat és fest0dését 48 Ords baktérium-szintenyészetekbol készitett Gram-szerint

festett kenetek 1000x-es nagyitdsdnak fénymikroszkopos vizsgalatdval hataroztuk meg.

Az izolatumok mozgasképességének elbirdldsa sordn 5 pl fiziol6gids séoldatban tihegynyi
mennyiségli 48 Ords baktériumtelepet szuszpendaltunk, fedélemezzel fedtiikk majd a nedveskamra

készitményt faziskontraszt mikroszképpal vizsgéltuk.

Biokémiai tulajdonsdgok vizsgdlata
A kataldz probét zsirtalanitott targylemezen végeztiik, kacsnyi mennyiségli baktériumra 3%-os
hidrogén-peroxidot (H»O,) cseppentettiink, az elbirdlast szabad szemmel végeztik a pezsgés
meginduldsa vagy hidnya alapjan.
A citokrém-oxiddz C enzim vizsgdlatat szlirOpapiron, steril iiveg Petri-csészében végeztiik.
Mianyag kaccsal 3-4 baktériumtelepet a szlirOpapir feliiletére kentiink, majd tetrametil-para-
fenilén-diamin (Sigma) frissen készitett vizes oldatit ontottiik rd, a pozitiv eredményt jelzo kék

szinelvaltozas megjelenését vagy hidnyat 30 masodperc elteltével vizsgaltuk.

Az izolalt torzsek indoltermeld képességét 10% 16 vérsavot és 1% L-triptofant (Sigma) tartalmazo
levestaptalajba (100 ml: 1 g pepton, 1 g élesztokivonat, 0,5 g gliik6z, 0,4 g KHPO4, 0,4 g KoHPOy,
0,5 g NaCl; pH 7,5; Spektrum 3-D Kft., Magyarorszag) oltott kacsnyi mennyiségli baktérium
normdl légkori koriilmények kozott 37°C-on végzett 24 6rds inkubdldsa utdn birdltuk el. A
levestenyészetet eloszor par csepp (~10 ul) éterrel kirdztuk, majd 20 ul Kovéacs-reagenst (10 g 4-
dimetilamino-benzaldehid 150 ml 1-pentanolban feloldva, 50 ml tomény sdésavval kiegészitve)
rétegeztiink az étergylirQi ald. A hatérfeliileten 1étrejott piros gylrli megléte vagy hidnya alapjan

biraltuk el a tesztet.

6.3.3 A torzsek azonositdsa szénforrds-hasznositas alapjan

A BIOLOG MICROSTATION™ [D SYSTEM rendszere a mikroorganizmus 95-féle tulajdonsagat
vizsgélja egyszerre, mely alapjdn a vizsgdlt baktérium fajszintli azonositdsa lehetséges. A

vizsgdlomodszer részletes ismertetése az 6.4 szakaszban talalhato.

Az azonositds sordn a szoftver Osszeveti az dltalunk betédplalt adatokat az adatbazisdban talalhat6
adatokkal és ez alapjin, szdzalékos valdszinliség szerint listdba rendezve megad 10, a vizsgalt
baktériumtorzshdz leginkabb hasonld, a rendszer éltal ismert baktériumfajt. Abban az esetben, ha a
program fajszinten nem ismeri fel pontosan a vizsgalt izolatumot, akkor jelzi, hogy csak genus-
szinten vagy egyadltalan nem tudta azonositani, de ez esetben is valosziniiségi sorrendben megadja a

10 leghasonl6bb fajt.
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6.3.4 A baktérium azonositdsa a 16S rDNS részletének vizsgdlatdval

A genus szinten tortént meghatdrozds eredményének megerdsitése érdekében a tanszék
torzsgylijteményében elhelyezett, valamint a frissen izolalt baktériumtorzsek egy részének DNS
alapi azonositasat is elvégeztiik, a vizsgalt torzsek részletes adatait az 1., 2. és 5. fiiggelék

tartalmazza.

DNS-kivonds a H. somni torzsekbol

A H. somni szintenyészeteibol a DNS kivondst kereskedelmi forgalomban kaphat6, DNS-kivon6
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc., USA, Valencia, CA) segitségével, a gyarté ajanldsait
(Protocol C) kovetve végeztiik. Az eljardshoz felhaszndlt enzimet, puffereket és centrifugacsoveket

a gyarto biztositotta.

Kacsnyi mennyiségli baktériumtenyészetet 180 pul ATL szoveti lizispufferben hatdrozott keverd
mozdulatokkal szuszpenddltunk, majd 20 ul Proteindz K-t adtunk hozza és laboratériumi vortex
berendezéssel rovid ideig kevertiik. A 200 pl szuszpenziot tartalmazé mikrocentrifuga csdvet 3 6rdn
at 55°C-os homérsékletli, mozgd vizfiirdoben inkubdltuk a baktériumsejtek teljes lizise érdekében.
A sejtek lizise utdn 200 pul DNS tisztit6, guanidin bazisi AL lizispuffert adtunk a szuszpenziéhoz és
keverés utdn 70°C-on 10 percig inkubaltuk. Ezt kovetden 200 pl 96%-os etil-alkoholt adtunk az
elegyhez, majd a tobbszori keverés utdn teljesen homogénné valt keveréket a szlirdvel ellatott, 2 ml
Urtartalmud gylijtdcsobe helyezett, kisméretli centrifugacsovekbe pipettaztuk, amelyeket percenként
> 6 000x g-n (~8 000 rpm) 1 percig centrifugdltunk. A centrifugacsovet Uj gylijtdcsObe helyeztiik, a
szlrore pedig 500 ul etanol-alapu, alacsony guanidin tartalmid AW1 mosépuffert mértiink és ezt egy
tjabb > 6 000x g-n (~8 000 rpm) végzett egy perces centrifugdlds kovette. A centrifugacso
szrdjére 500 ul Tris-alapu, etanolt tartalmazé6 AW?2 mosépuffert mértiink, majd 3 percig ~20 000x
g-n (~14 000 rpm) centrifugdltuk. A centrifugacsovet 1j gylijtdcsObe helyeztiik, majd a sziirére 200
ul Na- azidot tartalmazé TE oldatot (AE kivond puffer) mértiink és 1 percig szobahomérsékleten
inkubaltuk. Az ezt kdvetd > 6 000x g-n (~8 000 rpm) végzett 1 percig tartd centrifugdlds sordn az
AE kivond puffer a DNS-t leoldotta sziirordl. Az utolsé 1€pést egyszer megismételtiik. A masodik
kivonds utdn nyert 400 pul DNS tartalmu oldatot egyéb adalék nélkiil, a tovabbi felhaszndlasig 100
ul-es egységekben —20°C-on taroltuk.

A H. somni torzsek 16S rRNS gén részletének amplifikdldsa

A 16S rRNS gén egy, a H. somni torzsek kozott igen konzervativ €s azokra jellemzo,
megkozelitdleg 400 bp hosszi szakaszanak amplifikdlasira Angen és mtsai. (1998) altal
tervezett primereket (HS-453F: 5°-GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3" és HS-860R: 5’-
GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3") és PCR eljarast alkalmaztuk.
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A PCR reakci6 elokészitése sordn 2 ul DNS-templatot adtunk a deoxi-ribonukleotid-trifoszfatokbol
100 uM-t, a HS-453F és HS-860R oligonukleotid primerekbdl 65-65 ng-ot, valamint 0,5 NE Taq
polimerdzt tartalmazd, DD-vizzel 48 pl-re kiegészitett reakcidelegyhez. Az 50 pl reakcidelegy
Tris/HCI-t (pH 8,3) 10 mM-os, KCl-ot 50 mM-o0s, MgCh-ot 1,5 mM-os végkoncentriciéban
tartalmazott. A PCR reakci6hoz felhaszndlt anyagokat az MBI Fermentas (Litvania) cégtol

vasaroltuk.

A PCR reakciét Biometra T-personal 48 Thermal Cycler (Biocompare®, San Francisco, USA)
késziilékkel végeztiik. A mintdk kezdeti denaturdlasat 94°C-on 3 percig végeztiik, amelyet 94°C-on
1 percig tarté denaturdcid, 1 perces 55°C-on torténd primer kotodés és 1 percig tartd, 72°C-on
végzett lanchosszabbitds kovetett. Az utdbbi harom 1épésbdl allo ciklus 35 alkalommal ismétlodott,

a PCR reakci6 teljes hossza megkozelitdleg 1 6ra 50 perc volt.

A PCR-termékek kimutatdsat 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazd, 1,7%-os agar6zgélben
végeztiik, a gélelektroforézis TAE (40 mM Tris-acetat és 1 mM EDTA; pH 8,3) pufferben 100 V-os
fesziiltségen 40 percig tartott. Molekulatomeg-markerként GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
(1 pg/ pg; MBI Fermentas, Litvania) markert hasznaltunk. A 16S rRNS gén részletének sikeres
amplifikdcidja esetén nyert megkozelitdleg 400 bp hosszisdgi terméket UV-fénnyel tettiik
lathatova, és egy digitdlis kamera (KODAK) segitségével elektronikusan rogzitettik az

eredményeket.

A PCR termékek tisztitdsa az agarozgélbol

A PCR reakcié termékeként kapott 16S rDNS részletet az agar6zgélbol QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen Inc., USA, Valencia, CA) DNS tisztit6 kittel a gyéart6 ajanlasait kovetve végeztiik.

Az agar6zgélbdl a lehetd legkisebb, de a PCR terméket tartalmazé géldarabot, steril szikepengével
kivagtuk, amelynek tomegét meghatdroztuk majd — 100 mg ~ 100 pl Osszefiiggést alkalmazva —
haromszoros mennyiségli QG old6puffert adtunk hozzd. A géldarabot az old6pufferben 50°C-on
altaldban 10 percig inkubaltuk, a gél teljes feloldédasakor sarga szinli oldatot kaptunk. Ezt kovetden
egyszeres mennyiségli izopropil-alkoholt adtunk az elegyhez és egyenletesen elkevertiik. A
homogén keveréket egy 2 ml {rtartalmi gyQjtocsObe helyezett, sziirdvel ellatott centrifugacsdbe
pipettaztuk, amelyet 1 percig > 10 000x g-n (~13 000 rpm) centrifugéltuk. Az atszlrt folyadékot
elontottiik, majd a centrifugacsé szlirdjére 500 pul QG oldépuffert mértiink és djbol 1 percig
centrifugaltuk > 10 000x g-n (~13 000 rpm). Ezutdn a sziirére 750 ul PE mosépuffert mértiink,
majd 5 perces szobahOmérsékleten torténd inkubdlds utdn ismét centrifugédltuk > 10 000x g-n
(~13 000 rpm) 1 percen at. Az étszlrt folyadék elontését Gjabbl perces centrifugdlds kovette >
10 000x g-n (~13 000 rpm). A centrifugacsovet 1,5 ml irtartalmd mikrocentrifuga csdbe helyeztiik
€s 50 ul EB kiold6 puffert (10 mM Tris-Cl; pH 8,5) mértiink és 1 percig a legmagasabb
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fordulatszdmon (~15 000 rpm, ~20 000x g-n) centrifugdltuk, amelynek sordn a DNS a sziird
membranjar6l folyadékfazisba keriilt. Az agar6zgélbol Kkitisztitott PCR termékiinket az EB
pufferben —20°C-on két részletben taroltuk.

A 16S rRNS génrészlet bazissorrendjének meghatdrozdsa és vizsgdlata

Az agardzgélbol kitisztitott PCR termékek bézissorrendjét fiiggetlen laborban hatdroztattuk meg
(Biomi Kft., Magyarorszag). A 16S rDNS részlet szekvencidjat a BLAST algoritmuson (Altschul et
al., 1997) alapulé elemzd programok segitségével Osszevetettik a NCBI honlapjin elérhetd

adatbézissal (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

6.4 A H. somni torzsek szénforras-hasznositasanak vizsgalata

A H. somni torzsek szénforrds-hasznosité képességét a BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM
(Biolog Inc. Hayward, Kanada) rendszerével végeztiik el. A rendszer 96 lyukud lemezen (GN2/GP2
MICROPLATE™), egy negativ kontroll mellett vizsgdlja 95-féle szénforrds hasznositdsat és az

eredmények alapjan anyagcsere-ujjlenyomatot készit a vizsgélt baktériumtorzsrol.

6.4.1 A szénforrds-hasznositds alapjin vizsgélt torzsek

Az anyagcsere-ujjlenyomat vizsgédlatokba a szarvasmarhdbol szarmazé H. somni torzsek koziil 40
1égzoszervi €s 20 hiively eredetli izoldtumot vontunk be Az 6sszes juh- (27) és kecske (11) eredetii
H. somni torzs, valamint két tipustorzs (ATCC-43625 — Brown et al., 1972; ATCC-700025 —
McDermott et al., 2001) szénforrds-hasznositdsat is vizsgaltuk. A vizsgdlt torzsek adatait az 1., 2.,

3., 4. és 5. fiiggelék tartalmazza.

6.4.2 A H. somni torzsek el0készitése a vizsgalathoz

A H. somni torzseket a gyart6 altal a Gram-negativ, igényes baktériumok elokészitéséhez ajanlott
modszert kovetve, az alabbiak szerint végeztiik: a —80°C-on tarolt baktériumtdrzseket 10% juhvért
tartalmazo egységesitett BIOLOG agarbdl (Biolog Universal Growth — BUG) vagy Tryptic Soy (TS)
agarbdl készitett CSA lemezekre oltottuk és 5% CO, jelenlétében, 37°C-on, 48 6rdn 4t inkubaltuk,
majd ugyanezeket a tenyésztési koriilményeket alkalmazva egyszer atoltottuk Oket. A tenyésztési
1do elteltével a baktériumokat steril vattatampon segitségével BIOLOG Gram-negativ — Gram-pozitiv
(GN-GP) baktériumok részére biztositott (1000 ml viz, 4 g NaCl és 0,57 g Na-tioglikolat), 3 csepp
Na-tioglikolattal kiegészitett, inokulumkészité oldatban szuszpendaltuk. A szuszpenziét BIOLOG
slirliségméro segitségével a — 20+£1% fényateresztést biztosité — GN-FAS standarddal megegyezd
stiriséglinek allitottuk be. Az igy elkészitett szuszpenzi6bdl, a GN2 MICROPLATE™ 1 negativ
kontrollt és 95-féle szénforrast vizmentes formaban tartalmazé vajulataiba 150 pl-eket mértiink,

majd a lemezeket 5% CO, jelenlétében, 37°C-on inkubaltuk.
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6.4.3 A vizsgélatok eredményei és értékelésiik

Az inkubdcids 1d6 16. és 24. 6rdja kozott a MICROPLATE™ véjulataiban kialakult szinelvéltozas
meglétét vagy hidnyat szemmel birdltuk el, majd a BIOLOG rendszerhez tartoz6 MicroLog3

(4.20.05) szoftver adatlapjain torzsenként rogzitettiik az eredményeket.

Az vizsgélt H. somni torzsek anyagcsere-ujjlenyomatai alapjan a MicroLog3 (4.20.05) szoftver
segitségével az Osszes torzs eredményét magaban foglald, valamint allatfajonkénti eredet szerint

csoportositott eredményeket tartalmazé torzsfakat készitettiink.

A torzsfan 1 egységnyi tavolsdg a torzsek 1 szénforrds hasznositasaban valo eltérését jelezi, tiznél
tobb eltérd tulajdonsag esetén a rendszer kiillon csoportba sorolta a vizsgdlt torzseket, az elemzés

sordn pedig az alcsoportokat 3 tulajdonsag kiilonitette el egymdastol.

6.5 A H  somni torzsek vizsgilata pulzdld6 mezejli

gélelektroforézissel

6.5.1 A PFGE-vel vizsgalt torzsek

A Smal restrikciés enzimmel végzett emésztéses vizsgalatokba 1 juh ond6 eredetii torzs kivételével,
ugyanazokat a torzseket vontuk be, mint a szénforrds-hasznositdsi vizsgalatokba, azaz 40
szarvasmarha 1égzdszervi- és 20 hiively eredetli, valamint 26 juh- és 11 kecske genitélis eredetii H.

somni torzset vizsgaltunk.

A Cfr9I restrikciés enzimmel végzett vizsgalatokba a Smal altal nem emésztett torzsek koziil 6
szarvasmarha légz0szervi eredetll torzset és az ATCC-43625 szamu H. somni tipustdrzset vontuk
be. Ezenkiviil 3 szarvasmarha 1égzdszervi- és 1 hiively eredetli, valamint 7 juh ond¢ eredetli, az

Smal restrikcios enzim 4ltal hasitott H. somni torzset is vizsgaltunk.

A vizsgalt torzsek adatait az 1., 2., 3., 4. és 5. fiiggelék tartalmazza.

6.5.2 A H. somni torzsek emésztése Smal és Cfr9l (Xmal) restrikcids

enzimekkel

A PFGE vizsgélathoz BHI levestdptalajban, 37°C-on, 24 6rdn at inkubdlt H. somni tenyészeteket
hasznaltunk. A levestenyészetek csiraszamat, 600 nm-en spektrofotométerrel mértiik, majd TE (100
mM Tris, 250 mM EDTA) pufferben (pH 8,0) milliliterenként 4x10° TFE-t tartalmazé (TFE/ml)
szuszpenzidkat készitettiink beldliik. A szuszpenziébol 100 pl-t dvatosan 6sszekevertiink 100 pl 2%
SeaPlaque agar6zzal (Cambrex), az igy kapott 200 pl keverék 1% nétrium-lauril-szarkozil-szulfétot,
valamint 1 mg/ml Proteindz K-t (Sigma) is tartalmazott. Az agardz-baktérium szuszpenzidt 2 mm X

4 mm x 8§ mm-es ontéformdba (,,dugd”) pipettaztuk és 4°C-on 30-40 percig dermedni hagytuk.
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Dermedés utdn 1 ml lizispufferben (100 mM EDTA, 1% nétrium-lauril-szarkozil-szulfat, 0,2%
natrium-dezoxikoldt, 1 mg/ml Proteindz K, pH 8,0), 50°C-on legaldbb 18 6rdn at emésztettiik a
dugdkat. Az emésztés utdn szobahdmérsékleten, 15 percig steril DD-vizzel mostuk a dugdkat, majd
ezt tovabbi 4, egyenként 1 6rds, 37°C-on végzett TE pufferes mosas kovette. Az elsé TE pufferes
mosds alkalmdval a mosépufferhez 0,35 mg/ml fenil-metil-szulfonilfluoridot (PMSF) adtunk, a

Proteinaz K inaktivalasa érdekében.

A négyszer ismételt mosast kovetden a dugdkat azonnal emésztettiik, vagy a feldolgozasig — de
maximum 6 hénapig — friss mosépufferben 4°C-on taroltuk oket. Az emészteni kivant dugé felét 1
oran keresztiil, 37°C-on TE pufferben ismételten mostuk, majd a gyarté altal az alkalmazni kivéant
enzimhez ajanlott restrikcios pufferben 37°C-on, 1 6rédn 4t inkubaltuk. Ezt kdvetden a dugdkat 150
ul restrikcios puffert és 20 NE restrikcios enzimet tartalmazé 2 ml-es mikrocentrifuga csdvekbe
helyeztiik, majd az enzimnek megfeleld homérsékleten legalabb 15 6rdn at inkubaltuk. A H. somni
torzsek emésztéséhez Smal restrikcidés enzimet (Fermentas) alkalmaztunk. A Smal &altal nem
emésztett baktériumtorzsek egy részét Cfr9l (Fermentas) restrikcidés enzimmel, a Smal metilaciéra

nem érzékeny izoskizomerjével emésztettiik.

Az emésztés utan a dugdkat TE mosoépufferben szobahdmérsékleten, 30 percig djra mostuk,

amelynek sordn a pufferben 1évo EDTA megsziintette a restrikcios enzim aktivitasat.

6.5.3 Pulzdlé mezejl gélelektroforézis

Az emésztést kovetden a futtatdst azonnal megkezdtiik. A futtatdshoz Pulse-Field Certified
(BioRad) vagy SeaKem Gold (Cambrex) 1-1,2%-0s toménységli agardzt haszndltunk. A futtatds
CHEF DRIII PFGE (BioRad) késziilékben, 14°C-on, 0,5x TBE pufferben zajlott. A paraméterek
mindkét restrikciés enzimmel végzett emésztést kovetden azonosak voltak: a futtatds 6 V/cm
fesziiltség mellett, 120°-0s reorientdcids szoggel, 24 6ran at zajlott. A pulzusidd az elektroforézis

ideje alatt 2 masodpercrdl 15 masodpercre emelkedett.

6.5.4 Az eredmények dokumentildsa €s értékelése

A futtatdst kovetden az agar6zgélt 30 percig etidium-bromiddal festettiik, majd legalabb 2 6rdn
keresztiil desztillalt vizzel mostuk. A futtatds sordn nyert mintdzatot UV fényben hivtuk elo, és egy

digitdlis kamera (KODAK) segitségével szamitogépes adatbazisban rogzitettiik az eredményeket.

A kapott PFGE mintazatokat a Fingerprinting II szoftver (BioRad) segitségével elemeztiik. A
hasonlésdgok leirdsara a Dice koefficienst, a csoportanalizisre UPGMA-mddszert alkalmaztuk. Az

optimaliz4ci6 és a pozicio-tlirés értéke 1,5% volt.
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Az értékelés sordn a Smal és Cfr9I enzimekkel kapott mintdzatokat is dsszehasonlitottuk, ezért a két
enzimmel kapott eredményeket egy adatbdzisban rogzitettik és az elemzés sordn azonos

paramétereket alkalmaztunk.
Az eredmények elemzOprogrammal torténd statisztikai értékelését fiiggetlen szakértd végezte.

A torzsfa részletes elemzése sordn a torzsek kozotti 20%-os hasonldsdg alapjan alcsoportokra
osztottuk a kiilonbozd eredeti H. somni torzseket és ezeknek a torzsfdn vald elhelyezkedését

vizsgaltuk.

6.6 A H. somni klinikai és kortani hatdsainak vizsgalata borjak

mesterséges fertdzése soran

6.6.1 Allatok

Tizenhét hagyomdnyosan tartott, 3 honapos Holstein-friz borjit véletlenszerlien kétszer hat és
egyszer Ot allatbdl all6 — A, B és C — csoportba osztottunk, az dllatok csoportonként szabadon, de

elkiilonitve keriiltek elhelyezésre.

Kordbban végzett vizsgalatok alapjdn a szdrmazasi dllomany szeropozitivnak bizonyult fert6zo
rhinotracheitis- (BoHV-1), valamint parainfluenza-3 (PI-3) virussal szemben, de mentes volt H.
somni-t0l. Az anyadllatokat nem vakcinaztdk H. somni ellen. A kisérletet megeloz6 fél évben

heveny 1égz0szervi megbetegedés nem fordult eld az allatok kozott.

A borjak két nappal sziiletésiik utdn egyedileg keriiltek elhelyezésre, egy hétig kolosztrummal, majd
tejpotld tapszerrel etették Oket. A vdlasztds 60-70 napos kor kozott tortént, majd az 4llatokat

szildzzsal, sz€ndval, gabondval és kereskedelmi forgalomban kaphat6 borjutappal etették.

A H. somni és Mycoplasma bovis mentesség ellendrzése céljabol a kisérlet megkezdése elott
orrtamponmintdkat vettiink az 4llatokbdl (6.6.3 szakasz). A kisérlet helyszinére a fertdzés eldtt 8

nappal szallitottak a borjakat.

6.6.2 Baktériumtorzsek
A kisérleti allatok fert6zéséhez két, borjutiidobdl izoldlt, az MTA-ATKI 4ltal rendelkezésiinkre
bocsatott H. somni — 343/07 és 344/07 jelolésii — torzset alkalmaztunk.

A baktériumtorzseket tobb példidnyban —80°C-on tdroltuk. A torzsek udjraélesztése sordn CSA
lemezekre szélesztve, 5% CO, jelenlétében, 37°C-on 48 6rdan at inkubdltuk, majd a fert6z0 anyag

elodllitdsahoz ugyanilyen koriilmények kozott tenyésztettiik tovabb Oket.

A fertdzés megkezdése eldtt harom Ordval, a 48 6rds baktériumtenyészeteket steril vattatampon
segitségével BHI (Difco) levesben szuszpenddltuk. Minden fertdzéshez friss szuszpenzi6t

készitettiink, amelyeket felhaszndlds elott 37°C-on lasst razatassal 30 perc alatt homogenizaltunk.
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A homogén baktériumszuszpenziok milliliterenkénti csiratartalmdt csOhigitasos modszer

alkalmazasaval a fert6z6 anyag elkésziiltekor (0. h), valamint 3 6rdval késobb (3. h) vizsgaltuk.

A fert6z0 anyag egy részét (5 ml) a laboratériumban a szllitdsi koriilményekhez hasonléan, hiitve
taroltuk, hogy a baktérium-szuszpenzié valds csiraszdmat leginkdbb megkozelitd értéket kapjunk a

fert6z€és megkezdésekor végzett csiraszamléldskor (3. h).

A csiraszdmldlashoz sziikséges higitasok elkészitéséhez 7 Wassermann-csébe 4,5 ml, valamint 1
csObe 9,9 ml fiziol6gids séoldatot mértiink. A vizsgélt fert6zé anyagbdl 100 pl-t pipettaztunk a 9,9
ml fiziol6gids séoldatot tartalmazéd csobe, amelyet laboratériumi vortex segitségével egyenletesen
elkevertiink. Majd ebbdl az oldatbdl kivett 500 ul szuszpenzidval log;o higitdsi sort készitettiink a

4,5 ml fiziolégias sdoldatot tartalmazé csdvekben.

A szuszpenzidk higitdsaibol 50 ul-t kivettiink és egy egész CSA lemez feliiletén egyenletesen

eloszlattunk, majd a kisérlet sordn éltalinosan haszndlt tenyésztési eljarast alkalmaztuk.

Az inkubdciés id0 végén azokban a Petri-csészékban, ahol az agarlemezek feliiletén lathat6
baktériumtelepek szdma 30 és 300 kozé esett, a H. somni-szerli baktériumtelepek szamat

meghatdroztuk és a fert6z6 anyag csiraszamét az alabbi képlet segitségével szamoltuk ki:

x=nx20x 107

ahol x = a kiinduldsi baktérium-szuszpenzié csiraszdma (TFE/ml), n = az agarlemez feliiletén

szamolt baktériumtelepek szdma és y = a vizsgalt log;o higitas kitevdjének (—1)-szerese.

A 0. és 3. 6rdban meghatdrozott csiraszamokbdl napi atlagcesiraszdamot (TFE,/ml) szdmoltunk, a

harom napon kapott csiraszdmokbdl pedig fertdzési atlagesiraszdmot (TFE¢/ml) hatdroztunk meg.

6.6.3 Kisérleti terv

A 17 allatot véletlenszerlien elhelyeztiik a 3 csoport — A, B és C — valamelyikébe. A H. somni és M.
bovis mentesség ellendrzése érdekében a kisérlet megkezdése elotti 20. é€s 5. napon
orrtamponmintdkat vettiink, amelyeket tenyésztéses és specifikus PCR eljardssal vizsgéltunk a
korokozdk jelenlétére. A kisérletbe a kétszeri vizsgdlat alapjan H. somni-t6l és M. bovis-t6l

tovabbra is mentesnek bizonyult borjakat vettiik be.

Az A csoport allatait a 343/07 szamud, mig a B csoportba tartozdkat a 344/07 szami H. somni
torzzsel, harom egymadst kdvetd napon, aerogén uton, parologtaté maszk segitségével fertoztiik,
amelynek sordn minden &llat 100 mdsodpercen keresztiil, 101,3 kPa (1 atm) nyomdson aeroszolld
alakitott, 10 ml fert6z0 anyagot lélegzett be. A kontroll (C) csoport ugyanezzel az eljarassal 10 ml
foszfattal pufferolt fiziol6gids sdoldatot (phosphate buffered saline — PBS; 1000 ml: 1M K;HPO,,
5M NaCl) inhal4lt.
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A fertdzott csoportokat egy istdlloban, de elkiilonitett légtérben, a kontroll csoportot pedig masik
istalloban helyeztiik el. A 14 napig tarté megfigyelési periddus alatt a klinikai adatokat naponta,
egyedi klinikai vizsgdlati lapokon rogzitettiikk. A kisérlet befejezése elott egy nappal ismételten
orrtamponmintdkat vettiink, majd az 4llatokat a 15. napon elvéreztettiik. Az egyedi kérbonctani

vizsgalat sordn tiido- és nyirokcsomémintdkat vettiink bakteriologiai és korszovettani vizsgélatra.

Munkénk sordn a kisérleti és egyéb tudomanyos célokra felhaszndlt dllatok védelmére vonatkozé
86/609/EGK irdnyelv, az allatok védelmérol és kiméletérdl szol6 1998. évi XXVIII sz. Torvény és a
243/1998 (XII. 31.) Korm. rendelet eldirasait kovettiik.

6.6.4 A kisérlet sordn végzett bakteriolégiai vizsgélatok

A fiziol6gids sooldattal nedvesitett orrtamponmintdkat, valamint a tiidé- és nyirokcsomdmintdkat

hiitve, 3 oran beliil a laboratériumba szallitottuk.

A Dbakteriologiai vizsgdlatok sordn a 6.3.1 alfejezetben ismertetett tenyésztési modszereket

alkalmaztuk.

Az orrtampon- és szervmintakat H. somni-specifikus PCR eljarassal is vizsgdltuk. Munkdank sorén,
a Saunders és Reddacliff (2007) 4ltal kidolgozott Brucfella ovis, Actinobacillus seminis és H.
somni, vegyes mintdkbol torténd kimutatdsdra kidolgozott multiplex PCR eljardst alkalmaztuk,
vizsgalataink sordn azonban csak a H. somni-specifikus primereket (HS-453F: 5-GAAGGC-
GATTAGTTTAAGAG-3’; HS-756R: 5’-ACTCGAGCGTCAGTATCTTC-3’) haszndlatuk. A PCR
eljaras kondiciéit minden tekintetben az irodalmi forrds 4ltal meghatarozott paramétereket kovetve

allitottuk be.

A visszaizoldlt H. somni-szerli baktériumtorzseket a 6.3.2 pontban ismertetett, klasszikus

bakterioldgiai médszerek alkalmazdsaval azonositottuk (Barrow és Feltham, 1993).

6.6.5 Klinikai adatok €s értékelésiik

A kisérlet kezdetekor és végén az dllatok testtomegét lemértiik és egyedenként feljegyeztiik. Az
allatok végbélben mérhetd testhomérsékletét a kisérlet kezdete eldtt egy nappal, majd a
megfigyelési iddszakban naponta mértiik és rogzitettiik. A 14 napos megfigyelési idoszak sordn a
borjak naponta egyedi klinikai vizsgdlaton estek 4t, amelynek eredményeit &dllatonként kiilon
klinikai vizsgdlati lapokon rogzitettiink. A fizikai vizsgalat sordn a 1égzdszervi tiinetek hidnyét vagy
meglétét vizsgaltuk és a légzdszervi tiinetek sulyossdga szerint az aldbbi pontrendszert alkalmaztuk
(1égzdszervi pontszdm, respiratory score — RS): 0 = nincs 1égzdszervi tiinet; 1 = enyhe 1égz0szervi
bantalom, savos orrfolyds vagy konnyezés; 2 = kozepes 1égzdszervi bantalom, emelkedett
légzésszam, nydlkds vagy gennyes orrfolyds; 3 = sdlyos 1€gzdszervi bantalom, kifejezett l€gzésszam

emelkedés, 1égszomj (tatott szdjjal vagy nyujtott nyakkal 1égz€s).
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6.6.6 Korbonctani vizsgélatok és értékelésiik

Az 4llatokat a kisérlet 15. napjan elvéreztettik. Az egyedi koérbonctani vizsgdlatot fiiggetlen
szakértd végezte. A korbonctani leleteket egyedi kdrbonctani vizsgélati lapokon rogzitettiik,
heveny, félheveny és idiilt elvaltozasokat kiilonboztettiink meg, az elvaltozasok kiterjedtségét a

tiido teljes teriiletéhez viszonyitva szdzalékosan fejeztiik ki.

A korbonctani vizsgélat befejezése utdn az elvaltozott és ép tiidoteriiletek hatarardl, valamint a
mediastinalis és peribronchalis nyirokcsomdékbdl mintdkat vettiink kérszovettani és bakteriologiai

vizsgélatokra.

6.6.7 Korszovettani vizsgédlatok és értékelésiik

Minden 4llatb6l az elvaltozott tiidoteriiletekrdl, valamint a peribronchalis és mediastinalis
nyirokcsomOkbdl koérszovettani vizsgdlatra mintdkat vettiink, amelyhez a szoveteket 10%-os
pufferolt formaldehid oldatban fixaltuk, majd paraffinba dgyaztuk. Az elkésziilt blokkokrdl 4 pum
vastagsdgii metszeteket készitettiink, amelyeket hematoxilin-eozinnal (H.-E.) festettiink é&s

fénymikroszképpal vizsgaltunk.

A metszetek elbirdldsa sordn a heveny elvaltozasokat korszovettani pontszdmmal (kérszovettani
pontszam, histopathological score, HS) lattuk el, az aldbbiak szerint: 0 = nincs elvaltozds; 1 =
enyhe; 2 = kozepes mértékii; 3 = silyos bronchopneumonia vagy nyirokcsomégyulladas

tapasztalhato.

6.6.8 Statisztikai elemzés

A rektdlisan mért testhomérsékletek, a testtomegek ¢és a testtomeg-gyarapoddsok 4tlagat
csoportonként meghatdaroztuk, az adatokat pedig Student-féle t-teszt alkalmazdsaval hasonlitottuk

Ossze. A 1égzoszervi és korszovettani pontszamokat X-négyzet probaval vizsgaltuk.

6.7 A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységének vizsgilata

6.7.1 A vizsgélatokba vont H. somni torzsek

Kiilonbozo allatfajokbdl és elvaltozasokbdl vagy anatémiai helyrdl gyiijtott, 6sszesen 39 H. somni
torzs egyes antibiotikumokkal szembeni érzékenységét vizsgaltuk. A vizsgdlatokba 14
szarvasmarha 1égzdszervi és 10 hiively eredetli, valamint 10 juh és 5 kecske genitdlis eredetii H.
somni torzset vontunk be. Ezenkiviil egy, H. somni tipustorzset (ATCC-700025) is bevontunk
vizsgalatainkba. A vizsgalt torzsek adatait az 1., 2., 3., 4. és 5. fiiggelék tartalmazza.
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6.7.2 A vizsgélatok menete

A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységét az NCCLS (ma CLSI) 2002-ben kiadott ,,Eljarasi
szabvanyok allatokbdl izoldlt baktériumok antibiotikumokkal szembeni érzékenységének
korongdiffizios és higitasos vizsgalatdhoz” cimli M31-A2 jelzésli dokumentumdban megadott, a

standard leves-mikrohigitdsos eljardsra vonatkoz6 ajanlasokat kovetve vizsgéltuk.

Az alkalmazott levestdaptalajok elkészitése (MH és VFM)

Az M31-A2 dokumentum éltal ajanlott MH levestdptalajt, valamint allatorvosi szempontbdl
jelentds, igényes koérokozok tenyésztéséhez sziikséges levestiptalajt (VFEM) az aldbbiak szerint

készitettiik el.

A MH levestéaptalaj 1000 ml-ének elkészitéséhez 3,0 g szarvasmarha hiskivonatbodl, 17,5 g savasan
hidrolizlt kazeinbdl és 1,5 g keményitdbol allo, 22 g 6ssztomegli MH (Oxoid) portéptalajt és 20 g
élesztokivonatot (yeast extract — YE; Oxoid) 955 ml desztillalt vizben feloldottunk és pH értékét
7,2-7,4 koz€ allitottuk. Az oldatot 121°C-on, 111,5£10,1 kPa (1,1£0,1 bar) nyomdson 15 percig
hokezeltiik, majd 8°C-ra lehfitottiik. Ezt a MH levestaptalajt haszndltuk a H. somni torzsek primer

szuszpenzidjinak elkészitéséhez.

sz

torzsoldatokhoz 3,68 g kalcium-kloridot (CaClbx2H,0; Spektrum-3D Kft., Magyarorszag) illetve
8,36 g magnézium-kloridot (MgClL,x6H,0; Spektrum-3D Kift., Magyarorszdg) 100 ml desztillalt

sz

baktériummentessé tettiik és felhasznaldsig 4°C-on tdroltuk.

A lehiitott MH levestaptalajt 1000 ml-ét 1,9 ml Ca™ és 0,81 ml Mg*™ torzsoldattal egészitettiik ki,

sz

adjusted MH- CAMH) levestaptalajt kaptunk.

A VFM levestaptalaj kiegészitéséhez sziikséges steril teljes 16vért 1,5 ml-es adagokban
mikrocentrifuga csovekben taroltuk. A vorosvérsejtek lizise érdekében egymdst kovetd 3
alkalommal —80°C-ra hiitottiik majd felolvasztottuk a véreket, ezutdn felhaszndlasig —20°C-on
taroltuk Oket. A lizélt lovéreket > 6 000x g-n (~8000 rpm) 20 percig centrifugaltuk, igy
mikrocentrifuga csovenként megkozelitoleg 1,3 ml sejttormeléktdl biztosan mentes feliiliszot

nyertiink, amelybdl a 2%-os végkoncentraciora egészitettiik ki a CAMH levestaptalajt.

Végiil a kereskedelmi forgalomban por formdban kaphaté Supplement C™ (BDMS) megnevezésli
élesztokoncentratumot steril DD-vizzel, a gyartd ajanldsat kovetve 5 ml-re toltottiik fel, majd 2%-os
végkoncentracioban a 2% lizalt 16vérrel kiegészitett CAMH levestdptalajhoz adtuk. Az igy kapott

VEM levestaptalajt haszndltuk a H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységének vizsgdlata sordn.
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A vizsgalt antibiotikumok és az alkalmazott antibiotikum-higitdsok

A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységét napjainkban széles korben haszndlt hat
antibiotikummal: enrofloxacinnal, florfenikollal, gentamicinnel, penicillin-G-vel, tetraciklinnel és

tilmikozinnal szemben vizsgaltuk.

A felhaszndlni kivdnt antibiotikumok tisztasdgdnak adatait, valamint oldhatésagi tulajdonsdgait a
katalogusszam és a tételszdm alapjan, a gyarté honlapjar6l letolthetd analitikai miibizonylat

tartalmazta. Az altalunk felhasznélt antibiotikum porok kereskedelmi adatai a 3. tablazatban

talalhatok.

3. tablazat. A vizsgalt antibiotikumok kereskedelmi adatai
Antibiotikum Katalégusszam Gyarto Tételszam
Enrofloxacin 17849 Fluka 136903
Florfenikol F1427 Fluka 081K1680
Gentamicin Gl1264 Sigma 050K0342
Penicillin-G Penna Sigma 086K1286
Tetraciklin 87130 Fluka 1330148
Tilmikozin 33864 Fluka 7045x

Az ATCC-700025 H. somni mindségellendrzésre (QC) alkalmazhat6 torzs standard rendszerekben
torténd vizsgalata sordn meghatdrozott, antibiotikum-érzékenységi adatait az NCCLS M31-A2
szamu (2002) dokumentuma tartalmazza. A QC torzs adatait figyelembe véve meghataroztuk az

antibiotikumok log, alapu, dltalunk vizsgélni kivant higitdsi intervallumat (4. tablazat).

4. tablazat. Az alkalmazott antibiotikumok vizsgalt log, alapd higitdsi sora (ug/ml)

| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Enrofloxacin | 1 05 025 0,125 0,06 0,03 0,015 0,008 0,004 0,002 0,001
Florfenikol | 8 4 2 105 025 0125 006 003 0,015 0,008
Gentamicin | 128 64 32 16 8 4 2 | 0,5 025 0,125
Penicillin-G | 05 025 0,125 0,06 0,03 0,015 0,008 0,004 0,002 0,001
Tetraciklin 8 4 2 1 05 025 0125 006 003 0015 0,008
Tilmikozin 64 32 16 8 4 2 1 0,5 025 0,125 0,06

A félkovér betlivel szedett értékek az ATCC-700025 QC torzs standard rendszerben meghatarozott MIC-intervallumat
jelzik.

A higitasok elkészitéséhez sziikséges antibiotikum tomegét az aldbbi képlet alapjan szamoltuk ki:

V=L
Pot

ahol W = az antibiotikum por tomege (mg), V = a felhaszndlni kivant oldészer mennyisége (ml), C
= a készitendd antibiotikum-oldat koncentracidja (ug/ml) és Pot = az antibiotikum por potencidlja

(ng/mg).
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Az antibiotikumok higitdsa sordn, 10x toménységli (10xT) torzsoldatokat készitettiink, amelyeknek
koncentracidja minden esetben 12,8 mg/ml volt. Az oldatokat elkészitésiik és felhasznédldsuk soran
fénytdl védve taroltuk. A torzsoldatokat 200 pl-es egységekben —80°C-on taroltuk felhasznéldsig,
de maximum 6 hénapig. Az egyszer mar felolvasztott oldatokat aznap felhaszndltuk, a maradékot

pedig elontottiik.

A leves-mikrohigitdsos antibiotikum-érzékenységi vizsgdlatok sordn minden esetben vizszintes
fenéklemezli véjulatokkal kialakitott mikrotitrdlé lemezeket hasznéltunk. Egy lemezen nyolc H.

somni torzs egy antibiotikummal szembeni érzékenységét vizsgaltuk.

A mikrotitrdlé lemezek véjulatait a 12. oszloptdl a 2. oszlop felé haladva log, szerint novekvo
koncentraci6ji antibiotikum oldatok 25 upl-ével toltottiik fel. A vizsgdlni kivant antibiotikum
koncentraciokndl négyszer toményebb oldatokat haszndltunk, mivel a baktérium-szuszpenzi6 (75
ul) higité hatdséat is figyelembe kellett venniink. Az elsd oszlop vdjulatait pozitiv kontrollnak

hasznéltuk, amelyeket 25 ul PBS-sel toltottiink fel antibiotikum-oldat helyett.

Az antibiotikumot tartalmazé lemezeket elokészitésiik soran 6vtuk az erds fényhatdsoktol.

A baktériumtorzsek

A vizsgalatokhoz a H. somni torzseket tenyésztése sordn a 6.3.1 szakaszban leirt mddszert

alkalmaztuk, az inkubacids idot azonban 24 orara csokkentettiik.

Az antibiotikum-higitdsokat és negativ kontrollt tartalmazé lemezek beoltdsdhoz sziikséges

baktérium-szuszpenziot 24 6ras H. somni tenyészetekbol készitettiik.

Els6 1épésként a CSA lemez feliiletérdl felvett 5-7 baktériumtelepet 4 ml MH levestdptalajban
szuszpendaltunk (primer szuszpenzid). Az igy elkészitett, 0,5 MacFarland standardnak megfeleld
zavarossdgu szuszpenzié megkozelitéleg 1-2x10° TFE/ml csirdt tartalmazott. A csiraszdmot az
elokisérletek sordn a 6.6.2 szakaszban leirt eljards szerint minden alkalommal, a kisérletek soran

pedig hetente egy alkalommal meghataroztuk.

A mikrotitrdlé lemezek beoltiasiahoz 5x10° TFE/ml csiratartalmi szuszpenziét éllitottunk el a
primer szuszpenzié megfeleld mennyiségének steril VEM levestdptalajban torténd higitasaval.

Negativ kontorolként steril VFM levest alkalmaztuk.

A frissen el0készitett, vagy —80°C-rdl felolvasztott antibiotikum-higitdsokat és negativ kontrollt
tartalmaz6 mikrotitrdlé lemez nyolc sordba, soronként kiilonb6zd H. somni torzset 5x10° TFE/ml
koncentricioban tartalmazé 75 pl VEM levestdptalajt mértiink, majd a lemezeket 5% CO,
jelenlétében 37°C-on 72 6ran at inkubaltuk.
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6.7.3 Az eredmények elbirdldsa, dokumentédldsa és értékelése

A lemezeket a 24. a 48. és a 72. 6rdban szemmel birdltuk el, a véjulatokban 1évo leves
zavarossaganak megléte vagy hidnya alapjan. Az eredményeket lemezenként kiilon adatalapon és

elektronikus forméban is rogzitettiik.

Azt a H. somni torzset, amelynek pozitiv kontrolljdban nem tapasztaltunk baktériumnodvekedést

vagy a negativ kontrolljidban lathat6 baktériumszaporodds volt, kizartuk az értékelésbol.

Az eredményeket Osszesitve, valamint dallatfajonként és anatomiai eredet szerint lebontva
elemeztiik, ezenkiviil vizsgéltuk az antibiotikum-érzékenység €s a torzsek izoldldsanak idépontja

kozti Osszefiiggéseket.
Az antibiotikumok minimdlis gdtlo koncentrdciojdanak (MIC-értékének) meghatdrozdsa

A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységének leves-mikrohigitdsos vizsgdlata sordn az

s 2z

s 2z

antibiotikum azon legkisebb pg/ml-ben kifejezett koncentricidjat jelzi, amely standard
koriilmények kozott a szemmel l4thaté baktériumnovekedést megakaddlyozza. Eredményeink
alapjan meghataroztuk a 24. 6raban a vizsgalt H. somni torzsek 50%-anak (MICsgp), 90%-4nak
(MICy) és 100%-anak (MIC,g0) novekedését gitolni képes antibiotikum-koncentracidkat, valamint
az Osszes torzs eredménye alapjdn megadhaté minimdlis gatld intervallumokat. Ezenkiviil
allatfajonkénti csoportok szerint és az 0sszes torzsre vonatkozéan meghataroztuk a leggyakrabban

eléfordulé MIC értéket, az eredmények moduszat.

A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységének meghatdrozdsa

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgdlatok eredményeinek elemzése sordn az NCCLS M31-A2
(2002) dokumentumadban meghatarozott értékelési zondkat alkalmaztuk. Az érzékenységi zondk

adatait a 5. tablazat tartalmazza.

Az értékelés soran megkiilonboztettiik az adott antibiotikumra érzékeny (E), mérsékelten érzékeny

(ME) valamint az antibiotikumnak ellendll6 (rezisztens, R) torzseket.

5. tablazat. A vizsgalt antibiotikumok értékelési hatarai (NCCLS, M31-A2, Table. 2.: 2002)

e . Ertékelési zonak (ug/ml)
Antibiotikum 6 MEP R
Enrofloxacin <0,25 0,5-1 2<
Florfenikol <2 4 8 <
Gentamicin <4 8 16 <
Penicillin-G <2 - 4<
Tetraciklin <4 8 16 <
Tilmikozin <8 16 32 <

“érzékeny;, "mérsékelten érzékeny; ‘rezisztens
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7. Eredmények

7.1  H. somni torzsek izolalasa kérodzokbol

7.1.1 A H. somni torzsek eredete

A mintagyljtés sordn, Magyarorszdg 5 megyéjének, 9 szarvasmarha és 10 kecskeallomédnyédban
gyljtott 652 tamponminta vizsgédlata sordn Osszesen 56 (8,6%) tenyésztési, morfoldogiai és
biokémiai szempontbdl H. somni-nak meghatdrozott baktériumtorzset izoldltunk (3., 4. és 5.
fiiggelék).

Hat szarvasmarha-dllomédny 155 dallatdbol szarmazdé 215 hiivelytamponmintabdl 5 4llomédny 38

(17,7%) mintaja lett pozitiv, mig egy allomany mentesnek bizonyult H. somni-tol.

Tiz kecskedllomany 205 genitélis eredetli tamponmintdinak vizsgdlata sordn 11 (5,4%) H. somni
torzset azonositottunk. A pozitiv mintdk két dllomanybdl szarmaztak, mig nyolc dllomédny mentes
volt tenyésztéses bakterioldgiai vizsgdlatok alapjan a kérokozotol. A kecskedllomanyokban gytijtott

orrtamponmintdk vizsgdlata minden esetben negativ eredménnyel zrult.

A tanszékiinkre érkezett, harom szarvasmarha-alloméanybdl szarmazé 26 orrtampon- és 1 tiidominta
vizsgalata sordn 7 (25,9%), klasszikus bakteriolégiai mdédszerekkel H. somni-nak meghatéarozott
torzset izoldltunk. Mindegyik dllomadnyban igazoltuk a H. somni jelenlétét. Az orrtamponmintak

primer tenyészeteiben a H. somni gyakran fordult eld Pasteurella multocidd-val egyiitt.

A munkénk sordn gytijtott baktériumtorzsek részletes adatait a 6. tablazat tartalmazza. Az 1. abra
mutatja az altalunk izoldlt és a tanszéki torzsgylijteményben kordbban elhelyezett H. somni torzsek

foldrajzi eloszlasét.

7.1.2 A H. somni eloforduldsa kecskék genitdlis nydlkaharty4jan

Két kecskedllomany genitdlis nyédlkahartydir6l szairmazé tamponmintdkbdl tenyésztési, morfoldgiai
€s biokémiai tulajdonsidgai alapjan Osszesen 11 H. somni-nak meghatdrozott baktériumtorzset
izolaltunk. Mindkét pozitiv dllomanyt juhokkal egyiitt tartottdk és a mintdkat a parzasi idészakban

vettiik.

A 9. szamu (Baskd) allomany anyadllataib6l szdrmaz6 14 hiivelytamponmintabdl 8 (57,1%),
valamint az ugyanitt tartott két bak tasak- és egy hermafrodita allat ivari nyildsabdl szdrmazé
tamponmintdkbol 1-1 H. somni torzset izoldltunk. Az Osszes mintét tekintve, a H. somni izolélési
ardny 58,5% volt. A masik dllomanyb6l (8. szdamd - Erdobénye) szdrmazé 26

hiivelytamponmintabdl 1 (3,8%) H. somni torzset izolaltunk.
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A 10 kecskedllomdnyb6l szdrmazé orrtamponmintdk egyikébdl sem lehetett H. somni-t izoldlni. A
tenyésztéses bakterioldgiai vizsgdlatok sordn 8 dllomdny 158 dllata H. somni-t6l mentesnek

bizonyult

6. tablazat. A mintagylijtés sordn izoldlt H. somni torzsek adatai

A mintavétel A mintak A mintak eredete
idépontja helye szama allatfaj tiid6 orr hiively tasak
a 9/47
2006.09.21 Dalmand (D) 47 szarvasmarha (19,1%)
P . 1/1
2006.09.26 Tolnanémedi (T) 11 szarvasmarha (100%) 0/10
2006.10.04  Mezokeresztes (M) 22 szarvasmarha 3/22
o (13,6%)
2006.11.14 Mohics (IV) 20 szarvasmarha 5/20
T 25%)
14 3/26
2006.11.20 Békés (B) 26 szarvasmarha (11,5%)
2006.12.15 Dabas (VI) 20 szarvasmarha 0/20
p 8/20
2007.02.20 Pé4pa (P1) 20 szarvasmarha 40%)
p 12/20
2007.03.20 Pé4pa (P2) 20 szarvasmarha (60%)
2007.04.17 Pé4pa (P3) 20 szarvasmarha 8/20
(40%)
2007.05.22 Pé4pa (P4) 20 szarvasmarha 8/20
(40%)
5/9
2007.09.21 Tarhos (VII) 9 szarvasmarha (55.6%)
2007.10.09  Nemesszalok (VIIT) 7 |szarvasmarha 17
(14,3%)
2008.03.27 Sz616sardo (1) 40 kecske 0/20 0/20
2008.03.27 Zadorfalva (2) 40 kecske 0/20 0/19 0/1
2008.03.27 Kurityan (3) 40 kecske 0/20 0/20
2008.05.22 Abod (4) 50 kecske 0/25 0/24 0/1
2008.05.22 Szalonna (5) 32 kecske 0/16 0/15 0/1
2008.05.22 Szuhogy (6) 28 kecske 0/14 0/13 0/1
2008.09.18 Vamosujfalu (7) 40 kecske 0/20 0/18 0/2
2008.09.18 Erdébénye (8) 60 kecske 0/30 1726 0/4
3,8%)
) 8/14 1+1/241°
2008.09.18 Basko (9) 34 kecske 0/17 (57.1%) (66,7%)
2008.09.18 Basko-Koroshegy (10) 46 kecske 0/23 0/22 0/1
. C e e 11/205
Kecske 1égz6szervi mintak: 0/205 | Kecske genitdlis mintak:
(5,4%)
Szarvasmarha 1égzészervi 7127 Szarvasmarha hiively 38/215
mintak: (25,9%) | mintak: 17,7%)

Mintak osszesen: 56/652 (8,6%)

“a mintdk jel6lését zdrdjelben tiintettiik fel;
hermafrodita allat ivari nyilasdbl szarmazé +1 minta
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7.2 A H. somni torzsek azonositasa

7.2.1 Tenyésztési tulajdonsagok

A megfelel6 tenyésztési modszerek alkalmazasakor, a 48
Ords inkubacids id0 végén a H. somni-ra jellemz06 kerek,
lapos, csillogd, 1,5 mm atmérdjii, jellegzetesen sirga
pigmentaltsagu telepeket kerestiink (2. abra), 48 6ranal
hosszabb inkubéciés id0 esetén a telepek ellapultak,
kozepiikon kiemelkedés keletkezett, tiikortojas-szertivé
véltak, ez a telepmorfolégiai valtozas kiillondsen a juh

eredetli torzsekre volt jellemzo.

Egy szarvasmarha hiively eredetli torzs esetében

aerotoleranciat figyeltiink meg.

2. abra. A H. somni telepei CSA-n (37°C-on,
5%CO, jelenlétében 48 6ras inkubaci6 utan)

A baktériumtelepek az izoldtumok tobbségében
vajkonzisztencidjiak voltak, a taptalaj feliiletérdl kaccsal konnyen le tudtuk emelni Oket. A friss
kortani elvéltozdsokbodl izoldlt szarvasmarha 1€gzoszervi eredetli torzsek azonban inkdbb lagyabb

allaguak, valamint a taptalajrél nehezen leemelhetOk voltak.

Az oxigéntlird szarvasmarha hiively eredetli H. somni torzs tenyésztése sordn, valamint néhdny

sz 2

A H. somni szintenyészetet tartalmazé Petri-csésze kinyitasakor, rovid ideig jellegzetes, igen csipds
szagot lehetett érezni.
Munkénk sordn alkalmazott tenyésztési médszerekkel a H. somni torzsek hemolizdlo képességét
nem tudtuk vizsgdlni.
A téptalajhoz adagolt 100 ug/ml ciklohexamid nem befolyasolta a H. somni torzsek novekedését és

telepmorfologidjuk alakuldsat sem.

7.2.2  Morfoldgiai és biokémiai tulajdonsdgok

Az izolalt H. somni torzsek 48 Ords tenyészeteibdl késziilt Gram-szerint festett kenetekben minden
esetben Gram-negativ, apré (1-2 um x 0,4-0,5 um), pleomorf palcédkat lattunk. Fonalakat ritkan,
leginkdbb a friss klinikai izoldtumok esetében figyeltiink meg, de tobbszori dtoltast kovetden
tobbnyire todmzsi coccoid-palcakat lattunk.

A baktériumsejtek egyenletesen, de néha igen halvanyan festddtek. A kenetekben er6sebben fest6dd
szemcsék jelenlétét nem tapasztaltuk.

A 48 oras tenyészetek szuszpenzidjinak faziskontraszt mikroszképpal végzett vizsgilata sordn

mozg6 alakokat egyetlen torzs esetében sem lattunk.
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Az izolalt H. somni torzsek morfolégiai és biokémiai tulajdonsagait az 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat. A H. somni genus szintll azonositdsa sordn vizsgélt tulajdonsdgai (121 H. somni torzs)

CO,-igény + (120)*

Festodés Gram-szerint - (0)

Alak, méret 1-3 um x 0,5-0,6 um coccobacillus
Mozgis -

Kataldz enzim termelés - (1)

Citokrém-oxiddz C enzim termelés + (121)

Indoltermelés + (118)

“pozitiv torzsek szamadt zérdjelben tiintettiik fel

7.2.3 A torzsek azonositdsa szénforrds-hasznositds alapjan

A BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM a vizsgalt torzsek 83%-at fajszinten azonositotta, 56%-ban
a H. somni-t jelolte meg legval6szinlibb fajként, a torzsek tovabbi 21%-at masodik legvaldsziniibb
fajként azonositotta, mig 6%-ban a harmadik helyen vagy ennél hatrébb helyezte el a rendszer a

baktériumot.

A vizsgalatokba vont ATCC-43625 és ATCC-700025 szamu H. somni tipustorzseket a rendszer

100%-os valdszintiséggel, fajszinten azonositotta.

A fennmarad6 17 baktériumtorzset (17%) 8 esetben (8%) genus-szinten azonositotta a rendszer,
mig tovdbbi 8 torzset (8%) nem ismert fel, de a H. somni-t adta meg a legval6szinlibb torzsek
listdjan az elsd (5%) vagy masodik (3%) helyen.

A torzsek 1%-énak szénforrds-hasznositdsi mintdzata alapjan a rendszer nem jelolte meg a H.
somni-t a lehetséges torzsek listajan.

A rendszerrel végzett azonositds részletes adatait a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat. 100 H. somni torzs BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM segitségével végzett
azonositasanak részletes adatai

Eredet Szarvasmarha légzészervi Szarvasmarha hiively
Azonosités Sp ID* Gen ID" No ID* Sp ID Gen ID No ID
1. helyen 62,5% 2,5% 7,5% 45,0% 10,0% 10,0%
2. helyen 12,5% 5,0% 2,5% 15,0% — 5,0%
2 < helyen 5,0% — 2,5% 15,0% — —
Eredet Juh genitalis Kecske genitalis
Azonositas Sp ID Gen ID No ID Sp ID Gen ID No ID
1. helyen 66,7% 3,7% — 18,2% — —
2. helyen 18,5% 7,4% 3,7% 72,7% — —
2 < helyen — — — 9,1% — —
Eredet ATCC Osszes torzs
Azonositas Sp ID Gen ID No ID Sp ID Gen ID No ID
1. helyen 100,0% — — 56,0% 4,0% 5,0%
2. helyen — — — 21,0% 4,0% 3,0%
2 < helyen — — — 6,0% — 1,0%

“fajszintii azonositds; "genus-szintii azonositas; ‘nem lehetett azonositani a torzset
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7.2.4 Azonositds a 16S rDNS részletének vizsgdlataval

A genus szinten végzett baktériumazonositas igazolasa érdekében 15 H. somni torzs 16S rRNS

génrészletének vizsgdlatat végeztiik el.

A vizsgélatokba vont 3 kecske eredeti H. somni torzs 16S rDNS részletének (382 bp)

bazissorrendje 100%-ban megegyezett egymdssal. A 8/17 H. somni torzs amplikonjdnak
bazissorrendjét a 3. abra mutatja be, valamint az EU708473 azonosit6 szammal a Génbankbdl on-

line letolthetd (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).

1

61

121

181

241

301

361

caacgcgaag
ccttecgggag
gggttaagtc
actcaaagga
ggcccttacg
gcgagggtaa
tccatgaagt

aaccttacct
cttagagaca
ccgcaacgag
gactgccggt
agtagggcta
gcgaagctca

cggaatcgct

actcttgaca tcctaagaag

ggtgctgcat
cgcaaccctt
gataaactgg
cacacgtgct
gaaagtacgt
ag

ggctgtecgte
atcctttgtt
aggaaggtgg
acaatggcgt
ctaagtccgg

ccgccagaga
agctecgtgtt
gccagcatgt
ggatgacgtc
atacagaggg
attggagtct

tggtggtgtg
gtgaaatgtt
tagggtggga
aagtcatcat
aggcgagcct

ggaactcgac

3.abra. A 8/17 H. somni torzs 16S rDNS 382 bp hosszisagu szakaszanak bazissorrendje

7.2.5 A szénforrds-hasznositidson alapuld, valamint a 16S rDNS alapu

azonositas 0sszehasonlitasa

9. tablazat.
alapuld azonosithatosaguk

A 16S rDNS alapjan azonositott H. somni torzsek €s szénforrds-hasznositason

TORZS SZARMAZAS IZOLALAS
; , BIOLOG

SZAMA ALLATFA)J SZERV HELYE
24/99 juh ond6 Mezonagymihaly 1.* H. somni, 90%"
25/99 juh ond6 Mezbénagymihély Genus ID", 2. H.somni
26/99 juh ond6 Mezonagymihaly 2. H. somni, 1%
27/99 juh ond6 Mezonagymihaly 2. H. somni, 11%
28/99 juh ond6 Mezonagymihaly 2. H. somni, 17%
34/99 juh ond6 Mezonagymihaly Genus ID, 2. H.somni
41/99 juh ond6 Mezonagymihaly 1. H. somni, 99%
15/00 borju tiido MTA-ATKI 1. H. somni, 98%
16/00 borji tiid6 MTA-ATKI No ID, 1. H. somni
6/01 borju tiido Balmazijvaros 1. H. somni, 97%
21/01 borju tiido Ostffyasszonyfa Genus ID, 1. H. somni
57/03 borji tiidé MTA-ATKI 1. H. somni, 67%
9/13 kecske hiively Baské 3. H. somni, 1%
9/15 kecske tasak Baské 2. H. somni, 36%
8/17 kecske hiively Erdobénye 1. H. somni, 99%

*a legval6szinlibb torzsek listdjan elfoglalt pozicié; "az azonositds pontossdgdnak mértéke; ‘genus-szinten tortént
azonositas

A 9. tablazat adatai alapjan lathat6, hogy a BIOLOG rendszer altal fajszinten nem azonositott
baktériumtorzsek mindegyike, a 16S rDNS részletének vizsgédlata alapjan H. somni-nak bizonyult,

azaz a rendszer téves negativ eredményeket adhat. A 9. tablazat adatai szerint, a szénforras-
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hasznositds alapjan H. somni-nak meghatdrozott baktériumtorzsek azonossidgat a genetikai

vizsgalatok minden esetben aldtdmasztottak, a rendszer nem adott tévesen pozitiv eredményeket.

7.3 A H. somni torzsek szénforras-hasznositasa

7.3.1 A szénforrds-hasznositdsi vizsgdlatok eredményei

A szénforrds-hasznositdsi vizsgdlatok eredményeit allatfajonkénti csoportositdsban, valamint

Osszesitve a 10. tablazat tartalmazza.

A rendszerhez tartoz6 adatbazis alapjin a H. somni torzsek 100%-a képes hasznositani a dextrint, az
N-acetil-D-gliik6zamint, a D-fruktézt, az a-D-gliikkézt, a D-mannitot, a turandzt, a piroszélésav-
metilésztert, valamint az a-keto-vajsavat, mig a torzsek tobb mint 90%-a tudja hasznositani a D-

cellobiézt, a D-manndzt, a D-szorbitot, a D-trehal6zt és az uridint (11. tablazat).

Az anyagcsere-ujjlenyomat vizsgélatok sordn, a 100 H. somni torzs Osszesen 40-féle szénforras
hasznositdsara volt képes, amelyek koziil 16-ot a torzsek tobb mint 50%-a tudott metabolizdlni, mig
55 szénforrast a torzsek egyike sem volt képes hasznositani. A térzsek 100%-a tudta hasznositani a
dextrint és az a-D-gliikkdzt, mig az N-acetil-gliik6zamint, a D-frukt6zt, a D-mannitot, a D-szorbitot

€s a turandzt a torzsek legalabb 90%-a volt képes metabolizalni.

A szarvasmarha 1égz0szervi eredetli 40 H. somni torzs 28 kiilonbozd szénforrast tudott hasznositani.
A dextrint és az o-D-gliik6zt ebben a csoportban is torzsek 100% bontotta, a tobbi szénforrast
hasznositani képes torzsek ardnya azonban nem haladta meg a 90%-ot. A nem hasznosithatd

szénforrdsok szama ebben a csoportban 67 volt.

A szarvasmarha hiively eredetli H. somni torzsek 35-féle szénforrast metabolizéltak, amelyek koziil
a dextrint, a D-fruktézt, az a-D-gliik6zt, a D-mannitot, a D-szorbitot és a D, L-tejsavat, azaz

Osszesen 6 szénforrast a torzsek 100%-a hasznositott.

A juh genitalis eredetli torzsek 100%-a négy (dextrin, a-D-gliikk6z, manndz, turanéz), mig a torzsek
90%-a az elobbieken kiviil tovabbi négy (N-acetil-glikk6zamin, D-mannit, D-szorbit, a-keto-vajsav)
szénforrdst metabolizalt. A csoportba tartozé torzsek altal hasznositott 32 kiilonb6zd szénforras

koziil kilencet a torzsek legfeljebb 10%-a hasznositotta.

A 11 kecske eredetli H. somni torzs 22 kiilonbdz6 szénforrds hasznositdsara volt képes, ebbdl a
dextrint, az N-acetil-D-gliik6zamint, a D-cellobi6zt, a D-fruktézt, az a-D-gliikkézt, a D-mannitot, a
D-mannézt, a D-szorbitot, a turandzt, az a-keto-vajsavat, a D, L-tejsavat és a D-gliik6z-6-foszfatot a

torzsek 100%-a, mig a D-trehal6zt 90%-uk metabolizélta.
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10. tablazat. A BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM rendszerével vizsgdlt H. somni torzsek
szénforras-hasznositasi képessége

Szénforras P Sza.r vasmarhf\ Juh genitilis  Kecske genitslis | “Osszes torzs
1égzoszervi hiively
negativ kontroll b_ — — — —
dextrin 100 100 100 100 100
tween 80 21 36 5 — 18
N-acetil-D-gliikézamin 87 81 93 100 90
D-cellobidz 65 86 72 100 75
i-erythritol — 19 16 — 10
D-fruktéz 89 100 84 100 91
gentiobidz 28 38 43 64 38
a-D-gliikéz 100 100 100 100 100
mezo-inozit — — 5 — <2
a-D-lakt6z — 7 — — <2
maltéz 18 21 28 50 25
D-mannit 84 100 90 100 91
D-mannéz 84 81 100 100 88
D-melibiéz — 17 9 — 6
B-metil-D-gliikozid — 19 14 — 9
D-pszikoz 7 14 9 23 11
D-szorbit 87 100 90 100 91
szachar6z 7 — — — <2
D-trehaléz 72 79 86 91 79
turandz 83 86 100 100 90
xilitol — — 5 — <2
piroszdldsav-metilészter 63 62 22 59 52
ecetsav — 10 — — <2
D-gliikonsav 41 50 43 27 42
a-hidroxi-vajsav 60 79 43 73 60
a-keto-vajsav 83 79 90 100 86
a-keto-glutarsav 7 14 9 — 9
D,L-tejsav 83 100 72 100 85
propionsav — 10 — — <2
borostyankosav 11 14 — 9 9
glitkuronamid — 7 — — <2
L-aszparaginsav 11 21 17 59 20
L-glutaminsav — — 5 — <2
D-szerin — 10 — — <2
urokdnsav 11 45 19 — 19
inozin 23 14 10 — 15
uridin 70 57 48 50 58
timidin 10 12 — — 7
a-D-gliikéz-1-foszfat — — 7 — <2
D-gliik6z-6-foszfat 40 60 66 100 57
Hasznositott szénforrdsok: 28 35 32 22 40
100% 2 6 4 12 2
90% < 2 6 8 13 7
'50% < 15 17 13 19 16
< 10% 4 5 9 1 6
“Az Osszesitett adatok tartalmazzdk az ATCC-43625 és ATCC-700025 szamu tipustorzs adatait is.
®__ = egyetlen térzs sem volt képes hasznositani az adott szénforrast;

“a szénforrds hasznositési ardnya szazalékban kifejezve;

4a torzsek 100%-a 4ltal hasznositott szénforrdsok szama;

“a torzsek legaldbb 90%-a éltal hasznositott szénforrdsok szdma;
'a torzsek legalabb 50%-a ltal hasznositott szénforrasok szdma.
%a torzsek legfeljebb 10%-a dltal hasznositott szénforrdsok szama.

63



A vizsgalt két tipustorzs altal hasznositott szénforrasokat a 11. tablazat tartalmazza. A BIOLOG
adatbézisa altal 100%-osan hasznosithatonak jelolt 8 szénforrds koziil az ATCC-700025 H. somni
torzs 7-et tudott hasznositani, mig az ATCC-43625 H. somni torzs 5-0t, tovabbi két szénforrds
hasznositdsanak elbirdlasakor kétes eredményt allapitottunk meg. Mindkét torzs metabolizélta a
dextrint, az N-acetil-D-gliik6zamint, az a-D-gliik6zt, a D-mannitot és a turan6zt. Az a-keto-vajsavat
€s a piroszolosav-metilésztert az ATCC-700025 torzs hasznositotta, az utébbi szénforrds és a D-
frukt6z tekintetében az ATCC-43625 torzs metabolizdl képessége kétes volt. Az ATCC-43625 H.
somni tipustorzs az o-keto-vajsavat, az ATCC-700025 H. somni tipustorzs pedig a D-frukt6zt nem
tudta hasznositani, annak ellenére, hogy a BIOLOG rendszer adatbdzisa szerint a torzsek 100%-a

képes ezeket a szénforrdsokat hasznositani.

11. tablazat. Két H. somni tipustorzs szénforras-hasznositdsi mintdzata és a BIOLOG
MICROSTATION™ ID SYSTEM H. somni-ra vonatkoz6 adatai
Szénforras Biolog ATCC ATCC
adatbazis 43625 700025

negativ kontroll - _
dextrin 100° + +
N-acetil-D-gliikk6zamin 100 + +
D-cellobiéz 91 + +
D-fruktéz 100 + -
gentiobidz 82 + +
a-D-gliikéz 100 + +
maltéz 27 — +
D-mannit 100 + +
D-mannéz 95 + +
D-szorbit 93 + +
D-trehal6z 95 + +
turandz 100 + +
piroszdldsav-metilészter 100 + +
D-gliikonsav 18 _ +
a-keto-vajsav 100 — +
D,L-tejsav 80 — +
uridin 95 + +
D-gliik6z-6-foszfat 11 + +

Hasznositott szénforrdsok: 41 14 17

“a szénforras hasznositasi ardnya szdzalékban kifejezve
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12. tablazat. A BIOLOG adatbazisban szereplod adatok sszehasonlitasa sajat eredményeinkkel

Szénforras Biolqg Osszes Szénforras Biolog Osszes
adatbazis  torzs adatbazis  torzs

gentiobidz 82° 38 tween 80 5 18
meso-inozit 48 <2 D-pszik6z 2 11
B-metil-D-gliikozid 52 9 D-gliikonsav 18 42
piroszOlosav-metilészter 100 52 a-hidroxivajsav 32 60
a-keto-vajsav 100 86 D-gliik6z-6-foszfat 11 57
inozin 73 15

uridin 95 58

“a szénforras hasznositasi ardnya szdzalékban kifejezve

A vizsgalt klinikai izoldtumok Osszesitett anyagcsere-ujjlenyomata a dextrin és az a-D-gliikkdz

100%-o0s hasznositdsi ardnydban egyezett a BIOLOG rendszer adatbazisdban megadott adatokkal. Az

adatbazisban szamos szénforrds esetében, magasabb hasznositdsi ardny szerepelt, mint az altalunk

vizsgalt torzsek Osszesitett eredménye. A BIOLOG adatbdzis és az altalunk vizsgdlt torzsek

Osszehasonlitasat a 12. tablazat tartalmazza.
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732 A H. somni torzsek szénforras-hasznositisi mintazatanak

0sszehasonlito vizsgilata
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4. abra. 100 H. somni térzs anyagcsere-ujjlenyomata alapjan késziilt torzsfa

A vizsgdlatokba vont 100 H. somni torzs anyagcsere-ujjlenyomata alapjan a BIOLOG MicroLog3
(4.20.05) szoftver altal készitett torzsfa az 4. abran a lathaté. A vizsgalt torzseket szénforras-
hasznositdsuk alapjan 4 csoportba tudtuk osztani, amelyek koziil a legnagyobb csoportba 97 H.
somni tOrzs tartozott, a tovabbi harom baktériumtorzs pedig egyenként kiilon csoportot alkotott. A

dendrogram egymastdl legtdvolabbi két pontjdn két szarvasmarha hiively eredetii torzs taldlhato.

66



5. abra. A szarvasmarha 1égzészervi eredetii H.
somni torzsek elhelyezkedése az Gsszesitett torzsfan

A kecske eredetli H. somni torzsek a torzsfa
egyetlen alcsoportjdban helyezkedtek el, azaz
legfeljebb 3 szénforrds hasznositdsdban tértek el
egymastol.

Az Osszesitett torzsfa alapjan szdmos esetben az
somni torzsek

eltéré allatfajbol szarmazé H.

egyetlen tulajdonsdgban sem tértek el egymastol

A 100 H. somni torzs anyagcsere-ujjlenyomata

alapjan  késziilt torzsfa elemzése sordn a

dendrogram f0 d4gin taldlhat6 szarvasmarha
1égz0szervi eredetli torzseket tovabbi 5 alcsoportra
osztottuk, melyek eloszldsa a 5. abran lathato.
Ezek koziil két alcsoport szdmos torzset magéaba
foglalt, amelyek koziil a nagyobbikba (2.) 18
torzs, a kisebbikbe (5.) pedig 6 H. somni torzs
tartozott.

A két alcsoportot tovdbbi  kisebb
alcsoportokra osztottuk, az ezekbe tartozo
torzsek egy, legfeljebb két tulajdonsdgban

tértek el egymastol.

002/87 | 71/95 |Matrader2 |

T T T T T T T T T T T
10 3 0

=

6. abra. A szarvasmarha 1égzdszervi eredetii H.
torzsek anyagcsere-ujjlenyomata alapjan késziilt torzsfa

somni

A szarvasmarha 1égzdszervi eredeti H.

somni  torzsek  szénforrds-hasznositasi
képessége alapjin készitett dendrogramot a
6. abra mutatja, amelyen az eltérd szinek
kiilonboz6 allomanyokat jelolnek, mig a
jeloletlen torzsek kiilonbozodllomanyokbdl

szarmaz0 egyediili izolatumok.

A szarvasmarha 1égzdszervi eredetll

torzseket anyagcsere-ujjlenyomatuk
alapjan a rendszer két csoportra osztotta. A

torzsfa egyik dgan 40 torzs szerepelt, a

madsik csoportot pedig 1 torzs alkotta, amely 12 szénforrds hasznositasdban tér el a tobbi torzstol.



A 6. abran lathat6, hogy minden dllomany esetében a vizsgalt izolatumok legaldbb két, egymastdl

elkiiloniild alcsoportba tartoznak, tovdbbd egy édllomédny esetében (sziirke szinii négyszogek), a

kiilonb6zd idopontban izoldlt torzsek kdvetkezetesen ugyanabba a két alcsoportba tartoznak.

Py
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7. abra. A szarvasmarha hiively eredetii H. somni
torzsek elhelyezkedése az Osszesitett torzsfan
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8. abra. A juh genitélis eredetli H. somni torzsek
elhelyezkedése az Osszesitett torzsfan

A szarvasmarha hiively eredetll H. somni torzsek
esetében 3 kisebb és 1 nagyobb alcsoportot tudtunk
a torzsfa fo6 dgan elkiiloniteni (7. abra). A 2. és 4.
alcsoportba azonos dllomanybdl (Dalmand, Papa)
szdrmazd torzsek tartoztak, ugyanakkor egy
allomany izolatumai minden esetben legaldbb két,
esetenként tobb alcsoport kozott oszlottak el. A
torzsfa négy, egymadstdl legtavolabb elhelyezkedd
pontjan szarvasmarha hiively eredetli torzseket
talaltunk (ezeket piros nyillal jeloltiik), amelyek
koziil két torzs azonos dllomdnybdl (Dalmand)

szarmazott.

A 8. abran lithatd, hogy juh genitdlis eredetii
torzseket két nagy alcsoportra lehetett osztani,
valamint a torzsfan harom H. somni tOrzs,
ondlléan, elkiiloniilten helyezkedett el (ezeket
piros nyillal jeloltiik).

A szarvasmarha hiively-, a juh- és kecske genitalis
eredetii torzsek csoportonként készitett torzsfii
nem szolgdlnak kiegészitd eredményekkel a 100
H. somni torzs kapcsolatait dbrdzold torzsfahoz

képest, ezért a dolgozatban nem szerepelnek.
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74 A H.  somni torzsek vizsgalata pulzdld6 mezejl
gélelektroforézissel

A 99 kiilonbozo eredetl H. somni torzs Smal enzimmel
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végzett emésztéses vizsgdlata sordn, 78 esetben

kaptunk a baktériumtorzs jellemzésére alkalmas képet.
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Az enzim altal nem emésztett torzsek kozott volt az

ATCC-700025 és ATCC-43625 szamu H. somni
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tipustorzs is. A PEGE-vel vizsgalt torzsek kapcsolatai a

9. abrann lathatok.

A torzsek  elhelyezkedése a  dendrogramon
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allatfajonkénti  eloszlast mutatott, de mind a

3=

szarvasmarhdbol — légzdszervi- és hiively eredetliek
egyardint —, mind pedig a juh genitdlis mintdkbol
szarmazd torzsek tobb elkiiloniilt csoportra oszlottak.

Az elemzdprogram 0sszesen 8 csoportot, 10 rokon part,

valamint 18 genetikailag fiiggetlen torzset hatdrozott

meg.

A 9. abran feketével a szarvasmarha 1égzdszervi

eredetli, kékkel a szarvasmarha hiively eredetll

-]

torzseket jeloltiik. A sarga szin a kecskébdl szdrmazo

torzseket jelzi, mig a r6zsaszin a juhokbdl szarmazdkat.

Az ATCC-43625 szamu tipustorzset zold szinnel, mig

az ATCC-700025 szami H. somni torzset pirossal
jeloltik. A 9. abra csupan szemléltetd jellegli, a
pontos, elektronikus formdban rendelkezésre 4llo

torzsfa, annak nagy mérete miatt a dolgozatban nem

i ¥ -
= J 4 - i -

szerepel.

A 9. abran lathat6 dendrogramon egyetlen esetben sem

i

T ilﬂ T T T T 108
9. abra. A PFGE-vel vizsgalt 99 H. somni torzs
teljes genom mintazata alapjan megallapithaté
Osszefiiggések

alapjan a torzsek 70%-a 100%-ban azonosnak bizonyult, az dsszes torzs hasonldsaga pedig 90%-on

figyeltiik meg két eltérd eredetli H. somni torzs 100%-

os hasonldséagat.

A kecske genitdlis eredetli torzsek PFGE eredményei

beliili volt
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10. abra. A juh genitalis és szarvasmarha

hiively eredeti H. somni  torzsek
kapcsolatainak  elemzése @ a  PFGE
eredmények alapjan késziilt Osszesitett
torzsfan

A Smal és Cfr9I enzimmel végzett emésztések eredményeit 18
H. somni torzs esetében Osszevetettiik €s azt taldltuk, hogy a
11, mindkét enzimmel emészthetd H. somni tOrzs mintazata a
két vizsgdlat soran 100%-ban megegyezett (11. abra). Az

abran az azonos torzseket megegyezd szinnel jeloltiik.

A szarvasmarha légzdszervi eredetli torzseket 20%-os
hasonlosaguk alapjan két nagyobb és harom kisebb
alcsoportra lehetett osztani. Egy 4dllomédny esetében tobb,
100%-ban hasonlé restrikcids mintdzata torzset két,
egymdstol eltérd idOben végzett mintagyiijtés sordn
izolaltuk.

A juh genitdlis eredetli torzseket egy nagyobb és két
kisebb alcsoportra tudtuk osztani (ezeket a 10. abran,
pirossal elmeltiik ki) az 6sszesitett PEGE torzsfa alapjén,
tovdbba 3 baktériumtdrzs a torzsfan elkiiloniilten

helyezkedett el (ezeket piros nyillal jeloltiik).

A szarvasmarhahiively-eredetli H. somni torzsek esetén
megfigyelhetd volt 100%-ban hasonld, valamint igen
eltéré makrorestrikciés mintdzattal rendelkezd torzsek egy
allomanybdl torténd izoldlasa is, amit a 10. abran kékkel
karikdzott és kék nyillal jelolt torzsek segitségével
szemléltetiink.
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11. abra. A H. somni torzsek Smal és Cfrol

24/98 ctgl

50/99 smal

= Gelgj1 Smal

r 8025 Smal

enzimmel végzett PFGE- vizsgalatainak
eredményei

70



7.5 A H. somni klinikai és kortani hatdsainak vizsgalata borjak

mesterséges fertdzése soran

7.5.1 Allatok

A orrtamponmintdk kétszeri tenyésztéses bakterioldgiai és specifikus PCR (Saunders et al., 2007)
vizsgélatai alapjan, a kisérlet kezdetekor minden allat tovdbbra is mentes volt H. somni-tdl és M.

bovis-t6l, valamint fizikalis vizsgalattal minden borju klinikailag egészségesnek bizonyult.

7.5.2 Baktériumtorzsek

A 0. és 3. ordban tapasztalt atlagos csiraszamokat (TFE/ml), napi atlagcsiraszamokat (TFE,/ml),

valamint a fertdzési atlagesiraszamot (TFE¢ml) 13. tablazat tartalmazza.

13. tablazat. A fertézéshez haszndlt H. somni-szuszpenziok csiraszamanak alakuldsa
Csoport | H. s. torzs | Csiraszam y hl' nap 3T y h2. nap 3T oh 3. nap 3T
TFE/ml* 4x10%  1x10® | 1x10®°  1x10® | 2x10® = 2x10°
A 343/07 | TFE/ml° 2,5x10° 1x10® 2x10°
TFE/ml° 1,8x10°
TFE/ml 8x107  7x10” | 6x10’  6x10" | 5x10"  3x10’
B 344/07 | TFE/ml 7,5%107 6x10’ 4x10’
TFE¢/ml 5,8 x10’

F P .z 2 3 2 b P . 7z . 7 P 7 7 .
“a baktérium-szuszpenzié dtlagos csiraszdma; “a baktérium-szuszpenziok napi atlagcsiraszdma; ‘a  baktérium-
szuszpenziok fert6z€si atlagesiraszama

A hdrom egymdst kiveté aeroszolos fertézés sordn az A csoportba tartozé borjak ~ 2x10° TFE/ml,
mig a B csoport dllatai ~ 6x10” TFE/ml csiratartalmu szuszpenzi6t lélegeztek be.
A fert6z6 anyag 3 6rén 4t tartd hiitése alatt jelentds csiraszam-csokkenést nem tapasztaltunk.

A csiraszdmlalasok sordan H. somni-t6] eltérd telepmorfoldgidju baktériumokat nem figyeltiink meg

a CSA lemezek feliiletén.

7.5.3 Klinikai tiinetek

A fertdzott csoportokban az elsd klinikai tiinetek a fertdzést kovetd 7. napon (D7) jelentek meg,
ekkor a rektdlis homérséklet emelkedését, valamint kozepesen sulyos 1égzdszervi tiineteket
tapasztaltunk. A megfigyelési idoszak tovdbbi hét napjdn a borjakat savos orrfolyds, konnyezés,

emelkedett 1égzésszam és magasabb testhomérséklet jellemezte.

A 7. napon a fertdzott csoportokban a 1égzdszervi pontszim és az dtlagos testhOmérséklet
szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll csoportban, a fertdzott csoportok kozott jelentds

kiilonbség nem mutatkozott. A kisérlet teljes megfigyelési idOszaka alatt az A és B csoportban
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megallapitott 1égz0szervi 6sszpontszam és atlagos testhOmérséklet szignifikdnsan meghaladta a C
csoportban tapasztalt értékeket. A fertdzott csoportokban rogzitett értékek kozott szignifikdns

eltérés nem mutatkozott.

A kisérlet kezdetén mért testtomegek csoportonkénti atlagaban kiilonbséget nem tapasztaltunk,
azonban a megfigyelési idoszak végén ugyanez az érték a kontroll csoportban magasabbnak

bizonyult, mint a fert6zétt csoportokban, de az eltérés nem volt szignifikdns.

A testtomeg-gyarapoddsok csoportonkénti dtlaga azonban a C csoportban szignifikdnsan magasabb
volt, mint az A és B csoportokban, ugyanakkor a fertdzott csoportok ezen értékei kozt is
szignifikdns (p < 0,05) volt a kiilonbség. A klinikai tiinetek €s a statisztikai elemzés Osszesitett

adatait az 14. tablazat mutatja.
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7.5.4 Korbonctani vizsgélat

A koérbonctani vizsgdlat sordn mindhdrom csoport minden dllatdban hurutos bronchopneumoniét
tapasztaltunk, melyek kiterjedtsége nem, de jellege jelentdsen eltért a fertdzott és a kontroll
csoportok esetében. A fertdzott csoportokban 5-5 heveny, 1 félheveny — B csoport — valamint 1
idiilt eset — A csoport — keriilt megéllapitdsra. A kontroll csoportban 3 félheveny és 2 idiilt
elvaltozast tapasztaltunk (15. tablazat).

A fertdzott allatok tiidejének elvaltozasai
a teljes tidé 19,8 - 61,0%-dra (A
csoport), valamint 20,3 - 50,4%-éra (B
csoport) terjedtek ki és fOként az eliils
lebenyeket érintették. A jobb
csucslebeny érintettsége az A csoportban
minden esetben 95% vagy a feletti volt,
mig a B csoportban ugyanezen
lebenyben 6t esetben 100%-o0s volt az

elvéaltozott teriiletek ardnya.

Az elvaltozott teriileteken a tido

normadlis alaku, kissé megnagyobbodott,

12.4bra.  Heveny bronchopneumonia a tidé cranialis = SOt€tvords — néhédny esetben sziirkés-

részeiben (lobus cranialis és medius); B csoport, 10. allat - . . )
( ) P vOros — szini volt (12. abra), szamos

esetben interlobularis oedema volt megfigyelhetd (13. abra). A tiid6 tapintata enyhén tomottebb,
kissé mirigyes jelleget mutatott, bemetszéskor nem sercegett. A metszéslapra a horgdcskékbdl a
tiild6 Osszenyomdsakor nyalkds, néha gennyszerii valadék volt kinyomhat6 (14. abra). A félheveny
€s idiilt esetekben a kis horgdk fala enyhén megvastagodott. A mellhartya egyetlen esetben sem volt

érintett.

14. abra. Hurutos valadék a horgéeskékben
és egyes horgokben; A csoport 1. dllat

13. abra. Interlobularis oedema a bal
cranialis lebenyben; A csoport, 4. dllat
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A kontroll csoport allataiban a tiidéelvaltozasok szintén a tiid0 cranialis részeire terjedtek ki, ahol
tomottebb tapintatd, kissé sotétebb tiidoteriileteket 14ttunk, nem tapasztaltunk sem interlobularis

oedemadt, sem véladék-felhalmozddast a kisebb légutakban.

7.5.5 Bakterioldgiai vizsgélatok

A kisérlet végén az A csoport orrtampon- €s tiidomintdinak mindegyikébdl izoldlhat6 volt a H.
somni, mig tenyésztéses vizsgdlattal egyetlen nyirokcsomOmintidban sem lehetett igazolni a
koérokozé jelenlétét. H. somni specifikus PCR vizsgélattal az 0sszes orrtampon-, 4 tiido- és 2

nyirokcsoméminta bizonyult pozitivnak ugyanebben a csoportban.

A B csoport mintdinak tenyésztéses bakteriologiai vizsgélata sordn 4 orrtampon-, valamint az
0sszes tiidomintdbol izoldlhaté volt a H. somni, mig a nyirokcsomémintdk vizsgilata ebben a
csoportban is minden esetben negativ eredménnyel zirult. A H. somni specifikus PCR vizsgalat

sordn valamennyi orrtampon-, 5 tiido- és 1 nyirokcsoméminta volt pozitiv ebben a csoportban.

A kontroll csoport a bakteriolégiai vizsgdlatok sordn mindvégig negativnak bizonyult, sem
tenyésztéses bakterioldgiai, sem specifikus PCR vizsgdlattal a H. somni jelenlétét nem lehetett

igazolni. A bakterioldgiai vizsgdlatok Osszesitett eredményeit a 15. tablazat mutatja.

7.5.6 Korszovettani vizsgalatok

A fertdzott csoportokba tartozé dllatok makroszkdposan elvaltozott tiidoteriileteiben a bronchusok,
a bronchiolusok és az alveolusok iiregét tulnyomorészt neutrophil granulocytdk kisebb ardnyban
histiocytdk (alveolaris macrophagok), szétesett sejtek maradvanyai és savés-fibrines exsudatum
toltotték ki. Az inter-lobularis kotoszoveti sovények, valamint az ott taldlhaté vérerek és nyirokerek
erosen kitdgultak, nagy mennyiségli savos-fibrines exsudatum, valamint ugyancsak neutrophil
: granulocyték, macrophagok  és
lymphocytdk halmozddtak fel benniik
(15. abra). Az elvéltozott
tiidélebenyekben elhalast nem
lehetett felismerni. A peribronchalis
nyirokcsomékban hyperaemia,
valamint a subcapsularis és a
medullaris  sinusoidok  neutrophil
granulocytds €és savos besziirddése

latszott (16. és 17. abra).

15. abra. Interlobularis oedema, nyirokértagulat és —thrombus,
heveny bronchopneumonia
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Mindkét fert6zott csoportban 1-1
esetben a tiiddelvéltozdsok enyhébb
mértékiek  voltak, és azokhoz
interstitialis fibrosis is tarsult.

A kontroll  csoport  4llatainak
tidomintaiban a félheveny és idiilt
elvaltozasokat enyhe fibrosis kisérte.
A heveny elvaltozasok -
bronchopneumonia és nyirokcsomo-

gyulladds — korszOvettani  pont-

szdmainak csoportonkénti Osszege

16. abra. A tid6 interlobularis kotdszovetének kitdguldsa,

s . p . PR szignifikdnsan magasabb volt az A és
bronchiolitis és savés-gyulladasos sejtes besziirddés g g

B csoportban, mint a kontroll
csoportban. Az  Osszesitett  kor-
szovettani eredmények és statisztikai

értékelésiik a 15. tablazatban lathato.

17. abra. Heveny nyirokcsomdgyulladas. Neutrophil granulocytas és
savos beivodds a medullaris sinusoidokban

7.6 A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenysége
A vizsgalatok sordn az ATCC-700025 szamu H. somni tipustdrzs MIC értéke minden antibiotikum

esetében az NCCLS M31-A2 (2002) dokumentumaban meghatirozott MIC-intervallumba esett.

7.6.1 A vizsgdlt antibiotikumok minimdlis gidtlé koncentricidja
(MIC-értéke)

A vizsgdlt antibiotikumok H. somni torzsekre vonatkoztatott MIC-értékeit az 6., 7., 8. és 9.

fiiggelék tartalmazza.
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Enrofloxacin

Az enrofloxacin MIC értéke a 38 vizsgdlt H. somni torzs eredménye alapjan 0,015-0,06 pug/ml kozé
esett. A torzsek 100%-at gatolni képes koncentracio (MIC;gp) 0,06 ug/ml volt, mig a MICq, és
MICs érték egyarant 0,03 pg/ml volt. A legtdbb torzset gatolni képes antibiotikum-koncentracié a

0,03 pg/ml volt. Az enrofloxacin kiilonbdz6 eredetli H. somni torzsek esetében tapasztalt legkisebb

s 2z

16. tablazat. Az enrofloxacin MIC-értékeinek (ug/ml) alakuldsa a kiilonféle eredeti H. somni
torzsek esetében
Szarvasmarha Juh Kecske Osszes
légzészervi hiively genitalis genitalis torzs
MIC intervallum | 0,015-0,06" 0,03-0,06 0,03 0,015-0,03 0,015-0,06

MIC oo 0,06 0,06 0,03 0,03 0,06
MICy 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
MICs 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
modusz 0,03 ) 0,03 0,03 0,03 0,03
(93%) (78%) (100%) (100%) (92%)

‘ug/ml; "zaréjelben az adott antibiotikum-koncentréci6 altal gatolt torzsek szdzalékos aranyat jeloltiik

Florfenikol
vont 37 eltéro eredetli H. somni torzs antibiotikum-érzékenységi adatai alapjan. A torzsek 100%-
dnak novekedését a 0,5 pg/ml florfenikolt tartalmazé levestdptalaj gitolta, azonban a legtobb torzs

(97%) novekedését mar 0,25 pg/ml antibiotikum-koncentracié gétolta.

A florfenikol kiilonboz6 eredeti H. somni torzsek esetében tapasztalt legkisebb gatld

s 2z

17. tablazat. A florfenikol MIC-értékeinek (ug/ml) alakuldsa a kiilonféle eredetti H. somni
torzsek esetében

Szarvasmarha Juh Kecske Osszes
légzészervi hiively genitalis genitalis torzs
MIC intervallum 0,25* 0,125-0,5 0,125-0,25 0,125-0,25 0,125-0,5

MIC 00 0,25 0,5 0,25 0,25 0,5
MICyg 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25
MICsg 0,25 0,25 0,25 0,125 0,25
modusz 0,25 0,25 0,25 0,125 0,25

(100%)" (89%) (100%) (60%) (97%)

* ug/ml; *zéréjelben az adott antibiotikum-koncentréci6 altal gétolt torzsek szazalékos aranyat jeloltiik
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Gentamicin

Osszesen 38 H. somni torzs vizsgilata sordn a gentamicin minimdlis g4tlé koncentriciéja 1-8 pg/ml
kozotti érték volt. A leggyakrabban kapott koncentricié érték a gentamicin esetében azonban csak a

torzsek 71%-at volt képes gatolni.

A gentamicin kiilonboz6 eredetli H. somni torzsek esetében tapasztalt MIC-értékének alakuldsat a

18. tablazat tartalmazza.

18. tablazat. A gentamicin MIC-értékeinek (ug/ml) alakuldsa a kiilonféle eredetli H. somni
torzsek esetében
Szarvasmarha Juh Kecske Osszes
légzészervi hiively genitalis genitalis torzs
MIC intervallum 1-8* 1-4 4-8 4 1-8

MIC g0 8 4 8 4 8
MICy 8 4 8 4 8
MICs 4 4 8 4 4
moédusz 4 b 4 8 4 4

(64%) (100%) (100%) (100%) (71%)

* ug/ml; *zéréjelben az adott antibiotikum-koncentréci6 altal gétolt torzsek szazalékos aranyat jeloltiik

Penicillin-G
A penicillin-G legkisebb gitlé koncentricidja, 38 kiilonbozo eredetli H. somni torzs vizsgalatai
alapjan 0,002-0,125 pg/ml ko6zé esett. A vizsgalt torzsek 100%-at a penicillin-G-t 0,125 pg/ml

koncentricidban tartalmazé levestdptalaj gatolta, de a torzsek 90%-aban mar 0,06 pg/ml-es

antibiotikum koncntracié mellett sem tapasztalunk novekedést.

A penicillin-G kiillonboz6 eredeti H. somni torzsek esetében tapasztalt legkisebb gatld

s 2z

19. tablazat. A penicillin-G MIC-értékeinek (ug/ml) alakuldsa a kiilonféle eredetli H. somni
torzsek esetében

Szarvasmarha Juh Kecske Osszes
légzészervi hiively genitalis genitalis torzs
MIC intervallum | 0,004-0,125° 0,002-0,06 0,002-0,015  0,004-0,015 0,002-0,125
MIC g 0,125 0,06 0,015 0,015 0,125
MICyg 0,03 0,06 0,015 0,015 0,06
MICsg 0,008 0,008 0,008 0,004 0,008
modusz 0,008b 0,008 0,008 0,004 0,008
(64%) (78%) (80%) (80%) (73%)

¥ ug/ml; *zéréjelben az adott antibiotikum-koncentréci6 altal gétolt torzsek szazalékos aranyat jeloltiik

78



Tetraciklin

A tetraciklin vizsgélata sordn, 38 H. somni torzs adatai alapjan, az antibiotikum legkisebb gatlo

« e,

gatolta a MIC-intervallum als6 hatdrét képzo 0,25 pg/ml-es antibiotikum koncentracio.

A tetraciklin kiillonbozd eredeti H. somni torzsek esetében tapasztalt legkisebb gatlo

s 2z

20. tablazat. A tetraciklin MIC-értékeinek (ug/ml) alakuldsa a kiilonféle eredetli H. somni
torzsek esetében
Szarvasmarha Juh Kecske Osszes
légzészervi hiively genitalis genitalis torzs
MIC intervallum 0,25-0,5 0,25-0,5 0,25-0,5 0,25 0,25-0,5
MICqo 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5
MICy 0,5 0,5 0,25 0,25 0,5
MICs 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
modusz 0,5 ) 0,25 0,25 0,25 0,25
(100%) (78%) (90%) (100%) (71%)

¥ ug/ml; *zéréjelben az adott antibiotikum-koncentréci6 altal gétolt torzsek szazalékos aranyat jeloltiik

Tilmikozin
A tilmikozint 16 pg/ml-es koncentracidéban tartalmazé levestdptalaj az altalunk vizsgdlt Osszes H.
somni torzs (37) novekedését gatolta, azonban a torzsek 73%-dnak gétldsahoz elegendd volt a 2

pg/ml-es antibiotikum koncentracio.

A tilmikozin kiilonb6z0 eredeti H. somni torzsek esetében tapasztalt legkisebb gatld

s 2z

21. tablazat.

A tilmikozin MIC-értékeinek (ug/ml) alakuldsa a kiilonféle eredetli H. somni

torzsek esetében

Szarvasmarha Juh Kecske Osszes

légzészervi hiively genitalis genitalis torzs

MIC intervallum 1-16* 0,5-2 2-4 2-4 0,5-16
MIC g 16 2 4 4 16
MICy 16 2 4 4 4
MICsy 2 2 2 4 2
. 2 2 2 4 2

modusz (73%)" (100%) (62%) (100%) (73%)

* ug/ml; *zéréjelben az adott antibiotikum-koncentréci6 altal gétolt torzsek szazalékos aranyat jeloltiik
7.6.2 A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységének meghatarozasa

Az értékelési zondk alapjan a vizsgalt H. somni torzsek mindegyike érzékenynek bizonyult
enrofloxacinra, florfenikolra, penicillin-G-re, tertaciklinre és tilmikozinra. A gentamicinre a torzsek
kozel 30%-a csak mérsékelten volt érzékeny.
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8. Kovetkeztetések

8.1 A H. somni el6fordulasa hazai kérddz6 allomanyokban

8.1.1 El6fordulés hazai szarvasmarha dllomédnyokban

A mintagylijtés sordn vizsgalt szarvasmarha-dllomdnyok 88,9%-a, a vizsgélt mintdknak pedig
18,6%-a bizonyult pozitivnak a H. somni jelenlétére. Eredményeink alapjan hazank szarvasmarha-
allomanyaiban a kérokozé gyakrabban fordul eld, mint Finnorszagban (Hirtel et al., 2004), azonban

nem olyan gyakori, mint Dédnia szarvasmarha-4dllomanyaiban (Tegtmeier et al., 1999b).

A szarvasmarhdk hiivelynydlkahartydjan a pozitiv mintdk alapjan 11-40%-ban fordul el6 a
kérokozé. A hisz elohasi isz0 négyszeri vizsgdlata alapjan a baktérium minden mintavétel
alkalmdval legaldbb az dllatok 40%-édban jelen volt, a mintavételek szamanak novekedésével a H.
somni izoldlhatésdga nem csokkent, a mdsodik mintavételkor az allatok 60%-abdl kimutathat6 volt
a kérokozd. A négy mintavétel sordn az dllatok 90%-4abél legalabb egyszer izoldltuk a kérokozot. A
vizsgalatainkba vont 20 4llatot a mintagyiijtési iddszakban egyiitt tartottdk, ami felveti, hogy a
kezdeti 40%-os fertozottségi ardny a korokozo éllatrdl-dllatra kenddése kovetkeztében emelkedett

90%-ra, ugyanakkor nem zdrhat6 ki a baktérium iatrogén tton valé terjedése sem.

A 1égzdszervi mintdk alapjan a vizsgalt dllomanyok 100%-a pozitivnak bizonyult a H. somni
jelenlétére, mig a tamponmintdk és az egy tiidominta vizsgdlata sordn 26%-ban izoldltuk a
koérokozét. Az izoldlds sordn a kérokozé igen gyakran fordult el Pasteurella multocidd-val egyiitt,

ami az utébbi gyors novekedése miatt sokszor nehezitette a primer tenyészetek pontos elbiralasat.

A korokozé orrtamponokbdl torténd izoldlasa annak kismértékii iiritése miatt, valamint az orriireg
mads baktériumokkal esetleg gombdkkal valé szennyezddése kovetkeztében igen nehéz, amit igazol
az is, hogy a tanszéki torzsgyljteményben kordbban elhelyezett szarvasmarha 1égzdszervi eredetii
H. somni torzsek kozott csak egy orrtampon eredetll volt. Vizsgdlataink sordn egy szarvasmarha-
dllomanyban (Tarhos) 2-3 hetes, 1égzdszervi megbetegedés tiineteit mutatdé borjak
orrtamponmintdinak vizsgélata sordn, azok 55,6%-o0s pozitivitdsat tapasztaltuk, mig a masik két
allomanybdl, 3-4 honapos allatokbol szdrmazé orrtamponmintdkban a H. somni izolalhatosaga
5,8%-0s volt. A mintdk vizsgdlata sordn 100 pg/ml ciklohexamiddal kiegészitett CSA lemezeket
hasznaltunk, ami szelektiven gitolta az esetleg jelen 1évd gyorsan nové gombdkat. A vizsgilt
orrtamponmintdk nagymértékli pozitivitdsa magyardzhaté a vizsgalt allatok fiatal kordval, mivel
ebben a korban a materndlis ellenanyagok szintje lecsokken, ami lehetdvé teszi a korokoz6 nagyobb

mértékll elszaporodasat és orrvdladékkal valé iritését. A korokozd izoldldsat jelentOsen
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megkonnyitette a mas mikroorganizmusokat gatlo kiegészitd anyagot tartalmazé CSA hasznélata is

(Slee és Stephens, 1985).

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a hazai szarvasmarha-allomdnyokban a H. somni eldfordulasi
ardnya igen magas, ezért minden esetben javasoljuk a szarvasmarha 1égzdszervi- €s genitdlis
tamponmintdk H. somni izolalaséat is lehetdvé tevd, valamint szelektiv tenyésztési mdédszerekkel
torténd vizsgalatat is.

A szarvasmarhdk genitélis nyalkahartydkon torténd baktériumhordozéasdnak vizsgdlatait minden
esetben kétszer 30 napos idokozzel vett hiivelytamponmintdk alapjan javasoljuk. A 1éguti
nyédlkahartydkon torténd H. somni hordozds ardnydnak orrtamponmintdk alapjan torténd

meghatdrozésara pedig a 2-3 hetes koru borjak vizsgalatat ajanljuk.
8.1.2 A H. somni eléforduldsa kecskedllomanyokban

Tenyésztéses bakteriologiai modszerek alkalmazasaval elsOként igazoltuk a H. somni jelenlétét

kecskében (Janosi et al., 2009).

A H. somni eldforduldsa kecskék genitalis nydlkahdrtydin igen kismértéki, a vizsgdlt dllomanyok
20%-a, mig a tamponmintdk 5,4%-a volt pozitiv. Vizsgalataink alapjan a kérokoz6é nem fordul eld
kecskék orrnyalkahartyajan.

A H. somni jelenlétére pozitiv mintdkat ivarzasi szezonban gyijtottiik, juhokkal kdzosen tartott
kecskedllomanyokban. A juhokat és kecskéket szabadon, egyiitt tartottdk, ami lehetoséget adott a
kosoknak és kecskebakoknak kiilonbdz6 faji ndstény egyedekkel szembeni szexudlis viselkedésre.
A két pozitiv dllomanyban a H. somni el6forduldsi ardnya jelentdsen eltért. A kecskék és juhok
kozel azonos ardnya esetén, a korokozé eléforduldsi ardnya 58,8%-os volt, mig ahol a kecskék kozt
egyetlen kost tartottak, ott 3,8% volt a fert6zottségi ardny. A fertdzott dllomanyokban a H. somni-t a
hiivelytamponmintak 30%-abdl, mig a tasaktamponmintdk 50%-4bol izolaltuk. Ez az eldfordulasi
ardny jelentOsen eltér a Walker és LeaMaster (1986) éltal a felndtt anyajuhok (16%) és kosok

(7,1%) genitélis traktusaban tapasztalt H. somni hordozastol.

A H. somni kecskék genitdlis nydlkahartydin valo el6forduldsa igen szoros Osszefiiggésben van
juhok jelenlétével, mivel mér egy kos jelenléte esetén is izoldlhat6 volt a kérokozé az dllomanyban.
A juhok jelenléte és szama mellett fontos a kecskék H. somni fertdzottsége szempontjabol a kosok

ivarzdsi szezonban tanusitott fajok kozotti szexudlis aktivitdsa is.

A kecskék H. somni hordozdsdnak, a hordozds idotartamdnak, valamint a baktérium esetleges
koéroktani szerepének vizsgdlata terveink kozt szerepel. Ezenkiviil tisztdzni szeretnénk azt, hogy a
tasaktamponmintdk nagyobb ardnyu pozitivitdsinak milyen jelentosége van a kecskedllomanyok H.

somni hordozasaban.
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8.2 A H. somni torzsek azonositasa

8.2.1 Tenyésztési tulajdonsdgok

Az éltalunk izoldlt H. somni torzsek tenyésztési tulajdonsdgaik és telepmorfoldgidjuk tekintetében

igen hasonléak voltak.

Vizsgalataink sordn egy aerotolerans torzset talaltunk, melynek normal 1€gkori koriilmények kozott
valé tenyésztése a telepmorfologia megvaltozasit eredményezte, mig CO; jelenlétében a jelenséget
nem tapasztaltuk. Egyes torzsek —80°C-rdl torténd kioltdsa sordn, 5% CO,-dal dusitott 1égtérben

valé tenyésztésiik ellenére is a telepmorfoldgia hasadasat tapasztaltuk.

Az altalunk izolalt egyes H. somni torzsek telepmorfologidjdnak megvaltozasit valdszintileg a
baktérium szdmdra nem megfeleld tenyésztési vagy téaroldsi koriilmények idézték eld (pl.: CO,-

hidny, ultrahités).

8.2.2 Morfoldgiai és biokémiai tulajdonsagok

Az altalunk izolalt és vizsgdlt H. somni torzsek morfolégiai és biokémiai tulajdonsdgaikat tekintve
tobbnyire egységesek voltak. A klasszikus bakterioldgiai médszerek sikeresen alkalmazhatdk a
koérokozé primer tulajdonsdgainak vizsgdlatdban, a tenyésztési tulajdonsagok vizsgalatdval egyiitt

megfelelden jellemzik a H. somni-t, igy a baktériumazonositas alapjat képezik.

Az indoltermelés vizsgalata sordn, a reakcié elbirdldsa elott az indol éterrel torténd kivondsa a
tdptalajbol jelentosen megnovelte a vizsgdld moddszer érzékenységét, ezért a H. somni torzsek

indoltermelési képességének vizsgdlatakor javasoljuk az éteres kivonds alkalmazasat.

8.2.3 A torzsek azonositdsa szénforrds-hasznositds alapjan

A BIOLOG MICROSTATION™ [ID SYSTEM a vizsgilt ATCC-43625 és ATCC-700025 szadmu
tipustorzseket 100%-os pontossaggal H. somni-ként azonositotta, valamint a vizsgalt torzsek 56%-

anak esetében a H. somni-t jelolte meg a legvaldsziniibb fajként.

A szarvasmarha hiivelybdl szarmaz6 H. somni torzsek vizsgédlata sordn azt tapasztaltuk, hogy az egy
allomany egyedeibdl szdrmazod, tenyésztési, morfolégiai és klasszikus biokémiai tulajdonsagaik
tekintetében megegyezd baktériumtorzseket eltérd hatékonysdggal azonositotta a rendszer. A
rendszer a hiivelytampon eredetli H. somni torzsek koziil dllomdnyonként legaldbb egy torzset 89%-
os vagy anndl nagyobb valdszinliséggel H. somni-nak azonositott, mig szintén minden dllomény
esetében legaldbb egy torzs esetében nem a H. somni-t adta meg, mint legvaldszinlibb fajt. A
jelenséget magyardzhatja, hogy néhdny szarvasmarhahiively-eredeti H. somni torzs szénforras-
hasznositdsi mintdzatdnak vizsgélata csak a torzs tobbszori leoltdsa utdn volt értékelhetd, mivel a

rendszer érzékenysége ellenére nem adtak a MICROPLATE™ lemezeken lathatd szinreakciokat az
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els6 vizsgdlat sordn. Az ilyen inaktiv torzsek tulajdonsdgainak véltoznia kellett ahhoz, hogy a
vizsgalt szénforrdsokat hasznositani tudjdk, ami magyardzatul szolgdlhat a rendszer 4ltal adott

eredmények kozotti eltérésekre.

A kecske eredetli torzseket igen kis hatékonysaggal (18,2%) azonositotta a rendszer, ami felveti,
hogy a nem megszokott gazdafajban valé megtelepedés a kérokozé fenotipusos tulajdonsdgainak

megvaltozdsihoz vezethet.

8.2.4 Azonositds a 16S rDNS részletének vizsgélataval

A 16S rRNS gén részletének vizsgdlata alapjan a H. somni torzseket sikeresen azonositottuk

fajszinten.

A kecske eredeti H. somni torzsek PCR vizsgdlata sordn amplifikdlt 16S rDNS részlet
bazissorrendje mindhdrom torzs esetében 100%-ban azonos volt, ami k6zos fertdzodési forrdsra
utal. Ugyanakkor ez a szekvencia 100%-os hasonldsdgot mutatott egy juh septikaemia eredetli
(Culture Collection University of Goteborg, CCUG-46772) H. somni torzs azonos génrészletének

bazissorrendjével, ami aldtdmaszthatja a kecskék juhoktdl torténd fertdzodését.

8.2.5 A szénforrds-hasznositds és a 16S rDNS alapud azonositas

A 16S rDNS vizsgalata igazolta, hogy a BIOLOG rendszer megbizhatéan azonositotta a H. somni
torzseket, bar egyes, a 16S rDNS vizsgélata alapjan fajszinten azonositott H. somni torzseket nem
ismert fel. A BIOLOG rendszer adatbazisat célszerti bOviteni azon torzsek szénforrds-hasznositdsi
adataival, amelyeket mds mddszerek alkalmazdsdval fajszinten azonositottak, ezdltal a H. somni

torzsek anyagcsere-ujjlenyomat alapjan torténd azonosithatésaga megbizhatobb lesz.

Tévesen negativ eredmény esetén az azonos dllomanybdl szdrmazd, tenyésztési, morfoldgiai €s
elsddleges biokémiai tulajdonsigaik tekintetében azonos baktériumtdrzsek parhuzamos vizsgélata
pontosithatja az azonositdst, azonban uj éllatfajbdl vagy elvaltozasbol torténd izoldlds esetén

elengedhetetleniil sziikséges a H. somni genetikai alapon torténd azonositasa.

8.3 A H. somni torzsek szénforras-hasznositasanak vizsgélata

8.3.1 AKkiilonb6z0 eredetli torzsek szénforrds-hasznositasi képessége

A BIOLOG MISCROSTATION™ ID SYSTEM rendszerével vizsgélt H. somni torzsek mono- és
diszacharidokat, cukoralkoholokat, észtereket, savakat, aminocukrokat és foszfatalt
cukorszarmazékokat, valamint aminosavakat €s nukleozidokat tudtak hasznositani. A rendszer —
mds baktériumfajok vizsgélata sordn tapasztaltakhoz hasonléan (Gyuranecz et al., 2009) — alkalmas

a H. somni szénforrds-hasznositdsdnak vizsgdlatara.
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Az eltér6 eredetli H. somni torzsek szénforrds-hasznositdsi képességében szamos hasonlosigot és

kiilonbséget talaltunk.

A vizsgdlt négy csoport koziil a kecske genitdlia eredetli torzsek hasznositottdk a legkevesebb (22)
szénforrast, melyek koziil 12-t a torzsek 100%-a, valamint tovabbi egy szénforrdst a torzsek tobb
mint 90%-a képes volt hasznositani. A szarvasmarha és juh eredetli torzsekhez viszonyitva a kecske
eredetlieck nagyobb ardnyban hasznositottdk a gentiobiézt, a manndzt és az L-aszparaginsavat.
Mivel a 11 kecske eredetli H. somni torzs koziil 10 egy édllomdnybdl szadrmazott, valamint a
szénforrds-hasznositdsuk alapjan megkozelitdleg 100%-o0s, mig a genetikai vizsgdlatuk alapjin
ténylegesen 100%-os azonossagot éllapitottunk meg a torzsek kozott, ezért a csoportra vonatkozo
tovabbi dltaldnos kovetkeztetésektdl és a tobbi csoporttal torténd dsszehasonlitdasitol tartézkodunk,

a vizsgalt alacsony mintaszdmbol ad6dé hibak elkeriilése érdekében.

A hasznosithaté szénforrdsok tekintetében a szarvasmarha 1égzdszervi eredetli torzsek csoportja
bizonyult a legkevésbé egynemiinek. Az eredmények elemzése sordn, nem taldltunk olyan
szénforrast, amelynek kiugréan magas hasznosithatésidga a csoportot egyértelmiien jellemezné. Az
uridin hasznositdsa ebben a csoportban kissé magasabb volt, mint a szarvasmarha- és juh genitélis
torzseket magiba foglalé csoportokban. Szdmos szénforrds esetében — pl.: a D-cellobiéz és D-
gliik6z-6-foszfat —, a szarvasmarha 1égz0szervi eredetll torzsek hasznositasi képessége elmaradt a
masik két csoportban tapasztalhat6tdl. A csoportba tartozd torzsek anyagcsere-ujjlenyomatainak
kiillonbségeit a torzsek eltérd eredete magyardzza, de nem kizdrhat6, hogy a kérokozé Adltal
eldidézett megbetegedés sordn a gazdadllatban bekdvetkezd folyamatos antigén szerkezeti valtozas

kovetkeztében (Inzana et al., 1992) a torzsek egyéb tulajdonsigai is megvaltozhatnak.

A szarvasmarha hiively eredetli torzsek hasznositottdk a szénforrdsok legnagyobb hanyadat,
amelyek 17,1%-at az osszes torzs képes volt hasznositani. A szarvasmarha genitélis eredetll torzsek
sz€leskorll szénforrds-hasznositdsat Challacombe és mtsai. (2007) is igazoltdk a 129Pt szdmi H.
somni torzs teljes genom vizsgdlata sordn, a szénhidrit-metabolizmusban résztvevd 94 gén
azonositdsdval. A szarvasmarha hiively eredeti H. somni torzsek csoportjanak jellemzésére
alkalmas lehet a D-frukt6z, a D-mannit, a D-szorbit és a D, L-tejsav hasznositdsanak vizsgélata,
mivel mind a négy szénforrdst ebben a csoportban a torzsek 100%-a képes volt hasznositani, mig a
mdsik két csoportban csupdn a torzsek 72-90%-a tudta metabolizdlni azokat. Tovdbbi két
szénforrds, az o-hidroxivajsav és az urokdnsav esetében a csoportba tartozé6 H. somni torzsek
hasznositdsi képessége nagyobb ardnyd volt a masik két csoportban tapasztalhatondl. A felsorolt 4
szénforrds koziil, a torzsek D, L-tejsav-hasznositdsi képessége tért el legjobban a masik két
csoportban tapasztalhat6 értéktdl, igy alkalmas a szarvasmarha hiively eredetli csoportba tartoz6 H.

somni torzsek mas csoportoktdl valé elkiilonitésére.
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A két szarvasmarha eredetli csoportba tartozo torzsek a piroszdlosav-metilészter (~60%) és timidin
(~10%) hasznositdsi képességében lényegesen eltértek a juh eredetli torzsektdl (~20% és 0%

vonatkozdan).

A juh ond6- és here eredetli 27 H. somni torzs koziil 4 szénforrast tudott a torzsek 100%-a
hasznositani, melyek koziil a D-mannéz €s a turandz hasznositdsi képessége a csoportot jellemzd
tulajdonsdg volt, és mintegy 20%-kal meghaladta a mésik két csoportban tapasztalhaté hasznositdsi
aranyt. Az N-acetil-D-gliikkézamin és az a-keto-vajsav hasznositdsi ardnya is magasabb volt a juh
eredetii torzsek esetében. A juh genitdlis eredetli H. somni torzseket magédba foglalé csoport
jellemzésére, valamint tobbi csoporttél valé elkiilonitésére a D-manndéz és a turandz

hasznositdsanak vizsgdlata alkalmas.

8.3.2 A H. somni torzsek szénforras-hasznositasi mintazata

Az Osszesitett torzsfdn szdmos esetben egyes eltérd dllatfajb6l szarmazé H. somni torzsek

nagymértékii, esetenként 100%-os hasonlosagat allapitottuk meg.

A kecske eredetli H. somni torzsek a torzsfa egyetlen alcsoportjdban valé elhelyezkedése tovabbra

is aldtamasztotta azt, hogy ezek a térzsek nagyon szoros rokonsagban allnak egymdssal.

A szarvasmarha 1égzdszervi eredetli H. somni izoldtumok csoportjdba tartozé baktériumtorzsek
szénforrds-hasznositdsi mintdzatuk alapjan igen eltéroek voltak. Szdmos dallomanyban tobb,
egymastol eltérd fenotipusos tulajdonsdgokkal rendelkezd H. somni torzs jelenlétét figyeltiik meg.
Egy allomény esetében (Ostffyasszonyfa) két, egymastol idoben elkiiloniilo mintavétel sordn izolalt
2 torzs kovetkezetesen ugyanazokban az alcsoportokban helyezkedett el, azaz a torzsek tartds

fennmaraddsat figyeltiik meg az dlloméanyban.

A szarvasmarhahiively-eredetli H. somni izolatumok esetében is igazoltuk a szénforrds-hasznositasi
vizsgalatok eredményei alapjan, hogy egyes dllomanyokban (Dalmand, Papa) akér tobb, egymastol
jelentdsen eltérd H. somni torzs lehet jelen, ugyanakkor szdmos, egymdshoz igen hasonld

baktériumtorzs eléfordulasat is igazoltuk.

A szénforrds-hasznositds alapjan vizsgdlt 27 juh ond6- €s here eredetli H. somni torzs koziil 20 torzs
ugyanabbdl az éllomdnyb6l (MezOnagymihdly) szarmazott, amely alapjan a vizsgalt torzsek
nagymértékl hasonldsagat varnank. Az azonos szdrmazdsi dllomany ellenére a torzseket két nagy
alcsoportra lehetett osztani, valamint a torzsfan elkiiloniilten taldlhaté harom H. somni torzs koziil
két torzs MezOnagymihdlybol szarmazott. Ennek alapjan valdszinti, hogy a széleskorii mintagyjtés
sordn az allomdnyban egyszerre jelen 1év0, szamos hasonld és egymadstdl igen eltérd fenotipusos

tulajdonsdgokkal rendelkezd H. somni torzset izolaltunk.
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Az azonos dllomédnyban eléforduld, egymastdl igen eltérd fenotipusos tulajdonsagokkal rendelkezd
H. somni torzsek esetében felmeriil a kérdés, hogy mennyiben befolydsolhatjak a gazdaszervezet

védekezd mechanizmusai a kérokozé megjelend tulajdonsdgait (Inzana et al., 1992).

84 A H. somni torzsek vizsgilata pulzdld6 mezejli
gélelektroforézissel

Eltérd eredetli H. somni torzsek kozott a PFGE vizsgalatok eredményei alapjan egyetlen esetben

sem dllapitottunk meg 100%-o0s hasonlésagot.

A kecske eredetll torzsek makrorestrikciés mintazatdnak 90%-on beliili hasonlosdga a torzsek

nagyfoku genetikai hasonldsagit jelzezte, ami alatdmasztja a torzsek azonos eredetét.

Egyes szarvasmarha 1€gz0szervi eredetli torzsek, amelyek azonos dllomdnybdl (Ostffyasszonyfa),
de idoben elkiiloniild mintavételekbdl szarmaztak, a PFGE vizsgdlatok alapjan 100%-ban hasonl6ak

voltak, azaz az adott torzs az dllomdnyban tartésan fennmaradt.

A szarvasmarhahiively-eredetli torzsek esetében két allomdnyban (Dalmand, Papa) igazoltuk

egymdashoz igen hasonld, valamint kiilonb6z6 torzsek jelenlétét.

A vizsgalt 25 juhbdl szarmaz6 izolatum koziil 17 egy dllomanybdl szarmazott (Mezonagymihaly),
ami alapjan a PFGE vizsgélatok esetében is a torzsek nagyfoku hasonlosdgat varnank, azonban a 3
elkiiloniilten helyezkedd H. somni torzs mindegyikét a MezOnagymihdlyban gyiijtott mintdkbdl
izolaltuk. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az igen hasonld torzsek mellett tobb, igen eltérd
restrikciés mintdzattal rendelkezd, a tobbitol kiillonbozod H. somni torzset izoldltunk egy adott
allomanybol.

Az Smal restrikcids enzim éltal nem emésztett torzsek esetében — mds baktériumfajok vizsgalatdhoz
hasonléan (Silva-Costa et al., 2006) — ajanljuk a Cfr9l enzim hasznalatit, mivel vizsgalataink
alapjan az Smal enzimmel hasithaté H. somni torzsek restrikcidés mintdzata minden esetben 100%-

ban hasonl6 volt a Cfr91 enzim 4altali emésztés eredményeként kapott restrikcids mintdzattal.

85 A H. somni torzsek szénforras-hasznositasi és PFGE
eredményeinek Osszehasonlitdsa

A H. somni torzsek anyagcsere-ujjlenyomatdnak €s a teljes genom makrorestrikcids mintdzatdnak
elemzése sordn tett megdllapitdsok tobb esetben igen hasonldak, ezért elvégeztiik a két vizsgdld
mddszer eredményeinek dsszehasonlit elemzését.

A szarvasmarha 1égzdszervi eredetll torzsek esetében mindkét modszer alkalmazasdval bizonyithat6

volt az Ostffyasszonyfai dllomanyban két H. somni torzs tartés fennmaraddsa. Az allomanybol 3
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kiilonb6z6 idopontban (1995, 1997, 2001) vett mintdkbol izoldlt H. somni torzsek koziil a
szénforrds-hasznositdsi mintdzatuk alapjan két H. somni torzs 1995-ben és 2001-ben torténd
megjelenését igazoltuk (21/01 és 71/95, valamint 22/01 és 69/95), mig a PFGE vizsgalatok alapjan
az 1997-ben és 2001-ben izoldlt (21/01, 22/01, 50/97, 51/97) torzsek 100%-os hasonlésigat
igazoltuk, tehat a vizsgalataink Osszesitett eredményei alapjan két H. somni torzs egy szarvasmarha-
allomanyon beliili tartés jelenlétét igazoltuk, egymast két illetve négy éves idokodzzel kovetd hdrom

mintavételez€s soran.

A szarvasmarha hiively eredetii torzsek mindkét modszerrel torténd vizsgalata a Dalmandi
allomanybdl izoldlt H. somni torzsek esetében tobb, egymdshoz igen hasonlé H. somni torzs
jelenlétét (pl.: D30, D32, D43), valamint az elobbiektdl 1ényegesen elkiiloniilo (pl.: D19)

baktériumtorzs jelenlétét igazolta.

A Mezonagymihaly-beli dlloménybdl szarmazé H. somni torzsek csoportja esetében a szénforras-
hasznositdsi-, €s makrorestrikciés mintdzatok elemzése is megerdsitette, hogy az allomadnyban

szamos, egymdstol eltérd H. somni torzset izolaltunk.

Az kiilonbozo allatfajokbol szarmazé H. somni torzsek szénforrds-hasznositason alapuld
hasonlésagit vagy azonossdgit a PFGE sordn kapott eredmények egyetlen esetben sem

tamasztottak ala.

Ennek alapjan a H. somni torzsek anyagcsere-ujjlenyomatdnak elemzése hatékonyan egészitette ki a
PFGE vizsgélatok eredményeit, azaz a szénforrds-hasznositdson alapulé vizsgdlé mddszert azonos

allatfajbol szarmazd H. somni torzsek jarvanytani jellemzésében sikeresen alkalmaztuk.

A két vizsgdlé mddszer eredménye a két modszerrel vizsgdlt 6sszesen 99 H. somni torzs koziil egy
szarvasmarha hiively eredetli és két juh genitdlis eredetli torzs esetében eltért egymdstol. A két
vizsgdld moédszer jelentds mértékii eltérését egyéb esetekben nem tapasztaltuk, ezért harom H.

somni torzs pontos jarvanytani helyzetének tisztizdsa érdekében a vizsgalatok ismétlését javasoljuk.

8.6 A H. somni klinikai és kortani hatdsai borjakban

8.6.1 Klinikai tiinetek

A H. somni-val végzett aerogén fertdzés kovetkeztében kialakult klinikai tiinetek (rektélis
homérsékletemelkedés, csokkent testtomeg-gyarapodds, emelkedett 1égzésszam, orrfolyds) nagyon
hasonléak voltak a természetes és mesterséges fertozések kovetkeztében kialakult tiinetekhez
(Lancaster et al., 1984; Gogolewski et al., 1987a; Groom et al., 1988), ami jelzi, hogy az

alkalmazott eljaras alkalmas a H. somni altal okozott 1égzdszervi megbetegedés eloidézéséhez.

Aeroszolos fertdzési kisérlete soran Nayar és munkacsoportja (1977) depressziot, ataxidt, fejrazast,

felfavodast, renyhe bélmiikodést, orrfolydst és 1égzésszam-emelkedést tapasztalt 1,8x10'° TFE H.
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somni-val torténd fert6zés utdn. A Nayar és mtsai. (1977) éltal tapasztalt idegrendszeri és
bélrendszeri tiinetek a H. somni okozta légzdszervi megbetegedések természetes eseteire nem
jellemzOk, megjelenésiik valdszinlileg az alkalmazott magas fert6zési 0sszcsiraszdmra vezethetok
vissza. Ezek alapjan a H. somni A4ltal eldidézett 1€gzdszervi megbetegedések kisérletes
tanulmdnyozdsihoz a vizsgélataink sordn kidolgozott fertézési modellt ajanljuk, mivel a 10°-10°
TFE 0Osszcsiraszdmmal végzett aeroszolos fertdzés, a fertdzési Ut és a kialakult klinikai tiinetek

tekintetében is nagymértékben hasonlitott a természetes esetekhez.

8.6.2 Korbonctani vizsgalatok

Az irodalmi adatok igazoljdk, hogy a mesterséges H. somni fertdzések sordn kialakult
tiidoelvéltozasok jellege nagyobb mértékben fligg a fertdzési modelltdl, mint az alkalmazott fert6zo
anyag csiraszamatdl (Gogogolewski et al.,, 1987h;. Groom et al., 1988; Jackson et al., 1987).
Ugyanakkor a természetes utt6l nagymértékben eltérd fert6zési modok alkalmazdsa silyosabb
elviltozasokat okozott, mint amelyeket a természetes fert6zodést leginkabb megkdzelitd aeroszolos
modell alkalmazdsa sordn tapasztaltunk. Ezek alapjan elmondhat6, hogy az altalunk kifejlesztett
aeroszolos fertdzési modell alkalmazdsa a H. somni 4ltal okozott kértani elvéltozdsok kisérletes

tanulmdnyozdsaban igen jelentds segitséget nyudjthat a tovabbi vizsgdlatok sorén.

A kontroll csoportban tapasztalt félheveny €s idiilt elvdltozdsok arra vezethetok vissza, hogy a
kisérletbe vont allatok hagyomdnyosan tartott borjak voltak, amelyek szdrmazdsi dllomanyédban
szamos 1égzdszervi virus volt jelen. Mivel a hazai szarvasmarha-allomanyok gyakran fertézottek
kiilonféle virusokkal (herpes-, adeno-, parainfluenza virus stb.), amelyek a maternélis ellenanyagok
szintjének csokkenésekor, 2-3 honapos korban tiidéelvaltozasokat okozhatnak, ezért ajanlott a H.
somni koértani hatdsdnak vizsgdlatait fiatalabb (2-3 hetes) borjakon elvégezni, hogy a
valészintisithetden korabbi virusfertdzések kovetkeztében kialakult idiilt tiidéelvaltozasok jelenlétét

elkeriiljiik.

A kisérlet sordn a kontroll csoport dllataiban tapasztalt félheveny és idiilt elvaltozasok miatt, a

koérbonctani elvaltozdsok nem voltak alkalmasak a kisérlet hatékonysdgdnak meghatdrozdsara.

8.6.3 Bakterioldgiai vizsgalatok

A kisérlet végén a H. somni fertozott csoportokbdl torténd 100%-os ardnyban torténd kimutatdsa

szemben a kontroll csoportok negativ eredményeivel, alitdmasztja a fertdz€ési modell sikerességét.

8.6.4 Korszovettani vizsgalatok

A természetes esetek vizsgdlata sordn a kdrszovettani elvéltozdsokat az elhaldsos jelleg megléte

vagy hidnya alapjan két csoportba lehetett osztani (Andrews et al., 1985; Bryson et al., 1990),
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ugyanakkor sajat vizsgalataink sordn egyetlen esetben sem tapasztaltuk coagulatios necrosis

kialakulasat.

A természetes esetek sordn tapasztalt korszovettani elvdltozdsok kozti kiillonbségek valdsziniileg a
természetben eldforduld, eltérd 1égzdszervi virulencidjd H. somni torzsekkel vald fert6zddés
kovetkeztében alakultak ki, igy valdszinlisithetd, hogy a sajat vizsgdlataink sordn tapasztalt enyhébb

elvaltozasok a fert6zéshez hasznélt H. somni torzsek alacsonyabb virulencidjabol kovetkeztek.

A természetes esetekben tapasztalt elhaldsos jellegli elvdltozdsok aeroszolos fertdzési modellel
torténd eldidézéséhez a jelen kisérletben alkalmazott H. somni torzseknél bizonyitottan erGsebb
légzoszervi fertdzoképességgel rendelkezd torzseket lenne sziikséges alkalmazni, ugyanakkor
magasabb csiraszdmu fert6z6 anyag alkalmazasét a klinikai tiinetekre gyakorolt hatdsa miatt nem

javasoljuk.

Vizsgdlataink sordn, a H. somni kértani hatdsat csak a korszovettanilag megallapithatd heveny
bronchopneumonia és nyirokcsomégyulladés jelezte, ezért a késobbiekben az aeroszolos fertdzési
modellek hatékonysdganak értékelése soran minden esetben javasoljuk a részletes korszovettani
vizsgélat elvégzését.

Eredményeink alapjan, a kérbonctani elvaltozasokat a fertdzési €s kontroll csoportokban egyarant
tapasztalt hurutos bronchopneumonia miatt nem ajanljuk a kisérlet hatékonysaganak, azaz a két
vizsgalt H. somni torzs kértani hatdsdnak megitélésére, annak ellenére, hogy a koérbonctani kép
nagymértékben egyezett a szakirodalomban leirt H. somni-hatterQi elvédltozasok képével. A
koérbonctani vizsgalattal ellentétben, a korszdvettani vizsgalat sordn a fert6zott €s kontroll csoportok
allataiban tapasztalt, szakirodalmi adatok alapjan a H. somni kortani hatdsaira igen jellemzd
koérszovettani elvéltozdsok kozott szignifikdns kiillonbséget tapasztaltunk, tovdbbd a H. somni
kortani jelentoségére utal a bakterioldgiai vizsgdlatok sordn a fertdzott csoportok 100%-os
pozitivitdsa is. Ezaltal Osszességében az altalunk leirt elvaltozasokat a H. somni kortani hatdsainak

tulajdonitottuk.

8.7 A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenysége

A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységét a legelterjedtebben alkalmazott hat antibiotikum
csoport: aminoglikozidok, fenikolok, fluorokinolonok, makrolidok, penicillinek és tetraciklinek

képviseloivel szemben vizsgaltuk.
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8.7.1 A vizsgdlt antibiotikumok minimadlis gitlé koncentricidja

Enrofloxacin

Az enrofloxacin a fluorokinolonok csoportjdba tartozd, baktericid hatdsu, széles spektrumu

antibiotikum, amelynek hatdsmechanizmusa a DNS-girdz-enzim gatldsan alapul.

A kiillonboz6 eredeti H. somni torzsek vizsgalata sordn az enrofloxacin géitldé hatdsa igen
egységesnek bizonyult, az Osszes vizsgdlt torzs 92,1%-at 0,03 pg/ml antibiotikum-koncentracié

gatolta.

A szarvasmarha hiively eredetli H. somni torzsek esetében a torzsek 22,2%-anak gatlasa a MIC-
intervallum felsé hatarértékénél (0,06 pg/ml) kovetkezett be, a 1égzdszervi eredetiiek 7,1%-anak
gatlasdhoz volt sziikséges, mig a juh genitdlis eredetli csoportba tartozd torzsek 100%-at mér
alacsonyabb antibiotikum-koncentrécio is gétolta, ami kismértéki kiilonbséget jelez a szarvasmarha

€s juh eredetll torzsek kozott az enrofloxacin gatld hatdsanak tekintetében.

Florfenikol

A florfenikol a kléramfenikol-csoportba tartozd, bakteriosztatikus, széles spektrumu antibiotikum,
hatdsmechanizmusa az 50S riboszomadlis alegység fehérjeszintézisének gatldsan alapul. A H. somni

okozta TME gydgykezelésében széles korben, sikerrel alkalmazzdk (de Craene et al., 1997).

A leggyakrabban el6forduld minimalis gatlo érték, a 0,25 pg/ml-es antibiotikum-koncentracid, a
szarvasmarha eredetli torzsek 95,7%-anak gatlasidhoz volt elég. A juh eredetii torzsek 66,7%-anak
gitldsahoz elegendd volt a MIC-értékek moddusza, a fennmaradd torzseket ennél alacsonyabb
antibiotikum-koncentricié is képes volt gatolni. Ez alapjan lithat6, hogy a juhokbdl szdrmazé
klinikai izoldtumok érzékenysége nagyobb a florfenikol novekedést gatld hatasaval szemben, mint a

szarvasmarha eredett H. somni torzseké.

A kecske genitdlis eredetll torzsek 60%-at mar 0,125 pg/ml-es florfenikol koncentricié gatolta,
amire magyardzatot adhat az, hogy a nem megfeleld gazdafajban val6 — akdrcsak atmeneti —

megtelepedés, a korokozé tulajdonsdgait megvaltoztathatja (8.2.3 fejezet).

Gentamicin

A gentamicin az aminoglikozidok csoportjdba tartozd, baktericid hatdsu antibiotikum,
hatdsspektruma a Gram-negativ baktériumokra terjed, hatdsmechanizmusa pedig a 30S riboszémalis
alegység fehérjeszintézisének gatlasin alapul.

A juh eredetli H. somni torzsek 60%-anak novekedésének gatlasit csak a MIC-intervallum felso
hatardhoz tartoz6 (8ug/ml) antibiotikum-koncentracié volt képes gatolni, mig a szarvasmarha

eredetli torzsek esetében ez az érték 21,7% volt. Ezek alapjin lathatd, hogy a juh genitdlis eredetli
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H. somni torzsek kevésbé érzékenyek a gentamicin gatld hatdsaval szemben, mint a szarvasmarha

eredetiiek.

Az Osszes vizsgélt torzs 57,9%-anak szemmel lathaté novekedésének gétlasdhoz volt sziikséges a
MIC értékek moduszahoz tartoz6 koncentracio-érték (4 pg/ml), ami alapjan a torzsek gentamicin-

érzékenysége nem tekinthetd egységesnek.
Penicillin-G

A penicillin-G a penicillinek csoportjdba tartozd, baktericid hatastd, Gram-pozitiv hatasspektrumu

antibiotikum, hatdsmechanizmusa baktériumok sejtfalszintézisének gatldsan alapul.

A penicillin-G MIC-intervalluma a vizsgélt H. somni torzsek szarvasmarha és juh eredetii
csoportjanak esetében 4-6 log, antibiotikum higitast foglalt magdban. Az G6sszes torzs eredménye
alapjan meghatarozhat6 MIC-értékek modusza a torzsek minddssze 39,5%-anak gatlasdhoz volt
sziikséges. Ezek alapjan a vizsgdlt H. somni torzsek penicillin-G-vel szembeni érzékenysége nem
egységes, amit magyardzhat, hogy a vizsgdlt antibiotikumot széles korben és régéta haszndljak

szarvasmarhdk és juhok kezelésére.

A kecske eredetii torzsek 80%-at az 6sszesitett MIC-értékek mdéduszandl egy log2 higitdssal kisebb
antibiotikum koncentraci6 (0,004 upg/ml) géatolta, ami alapjdn a tobbi H. somni torzsnél

érzékenyebbnek bizonyultak a penicillin hatdséra.

Tetraciklin

A tertaciklin a tetraciklinek csoportjaba tartozd, széles spektrumi, bakteriosztatikus hatdsu
antibiotikum, amelynek hatdsmechanizmusa a 30S riboszomadlis alegység fehérjeszintézisének
gétldsan alapszik.

A szarvasmarha légz0szervi eredetli torzsek 60%-anak novekedés-gatlasahoz 0,5 pg/ml tetraciklin
koncentracid volt sziikséges. Az Osszes torzs esetében leggyakrabban eléforduld MIC-érték (0,25
pg/ml) a vizsgalt H. somni izolatumok 71,1%-4nak gatlasdhoz volt sziikséges. Mindezek alapjan a

vizsgalt H. somni torzsek tetraciklinnel szembeni érzékenysége tobbnyire egységesnek mondhaté.
Tilmikozin

A tilmikozin a makrolid antibiotikumok csoportjdba tartozik, bakteriosztatikus hatdsu és széles

spektrumd antibiotikum, hatdsmechanizmusa az 50S riboszémadlis alegység fehérjeszintézisének

gétldsan alapul.

A tilmikozin MIC-értékeinek az 0Osszes torzsre vonatkoztatott moddusz értéke (2 ug/ml) a

szarvasmarha hiively eredetii torzsek 100%-dnak novekedését gitolta, szemben a 1égzdszervi

eredetll H. somni torzsek csoportjdban tapasztalhaté 60%-os, valamint a juh eredeti torzsek 62,5%-
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os gatlasi ardnyaval, ami a szarvasmarha hiively eredetii torzsek tilmikozinnal szembeni lényegesen

nagyobb érzékenységét jelezte.

A tobbi antibiotikumt6l eltérden, a kecske eredetli H. somni torzsek érzékenysége volt a legkisebb

mértékii a tilmikozin gatlé hatasdval szemben.

8.7.2 Az antibiotikumok gatld6 hatdsdnak ¢és a torzsek izoldlasi
idOpontjdnak Osszefiiggései

Az egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia az évek sordn novekszik. Az enrofloxacinra, a
florfenikolra, valamint a penicillin-G-re kevésbé érzékeny H. somni torzsek ardnya idével nott, a
hiarom antibiotikum gatld hatdsiara legkevésbé érzékeny baktériumtorzsek 100%-at 2006
szeptembere utdn izoldltuk. Hasonld jelenség mutatkozott a tetracilin esetében, a tetraciklinre
kevésbé érzékeny H. somni torzsek ardnya, a 2006 szeptembere utdn izoldlt torzsek esetében 30%

volt, szemben a 2006 elotti izoldtumok esetében tapasztalt 21%-kal.

A jelenség az antibiotikumok helyes alkalmazdsanak sziikségességére hivja fel a figyelmet, mivel a
helytelen antibiotikum kezelés az egyes antibiotikumokkal szembeni érzékenység csokkenéséhez

vezet.

8.7.3 A H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységének meghatirozisa

Az NCCLS M31-A2 (2002) dokumentumdban meghatdrozott értékelési zondk alapjdn a
szarvasmarha eredetli H. somni torzsek 35,7%-a, a juh eredet(i torzseknek pedig 60%-a (az Osszes
vizsgalt torzs 28,9%-a) mérsékelten érzékeny volt gentamicinre. A H. somni gentamicinnel
szembeni rezisztencidjar6l szakirodalmi adatok nem éllnak rendelkezésre, a jelenség vizsgalata

tovébbi terveink kozott szerepel.

Az NCCLS M31-A2 (2002) dokumentumaban csak az enrofloxacin, florfenikol és tilmikozin
esetében taldlhatok H. somni-ra illetve szarvasmarha légzdszervi patogénekre vonatkozé adatok. A
standard értékelési zondk (7.6.2 fejezet) és vizsgdlataink sordn tapasztalt MIC-értékek tobb
antibiotikum esetében (enrofloxacin, florfenikol, penicillin, tetraciklin) nagymértékben eltértek
egymdstol.

Ezek alapjan az A4ltalunk vizsgdlt torzsek igen érzékenynek tekinthetok enrofloxacinnal és
florfenikollal szemben. A penicillin és tetraciklin értékelési zondinak H. somni-ra torténd
standardizdldsa azonban elengedhetetleniil fontos lenne a koérokozé pontos érzékenységének

megallapitasa érdekében.
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9. Uj tudomdnyos eredmények

. Munkénk sordn elsOként igazoltuk a H. somni jelenlétét kecskedllomanyokban. Az izoldlt torzsek
fenotipusos és genotipusos vizsgélatai alapjan megallapitottuk, hogy a kecskébdl izoldlt H. somni
torzsek igen hasonléak egymdshoz, ezdltal igazoltuk, hogy azonos fert6zési forrasbdl
szdrmaznak a torzsek. A 16S rDNS részletének vizsgdlata alapjan a torzsek 100%-ban hasonléak
voltak egy juh septikaemia eredetli H. somni torzshoz (CCUG — 46772), ami valoszinisiti, hogy

a kecskék kozos fertdzési forrdsai az alloméanyokkal egyiitt tartott juhok voltak.

. A Magyarorszagon végzett mintagyiijtés sordn felmértiik egyes szarvasmarha-allomanyok
hiivelynyélkahdrtydn valé H. somni-hordozasanak ardnyét, ami 11-40% kozé esett a vizsgalt

allomanyokban.

. Igazoltuk, hogy a BIOLOG MICROSTATION™ D SYSTEM rendszer alkalmas a H. somni
meghatarozasara és szénforras-hasznositdsdnak vizsgalatara. Adataink felhaszndldsdaval bovitheto

a BIOLOG rendszer adatbazisa és novelhetd a pontossaga.

. Az anyagcsere-ujjlenyomat mddszerrel kiillonbozo dllatfajokbdl és kérformakbol szdrmazé H.
somni torzseket Osszehasonlitdsdaval bizonyitottuk, hogy a moédszer jarvanytani nyomon

kovetésre alkalmas.

. Igazoltuk, hogy a PFGE moddszer alkalmas a H. somni torzsek csoportositdsra és jarvanytani

nyomozasra, a médszer parhuzamba 4llithat6 a szénforrds-hasznositas vizsgdlataval.

. Az anyagcsere-ujjlenyomatok és a teljes genom makrorestrikcids mintdzatainak 6sszehasonlitasa
alapjan bizonyitottuk, hogy a szénforras-hasznositdson alapuld vizsgdlé moédszer azonos

allatfajbol szarmazd H. somni torzsek jarvanytani jellemzésében alkalmazhato.

. A H. somni klinikai és kortani hatdsainak vizsgalata érdekében egy uj, a szakirodalomban
fellelhetd aeroszolos fertozési modelleknél sikeresebb mddszert dolgoztunk ki, és sikerrel

alkalmaztuk borjak kisérletes H. somni fertozésének kialakitasahoz.

. A kisérleti fertdzés kovetkeztében kialakult tiiddelvéltozdsok kérbonctani és korszovettani képét

részletesen elemeztiik.

. Kiilonboz6 eredetli H. somni torzsek antibiotikum-érzékenységét standard eljardsok
alkalmazasaval vizsgaltuk, amelynek segitségével meghatdroztuk a napjainkban alkalmazott
antibiotikumok H. somni torzsekkel szembeni hatékonysagét. Vizsgélataink sordn leirtuk a H.

somni torzsek gentamicinnel szembeni mérsékelt érzékenységét.
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12. Fiiggelék

1. fiiggelék

A 2006 szeptembere elott izolalt, juh eredett H. somni torzsek részletes adatai

TORZS SZARMAZAS IZOLALAS VIZSGALATOK
JELZESE | ALLATFAJ SZERV HELYE  IDOPONTJA | BIOLOG 16SrDNS Smal  ATB.
1588/7/84 juh here Miskolc 1984.11.15 . . .
1588/6 juh here Miskolc 1984.11.15 . . .
55(860/55) juh ond6 Szentistvan 1985.06.07 . . .
1456/17 juh ond6 Kenézlo 1985.11.27 . . .
1496/7 juh ond6 Gelej 1985.11.27 . .
1496/2 juh ond6 Gelej 1985.11.27 . +Cfr91 .
405/88/34 juh ondd Mezokeresztes 1988.04.06 . . .
26/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . . .
27/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . . .
28/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . .
29/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . *+Cfrol
30/99 juh ondé6  Mezoénagymihdly  1999.08.18 . .
31/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . .
32/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . . .
33/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.18 . .
24/99 juh ondé6  Mezoénagymihdly  1999.08.23 . . +Cfr9l
25/99 juh ondé6  Mezoénagymihdly  1999.08.23 . . +Cfr9l .
34/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . . .
41/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . . . .
42/99 juh ond6  Mez6nagymihdly  1999.08.23 . +Cfr91
43/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . *+Cfrol
45/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . .
50/99 juh ondé6  Mezoénagymihdly  1999.08.23 . +Cfrol .
51/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . .
52/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . .
54/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . .
56/99 juh ondé6  Mezonagymihdly  1999.08.23 . .
Juh ond¢ eredetii torzsek: 25 Vizsgalt torzsek szama: 27 7 26+7 10
Juh here eredetii torzsek: 2
Osszesen: 27
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2. fiiggelék A 2006 szeptembere elott izoldlt szarvasmarha 1égzdszervi eredeti H. somni
torzsek, valamint egy tipustorzs részletes adatai

TORZS SZARMAZAS IZOLALAS VIZSGALATOK
JELZESE | ALLATFAJ] SZERV  HELYE IDOPONTJA | BIOLOG  16SrDNS  Smal ATB.
8025 szarvasmarha  agy ATCC-43625 1985.04.26 . +Cfr9l
Matrader2 borju tiido Matraderecske 1985.05.25 . . .
1396/85 borju tiido Onga 1985.12.13 . . .
983/1 borju tiido Mezbcsat 1986.07.11 . . .
902/87 borju tiido Izsofalva 1987.06.29 . +Cfr9l o
S1 borji tiidd MTA-ATKI 1994.11.03 . .
Gelejl borji tiido Gelej 1995.05.10 . +Cfrol
Gelej2 borji tiido Gelej 1995.05.10 . +Cfrol
69/95 borju tidé6  Ostffyasszonyfa ~ 1995.10.20 . . .
70/95 borji tidd  Ostffyasszonyfa  1995.10.20
71/95 borji tidé  Ostffyasszonyfa ~ 1995.11.08 . .
26/97 borji tiido Mezéfalva 1997.05.13 . . .
27/97 borju tiido Mezofalva 1997.05.13 . .
50/97 borju tidé6  Ostffyasszonyfa  1997.07.17 . .
51/97 borju tidé6  Ostffyasszonyfa  1997.07.17 . .
73/97 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11 . .
74197 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11 . .
75197 borju tiido Erdésmecske 1997.12.11 . +Cfr91
76/97 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11 . . .
77197 borji tiido Erdésmecske 1997.12.11 . *+Cfr9l
78/97 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11 . .
79197 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11
80/97 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11
81/97 borji tiido Erdosmecske 1997.12.11

11/98 borji tidé  Ostffyasszonyfa ~ 1998.02.27
57/98 borju orr Tass 1998.06.09 . +Cfr9l
46/98 borji tidd  Ostffyasszonyfa ~ 1998.10.20 . .

14/00 borju tiido MTA-ATKI 2000.02.10 . .

15/00 borju tiido MTA-ATKI 2000.02.10 . . .

16/00 borju tiido MTA-ATKI 2000.02.10 . . .

6/01 borji tiido Balmazdjvaros 2001.01.08 . . . .
21/01 borji tidé  Ostffyasszonyfa ~ 2001.03.13 . . . .
22/01 borji tidé  Ostffyasszonyfa ~ 2001.03.13 . .

57/03 borju tiido MTA-ATKI 2003.09.06 . . .
Borju tiido eredetli torzsek: 32 Vizsgalt torzsek szama: 29 5 29+7 9
Borju orr eredeti torzsek: 1
Tipustorzs: 1
Osszesen: 34
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3. fiiggelék A 2006 szeptembere utdn izolalt, szarvasmarha hiively eredetli H. somni torzsek
részletes adatai

TORZS SZARMAZAS IZOLALAS VIZSGALATOK
JELZESE| ALLATFAJ SZERV HELYE  IDOPONTJA| BIOLOG 16SrDNS  Smal ATB.
D-2 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21
D-11 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . .
D-15 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . .
D-19 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . .
D-25 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . . .
D-28 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . .
D-30 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . .
D-32 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . .
D-43 szarvasmarha  hiively Dalmand 2006.09.21 . . .
M-56 szarvasmarha  hiively = Mezokeresztes ~ 2006.10.04 . . .
M-65 szarvasmarha  hiively = Mezokeresztes ~ 2006.10.04 . . .
M-67 szarvasmarha  hiively = Mezokeresztes ~ 2006.10.04 . .
IV-75 szarvasmarha  hiively Mohacs 2006.11.14 . . .
Iv-77 szarvasmarha  hiively Mohécs 2006.11.14 . . .
IV-78 szarvasmarha  hiively Mohacs 2006.11.14 . .
Iv-82 szarvasmarha  hiively Mohacs 2006.11.14
Iv-84 szarvasmarha  hiively Mohacs 2006.11.14
B-106 szarvasmarha  hiively Békés 2006.11.20 . . .
B-111 szarvasmarha  hiively Békés 2006.11.20 . . .
B-114 szarvasmarha  hiively Békés 2006.11.20
P1 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20 . . .
P2 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20
P3 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20
P4 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20 . .
P5 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20
P6 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20
P7 szarvasmarha  hiively Papa 2007.02.20 . +Cfr91 o
P8 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.02.20 . .
P9 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P10 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P11 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P12 szarvasmarha  hiively Papa 2007.03.20
P13 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P14 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P15 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P17 szarvasmarha  hiively Pépa 2007.03.20
P19 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.03.20
P20 szarvasmarha  hiively Péapa 2007.03.20
Szarvasmarha hiively eredet torzsek: 38 Vizsgalt torzsek: 20 20+1 10
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4. fiiggelék A 2006 szeptembere utdn izoldlt szarvasmarha 1égzdszervi eredeti H. somni
torzsek, valamint egy tipustorzs részletes adatai

TORZS SZARMAZAS IZOLALAS VIZSGALATOK
JELZESE | ALLATFAJ SZERV _ HELYE _ IDOPONTJA | BIOLOG 16SrDNS Smal _ ATB.
700025 szarvasmarha  tiido ATCC 2007.02.27 . . .
T-1 borju tidd6  Tolnanémedi  2006.09.28 . . .
6150 borji tidé  MgSzH-ADI  2007.03.12 . . .

VII-137 borju orr Tarhos 2007.09.21 . .

VII-138 borji orr Tarhos 2007.09.21 . .

VII-139 borji orr Tarhos 2007.09.21 . . .

VII-140 borji orr Tarhos 2007.09.21 . .

VII-141 borju orr Tarhos 2007.09.21 . .

VIII-149 borji orr Nemesszaldk 2007.10.09 . . .
343/07 borju tiido MTA-ATKI 2007.11.05 . +Cfr9l
344/07 borji tido MTA-ATKI 2007.11.05 . +Cfr9l .
1X-158 borji orr ATKI/4806 2007.11.27 . *+Cfr9l
X-166 borju tido ATKI/4816 2007.11.28 . .

Szarvasmarha 1égzoszervi eredett torzsek: 12 Vizsgalt torzsek: 13 13+3 6
Tipustorzs: 1
5. fiiggelék A 2006 szeptembere utdn izolélt, kecske eredetli H. somni torzsek részletes adatai
. SZARMAZAS IZOLALAS VIZSGALATOK
J::g%SSE ALLATFAJ  SZERV HELYE IDOPONTJA | BIOLOG 16SrDNS  Smal  ATB
8/17 kecske hiively Erdobénye 2007.09.18 . . . .
9/2 kecske hiively Baské 2007.09.18 . . .
9/3 kecske hiively Baské 2007.09.18 . .
9/6 kecske hiively Baské 2007.09.18 . .
9/7 kecske hiively Baské 2007.09.18 . .
9/11 kecske hiively Baské 2007.09.18 . .
9/12 kecske hiively Baské 2007.09.18 . .
9/13 kecske hiively Baské 2007.09.18 . . .
9/14 kecske hiively Baské 2007.09.18 . . .
9/15 kecske tasak Baské 2007.09.18 . . . .
9/17 kecske hermafrodita Baskoé 2007.09.18 . . .
Kecske hiively eredetti torzsek 9 Vizsgalt torzsek: 11 3 11 5
Kecske tasak eredetii torzsek 1

Kecske hermafrodita er. torzsek 1

Osszesen: 11
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13. Koszonetnyilvanitas

Legel6szor dr. Fodor Laszlonak, témavezetomnek szeretnék hdlas koszonetet mondani bizalmaért
és folyamatos tamogatasaért, biztatasaért. Dr. Hajtos Istvan segitsége és szervezése lehetvé tette
szdmunkra, hogy Borsod-Abaidj-Zemplén megye szinte Osszes kecskedllomanyédba eljutottunk.

Munkdm sordn nyujtott timogatdsdért szeretnék halas kdszonetet mondani neki is.

Koszonet illeti dr. Makrai Laszlé kollégamat, aki gyakorlati tanacsaival és észrevételeivel minden
esetben elorébb mozditotta munkdmat.

Halas koszonettel tartozom dr. Kardos Gabornak, aki a PFGE vizsgélatok sordn pétolhatatlan
segitséget nyujtott.

A mintagyijtés soran, dr. Tirian Attila révén szdmos magyarorszagi szarvasmarha-allomanyba
eljutottunk, ezért szeretném neki is kifejezni koszonetemet.

Szeretném megkoszonni dr. Varga Janos professzor urnak, hogy szamtalan teenddje mellett

mindig tudott id6t szakitani munkdim attekintésére, ellendrzésére.
Nagyon koszonom dr. Stipkovits Laszlo bizalmat és segitségét is k6z6s munkank soran.

Ezenkiviil dr. Tuboly Tamasnak, dr. Csagola Attilanak, dr. Glavits Rébertnek, dr. Molnar
Tamasnak, dr. Gyuranecz Miklésnak és Schreck Ottonak is szeretném megk6szonni, hogy
munkdm sordn felmeriilt kérdéseimmel bizalommal fordulhattam hozz4juk.

Halasi Terike és Kolozsvari Eva segitd kezei nélkiil munkdmban nem tartanék itt, ezért szeretném
hélas koszonetemet kifejezni nekik, valamint Rendesné Eva, Herbak Jozsefné és Blazsek Emese

segitsége is potolhatatlan volt.

Barati és szakmai tamogatasukért halds koszonetet szeretnék mondani dr. Benyeda Zsoéfianak,

Nagy Krisztinanak és dr. Gazsi Noranak, akik végigkisérték munkamat.

Végiil, de természetesen nem utlsé sorban halasan ko6szonom csaladomnak és sziileimnek a
tdmogatasukat €s tiirelmiiket, ami lehetdvé tette, hogy munkdmat nyugodt koriilmények kozott

végezzem.
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