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Roviditések jegyzéke

ATCC American Type Culture Collection

bp base pair

CAT-agar cefoperazone amphotericin
teicoplanin agar

CFU colony forming unit

DNA deoxy-ribonucleic-acid

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

EU European Union

FBP ferrous sulphate, sodium metabisulphite
and sodium pyruvate

HACCP

Points

Hazard Analysis and Critical Control

IMS immunomagnetic separation
IVS intervening sequences
mCCDA

deoxycholate agar

modified charcoal cefoperazone

MIC minimal inhibition concentration
MLST multi locus sequence typing
PCR polymerase chain reaction
PFGE pulsed-field gel electrophoresis
RNA ribonucleic-acid

RFLP restriction fragment length polymorfism

SVR short variable region

ST sequence type

TBE tris-borate-ethylenediamine-tetraacetic
acid

Tm melting temperature

U unit

UPGMA
matched analysis

VBNC viable but not culturable

unweighted pairs geometric-

Amerikai Tipustérzs GyUjtemény
bazispar

cefoperazon amfotericin teikoplanin agar

telep formalo egység
dezoxiribonukleinsav (DNS)
enzimhez kététt immunadszorpcios
vizsgalat

Eurdpai Unio

Vasszulfat, Na-metabiszulfit és Na-
piruvat tartalmu adalék
Veszélyelemzés és Kritikus Szabalyozasi
Pontok

immunmagneses szeparacio
beékel6dott szekvenciak

maodositott szén tartalmu Campylobacter
szelektiv agar

minimalis gatlé koncentracio
multi-lokusz szekvencia tipizalas
polimeraz lancreakcio

pulzaltatott mezejl gélelektroforézis
ribonukleinsav (RNS)

amplikonok emésztése restrikcios
enzimekkel

révid variabilis szakasz

szekvencia tipus

trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat
olvadaspont hémérséklet
egység

nem sulyozott par csoport analizis

életképes, de nem szaporithat6



1 Osszefoglalas

Az emberekben el6forduld, bakteridlis eredetli hasmenések leggyakoribb okozoi a
termofil campylobacterek Magyarorszagon és szerte a vilagon. Ugyanakkor kevés adattal
rendelkeziink e zoonotikus kérokozok eléforduldsarol a hazai allatadllomanyokban. Munkank
célja volt, hogy egy komplex, atfogé képet kapjunk a magyarorszagi haszonallatok
Campylobacter-fertézottségérél, fajonkénti eloszlasardl, és a fertézést okozd Campylobacter-
fajok molekularis biolégiai jellemz&irdl.

A f6 élelmiszer-alapanyagként szolgal6 allatfajokbol (szarvasmarhabdl, sertésbél és
baromfi fajokbdl) vagohidakon két év (2008-2009) alatt gydjtétt 1110 bélmintat vizsgaltunk
meg. Vizsgaltuk a Campylobacter-fajok kimutathatésagat tenyésztéssel és PCR
modszerekkel, fenotipusos sajatsagaikat és genetikai jellemzdit. Megvizsgaltuk az egyes
fajok tovabbi tipizalhatésagat flaA SVR szekvenalassal, PFGE-vel, MLST-vel.

A monitoring vizsgalatok megkénnyitésére kifejlesztettink egy real-time PCR
modszert a C. jejuni és a C. coli azonositasara. A két rendszert ugy optimalizaltuk, hogy
azok azonos hémérsékleti profillal fussanak, igy nem multiplex formaban, de egy gépben
egyszerre 45 mintat tudtunk vizsgalni. A rendszer EvaGreen fluoreszcens jel6l6festékkel
mikddik, és a két faj az olvadasi gérbék alapjan kilonithetd el. Osszehasonlitottuk a
hagyomanyos fenotipusos tulajdonsagok vizsgalata alapjan végzett fajmeghatarozasokat a
PCR-rel kapott eredményekkel, és azt tapasztaltuk, hogy t6bb esetben, amikor a biokémiai
tulajdonsagok alapjan bizonytalan eredményt kaptunk, vagy a fajt nem sikerilt azonositani, a
PCR gyors és megbizhatd eredményt adott.

A vizsgalatok eredményeként megallapitottuk, hogy a magyarorszagi haszonallatok
kézul a brojlercsirke- és sertésallomanyok Campylobacter-fertézéttsége magas, 60,1% illetve
43,3%, mig a szarvasmarhdk Campylobacter-hordozasa nem jellemz6 (6,7%). A
brojlercsirke-allomanyok fert6zottségéért a C. jejuni és C. coli fele-fele aranyban felelés,
sertésallomanyokban pedig a C. coli dominal. Figyelemre méltd, hogy a pozitiv sertésekbdl
viszonylag magas szazalékban (20,7%) izolaltunk C. lanienae-t, amelynek gyakorisaga
megelézi a C. jejuni eléfordulasat sertésben. Ezt a fajt el6szér egészséges emberekbdl
tenyésztették ki, majd sertésbdl és szarvasmarhabdl is izolaltdk. Nekink szarvasmarhabdl
nem sikerdlt kimutatni.

Az izolalt térzsek antibiotikum-rezisztenciajat leveshigitasos mddszerrel vizsgaltuk és
a MIC értékeket mikrotiter lemezekrdl olvastuk le. Megallapitottuk, hogy jelentés az
enrofloxacin/ciprofloxacin és nalidixsav rezisztencia, kiléndésen a brojlercsirkébdl szarmazé
C. jejuni-ban (73,3%) és C. coli-ban (77,2%). Az eritromicin (p=0,043) és tetraciklin
(p=1,865e-14) rezisztencia magasabb a C. coli-ban (9,7% és 74,1%), mint a C. jejuni-ban

(3,1% és 36,6%), ezaltal sertésekben gyakoribb. A magas fluorokinolon rezisztencia
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veszélyezteti az esetleges human gyogykezelés hatékonysagat, mivel azok elsédlegesen
alkalmazott szerek.

A korokozok jarvanytananak, a fertézések terjedése dinamikajanak megértéséhez
elengedhetetlen a mikrobak dsszehasonlitasa, tipizalasa. Osszesen 73 C. jejuni és C. coli
térzset tipizaltunk az flaA gén SVR szekvenalasaval. 47 kiilénbdz6 tipust hataroztunk meg,
amelyek koézll 35 csak egyszer fordult elé. A leggyakoribb allél tipus az A66 és A21 volt. A
filogenetikai elemzések soran baktériumfaj vagy Aallatfaj szerinti csoportosulas nem volt
megfigyelhet6 a térzsfan.

PFGE modszerrel 122 tdrzset vizsgaltunk meg. Az izolatumok 66%-a egyedi
mintazatot mutatott a Smal enzimmel valé hasitas utan. 42 izolatumot, amelyek 18 Smal-
klasztert alkottak, tovabb vizsgaltunk Kpnl enzimmel. Ezek kézil 24 izolatum 10 Kpnl-
klasztert alkotott. 7 Kpnl-klaszterben jarvanylgyi kapcsolatot talaltunk az izolatumok kozétt.
Stabil C. jejuni és C. coli klonokat talaltunk, amelyek jelentésége a human
megbetegedésekben tovabbi vizsgalatokat igéenyel.

Magyarorszagon el6észor tipizaltunk MLST moddszerrel kulénb6zd allatfajokbol
szarmaz6 Campylobacter torzseket. Egy szarvasmarhabdl izolalt C. jejuni és egy sertésbdl
izolalt C. coli térzs MLST profiljat hataroztuk meg.

Magyarorszagon elsdként izolaltunk C. lanienae-t. A két év alatt 43 izolatumot
gydjtéttink, amely a faj atfogd vizsgalatat tette lehetévé. A részleges 16S rRNS gén
szekvenciak vizsgalata soran eddig le nem irt valtozatokat talaltunk a Vc2 és Vc6-os
variabilis régidkban. A filogenetikai vizsgalatok a C. jejuni-hoz hasonl6 genetikai
valtozatossagrol tanuskodtak. Vizsgalataink arra utalnak, hogy a sertésbdl és
szarvasmarhabol szarmazé térzsek mind fenotipusosan, mind genotipusosan elkilénlinek
egymastol.

Elséként tipizaltunk C. lanienae térzseket PFGE mobdszerrel, és a kiprébalt harom
kilénbdzb6 enzim kézidl a Smal enzim bizonyult a leghatékonyabbnak. Habar zoonotikus
jelentésége ennek a fajnak még nem ismert, munkank ramutat orszagos elterjedtségére
sertésallomanyainkban, és egy tipizalasi lehet6ségrél szamolunk be egy esetleges
epidemioldgiai vizsgalathoz.

A C. lanienae t6rzsek a sertésekben eléforduld C. coli térzsekhez hasonléan magas
tetraciklin rezisztenciat mutattak (60,9%), és eritromicin—enrofloxacin rezisztens, illetve
multirezisztens térzseket is talaltunk.

Takarmanyozasi  kisérletekben vizsgaltuk  kulénb6z6  takarmany-kiegészitok
Campylobacter ellenes hatasat, de az eredmények alapjan nem csokkentették az allatok

Campylobacter-fertbzéttségét.



2 Bevezetés, célok

A termofil Campylobacter-fajok - a salmonellak mellett - a human bakterialis eredeti
gastroenteritisek leggyakoribb okozéi vilagszerte.

Ezek a fajok a normal bélflora tagjaként, természetes kérlimények kozott is
megtalalhatok mind a kilénféle emlés fajok, mind pedig a madarak bélcsatornajaban.
Allatokban szOrvanyosan vetélést, mastitist, Ujszlléttekben ritkan enteritist okozhatnak.
Tyukallomanyokban szintén hasmenést, illetve a bélcsatornabdl a vérkeringésbe, majd a
majba jutva hepatitist idézhetnek el6. Rendszerint azonban tlinetmentes baktériumhordozas
alakul ki. A bélsarral Urllve szétszérodnak a kornyezetbe, és bejuthatnak a természetes
vizekbe. Az allatok vagasakor bekerllhetnek a nyers husba, huskészitményekbe, a t6gybdl
és a koérnyezetbdl pedig a tejbe is (Varga, 2001).

A termofil campylobacterek kdzil leggyakrabban a C. jejuni, ritkabban a C. coli, C.
lari, kivételesen mas fajok az embert is megbetegithetik, rendszerint élelmiszer eredetl
fert6zések kdvetkezményeként néhany napig tarté hasmenés alakul ki. Az ember szadmara a
leggyakoribb fert6zési forras a nyers baromfihus, joval ritkabban a nyers tej, a természetes
vizek, alkalmanként azonban a fert6zés nyers emléshusoktdl, illetve az allatokkal valo
kdzvetlen érintkezés soran is bekdvetkezhet. A bejelentett human Campylobacter-esetek
szama 2004-2009 kézoétt az Eurdpai Unid orszagaiban 40-50/100 000 & kozétt, nalunk pedig
ugyanezen id6 alatt 55-90 k6z6tt valtozott (Epinfo, 2011).

A human fert6zések jarvanytananak részletes ismerete elengedhetetlen a betegség
elleni védekezéshez. A fert6zések nagyobb része sporadikusan fordul eld, ami a jarvanylgyi
nyomozast megneheziti. Szamos nukleinsav alapu tipizalasi médszert dolgoztak ki, amelyek
alkalmasak az allatok kérnyezetében, az élelmiszerlancban eléforduld, illetve a fertézéseket
okoz6 Campylobacter-fajok, tipusok kimutatasara, azonositasara, egymastél vald
megkuldnbdztetésére, és szérodasanak nyomonkdvetésére. Ezek a mddszerek alkalmasak
a kulénbdzé élelmiszer-termel allatallomanyok és élelmiszerek monitoring vizsgalatara is.

Az Eurépai Parlament és a Tanacs 2003/99/EK iranyelve a zoondzisok é€s zoondzis-
kérokozdk monitoringjardl javasolja az adatok gydjtését a zoondzisok és a zoondzis
kérokozék el6fordulasardl a takarmanyokban, az allatokban, az élelmiszerben, és az
emberben annak érdekében, hogy meghatarozza a kérokozok forrasat, és adatokat kapjon a
terjedés mértékére és iranyara. Javasolja tovabba a rezisztens térzsek fokozott el6fordulasa
miatt egy harmonizalt, antibiotikum-rezisztenciat figyeld rendszer felallitasat Campylobacter
€s egyéb zoonotikus baktériumokra vonatkozbéan.

Uj-Zélandon nemzeti Campylobacter szubtipus adatbazist hoztak létre, hogy a
zoonotikus betegség epidemiolégiajat jobban felderitsék, és ennek érdekében egységes és

hatékony izolalasi, kimutatasi, azonositasi médszereket alakitottak ki (Donnison, 2003).



Hazankban jelenleg nincs egységes nemzeti referencia médszer a campylobacterek
vizsgalatara, és kevés adattal rendelkezink a kulénbdzd allatfajokban eléforduld
Campylobacter-fajok molekularis jellemzéirél is.

Intézetiinkben, az MgSzH Allategészségiigyi és Diagnosztikai |gazgatdsagan
(korabban Orszagos Allategészségiigyi Intézet) 2001 6ta folyik Campylobacter kimutatasara
és antibiotikum-rezisztencia vizsgélatdra iranyuld orszadgos monitoring vizsgalat
(Kaszanyitzky és mtsai, 2002). Az orszag minden megyéjébdl, kulénb6zd vagodhidakrol
havonta kapunk 3-3 lekotdtt bélkacsot a fontosabb élelmiszer-termelé allatokbdl, azaz
szarvasmarhabdl, sertésbél, tyukbol és néha pulykabdl is.

Ezen mintaklildésre alapozva munkank céljai az alabbiak voltak:

1. A termofil campylobacterek izolalasa szelektiv tenyésztéssel és annak megallapitasa,
hogy azok milyen gyakorisaggal fordulnak el6 a kilénb6z6 allatfajokban.

2. Mivel a fajok meghatarozasa a hagyomanyos tenyésztési és biokémiai tulajdonsagok
alapjan nehézkes, ezért célunk volt egy gyors és hatékony real-time PCR modszer
kidolgozasa a leggyakrabban el&fordul6 fajok, a C. jejuni és a C. coli azonositasara,
hogy megkdnnyitsiik a monitoring vizsgalatokat.

3. A térzsek hagyomanyos modszerrel torténd meghatarozasa azok tenyésztési és
biokémiai tulajdonsagai alapjan, és 0&sszehasonlitaisa a PCR-rel kapott
eredményekkel.

4, A tenyésztés és a PCR mobdszer érzékenységének &sszehasonlitasa a
campylobacterek kimutatasara a bélmintak kézvetlen vizsgalata esetén.

5. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatokkal célunk volt felderiteni a kilénb6z8
antibiotikumokra rezisztens térzsek aranyat, és a tendenciakat, melyek az
esetlegesen szilkséges human gyogykezelés és a rezisztencia terjedés
szempontjabdl kiemelkedben fontosak.

6. A Campylobacter toérzsek genetikai jellemzése flaA SVR szekvenalas, PFGE és
MLST moddszerekkel a térzsek besorolasa, egymastél valé megkilénbéztethetésége
és szbérdédasuk nyomon kovethetbésége érdekében, illetve a mobdszerek
dsszehasonlitasa.

7. Csirkedllomanyok Campylobacter mentes felnevelése lehetéségének a vizsgalata, a
kézegészségugyi kockazat csbkkentése érdekében.

A felméré és jarvanyugyi vizsgalatok, illetve a laboratoriumi kutatasok elsésorban a
C. jejuni és C. coli fajokra, mint a fert6zések elsédleges okozoira, és a baromfidllomanyokra,
mint a f6 fert6zési forrasra koncentralnak. Azonban szamos kevésbé gyakori Campylobacter-
fajt is azonositottak emberi megbetegedésekbdl. Ezen egyéb fajokat altalaban ritkabban

izolaljuk nem csak a ritkabb eléfordulasuk miatt, hanem azért is, mert az altalanosan



hasznalt modszereket a C. jejuni kitenyésztésére optimalizaltak. igy ezeknek a fajoknak a
jelentésége valdszindleg alulbecsiilt.

Az altalunk hasznalt tenyésztési mddszer is elsésorban a termofil campylobacterek
izoldlasara alkalmas, mégis ahogy elkezdtik felmérni a magyarorszagi haszonallatok
Campylobacter-fertézottségét, azok faj szerinti eloszlasat, fény derilt egy eddig hazankban
ki nem mutatott faj, a C. lanienae széles koér(i elé6fordulasara a sertésallomanyokban.

Megvizsgaltuk ezeknek a tdérzseknek a genetikai sajatsagait a 16S rRNS-t kddold gén
szekvenalasaval és PFGE modszerekkel, annak érdekében, hogy 6sszehasonlithassuk
azokat az irodalomban eddig leirt tdrzsekkel, illetve hozzajaruljunk a faj jobb

megismeréséhez.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 A Campylobacter-fajok jellemzéi

A Campylobacter-nemzetség tagjai hajlott palcika alaku, 0,2-0,8 um széles és 2-5 um
hosszu Gram-negativ baktériumok, ha a tébbszdr osztodott baktériumok egymashoz tapadva
maradnak, S-alakok, illetve hosszabb spiralis lancok formajaban lathatdk (Tuboly és mtsai,
1998).

A fajok tébbsége motilis, uni- vagy bipolaris csilléval rendelkezik. A C. gracilis nem
mozog, a C. showae és alkalmanként a C. hyointestinalis tébb csillbval rendelkezik
(campynet, 2001). Jellemz6, dugéhuzd vagy csigavonalszerli mozgast végeznek, amely
faziskontraszt vagy soétét latdteres mikroszképban jol 1athatd (Songer és Post, 2005).

Néha az Oreg tenyészetekben, vagy koérnyezeti stressz hatasara a sejtek
lekerekednek, coccoid vagy fank formajuak lesznek, de ez nem feltétlen jelenti azt, hogy a
térzs életképes, de nem szaporithato (viable but not culturable, VBNC) allapotban van (Park,
2002).

A campylobacterek 25-42 °C-on tenyészthet6k, a termofil campylobacterek (C. jejuni,
C. coli, C. lari, C. upsaliensis) 30 °C alatt nem nének, optimalis tenyésztési hdmeérsékletik 42
°C. A fajok tébbsége a légkoéri levegbhdz képest csdkkentett oxigén (5-10%) és magasabb
CO, koncentraciét (3-5%) igényel (mikroaerofil kdérnyezet). Néhany faj az anaerob
kérilményeket jobban kedveli (C. rectus, C. gracilis), egyes fajok (pl.: C. mucosalis) hidrogén
jelenlétét is igénylik (On, 2001).

Erzékeny baktériumok, a kiszaradast, a h6kezelést, a 1égkdri oxigén koncentraciot
rosszul tlirik, de hdtott, mélyhltott élelmiszerekben, nedves kérnyezetben honapokig
tulélhetnek. A savas kornyezetre érzékenyek, a tisztito- és fertdtlenitészerekkel kénnyen
elpusztithaték (CDC, 2010).

A szubletalis kornyezeti feltételek, tapanyagok hianya, stb. indukalhatjak a
baktériumsejtek lekerekedését és az életképes, de nem tenyészthet6 forma (VBNC)
kialakulasat. Ez a tulélési stratégia fontos szerepet jatszhat az ember és allatok
ugyan nem tenyészthetdk, de fert6zéképes allapotban vannak (Cappelier et al., 1999).
Masok azonban ugy talaltak, hogy a vélelmezett VBNC allapot megkérddjelezhetd és nincs
visszanyerése egy érzékeny gazdaallatban vagy embriondlt tojasban vald elszaporitassal
lehetséges (Cappelier at al., 1999). Azonban a VBNC baktériumok felélesztése nehezen
elkllénithetd a kis szamban jelen levé tenyészthetd baktériumok elszaporitasatol (Newell és
Davison, 2003).
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A campylobacterek nem fermentalnak szénhidratokat (egyebek mellett ez is elkiildniti
O6ket a vibrioktdl), aminosavakbol vagy a trikarboxilsav ciklus intermedierekbdl nyerik az
energiat. Tébbnyire uredz negativak, ami elkllénitheti 6ket a helicobacterektél (Songer és
Post, 2005). Tipikus biokémiai jellemz6i: fumerat redukcidja szukcinatta, metilvérés negativ,
indol negativ, acetoin termelés negativ, oxidaz pozitiv (Debruyne et al., 2008).

Ezidaig 36 fajt, irtak

Rendszertani besorolasuk:

illetve alfajt le a Campylobacter-nemzetségen bellil.
Orszag: Baktériumok
Tdrzs: Proteobacteria
Osztaly: Epsilonproteobacteria
Rend: Campylobacterales
Csalad: Campylobacteraceae
Nemzetség: Campylobacter (DSMZ, 2011)

3.2 A Campylobacter-fajok el6fordulasa

A Campylobacter-fajok vilagszerte el6fordulnak, megtalalhatok a kilénbdzd
melegvéri allatok bélcsatorngjaban és a genitaliakban. Mivel a kérnyezetben tartésan nem
maradnak életben, a melegvérd allatok tekintheték a baktérium rezervoarjanak (Newell és

Davison, 2003).

1. tablazat. A kilénb6z6 Campylobacter-fajok és alfajok, illetve a korabban Campylobacter-
nek tartott Arcobacter-, Helicobacter-fajok eléfordulasa és elsd leirasa. A pirossal jelzett fajok
emberben is eléfordulnak (DSMZ, 2011).

Hivatalos név |Szinonima El6fordulas Leird Folyoirat
C. jejuni subsp.|C. jejuni Kilénb6zé melegvérl allatok |(Jones et al. Int. J. Syst.
jejuni belében, madarakban gyakori, |1931) Veron Bacteriol.
ember, eml6sok and Chatelain [23:122-134
campylobacteriosis - enteritis, |1973
juh, (sertés) genitalis
campylobacteriosis, baromfi
hepatitis
C. jejuni subsp. Ember székletébdl klinikai Steele and Int. J. Syst.
doylei esetbdl izolaltak Owen 1988 Bacteriol.
38:316-318
C. coli C. hyoilei Kilénb6z6 melegvéri allatok [(Doyle 1948)  |Int. J. Syst.
(heterotypic |belében, sertésben gyakori, [Veron and Bacteriol.
syn.) ember és sertés Chatelain 1973 [23:122-134
campylobacteriosis —
enterocolitis
C. hyoilei C. coli Alderton et al. |Int. J. Syst.
1995 Bacteriol.
45:61-66
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VVandamme et

Int. J. Syst

al. 1997 Bacteriol.
47:1055-1060
C. lari subsp. |C. lari, C. Kilénb6z6 melegvérl allatok  |Benjamin et al. (Curr.
lari laridis belében, kiilbndsen 1983 Microbiol.
madarakban gyakori, ember 8:231-238
campylobacteriosis — enteritis
Debruyne et al. |Int. J. Syst.
2009 Evol.
Microbiol.
59:1126-1132
C. lari subsp. Kagylo Debruyne et al. |Int. J. Syst.
concheus 2009 Evol.
Microbiol.
59:1126-1132
C. upsaliensis Kutya, macska belében, Sandstedt and |Syst. Appl.
ember és allat Ursing 1991 Microbiol.
campylobacteriosis — 14:39-45
hasmenés
C. C. Sertés normal bélfléra, Gebhardt et al. |J. Clin.
hyointestinalis |hyointestinalis|(porcine proliferative 1985 emend.  |Microbiol.
subsp. enteropathy), ember Onetal. 1995 (21:715-720
hyointestinalis hasmenés
C. Sertés gyomor Onetal. 1995 |Int. J. Syst.
hyointestinalis Bacteriol.
subsp. lawsonii 45:767-774
C. fetus subsp. |C. fetus Juh, szarvasmarha belében, |(Smith and Ann. Inst.
fetus ember, allatok Taylor 1919)  |Pasteur
campylobacteriosis — juh, Sebald and 105:897-910.
(szarvasmarha) genitalis \Véron 1963
campylobacteriosis, ember
extraintestinalis
campylobacteriosis
C. fetus subsp. Szarvasmarha nemi utak, (Florent 1959) |Int. J. Syst.
venerealis szarvasmarha genitalis \Veron and Bacteriol.
campylobacteriosis Chatelain 1973 [23:122-134
C. sputorum bv|C. sputorum |Ember szajlreg, sertés, (Prévot 1940) | Int. J. Syst.
sputorum subsp. szarvasmarha, juh bél, nemi |Véron and Bacteriol.
(kat-, uredz-) |sputorum utak nem fajspecifikus, mint  |Chatelain 1973 48:195-206
korabban gondoltak, ember  |--> Roop et al.
hasmenés 1985 emend.
On et al. 1998
C. sputorum bv|C. sputorum |Szarvasmarha nemi utak (Florent 1953) |Int. J. Syst.
paraureolyticus|subsp. Veron and Bacteriol.
(kat-, ureaz+) |bubulus Chatelain 1973 |48:195-206
--> Roop et al.
1985 emend.
On et al. 1998
C. sputorum bv|C. fecalis Juh bélsar --> Roop et al. |Int. J. Syst.
faecalis 1985 emend.  Bacteriol.
(kat+, ureaz-) Onetal 1998 |48:195-206
C. concisus Ember szajlreg, periodontalis [Tanner et al. Int. J. Syst.
elvaltozas 1981 Bacteriol.
31:432-445
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C. curvus Wolinella Ember szajireg, periodontalis |(Tanner etal. |Int. J. Syst.
curva elvaltozas 1984) Bacteriol.
(basonym) VVandamme et  |41:88-103
al. 1991
C. rectus Wolinella Ember szajireg, periodontalis |(Tanner etal. |Int. J. Syst.
recta elvaltozas 1981) Bacteriol.
(basonym) VVandamme et  |41:88-103
al. 1991
C. gracilis Bacteroides |Ember szajireg, periodontalis |(Tanneretal. |Int. J. Syst.
gracilis elvaltozas 1981) Bacteriol.
(basonym) Vandamme et  [45:145-152
al. 1995
C. showae Ember szajireg, periodontalis [Etoh et al. 1993 |Int. J. Syst.
elvaltozas Bacteriol. 43
631-639
C. mucosalis |C. sputorum |Sertés bél, porcine intestinal |Lawson etal. |Int. J. Syst.
subsp. adenomatosis 1981 Bacteriol.
mucosalis 31:385-391
Roop et al. Int. J. Syst.
1985 Bacteriol.
35:189-192
C. helveticus Kutya, macska belében — Stanley et al. J. Gen.
hasmenés 1992 Microbiol.
138: 2293-
2303.
C. lanienae Sertés, szarvasmarha Logan et al. Int. J. Syst.
belében, vagdhidi dolgozok 2000 Evol.
Microbiol.
50:865-872
C. hominis Ember bél Lawson etal. |Int. J. Syst.
2001 Evol.
Microbiol.
51:651-660
C. Tengeri eml&sok Foster et al. Int. J. Syst.
insulaenigrae 2004 Evol.
Microbiol.
54:2369-2373
C. canadensis Darvak Inglis et al. Int. J. Syst.
2007 Evol.
Microbiol.
57:2636-2644
C. cuniculorum Nyul Zanoni et al. Int. J. Syst.
2009 Evol.
Microbiol.
59:1666-1671
C. avium Baromfi Rossi et al. Int. J. Syst.
2009 Evol.
Microbiol.
59:2364-2369
C. peloridis Kagylé Debruyne et al. |Int. J. Syst.
2009 Evol.
Microbiol.

59:1126-1132
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C. Madarak Debruyne et al. |Int. J. Syst.
subantarcticus 2010 Evol.

Microbiol.
60:815-819
C. volucris Dankasiraly Debruyne et al. |Int. J. Syst.
2010 Evol.
Microbiol.
60:1870-75
Arcobacter C. butzleri Szarvasmarha, juh, sertés bél, Kiehlbauch et |J. Clin.
butzleri nemi utak, ember al. 1991 Microbiol.
campylobacteriosis - 29:376-385

hasmenés, allatokban
hasmenés, abortusz

Arcobacter C. Kulénbdz fajok bél, corrig. Neill et |Int. J. Syst.
cryaerophilus |cryaerophilus |szarvasmarha, juh, sertés al. 1985 Bacteriol.
nemi utak, szarvasmarha 35:342-356

mastitis, szarvasmarha, juh,
sertés, 10, kutya abortusz

Arcobacter C. nitrofigilis  [Névény gyokerén nitrogén McClung et al. |Int. J. Syst.
nitrofigilis k6t baktérium 1983 Bacteriol.
33:605-612
Helicobacter |C. pylori \Vadaszgorény gyomor, Fox et al. 1988 |Int. J. Syst.
mustelae subsp. gastriris Bacteriol.
mustelae 38:367-370
Fox et al. 1989 |Int. J. Syst.
Bacteriol.
39:301-303
Helicobacter |C. pylori Féeml6sbk gyomor, gastriris  |Marshall et al.  |Int. J. Syst.
pylori | H. subsp. pylori 1985 Bacteriol.
nemestrinae 35:223-225
Helicobacter |C. fennelliae |[Ember, kutya bél Totten et al. J. Infect. Dis.
fennelliae 1985 151:131-139
Helicobacter |C. cinaedi Ember, hércsog bél Totten et al. J. Infect. Dis.
cinaedi 1985 151:131-139

A C. jejuni és a C. coli a madarak és a legtébb emldsallat-faj bélcsatornajanak
természetes lakoi. A C. jejuni-t és C. coli-t 10’ CFU/g bélsar mennyiségben hordozhatjak a
haszonallatok. A vadmadarak bélcsatornajaban elsésorban C. jejuni és C. lari telepszik meg.

A bélsarral szennyezédhet a talaj, a felszini vizek és az élelmiszerek (Quinn et al., 2002).

3.2.1 Campylobacterek el6fordulasa a kiilbnb6z6 élelmiszer-termeld allatfajokban

A baromfi fajok 65-95%-ban C. jejuni-val, ritkabban C. coli-val és alkalmanként mas
fajokkal fert6zottek (OIE, 2010). A brojlercsirke (és pulyka) nagyon fogékony a C. jejuni
megtelepedésére, és a fert6z6déstél szamitva 24 oran belll elkezdi Uriteni a baktériumot,
amely akar a vago kor eléréséig tarthat (Achen et al., 1998). A nagyfoku érzékenység és a
magas aranyu Urités (altalaban 10° CFU/g-nal nagyobb) miatt a campylobacterek az

allomanyon belll horizontalisan bélsarral, vizzel, vektorok révén gyorsan terjednek. Az
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allomanyok 2 hetes korig tdbbnyire fert6zéstél mentesek, majd a campylobacterek
megjelenése utan 72 6ran belll akar 100%-os fert6zoéttség is kialakulhat (OIE, 2010).

A baktérium vertikalis terjedése nem volt igazolhatdé. Tojasbdl, napos csirkékbdl
(Pearson et al.,, 1993), egy hetesnél (Pokamunski, et al., 1986) és 13 naposnal fiatalabb
csirkékbdl (Jacobs-Reitsma et al., 1995) nem tudtak kimutatni Campylobacter-t.

Tobb szerotipus is jelen lehet egyszerre egy-egy allomanyban, melyek kilénbdzb
forrasokbdl szarmazhatnak (Varga és mtsai, 1990). Az allomanyok fert6z6dése tébb
forrasbol is bekdvetkezhet; atjaras mas baromfi- vagy sertésallomanyba, statikus ventillacio
az istalléban, tdbb istalld egy telepen, az emberek, akik a csirkéket ellatjak, legyek,
alombogarak (Skov et al., 2004), gyaszbogar (Bates et al., 2004; Strother et al., 2005), mint
mechanikai vektorok. A legnagyobb kockazati tényezd a szennyezett itatoviz (Kapperud et
al., 1993). A vadmadarak szintén hordozzak a baktériumot, és fertézési forrast jelenthetnek
(Craven et al., 2000). A szaraz takarmany és az alom nem tekinthetd fertézési forrasnak,
mivel a baktérium ellenalldo képessége kicsi, a tuléléséhez nedvesség szikséges
(Pokamunski, et al., 1986).

A sertések fertbzottsége akar 96%-ig (pl.: Nagy-Britannia) C. coli-ra vezethetd
vissza, azonban Hollandiaban 79%-os C. jejuni pozitivitas fordult el6 (Oosterom et al., 1985).
A fiatal allatok nagyobb aranyban fert6zéttek, mint az idésebbek. A bélsarbdl a kimutatas
intermittald lehet a nem folyamatos, de visszatérd Urités, vagy az alacsony csiraszam miatt
(OIE, 2010).

A baktérium Uritése stresszhatasra fokozédik, igy fialaskor, valasztaskor, szallitaskor
valoszinlsitheté. A malacok az életik elsé napjaiban fert6zédnek. A baktérium a
bélcsatornaban tartésan megtelepedhet, de a baktérium ismételt felvétele is lehetséges
(Weijtens et al., 1997; Weijtens et al., 2000).

Szarvasmarhak és juhok horizontalisan fert6z6dnek kulénésen fiatal, fogékonyabb
korban és hordozékka valhatnak. Elsésorban C. jejuni-val fertézéttek, de eléfordul C. coli-val,
C. hyointestinalis-szal és C. fetus-szal val6 fert6zottség is (Grau, 1988). Egy vizsgalat adatai
szerint, a 4 hetes borjak 54%-a, mig a felnétt allatok 12,5%-a volt fertézott (OIE, 2010; Grau,
1988). Az id6sebb szarvasmarhak bélsarabdl az id6ésebb sertéseknél tapasztaltakhoz
hasonléan a kimutatas intermittalé lehet (OIE, 2010). A fert6z6dés veszélye nd, ha az
allomany nagy (>100) (Hoar et al, 2001; Wesley et al., 2000), ha lehetséges a
vadmadarakkal valé kapcsolat, pl. a takarmanyhoz hozzaférnek (Grau, 1988). A takarmany
Osszetétele a baktériumok tulélését befolyasolhatja a bélben. Az allatok szennyezett viz
fogyasztasaval is fertéz6dhetnek.

A baktérium Uritése 6sszeflgg a stresszhatasokkal, tejel6 allomanyokban az ellések
idején megnd (Stanley et al., 1998). A rossz min6ségl legelén tartott juhoknal, illetve

tavasszal (ellés ideje, legelévaltas, parazitas fert6zések) az Urités fokozottabb. A megfeleld
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legelén levé juhok Campylobacter-Uritése a vagoéhidon mért hordozas aranyanak fele,

egyharmada (Jones et al., 1999; Stanley et al., 1998).

3.2.2 Elelmiszerek Campylobacter-szennyezettsége

Az élelmiszerek koézul Magyarorszagon is a baromfihis a legszennyezettebb
campylobacterekkel (2. tablazat), igy a legjelentésebb fertézési forrasnak a baromfihus
tekintheté (EFSA, 2010; Varga, 1997). A hus szennyezettségét a csirke fert6zdttségén tul,
tovabb noveli a zsufolt szallitas és a vagas folyamata (Stern et al., 1995). A mentes
allomanybdl szarmazo6 csirke husa is szennyez6dhet a vagohidon, a fert6zétt allomanyok
egyedeinek belébél kiszabaduldé baktériumok szétkenbédése altal. Campylobacterek az
aprolékban, zsigerekben, kilénésen a majban is eléfordulhatnak (CDC, 2010; Rivoal et al.,
1999).

A human fertbzéseket joval kisebb aranyban okozzak a sertéshus eredeti
campylobacterek (elsésorban C. coli). Ennek hatterében az allhat, hogy a sertéshus a
feldolgozas folyaman kevésbé szennyezddik, illetve a hust szennyezd baktériumok a
feldolgozas folyamataban kevésbé élnek tul. Egy vizsgalatban a bels6ségek eltavolitasa utan
a hus 9%-at talaltak fert6zottnek, a hités utan pedig egyet sem (Oosterom et al., 1985).
Azokban az orszagokban azonban, ahol nagyobb a sertéshus-fogyasztas, ott a C. coli
fert6zések aranya is nagyobb (Newell és Davison, 2003).

A szarvasmarhak is magasabb aranyban fert6zottek, mint a hdsuk (Newell és
Davison, 2003).

A tej els6sorban a fejés soran szennyezédhet a bélsarbdl szarmazo baktériumokkal,
ritkabban a tégybdl Campylobacter okozta mastitis miatt (Kalman és mtsai, 2000). A
Campylobacter a tejben nem tud szaporodni, de 3 hétig is tulél a h(itétt tejben. A szennyezett

nyers kecske- és juhtej is tartalmazhat termofil campylobactereket.

2. tablazat. Elelmiszerek Campylobacter-szennyezettsége 2008-ban (EFSA, 2010).

Camp. pozitiv % EU Magyarorszag
brojlercsirke bér 75,8 (tagallamok: 4,9-100)/55,3
pulykahus 10,1 4,6

kacsahus nincs adat 1,2

libahus nincs adat 1,4

sertéshus 0,5 1,4 (2009)
marhahus 0,3 0,4 (2009)

tej 2,3 2,5

3.2.3 C. lanienae elbfordulasa
C. lanienae-t el6szér Logan et al. (2000) irta le. Egy rutin higiéniai felmérés soran

tinetmentes vagohidi dolgozdk székletébdl izolaltdak Svajcban. Az egyetlen kdzds fertézési
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forrds a vagohidi munka volt, ahol szarvasmarha és sertés vagas toértént. A baktériumot
azonban nem sikertlt kitenyészteni az allatokbdl.

Sasaki et al. (2003) egészséges szarvasmarhabdl, sertésbél és brojlercsirkébdl
prébaltak campylobactereket kitenyészteni Japanban, és csak sertésekbdl tudtak izolalni 6
C. lanienae torzset.

Gorkiewicz et al. (2003) Ausztriaban szintén izolaltak C. lanienae-t sertésbdl.

Inglis és Kalischuk (2004), és Inglis et al. (2003; 2004) Kanadaban szarvasmarha
bélsarbdl mutattak ki a C. lanienae-t tenyésztéssel és direkt moédon PCR-rel. Tovabba
Osszefliggést talaltak a C. lanienae jelenléte és majtalyogok képzédése kézdtt az Angus
fajtaval keresztezett husmarhakban, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a C. lanienae

patogén lehet szarvasmarhaban.

3.3 Campylobacterek okozta kérképek

3.3.1 Campylobacterek okozta megbetegedések emberben

A campylobacteriosis zoondzis, sok fejlett orszagban a leggyakoribb human enteralis
megbetegedést okoz6 bakteridlis élelmiszerfertézés (Blackburn és McClure, 2002) (3.
tablazat). Magyarorszagon is a vezetd helyen all a gastroenteritist okozd kérokozok soraban,

a human orvoslasban 1998. 6ta bejelentési kdtelezettség ala tartozik.

3. tablazat. Campylobacteriosis el6fordulasa egyes fejlett orszagokban.

Orszag megbetegedés/100 000 f6
Uj-Zéland 341,0

Ausztralia 116,5

EU 40,7

USA 15,0

Magyarorszagon 2004-2005-ben a campylobacteriosis, 2006-2008 kozétt a
salmonellosis fordult el nagyobb szamban, majd 2009-ben ismét a Campylobacter-fertézés
volt a leggyakoribb (1. és 2. abra). 2008-ban 5563 bejelentés tértént, ebbdl 5516 esetet
laboratoériumi vizsgalatokkal is bizonyitottak. 100 000 fére vetitve 54,9 megbetegedés tortént,
ami az EU-s atlag (40,7) felett van (EFSA, 2010). 2010-ben tébb campylobacteriosist
jelentettek, mint 2009-ben, a nyilvantartasba kerilt esetek szama 15%-kal meghaladta a
2009-es értéket (Epinfo, 2011).
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1. abra: A human salmonellosis és campylobacteriosis esetek szama Magyarorszagon 2004-
2009.

Osszességében az EU-n belll nincs szignifikans valtozas, egyes orszagokban
csokken (Belgium, Csehorszag, Hollandia Spanyolorszag), egyesekben né (Németorszag,
Finnorszag, Franciaorszag, Lengyelorszag, Szlovakia, Svédorszag, Egyesilt Kiralysag) a
campylobacteriosis elé6fordulasa. Magyarorszagon a bejelentett campylobacteriosisos esetek
szama 1998-2004-ig 8300 - 9200 kdzdtt mozgott, 2004-t61 2008-ig szignifikansan csotkkent,
majd 2009-ben ismét ndvekedésnek indult (EFSA, 2010).
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2. abra: Human campylobacteriosis esetek szama Magyarorszagon és az EU-ban 2004-
2009.
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Az északi orszagokban az esetek jellemz6en importaltak (Svédorszag, Finnorszag,
Norvégia), mig Magyarorszagon a fertézés 99,8%-ban hazai eredetd.

Campylobacteriosis nyaron, kora 6sszel (junius-szeptember) gyakrabban fordul elé
(CDC, 2010). A baktériumot gyakrabban izolaljak 5 év alatti gyerekekbdl (105,4/100 000),
illetve 15-24 éves fiatalokbdl (46,5/100 000), mint mas korosztalybdl (EFSA, 2010). A
campylobacterek okozta human hasmenéses esetek t6bb mint 50%-a nalunk is 6t évesnél
fiatalabb gyermekekben fordult el (Varga és Fodor, 1998).

Az infektiv dézis alacsony, emberben kevesebb, mint 500 baktérium, tehat egy csepp
nyers huslé is elég a fertéz6déshez (CDC, 2010).

A Campylobacter-fert6zés kévetkezményei nagyban fliggnek attél, hogy a fertézoétt
egyén immunrendszere mennyire er0s és talalkozott-e mar a baktériummal. A gyengébb
immunrendszerrel rendelkezOkben nagyobb a valészinisége a klinikai tlnetek
kialakulasanak, ugyanakkor, ha mar atesett Campylobacter-fertézésen, a tlnetek
valészinlileg enyhébbek lesznek. A fert6z6tt emberek egy része tiinetmentes marad.

Campylobacteriosis altalaban 2-5 nappal a fert6z6dés utan a jejunum-ileum
gyulladasa miatt hasmenésben, hasi fajdalmakban és lazban nyilvanul meg. A hasmenés
lehet véres, hanyingerrel, hanyassal tarsulhat. A betegség altalaban 2-5 nap alatt lezajlik, de
tovabb is eltarthat (OIE, 2010). Az emberek tdbbsége a campylobacteriosisbél kezelés nélkil
is meggyogyul.

Immunszuppresszalt egyénekben a Campylobacter alkalmanként betér a véraramba,
és életveszélyes fert6zést okoz. A campylobacteriosis extraintestinalis formaja sokféleképp
megnyilvanulhat: bacteriaemia, endocarditis, pneumonia, meningitis, cholecystitis, hepatitis,
pancreatitis, peritonitis, mesenterialis lymphadenitis, cystitis, arthritis, septicus abortus.
Habar a campylobacterek tébbnyire nem okoznak halalos fertézést, becslések szerint évente
124 ember hal meg ebben a fertézésben az Amerikai Egyesiilt Allamokban (CDC, 2010).
Ritkan (1/1000), néhany héttel a hasmenéses tiinetek utan kialakulhat a Guillain-Barré
szindrbma, ami az idegrendszert érinti. Ez autoimmun reakcié kdvetkezménye, mely t6bb
hétig tartd bénulast okoz, és intenziv ellatast tesz sziikségessé (CDC, 2010).

Minden C. jejuni térzs termel egy cytotoxint, ami gatolja a sejtek osztdédasat és letélis
a sejtekre. A baktérium kérokozd képességét seqiti, hogy aktiv mozgasra képes, tovabba az
enterocitdhoz torténd adhézid, mely altal a perisztaltika nem tavolitja el (Songer és Post,
2005).

A virulencidban nagy szerepe van az invaziés képességének, mellyel bejut a
bélhamsejtekbe. Az invazi6 meértéke nagyban flgg az adott tdrzstél: a kdrnyezetbdl
szarmazo izolatumok sokkal kevésbé invazivak, mint a tlineteket mutatd allatokbdl izolaltak
és a gyulladas nélkuli hasmenésbdl izolaltak kevésbé invazivak, mint a colitises esetekbdl

szarmazok. Kimutattak, hogy egy plazmid is szerepet jatszik az invaziéban (pVir) (Bacon et
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al., 2002). A pVir plazmid génjeiben tortént mutacié csékkenti a térzs virulenciajat, ilyen
mutaciok a természetben is eléfordulhatnak (Bacon et al., 2000; Schmidt-Ott et al., 2005). A
C. jejuni térzsek egy része hordoz csak pVir plazmidot. Ezen térzsek altaldban véres
hasmenést okoznak. A pVir plazmidot hordozé térzsek egyben tetraciklinre is rezisztensek,
bar a két plazmid nem egytt konjugalédik (Tracz et al., 2005).

A baktériumok mélyebb szdvetekbe is bejuthatnak transzcitézis segitségével, és 3
nappal a fertézés utan megjelennek a granulocytakban, parenchyma sejtekben,
mononuklearis sejtekben. Az intracellularis tulélésiket seqiti a szuperoxid-dizmutaz, katalaz
aktivitasuk (Songer és Post, 2005).

Az esetek 95%-aban a campylobacteriosis el6forduldsa sporadikus, csak egy-egy
egyénre vagy csaladra korlatozodik (CDC, 2010), alkalmanként azonban sok embert érintd
jarvany is eléfordul. 2008-ban 45 bejelentett jarvany volt Magyarorszagon. A megbetegedés
jellegébdl kdvetkezben a valos fertézések szama sokkal magasabb lehet, mint a bejelentett
eseteké.

Campylobacteriosisért elsésorban a termofil campylobacterek a felelések, Eurdpaban
leggyakrabban C. jejuni okozza, kisebb szézalékban C. coli, alkalmanként C. lari, vagy mas
faj (CDC, 2010; OIE, 2010; Blackburn és McClure 2002). Ausztraliaban és Dél-Afrikaban a
hasmenéses gyerekekbdl izolalt campylobacterek 20%-a C. upsaliensis. Human enteritist C.
hyointestinalis is okozhat. A campylobacteriosis extraintestinalis formajat elsésorban a C.
fetus subsp. fetus okozza. Hazankban az izolalt térzsek 75-80%-a C. jejuni, kb. 10%-a C. coli
és 2-5%-a C. lari, ez az arany az elmult években nem valtozott jelentésen (EFSA, 2010).

A human fert6zéseknél a kérokozot legnagyobb aranyban a kilénb6zé élelmiszerek
viszik at. A fert6zések leggyakoribb oka a nyers vagy nem eléggé hdkezelt baromfihus, vagy
mas ezek altal keresztfertézott élelmiszerek fogyasztasa. A marhahus, sertéshus tovabba a
belséségek, kiilébndsen a maj, szintén fertézési forras lehet (Wong et al., 2007). C. jejuni-t és
C. coli-t izolaltak (feltehetéen bélsarral szennyezddoétt) felszini vizekbdl: folydbdl, tébdl
(Hérman et al., 2004; Vereen et al., 2007). A baktérium ugyan szaporodni nem képes a
természetes vizekben, de tulél akar 160 napig is, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a viz
szintén lehet a fertézés forrasa. Mechanikai vektor szerepet tdlthetnek be kilénb6zé
izeltldabuak, mint példaul a hazilégy (Adhikari et al., 2002). A nem megfelelé konyhai higiénia
kovetkeztében mas élelmiszerek is fertézéttek lehetnek, mint példaul a tonhalsalata (Roels et
al., 1998). A szennyezett vizzel érintkez kulonb6z6 zoldségeken is el6fordulhat
Campylobacter (Brandl et al., 2004; Chai et al., 2007). Kulénb6z6 tengeri halaszati
termékbél, mint példaul rakbdl is izolaltak a kérokozét (Reinhard et al.,, 1996). Fertbzés
forrasa lehet tovabba, az él6 allatokkal valé kontaktus, a fert6zott allatok, illetve ember
székletével valo érintkezés is (CDC, 2010). A fertézés utan az ember akar egy hdénapig is

arité maradhat (Aarestrup et al., 2008).
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Jarvanyos el6fordulas hatterében a baromfihison kivil altalaban szennyezett viz
vagy nyers tej fogyasztasa all (CDC, 2010).

Megbetegedés esetén folyadékterapiat alkalmaznak a hasmenés okozta dehidracio
elkerllésére. Sulyosabb esetekben antibiotikum-terapia szikséges, elsbédlegesen

alkalmazott szer az eritromicin vagy valamelyik fluorokinolon szarmazék (CDC, 2010).

3.3.2 Campylobacterek okozta megbetegedések allatokban

Allategészségligyi szempontbél féleg a C. fetus subsp fetus, a C. fetus subsp.
venerealis, a C. jejuni és a C. coli fajoknak van jelentésége.

Szarvasmarhaban, juhban, kecskében szorvanyosan vetélést, mastitist,
Ujszllottekben ritkan enteritist okozhatnak. Fiatal kutyakban, macskakban, nyulakban,
sertésben hasmenéssel jard enteritist idézhetnek el6, a tojasrakas kezdetén lévo
tyukallomanyokban pedig a bélcsatornabdl beszaporodva hasmenést és hepatitist

okozhatnak (Varga és mtsai, 1999).

3.4 Campylobacter-fajok kimutatasa, tipizalasa

3.4.1 Campylobacterek felfedezése

Hasmenéses gyermekek székletének mikroszkopos vizsgalatdval a német T.
Escherich észlelt elészér Campylobacter-szer(i baktériumokat 1886-ban. A morfoldgiai
hasonlésagra tekintettel a talalt baktériumot a Vibrio genusba sorolta, az altaluk okozott
megbetegedést pedig vibriosisnak hivtak (Czirdk, 1999). El8szér 1906-ban izolaltak
manapsag Campylobacter-nek tekintett fajt vetélt juh méhvaladékabdél (McFadyean és
Stockman, 1913). Smith 1919-ben hasonlé baktériumot izolalt vetélt szarvasmarha
magzatbdl, és Vibrio fetus-nak nevezték el (Smith és Taylor, 1919). Szarvasmarha- és juh-
vetélésekbdl, akkor vibribknak tekintett kérokozokat az elmult szazad els6 harmadaban
nalunk is Kkitenyésztettek (Schmiedhoffer, 1926; Marcis, 1934). A hasmenéses
szarvasmarhabol (Winter dysentery) és sertésbél kimutatott Vibrio-like baktériumokat Vibrio
Jejuni (Jones et al., 1931) és Vibrio coli-nak (Doyle, 1948) nevezték el az 1930-40-es
években. Hasonld baktériumokat talaltak hasmenéses emberek vérében is (Blackburn és
McClure, 2002). A Campylobacter genus elnevezés 1963-ban sziiletett meg Sebald és
Véron javaslatara. A baktériumok tenyésztése nehézségekbe Utkézott, mivel a bélsar
szennyez6 floraja tulnétte a campylobactereket. Human enteritis kapcsan Europaban elészér
1972-ben Butzler és munkatarsai szliréses technikaval kombinalt tenyésztéssel tudtak
Campylobacter-t izolalni. Az angol Skirrow és munkatarsai Butzlerrel egyittmikoédve
kidolgoztak egy egyszeribb, szelektiv talajon alapul6é tenyésztési modot, ezaltal lehetéség

nyilt a Campylobacter izolalasara human mintdkbdl a rutin diagnosztikaban. Skirrow az
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elézetes eredmények alapjan felhivta a figyelmet arra, hogy a human fertézések elsédleges
forrdsa a csirkeallomanyokban keresend6 (Post, 1995). A Campylobacter-nemzetségbe
soroltak korabban Wolinella-nak tartott baktériumokat, mint a C. rectus és C. curvus és két
Bacteroides-fajt, a C. gracilis-t és B. ureolyticus-t. A Campylobacter, Arcobacter és
Helicobacter genusok Campylobacteraceae csaladba térténd besorolasat Vandamme

javasolta 1991-ben DNS hibridizaciés vizsgalatok alapjan (Debruyne et al., 2008).

3.4.2 Campylobacterek tenyésztése

s s

e

mutatni. A Campylobacter izoladlasa nehezebb, mint mas élelmiszer eredetl patogéneké
(Newell és Davison, 2003). Az els6dleges szerepet jatsz6 termofil campylobacterek és azon
belll is a C. jejuni kitenyésztéséhez szamos szelektiv taptalajt fejlesztettek ki.

Bar szarvasmarha- és juh-vetélés esetekbdl, tovabba a tyukallomanyokban eléforduld
vibrio hepatitisként leirt esetekbdl a kérokozo kitenyésztéséhez antibiotikumokat tartalmazo
szelektiv talajokat mar az 1950-es évek elejétél kezd6déen hasznaltak (Bisping et al., 1964),
human célra Skirrow allitotta 6ssze az els6 olyan antibiotikumokkal (vankomicin, trimetoprim,
polimixin B) kiegészitett szelektiv talajt, melyen sikkerel izolalta a campylobactereket
bélsarbdl. Ezzel és a baktérium mikroaerofil jellegének leirasaval lehetové valt a
campylobacterek rutinszer(i vizsgalata és bizonyossa valt a campylobacterek szerepe a
human megbetegedésekben (Post, 1995).

Ahogy a Campylobacter-rel kapcsolatos kutatasok kiterjedtek a kérnyezetre, vizre és
a kulonféle élelmiszerekre, sziikségessé valt érzékenyebb mddszerek kidolgozasa a kisebb
negativ eredmények elkerlilése érdekében elterjedt a kilonféle elddusitd (dusitd) levesek
alkalmazasa. Lander (1982) borjuhlus levest egészitett ki haemolizalt |6vérrel, szénnel,
antibiotikumokkal (vankomicin, polimixin B, trimetoprim, cikloheximid) és 5-fluorouracillal.
Nem csak dusitébnak, hanem transzport kézegnek is bevalt, mikroaerob kérnyezetet sem
igényel. A C. fetus izolalasara is alkalmas.

A bélsarbdl valé tenyésztésnél csirkék esetében elegendd a kdzvetlen szelektiv
talajra valo oltas, hiszen a tyuk nagy szamban (akar 10® CFU/g) triti a baktériumot. (Stern és
Line, 1992). Szarvasmarha és juh bélsarbél azonban elédusitassal nagyobb aranyban lehet
a Campylobacter-t kimutatni (Stanley et al., 1998). Madden et al. (2000) sertés bélsartampon
minta vizsgalatanal kézvetlen kioltassal, az ileumbdl ugyanakkor elédusitassal kaptak jobb
eredményt. Felhivtak a figyelmet arra is, hogy az elédusitét érdemesebb 24 éras inkubalas

utan tovabboltani, mert hosszabb inkubalassal az izolalas aranya csékkent.
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Kérnyezeti vizek vizsgalata szlréses modszerrel lehetséges. Nagy mennyiseg( vizet
(2-41) kell atszdrni egy 0,2 ym-es szlirén, majd a szlrét elédusitoba, vagy kézvetlen szelektiv
talajra helyezni. Egy masik lehetséges modszer a centrifugalés, majd az Uledék dusitasa
(Newell és Davison, 2003).

A campylobacterek szamos antibiotikumra rezisztensek, amit ki is hasznalnak a
szelektiv talajok Osszeallitasaban. Rezisztensek vankomicinre (Gram-pozitiv coccusokat
gatol), polimixin B-re (Enterobacteriaceae tagjai és Pseudomonasok ellen hatasos),
trimetoprimre (Proteust, Gram-pozitiv coccusokat gatolja), és szamos cefalosporinra
(Enterobacter, Serratia Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica és néhany Proteus
faj ellen hatasos). A Preston talajban rifampicinnel kivaltottdk a vankomicint, am késd&bbi
vizsgalatok soran kidertlt, hogy a rifampicin a stresszelt C. jejuni sejteket gatolja (Humphrey
és Cruikshank, 1985). A cefoperazon optimalizalja a C. coli izolalasat. Eleszték és penészek
ellen cikloheximidet hasznaltak altalaban, manapsag az amfotericin B j0 helyettesitének
bizonyult (Martin et al., 2002).

Mivel a campylobacterek kéziul a C. jejuni a leggyakoribb kérokozé, igy elsésorban
ezen baktériumra szelektiv talajok kerlltek forgalomba. Ezek azonban egyéb
Campylobacter-fajok szamara az esetlegesen eltérd érzékenységuk miatt nem biztos, hogy
optimalis koérulményeket biztositanak a noévekedésikhodz, igy az el6fordulasuk és
jelentdséguk is alabecsult lehet (Post, 1995).

Aspinall et al. (1993) megalkottak a CAT agart (cefoperazone amphotericin
teicoplanin agar), ami a C. upsaliensis kitenyésztésére is alkalmas. A CAT agar az mCCDA
(modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar) médositasaval j6tt 1étre. Az amfotericin
B helyett teikoplanint tartalmaz és kevesebb a cefoperazon tartalma. Végeredményként a
CAT agaron a C. coli és C. jejuni izolalasara ugyanugy lehetséges, mint az mCCDA-n, de a
C. upsaliensis is jol n6 rajta (Post, 1995). Az arcobacterek izolalasara is alkalmasabb, mint
az mCCDA (Blackburn és McClure, 2002).

A baktériumok sérilhetnek a kilénb6zd élelmiszer-feldolgozasi és tartésitasi
folyamatok soran, ami érzékennyé teheti 6ket a taptalajokban hasznalt szelektiv anyagokra,
amelyeket az intakt baktérium még toleral (Post, 1995).

Humphrey és Cruickshank (1985) a fagyasztas és melegités altal sérilt és nem sérilt
C. jejuni érzékenységét vizsgaltak kulénbdzd szelektiv anyagokra. Eredményeik szerint a
rifampicin gatlé hatasu a sérult térzsekre, de kisebb mértékben az intakt térzsekre is. A
deoxicholat néhany sérult térzsre volt toxikus. Lovett et al. (1983) azt talaltak, hogy a
polimixin B magas koncentracibja gatol sok C. jejuni térzset.

Humphrey (1986) munkaja megerdsitette Ray és Johnson (1984) azon
megfigyelését, hogy C. jejuni jobban regeneralddik 37 °C-on, mint 42 °C-on és a fagyasztas,

hidtés soran sérilt baktériumok érzékennyé valnak a polimixin B-re. Ajanlasa szerint a
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kezdeti 37 °C-os inkubalaskor a tapleves antibiotikumokat ne tartalmazzon. Az antibiotikum
keveréket (trimetoprim, cefoperazon, colistin, amfotericin B és vancomicin vagy rifampicin) 4
oras el8inkubalas utan kell hozzaadni a dusitdhoz, és utana lehet az inkubalast magasabb
hémérsékleten folytatni. Az antibiotikumok késleltetett hozzdadasaval a szelektiv nyomas
késbbb, mar a regeneralddott baktériumokra iranyul.

Az érzékeny C. jejuni-k felderitésére Steel és McDermott (1978) szliréses mddszert
alkalmazott, ami alkalmas az érzékeny egyéb Campylobacter-fajok felderitésére is. A sz(irét
nem szelektiv talajra helyezi, amire 100 pl 1:10 higitdsu bélsarminta keril. 37 °C-os, 30-45
perces inkubalas alatt a baktériumok atmigralnak a 0,45-0,65 pm-es szlrén. A szlrd
eltavolitasa utan az atszivargott folyadékot steril Gvegbottal szétkeni a talajon, majd 42 °C-on
inkubalja tovabb.

Bolton et al. (1984) azt talaltak, hogy a kdzdnséges tapagarok a fényben és levegén
gatlé hatasuva valnak a C. jejuni, C. coli és C. lari-ra. A toxikus hatas kialakulasahoz mindkét
tényezére sziikség van, és ha egyszer kialakult, a mikroaerob vagy anaerob inkubalas sem
forditja vissza. Ezért a tenyésztést frissen készitett talajokon, vagy maximum 5 napos
talajokon kell végezni (Corry et al., 1995). A vér (5-7% haemolizalt I6vér) kivaldan megelézi a
fotokémiailag indukalt toxikus oxigéngyokdk (pl  hidrogén-peroxid, szuperoxid)
felhalmozddasat. A vér neutralizalja a trimetoprim antagonistakat is (Corry et al., 1995). A vér
antitoxikus hatasat egyik kiegészitd anyag sem helyettesiti teljes mértékben, de a szén
hatasosan gatolja a toxikus vegylletek kialakulasat. Az FBP vegylletek (piroszdlésav
natrium séja a toxikus anyagok megkotésére, natrium-metabiszulfit és vasszulfat az
aerotolerancia névelésére) szintén erdsitették ezt a hatast. A Bolton levesben vagy a Karmali
agarban vasszulfat helyett hemin van. A véren kivlll a szukcinat és cisztein-hidroklorid
kiegészités is segiti a baktériumok védelmét (Ray és Johnson, 1984). A talajokban a vér
kivaltasara gazdasagi és praktikussagi okokbdl térekedtek. Megjelentek a vér nélkili, szén
tartalmu agarok (Post, 1995).

Az elédusito folyadék oxigéngyodk koété, illetve toxinkdté anyagokkal valo kiegészitése
lehetévé tette a leves tenyészetek aerob kérlilmények kézti inkubalasat (Bolton et al., 1984).
Az aerob inkubalt levestenyészeteknél fontos, hogy az el6dusitdé csé joI zarédjon és a
folyadék felett kevesebb, mint 1 cm maradjon (Humphrey, 1986).

A kllénb6z6 szilard talajokon altalaban 48 ora elteltével kialakulnak a jellegzetes
telepek, de sziikség lehet akar 4-5 napra is a lassan ndvekvé térzseknél. A talaj min6sége is
nagyban befolyasolja a telepmorfologiat: nedves fellletl talajon a telepek széttertinek,
laposak, egyenetlenek. Szarazabb talajon kerek, domboru alakuak, fémes fénylk lehet
(Corry et al., 1995).

Mivel a campylobacterek nem fermentalnak szénhidratokat, a kilénb6z6 tapkézegek

energiaforrasnak peptont, huskivonatot, piroszélésavat tartalmaznak. A Bolton leves és
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Campylobacter dusito leves (Campylobacter Enrichment Broth) peptont, élesztékivonatot és
trikarboxilsav ciklus intermediert, afa-ketoglutarsavat tartalmaznak (Post, 1995).

Altalanosan elfogadott médszer a termofil campylobacterek élelmiszerbél, bélsarbél,
kérnyezeti mintakbol térténd kitenyésztésére nincsen, de ajanlasokat publikalt szamos
elismert nemzeti és nemzetk6zi szervezet, mint a Nemzetkézi Szabvanyligyi Szervezet
(International Organization for Standardization, ISO), a brit Kézegészségiigyi Laboratériumi
Szolgalat (Public Health Laboratory Service, PHLS), az amerikai Elelmiszer és Gyogyszer
Engedélyezési Hivatal (Food and Drug Administration, FDA). Az Europai Bizottsag és az
Eurépai Elelmiszer-biztonsagi Hivatal (European Food Safety Authority, EFSA)
egyluttmikodésében kidolgoztak egy egységes vizsgaldé modszert a  termofil
campylobacterek kimutatasara brojlercsirke-allomanyokbodl, annak érdekében, hogy a 2008-
as év soran, a Bizottsag 2007/516/EK hatarozata szerint elvégzett felmérd vizsgalatok
6sszehasonlithaté adatokkal szolgaljanak.

A baktérium érzékenyseégét figyelembe kell venni nem csak a tenyésztés, de a minta
vételénél, szdllitasanal és feldolgozasanal is. A tamponmintakat transzport taptalajban kell
szallitani (pl.: Amies, Cary-Blair), a mintakat 6vni kell a fénytél, és minél el6bb, de maximum
2 napon belll fel kell dolgozni. A fagyasztds, a magas hémérséklet (>20 °C), illetve a
hémérséklet fluktuacidja csékkenti az életképesseget, ezért a mintakat 4 °C-on kell tarolni,
ha hosszabb id6 telik el a minta vételétdl a feldolgozasig. Hitétt mintak esetében a
feldolgozas el6tt meg kell varni, amig azok szobah&mérsékletiire felmelegszenek (OIE,
2010).

A baktériumtdrzsek —80 °C-on jol tarolhatok, taplevesbe oltva (triptic soy broth, brain
heart infusion broth, Brucella broth, stb.) 20-50% glicerinnel kiegészitve. Minusz 20 °C-on

hasonlé médon 6 hdnapig eltarthatok a térzsek.

3.4.3 Campylobacterek meghatarozasa

A nemzetség meghatarozasa a mikroaerofii ndévekedés, a jellegzetes
telepmorfolégia, a jellegzetes mozgas, sejtmorfolégia és a pozitiv oxidaz reakcid alapjan
lehetséges. A termofil campylobacterek tovabbi jellemzdje, hogy 25 °C-on nem, mig 42 °C-
on jobban nének. A rutin diagnosztika megkdnnyitésére kifejlesztettek killénb6z8 teszteket a
termofil campylobacterek csoportjanak azonositasara.

A latex agglutinacios tesztekben a latex részecskék poliklonalis ellenanyaggal vannak
bevonva a leggyakoribb termofil campylobacterek kimutatasara. Alacsony az érzékenységik
és specificitasuk, csak a kin6tt telepek azonositasara hasznalhatok, kilénb6zé allati eredet(i
vagy kdérnyezeti mintakra nem. llyenek a Campyslide (BLL Microbiology Systems), Meritec-
Campy (Meridian Diagnostics), Microscreen (Mercia Diagnostics), ID Campy (Integrated
Diagnostics) (Sahin et al., 2003).

26



Az izolalt termofil Campylobacter telepek azonositasara Colony Lift Immunoassay-t
(CLI) is kifejlesztettek, amely soran az agaron kinétt telepeket atviszik egy membranra, és
jeldlt poliklonalis ellenanyag segitségével - egy direkt ELISA-hoz hasonléan — kildnitik el a
keresett telepeket mas telepektél (Rice at al., 1996).

Bélsar és élelmiszerek kbézvetlen (vagy egy elédusitast kdvetd) vizsgalatara is
alkalmas a szendvics ELISA-hoz hasonlé elven mikdédé Enzyme Immunoassay.
Erzékenysége és specificitasa jobb, mint az agglutinaciés teszteké, de rosszabb, mint a
tenyésztéses modszeré. A kimutatds hatara 10° CFU/ml felett van. Gyors és
automatizalhato, ilyenek pl. a VIDAS Campylobacter (BioMerieux), EIA-Foss Campylobacter
(Foss Electric), ProSpecT (Alexon-Trend) (Sahin et al., 2003).

Nukleinsav alapu kimutatasi méd a DNS hibridizacié, amely proba DNS-t alkalmaz
(fluoreszcens vagy kromogén jel6lével) membran vagy folyadék hibridizacié formajaban.
Hasznalhatok kilénbdzdé mintakbol a Campylobacter kdzvetlen kimutatasara és a telepek
azonositasara is (Chuma et al., 1994). Szdmos a 16S rRNS génre tervezett préba kerdlt
kereskedelmi forgalomba, pl. SNAP (Synergene), AccuProbe (Gen-Probe). Kdzvetlen
kimutatasra alkalmazva kevésbé érzékeny, mint a hagyomanyos tenyésztéses modszer (On,
1996), de a tenyésztéses mddszerrel kombinalva néveli annak érzékenységét. Lamoureux et
al. (1997) mikrotiter lemezhez ko&totték a specifikus prébat. Immunmagnes gydngyodket is
alkalmaztak a 48 6ras elédusitas utan a baktériumok koncentralasara. A DNS kivonas utan a
mintakat a lemezre mérték. A kimutatas érzékenysége elérte a 3 C. jejuni CFU/10g hust
(Sahin et al., 2003).

A Campylobacter-fajok meghatarozasa hagyomanyosan a fenotipusos
tulajdonsagok (katalaz-proba, nitrat és nitrit redukcio, 25 és 42 °C -on vald névekedés, glicin-
és konyhasotilrés, hidrogén-szulfid termelés, hippurat és indoxil-acetat hidrolizis, nalidixsav
és cefalotin iranti érzékenység) alapjan tértént. A kiilonbdzé fajok biokémiai jelllemzéit a 4.
tablazat tartalmazza.

A C. jejuni-t a hippurat pozitivitasa alapjan lehet elklléniteni a C. coli-t6l, azonban a
térzsek kb. 5%-a hippurat negativ (OIE, 2010). Az ujabban leirt C. avium is hippurat pozitiv.
A C. jejuni és C. coli cefalotin rezisztens és nalidixsav érzékeny, bar egyre t6bb a rezisztens
térzs. A C. lari a nalidixsav rezisztens campylobacterek kézé tartozik, de vannak érzékeny
torzsek is (OIE, 2010). A rutin diagnosztikdhoz 06sszedllitottak Campylobacter
meghatarozasra alkalmas asszimilaciés tesztlemezt (BioMérieux API Campy), de a

konvencionalis biokémiai teszteknél nem ad jobb eredményt, és az Arcobacter nincs rajta.
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A PCR lehetévé teszi a célba vett szekvencia exponencialis megsokszorozasat révid
id6 alatt, ezaltal a kis szamu mikroorganizmus kimutatasat és azonositasat. Konzervativ
szakaszokra tervezett primerek altalanos, genus specifikus kimutatasra alkalmasak, mig a
variabilis régidkra tervezett primerekkel a fajok vagy térzsek elkiilbnitése is lehetséges.
Szamos rendszert leirtak mind élelmiszer, mind bélsar vizsgalatara. A PCR lehet szimplex
vagy multiplex rendszerd is a kiilénbdzd fajok azonositasara egy reakcion belll (Sahin et al.,
2003; On és Jordan, 2003).

A PCR kombinalhat6 tovabbi technikakkal a kimutatas hatékonysaganak névelésére,
mint a reverz blot hibridizacié, vagy az ELISA. Ennél a két modszernél specifikus probat
kétnek egy membranhoz vagy mikrotiter lemezhez. Erre kerul ra a jel6lt primerekkel
felsokszorozott PCR termék. A hibridizaciét szinreakcid jelzi. Kulénbdzd fajspecifikus
probakat lehet egy membrancsikhoz vagy lemezhez kétni, igy a kevert fert6zések is
egyszerre felderithet6k. A 23S rRNS génjére tervezett PCR amplikonok emeésztése
restrikcios enzimekkel is alkalmazhat6 a fajok elkilonitésére (Sahin et al., 2003).

Real-time PCR rendszereket is kidolgoztak. Ezek egyik legnagyobb elénye, hogy
mérheté a DNS mennyisége, és ezen keresztil megbecsiilhetd a mintdban a baktériumok
szama is.

A PCR el6nye altalaban az érzékenység, a specificitas és a gyorsasag. Tiszta
tenyészetekbdl miikddik a legjobban, kézvetlenll a mintakra alkalmazva dramaian csdkken a
teljesitménye, valészinlileg a kilénb6z6 gatlbanyagok jelenléte miatt (Sahin et al., 2003). A
megfeleld eredmény elérése érdekében elengedhetetlen egy megbizhatdé DNS feltarasi
modszer a kilénb6zé (bélsar, élelmiszer, stb.) mintakbdl (Sahin et al., 2003). A kézvetlen
kimutatas érzékenységét néveli, ha egy elédusitas elézi meg a PCR reakciét, mivel az higitja
a gatlo anyagokat és ndveli a kimutatand6 csiraszamot. Az Immunomagnetic separation
(IMS) ugy mikédik, hogy magneses golydk vannak mono- vagy poliklondlis ellenanyaggal
bevonva, amiket az el6dusitas utan a mintahoz kell adni. A baktériumok kapcsolédnak a
golydécskakhoz és rajtuk koncentralédnak. Ezaltal ndveli az azt kévetd tenyésztés vagy PCR
érzékenységét (<10 CFU/g baktérium kimutatasa lehetséges) (Lamoureux et al., 1997). A
hasznalata mégsem terjedt el, valészinlleg a Campylobacter nagy antigén diverzitasa miatt.
A baktériumot Uritd egyedek bélsaraban azonban altaldban elég magas a csiraszam, igy
elédusitds nem szikséges (Sahin et al., 2003).

A PCR hatranya, hogy nem képes megkuldnbdztetni az él6 és elhalt baktériumokat,
ami a pozitiv eredmény jelentéségét megkérdéjelezheti. Ezt mRNS-re tervezett RT-PCR-rel
prébaltak kikliszobolni (Sahin et al., 2003).
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3.4.4 Campylobacter tipizalasi médok

A Campylobacter-fajok tipizaldsara szikség lehet epidemioldgiai vizsgalatokhoz,
jarvanyigyi nyomozashoz, diagnosztikai és monitoring vizsgalatokhoz (Wassenaar és
Newell, 2000).

Tradicionalisan hasznalt fenotipusos tipizalasi médszerek a szerotipizalas, fag-
tipizalas és biotipizalas. Holabilis, fehérje természetd, csillé antigén (H antigén) és hdstabil,
LPS dsszetétell sejtfal antigén (O antigén) jellemzi a Campylobacter térzseket. Penner és
munkatarsai (Penner és Hennesy, 1980) az O antigén alapjan passziv hemagglutinacioval,
Lior et al. (1982) a H antigén alapjan, targylemez agglutinacioval szerotipizaltak a térzseket.
Lior sémaja alapjan 130 szerocsoport kilénithetd el a C. jejuni subsp jejuni, C. coli, és C. lari
esetében. Hatranya, hogy sok a nem tipizalhatd és az egyszerre tébb szerotipusba is tartozo
torzs, illetve a reagensek nehezen hozzaférhetok.

A szerotipizalas mellett a biotipizalast (Skirrow-Benjamin biotyping rendszer, Roop
rendszer) és fagtipizalast (Preston és Khakhria-Lior phage-typing rendszer) lehet alkalmazni,
mint fenotipusos vizsgalé moddszert (Miller et al., 2005). Ezen mddszerek hatranya, hogy
korlatozott mennyiségi informaciot adnak a vizsgalt térzsrél és sok tdérzs meghatarozasat
nem is teszik lehetévé.

A nemzetkdzi irodalomban szamos genotipusos tipizalasi modszert leirtak.

Az flaA gént és mas géneket (groEL gén,16S rRNS gén) a fajok jellemzésére is lehet
hasznalni a PCR-RFLP (restriction fragment length polymorfism) médszerrel. Ekkor az adott
gén amplifikalasa utan a kapott PCR termékeket kiilénbdzd restrikciés enzimekkel hasitjuk
és a fragmensek futtatasa utan kapott mintazatokat hasonlitjuk 6ssze (Karenlampi et al.,
2004; Nakari et al., 2005; Stern et al. 1997; Wittwer et al., 2005).

A flaA (flagellint kédold) gén SVR (short variable region) szekvenalasa alapjan a
campylobacterek szintén tipizalhatok. Mas gének, mint példaul a cmp gén (outer membrane
protein), 16S rRNS, 23S rRNS, cpn60, rpoB (Korczak et al., 2006) gén szekvenalasat is
leirtak, mint lehetséges modszert (Sahin et al., 2003; Inglis et al., 2007).

A ribotipizalas modszere 3 szorosan dsszefliggd rRNS gént és azok melletti régidkat
vizsgalja. Elénye, hogy automatizalhatdé és nagyszamu minta vizsgalatara alkalmas.
Hatranya, hogy a készilék és a hozzavaldk dragak, emellett a feloldé képesség korlatozott.

Az AFLP (amplified fragment length polymorfism) médszer az egész genombdl
szarmazo, kicsiny fragmentekbdl allé csoport vizsgalatan alapul, genetikai ujjlenyomatot ad a
vizsgalt tdrzsekrél. A mddszer megbizhatd és jol alkalmazhatdé egyszerre nagy szamu
Campylobacter-faj, alfaj és tipus elkilonitésére is (Duim et al., 2001).

A PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) esetén az egész genomot hasitjuk

restrikcios enzimek segitségével fragmensekre, és a pulzaltatott mezejli gélelektroforézis
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utdn kialakult mintazatokat vizsgaljuk. Bar nagyon id6igényes, mégis jarvanyugyi
nyomozasra a leginkabb alkalmas modszer.

Az MLST (multi locus sequence typing) modszer soran 7 haztartasi gén szekvencigjat
vizsgaljuk. Hasonl6 az elve a multilocus enzyme electrophoresis-hez (MLEE), de nem
indirekt mddon a gének termékeit, hanem magukat a géneket vizsgalja nukleinsav szinten. A
gének kb. 500 bp hosszusagu szakaszait szekvenaljuk. A kiildnbdzé szekvenciak 1-1 génen
kilénbdzd allelt képviselnek. Ezek alapjan kapott szekvencia tipusok (ST) mindegyike a
tipusra jellemzé allélokbdl all. Ma mar a C. jejuni ST adatbazisa tobb mint 1000 ST-t
tartalmaz. A modszer alkalmas a Campylobacter térzsek eredetének, rokonsagi
kapcsolatainak és genetikai valtozasainak hosszu tavu vizsgalatara, és a gél alapu
modszerekkel ellentétben az eredmények dsszehasonlithatoak a kilénb6z6 laboratoriumok
kozt (Miller et al., 2005).

A genotipusos médszerek diszkriminativabbak, mint a fenotipusos tipizalasi médok.
Hatranyuk, hogy a genetikai ujjlenyomat vizsgalatan alapuldé modszerekkel kapott
eredmények standardizalas hianyaban nehezen 6sszehasonlithatok. A gélelektroforézis
soran kapott csikok elhelyezkedése és szama a hasznalt technikatél figgéen kilénb6zé
lehet azonos tdrzs vizsgalata esetén is. A szekvencia elemzésén alapulé tipizalasi moédok

ezzel szemben kénnyen &sszehasonlithatdk (Boer et al., 2000).

3.5 Antibiotikum-rezisztencia

A campylobacterek altalaban érzékenyek a makrolidokra, aminoglikozidokra,
kloramfenikolra, klindamicinre és rezisztensek penicillinre, cefalosporinokra, szulfonamidokra
(Czirdk, 1999).

Ma mar jelentds probléma a C. jejuni térzsek kilénb6z8 antibiotikumokkal szembeni
rezisztencidja vagy multirezisztencigja (Altekruse et al., 1999; Nirdnoy et al., 2005; Tenover
et al., 1985). Eritromicinnel és azitromicinnel szemben viszonylag alacsony, mig a kinolon
antibiotikumokkal szemben magas, 96% korlli a rezisztenciat mutatdé térzsek aranya
(Nirdnoy et al.,, 2005). A tetraciklin reisztencia kialakulasa valosziniileg az antibiotikum
allatorvoslasban val6 széles kori alkalmazasara vezethet vissza (Batchelor et al., 2004).

Korabban mar leirtak, hogy a C. jejuni tetraciklinnel, kloramfenikollal és kanamicinnel
szembeni rezisztenciaja plazmidfiiggé (Nirdnoy et al., 2005; Tenover et al., 1985). A C. jejuni
toérzsek kb. 30%-a mig a C. coli térzsek kb. 40%-a hordoz egy vagy tébb kulénb6zd
plazmidot (Boosinger et al., 1990; Tenover et al., 1985). A plazmidok mérete 2 és 162
kilobazis (kb) k&ézé esik (Tenover et al., 1985). Amig a C. jejuni és C. coli térzsek
plazmidjainak restrikciés endonukleazokkal torténd hasitasa soran nem talaltak jelentds
eltéréseket, a camplybacterekben talalt plazmidok nem hasonlitottak az Enterobacteriacae

csaladban oly gyakori tetraciklin R faktorhoz (Taylor et al., 1983; Tenover et al., 1985).
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A C. jejuni 81-176-0s tbérzse a legjobban karakterizalt C. jejuni térzs, melyet 1985-ben
egy nyers tej okozta, sulyosabb hasmenéssel jaroé jarvanybdl izolaltak (Batchelor et al.,
2004). Ez a toérzs két, 37 kb-nal nagyobb plazmidot tartalmaz, az egyik a TcR tetraciklin
rezisztenciat kddolo plazmid (45,2 kb) vagy pTet (a kédold génszakasz a tetO gén), a masik
pedig a pVir (37 kb) vagy virulencia plazmid (Bacon et al., 2000 és 2002).

A C. coli esetén a tetraciklin rezisztenciat kodol6 plazmid szintén nagyobb, kb. 44,7
kb. A két faj tetraciklin rezisztenciat kodol6 plazmidja nukleotidszekvenciajat tekintve 94,3%-
ban azonos, ugyanigy a plazmidon talalhato tetO gének k&zétt is 94,8%-0s a homolégia. A
tetraciklin rezisztenciat kédolé plazmidok kézlil a 6 és 66 kb kdzé esd, kisebb plazmidok
konjugacidéra alkalmasak, atadédhatnak a campylobacterek kdzoétt (Batchelor et al., 2004;
Taylor et al., 1983).

Az allomanyok barmely makroliddal térténé kezelése okozhat eritromicin rezisztenciat
(Roberts et al., 1999). A makrolidok, a linkomicin és/vagy virginiamicin alkalmazasanak
soran kialakulhat az ugynevezett makrolid-link6zamid-sztreptogramin B (MLSB) rezisztencia,
amely hatasara a térzsek valamennyi makrolidra, linkézamidokra (linkomicin, klindamicin) és
sztreptograminokra (Pl.: pristinamicin, virginiamicin) is rezisztenssé valnak (Gibreel és
Taylor, 2006).

A fluorokinolon és makrolid rezisztencia elterjedése a Campylobacter-fajokban nem
kivanatos, ugyanis ezek a campylobacteriosis kezelésére elsédlegesen alkalmazott szerek.
A fluorokinolonokat a campylobacterek elleni kezelésre, érzékenységiiknek jelentds
csOkkenése miatt, ma mar csak a rezisztencia vizsgalatuk kedvez6 eredménye alapjan

ajanlhatjuk, a térzsek makrolidokra vald érzékenységét is célszeril vizsgalni.

3.6 A védekezés szempontjai:

A 2008-as év soran, a Bizottsag 2007/516/EK hatarozata szerinti felmérd
vizsgalatokat az Europai Unid orszagaiban azzal a céllal végezték, hogy mérlegelni lehessen
a kozbsségi szintl szabalyozd intézkedések szikségességét, megvaldsithatosagat,
koltségeit és elbnyeit. Egyértelmiien latszik, hogy nincs egyetlen univerzalis modszer a
campylobacteriosis elleni védekezésre, a kérdést a farmtdl az asztalig szemlélettel kell
megkdzeliteni (Blackburn és McClure, 2002). A human fertézések legnagyobb részéért a C.
jejuni a felelés, a fert6zések dontd tdbbségét kitevdé sporadikus el6fordulasok hatterében a
baromfihust valoszinUsitik (Newell és Davison, 2003). A baktérium jellemzéit figyelembe kell
venni az allattarté telepek higiéniai el6irasainal és az élelmiszer feldolgozasi folyamata alatt
is (OIE, 2010).
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3.6.1 Allattarté telepek
A Campylobacter el6fordulasanak gyéritése az elsddleges termelés helyén, igy
elsésorban a brojlercsirke telepeken, csékkenthetné az élelmiszerlanc baktérium terheltségét
(Blackburn és McClure, 2002). A brojlercsirke-allomanyok megévasa a Campylobacter-
fert6zéstdl a legjobb médja a baromfi termékek campylobacterekkel valé kontaminaciojanak
csOkkentésére vagy megszintetésére (Rivoal et al., 2005).
A baromfiallomanyoknal a zart tartas, az egyszerre Urités és betelepités rendszere és
a kdzben elvégzett alapos takaritas-fertétlenités kdvetkeztében valoszinli, hogy az egymast
kovetd allomanyok nem fertézik egymast (Evans és Sayers, 2000). Mivel a baktérium
ellenallé képessége kicsi, az uj csoport nem a bekészitett szaraz alommal és takarmannyal
fert6z6dik. A nem fertétlenitett itatérendszeren keresztil a vizzel erre nagyobb az esély. A
legvalészinibb fertézési forras az istalléon kivilrél szarmazik, mint a hordoz6 izeltlabuak, mas
hazi- és vadon él6 allatok, és az altaluk szennyezett féld, mely a dolgozék csizmajan és a
kildnb6z6 eszkdzbkodn juthat be az istalldba. Az allomany fertézédése a telepeken szigoru
higiénés elbirasokkal megel6zhetd, vagy legalabb a gyakorisaga jelentésen csdkkenthetd
(Allen és Newell, 2005).
e Az allomanyok zart tartasa
e A korcsoportok izolalt tartasa
o Az egyszerre Urités és betelepités rendszere
e Epliletek takaritasa, fertétlenitése betelepités el6tt
e Epiiletek karbantartasa (résmentesség)
e Féreq, rovar, ragcsaléo mentesség
e Egyéb haziallatok, vad madarak tavoltartasa,
o Az itatdviz tisztasaga, az itatbedények tisztitasa, fertétlenitése
e Baromfihullak megfeleld tarolasa
e A dolgozéknak fekete-fehér 6lt6zérendszer
e Kézmosas az istalloba lépés elbtt
e Labbeli fertétlenités, csizma csere
o Fels6 vedo oltézet csere
e Latogatdok szamanak csdkkentése
o Istallonként elkuldnitett eszkdzok
A csirkék fogékonysaganak csokkentése kompetitiv kizaras (probiotikumok)
segitségével szintén cstkkentheti az allomany fert6z8désének az esélyét. Vakcina nem all

rendelkezésre.
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3.6.2 Vagohidi higiénia

A fert6zott allomanyokat célszeri a mentes &llomanyok utan vagni, a
keresztszennyezés elkerlilése érdekében szikséges az alapos tisztitas, fertbtlenités. A
HACCP rendszer alkalmazdsaval és a j6 higiéniai gyakorlat (GHP) kritériumainak

betartasaval a kontaminacié veszélye nagymértékben csdkkenthetd.

3.6.3 Elelmiszer-feldolgozés, személyi higiénia
A Campylobacter nem szaporodik az élelmiszerben, szamuk csdkkenthetd
fagyasztassal, és elpusztithatd besugarzassal, h6kezeléssel. A nyers tej pasztérizalasakor,
illetve a hus sltése vagy f6zése kézben, ha a maghdmérséklet eléri a 74 °C-ot, a baktérium
elpusztul.
Az ember fert6z6désének a megelézése szempontjabol fontos:
e A nyers hus, nem pasztorizalt tej és kezeletlen felszini viz fogyasztasanak a
tilalma.
e A hus és egyéb élelmiszer feldolgozasahoz kilén eszkéz6k hasznalata.
o Az eszkbzbk gondos tisztitasa, fertétlenitése.
e Arovarok és ragcsalok tavoltartasa az élelmiszerektél.

o A személyi higiénia szabalyainak a betartasa (kézmosas, stb.) (CDC, 2010).
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4 Anyag és médszer

4.1 Mintagyiijtés és a campylobacterek tenyésztése

A nemzeti antibiotikum-rezisztencia monitoring program keretében termofil
Campylobacter-fajokat kerestlink vagoéhidakrol szarmazé lekététt bélkacsokbdl. Harom
egyedbdl szarmazdé 3 bélmintat vizsgaltunk egy-egy szarvasmarha-, sertés- vagy
baromfiallomanybdl. Szarvasmarha és sertés esetében vastagbelet, baromfi esetében
vakbelet vizsgaltunk. A mintadkat havonta kildték minden megyébdl, mindharom élelmiszer-
termel® allatfajpdl. A beleket vagy azonnal feldolgoztuk, ahogy azok a laboratériumba
érkeztek, vagy —20 °C-on taroltuk néhany napot a feldolgozasig. A szobahdmérsékletire
melegedett mintakat steril eszkdzdkkel felbontottuk és a béltartalombol, a bélfalat
végighuzva kacsnyi mennyiséget mCCDA (Oxoid, Drogen, Belgium) lemezre kentink és
szélesztettik.

A koézvetlen kioltast mMCCDA lemezre és a Bolton szelektiv elédusitéval kiegészitett
feldolgozast (ISO 10272-1 szabvany) dsszehasonlitottuk, és ugyan az elédusitoval jobb
eredményt kaptunk, az elédusitast kihagytuk a rutin munka egyszerisitése érdekében.

Az mCCDA lemezeket 48-72 érat mikroaerob kérnyezetben, 41,5 °C-on inkubaltuk. A
mikroaerob kérnyezetet GasPack EZ Campy (Becton Dickinson, Sparks, USA) tasakkal plexi
edényben (Oxoid) allitottuk eld. A tipikus, 6nallo telepeket tovabb oltottuk 3 db 7%-os véres
Columbia agarra (Merck, Darmstadt, Germany), és Gjabb 48 6érat inkubaltuk 41,5 °C-on és 25
°C-on mikroaerob kérnyezetben, illetve 41,5 °C-on aerob kérnyezetben. Az egy allomanybol
szarmaz6 3 almintabdl, az mCCDA-rol csak egy telepet oltottunk tovabb, ha egyforma
telepeket lattunk. Amennyiben kilonbdz6 telepmorfologiaju  baktériumok  fejlédtek,
mindegyikb6l 1-1-et oltottunk tovabb. A tovabbiakban a 3 almintat nem kualén-kilén
vizsgaltuk, hanem egységes mintaként kezeltik, mely az allomanyt jellemezte.

Campylobacter-nek tekintettik az izolatumot, amennyiben 25 °C-on és aerob
kérilmények kozétt nem nétt, 41,5 °C-on, mikroaerob kdérnyezetben tipikus telepekben
fejlédott, oxidaz pozitiv volt, és sotétlatéteres mikroszkopos vizsgalattal tipikus
sejtmorfologiat és mozgast tapasztaltunk.

Az alabbi fenotipusos tulajdonsagokat vizsgaltuk a campylobacterek hagyomanyos
maddon térténd fajmeghatarozasa érdekében: katalaz (3%-os hidrogén-peroxid-oldat) és H,S
termelés (TSI agar), hippurat és indoxil acetat hidrolizis (Rosco), névekedés 1% glicin
tartalmu talajon és cefalotin, nalidixsav érzékenység (30 ug korong; Oxoid).

A baktérium kultirabdl egy kacsnyi mennyiséget ultra tiszta vizben (Millipore,
Billerica, USA) szuszpendaltunk és —20 °C-on taroltuk a molekularis vizsgalatokhoz.

Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat elkészitésével egyiddben a térzseket elédusito

folyadékban glicerinnel kiegészitve —80 °C-ra fagyasztottuk.
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2008-2009 folyaman 6sszesen 1110 mintat vizsgaltunk meg, melybél 480 sertésbél,
267 szarvasmarhabol, 348 brojlercsirkébdl, 15 pedig pulykabdl szarmazott.

A szezonalitds okainak vizsgalatdhoz a relativ paratartalom adatokat a
http://hungarian.wunderground.com/history/airport//LHBP/2009/12/31/CustomHistory.html

weblaprol tltottik le.

4.2 DNS kivonas

Osszehasonlitottunk 5 DNS feltarasi modot: QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen),
szonikalas (95 °C 15 perc), guanidin HCI alapi médszerrel Dan és mtsai (2003) utmutatasa
alapjan, Total RNA Isolation Kit (Macherey-Nagel), szonikalas + Total RNA Isolation Kit. A
tenyészetek vizsgalatanal nem volt kilénbség a feltarasi médok hatékonysaga kézt, azonban
alacsonyabb csiraszam esetén, kézvetlen a mintabdl val6 kivonashoz (vagy el6dusités minta
vizsgalatahoz) leghatékonyabbnak a Total RNA Isolation Kit bizonyult. Az el6zetes
szonikalds nem ndvelte a hatékonysagot. Ezért, és az automatizalt feltarast kihasznalva,
végll a DNS kivonasat 100 pl baktérium szuszpenziébol X-tractor Gene nukleinsav kivono
robottal (Corbett Robotics Pty. Ltd., Queensland, Australia), Total RNA Isolation Kit,
Nucleospin 96 RNA (Macherey-Nagel, Diren, Germany) segitségével végeztik a gyartd
utasitasai szerint a DNase alkalmazasa nélkil. A DNS-t 50 pl eluald pufferben vettik fel. A

kivont DNS-t -20 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

4.3 Primer tervezés C. jejuni-ra

A PCR rendszerlink kifejlesztésekor a legfontosabb szempont az volt, hogy az képes
legyen valamennyi C. jejuni térzs kimutatasara.

A C. jejuni hipO génjére terveztiik a primereket a Primer Designer Version 2.0.
(Scientific & Educational Software) segitségével. Ehhez teljes, illetve részleges C. jejuni
szekvencidkat toltéttink le a GenBank-bél BLASTN (Altschul et al., 1990) hasznalataval
(GenBank, National Center for Biotechnology Information Bethesda, Maryland USA,

www.ncbi.nih.gov). A letdltend® szekvenciak kivalasztasakor elsédleges szempont volt, hogy

valamennyi fontosabb C. jejuni térzs az illesztés részét képezze. A szekvenciakat a szoftver
segitségével egymashoz illesztettik, és az igy kapott illesztés részletes vizsgalataval

konzervativ terlleteket kerestlnk (3. abra).
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Egy 261 bp hosszu terméket kbzrefogd primerpart talaltunk a tervezeési kritériumok
alapjan a legmegfelelébbnek (5. tablazat). A genomikus primer: CAMNORF 5 - AAT GTA
ATG CAT GCT TGC GGT CA — 3’ és a reverz primer: CAMNORR 5’ - CGA AGA AGC CAT
CAT CGC ACC T — 3. A termék a 36. bazisnal kezdédik és a 296-ig tart, olvadasi

hémérséklete 71 °C, javasolt annealing hémérséklet 51 °C.

5. tablazat. A hipO génre tervezett C. jejuni primerek jellemzéi.

Primer Genomikus (A)| Reverz (B)

Hossz 23 nt 22 nt 1 bazis kilénbség
GC% 43% 54% 11% kilénbség
Tm °C 78 °C 79 °C 1 °C kulénbség
Run G/C 3' végen 0 nt 0 nt

Run 2nt 2nt

Hairpin képzés nincs nincs

Dimer képzés A-A B-B A-B

3' végnél 2nt 2nt 1 nt
Egyéb helyen 6 nt 3 nt 4 nt

4.4 Real-time PCR paraméterek beallitasa C. jejuni és C. coli azonositasara

Az altalunk tervezett primerekkel hagyomanyos agarézgél alapu PCR optimalizalasi
kisérleteket végeztiink, hogy megallapitsuk az optimalis annealing hémérsékletet és MgCl,
koncentraciot.

Osszehasonlitottunk néhany az irodalomban leirt, a C. jejuni és a C. coli
azonositasara alkalmas hagyomanyos PCR méddszert, hozzavéve a sajat moédszeriinket. A
szenzitivitasi vizsgalatokhoz a nukleinsav oldatokbdl 10-es alapu higitasokat készitettiink, és
az Osszehasonlitasokat ezekkel végeztik. Ugyanazon mintakat vizsgaltuk Vandamme et al.
(1997) multiplex rendszerével (multiplex és szimplex formaban), Wang et al. (2002) multiplex
rendszerével (multiplex és szimplex formaban), Linton et al. (1997) primereivel (kilén C.
Jejuni-ra és C. coli-ra) és az A&ltalunk tervezett primerekkel (C. jejuni-ra). El6szér az
irodalomban leirt protokollokat kdvettik, majd azonos hédmérsékleti profillal (65 °C-os, illeteve
59 °C-os annealing hémérsékletekkel) prébaltuk futtatni a kilonb6z6 rendszereket. El6bb
hagyomanyos PCR-rel végeztik az 6sszehasonlitasokat, majd real-time PCR médszerrel is
kiprébaltuk a kivalasztott primereket.

Az igy kifejlesztett real-time PCR rendszerhez végil a C. coli kimutatasara a Wang et
al. (2002) altal leirt, glyA génre tervezett CCF: 5’ - GTA AAA CCA AAG CTT ATC GTG - 3
és CCR: 5 - TCC AGC AAT GTG TGC AAT G — 3’ primereket, a C. jejuni kimutatasara pedig
a hipO génre, altalunk tervezett primereket valasztottuk, melyek szimplex formaban, de

azonos hémérsékleti profillal mikddtek.
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A PCR amplifikaciot 25 ul-es reakcidkeverékben, egy Corbett Research Rotor-Gene
Real Time Amplification készilékben (RG-6000, Corbett Research, Mortlake, NSW,
Australia) végeztik. Elsd lépésben 95 °C-on 5 percig denaturacio és a DNS polimeraz
aktivalasa tortént. Ezt kovetben 45-szdr ismételtik az alabbi lépéseket: 94 °C /30 s
(denaturacio), 59 °C /30 s (primer tapadas, annealing), 72 °C /45 s (lancszintézis, extenzid).
A termék olvadaspontjanak meghatarozasahoz a folyamatot egy 60-t6l 99 °C-ig tart6, 0,5 °C
/5 s-0s hémérséklet emelkedés zarta.

A 25 pl reakciéelegy 5 ul puffert (GoTaq Flexi Buffer Colorless {5X} Promega,
M890A), 1,5 mM (C. jejuni) és 2,5 mM (C. coli) MgCl, (Promega, A351B), 0,24 mM
dezoxinukleozid trifoszfatot (ANTP) (Fermentas, R0181), 0,4 uM primereket (IDT-DNA), 0,2
pl (1U) emzimet GoTaq DNA Polymerase (Promega, M830A), 1,25 pl EvaGreen-t (20x) és 2
pl DNS templatot tartalmazott (6. tablazat).

6. tablazat. Reakcitelegyek 6sszetétele a C. jejuni és C. coli azonositasahoz.

Mennyiség egy mintara | Mennyiség egy mintara
Reagensek (ul) (M) Referencia
C. jejuni C. coli

Ultratiszta MQ viz
H,O 13,5 12,5 (Millipore)
Puffer GoTaq Flexi
Buffer Colorless (5X) 5 5 Promega, M8I0A
MgCl, (25 mM) 1,5 2,5 Promega, A351B
dNTP (10 mM) 0,6 0,6 Fermentas, R0181
F primer
(10 pmol/ul) 1 1 IDT-DNA
R primer
(10 pmol/l) 1 1 IDT-DNA
GoTaqg DNA
Polymerase (5 U/ul) 0,2 0,2 Promega, M830A
EvaGreen 20x 1,25 1,25 Biotium Cat: 31000
DNS templat 2 2

A rendszer EvaGreen (Biotium, California, USA) z&ld fluoreszcens jel6l6festékkel

mikoédik, a két faj elkiildnithetd az olvadasi gérbék alapjan (4. abra). A reakcidk befejeztével

minden alkalommal meghataroztuk a termék olvadaspontjat (melting temperature, Tm),
amely 80,0 +/- 0,4 °C C. jejuni, és 81,4 +/- 0,4 °C C. coli esetében.
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4. abra: Real-time PCR eredmények értékelése az olvadasgoérbék alapjan.

Az EvaGreen a dupla szali DNS-hez kétédve valik fluoreszcenssé. A fluoreszcens
jelet a gép az elongacio, illetve az olvadaspont vizsgalat alatt mérte. A megvilagitadshoz
hasznalt fény hullamhossza 470 nm volt, mig a kibocsatott fényt 510 nm-en mértik.

Amennyiben, a pozitiv PCR kontrollként és a pozitiv feltarasi kontrollként hasznalt
minta felerésitése soran a kiszdbértéket lathato moédon meghaladd goérbét (fluoreszcens
jelet) kapunk, a negativ PCR kontroll és a negativ feltarasi kontroll eredménye negativ (nincs
jel), a PCR vizsgalat eredményei kiértékelhetéek. Barmelyik fent emlitett kritérium meg nem
valésuladsa esetén, a vizsgalatot megismételtiik. A minta pozitivnak minésil, ha a kiszdb
érteket meghalad6 fluoreszcens gorbét kapunk. Ellenkezd esetben, a minta negativnak

mindésul.

4.5 Real-time PCR rendszer specificitasanak és érzékenységének vizsgalata

Az altalunk kifejlesztett real-time PCR rendszer specificitasat az alabbi
Campylobacter és nem-Campylobacter referens torzsekkel teszteltlk az esetleges
keresztreakciok kizarasara: C. jejuni (ATCC 33291, NCTC 11351), C. coli (ATCC 33559), C.
fetus subsp. fetus (NCTC 10842), C. fetus subsp. venerealis (NCTC 10354), C. sputorum
subsp. sputorum (NCTC 11528), Arcobacter cryaerophylus (NCTC 11885), Escherichia coli
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(ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Az amplikonok megfelelé méretérdl
agarozgél-elektroforézissel gy6z6dtiink meg.

Az izolatumok vizsgalata soran a C. jejuni és C. coli negativ térzseket, illetve néhany
C. jejuni és C. coli pozitiv térzset is azonositottunk szekvenalas alapjan annak érdekében,
hogy kizarjuk az esetleges mitermékek jelenlétét és ellenérizhessik, hogy az altalunk talalt
szakaszok valoban a keresett baktérium genomjanak részletei-e.

Az irodalomban leirt PCR mddszerek és a sajat PCR rendszeriink érzékenységének
Osszehasonlitasahoz a referens C. jejuni (ATCC 33291) és C. coli (ATCC 33559)
baktériumtérzseket a korabban mar ismertetett mddon elszaporitottuk, €s a baktérium
kulturabdl egy kacsnyi mennyiséget ultra tiszta vizben (Millipore, Billerica, USA)
szuszpendaltunk. A korabban mar szintén ismertetett moédon kivontuk a DNS-t. A nukleinsav
oldatokbdl 10-es alapu higitdsokat készitettiink, és az 06sszehasonlitasokat ezekkel
végeztik.

Néhany parhuzamos vizsgalattal dsszehasonlitottuk a tenyésztés és a PCR modszer
érzékenységét a mintak kdzvetlen vizsgalata esetén.

1. Egy vagohidon 50 csirke testlregébdl vettiink tamponmintat (2 tampon/csirke) a
vagas, mosas utan, hités eldbtt (Fot 2008. 10. 13.). Az egyik tamponmintat kézvetlen
mCCDA-ra kentlk fel, a masikat pedig a PCR vizsgalathoz hasznaltuk.

2. A vagohidakrol érkezd bélmintakbdl 35-6t feldolgoztuk parhuzamosan tenyésztéssel
(kbzvetlen kioltas) és PCR-rel. A béltartalmat pufferolt peptonvizben 1:10 aranyban
higitottuk, és a DNS feltarashoz ebbdl vettiink ki mintat.

3. Egy masik alkalommal 10 bélbdl a tenyésztést kozvetlen kioltassal és Bolton dusité
alkalmazasaval is elvégeztiik. A PCR vizsgalathoz a bélbél tamponnal vettlink ki mintat,
illetve a Bolton dusitébdl is, amelyet elétte 20 6ran at 41,5 °C-on inkubaltunk (13.
tablazat).

Hatvankilenc tenyészet fajmeghatarozasat elvégeztilk parhuzamosan a korabban leirt

hagyomanyos fenotipusos tesztek alapjan és PCR-rel is.

4.6 Primerek flaA SVR tipizalashoz

Osszesen 73 C. jejuni és C. coli térzset vizsgaltunk meg az flaA gén SVR
szekvenalasaval. Az izolatumokat ugy valasztottuk ki, hogy legyen kéztik minden allatfajbal,
az orszag kulénbdzb terlletérdl és mindkét baktériumfajbdl. Az flaA gén SVR felerdsitéséhez
a korabban leirt FLA4F és FLA1728 primereket hasznaltuk (Meinersmann et al., 1997,
Nachamkin et al., 1993). Az flaA SVR szekvenalasahoz eltérd, az FLA242FU forward és az

FLAB25RU reverz primereket hasznaltuk (Meinersmann et al., 1997).
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4.7 Nemzetség- és C. lanienae fajspecifikus PCR-ek

A torzseket el6szor real-time PCR-rel vizsgaltuk, hogy azonositsuk a leggyakrabban
el6forduld C. jejuni- és C. coli-fajokat. A C. jejuni és C. coli negativ eredményt adé térzseket
tovabb vizsgaltuk a 16S rRNS génre tervezett genus specifikus primerekkel (C412F és
C1228R) (Linton et al., 1996), hogy megbizonyosodjunk arrél, hogy az izolatum
Campylobacter. A 45 ilyen C. jejuni és C. coli negativ, de Campylobacter genusba tartozé
torzset ezekkel a primerekkel megszekvenaltuk az azonositasuk érdekében.

A C. lanienae azonositasara és filogenetikai vizsgalatokhoz Logan et al. (2000) altal
leirt, szintétn a 16S rRNS génre tervezett, fajspecifikus primereket (CLAN76F és
CLAN1021R) és PCR protokollt hasznaltuk (7. tablazat).

7. tablazat. A Campylobacter azonositasara és jellemzésére hasznalt primerek.

Korokozo6 Gén Primerek 5°-3’ Amplikon
C. jejuni hipO CAMNORF AAT GTA ATG CAT GCT TGC GGT CA 261 bp

' CAMNORR CGA AGA AGC CAT CAT CGC ACC T
C. coli glyA CCF GTA AAA CCA AAG CTT ATC GTG 126 bp

CCR TCC AGC AAT GTG TGC AAT G
C. lanienae 16S CLAN76F GTA AGA GCT TGC TCT TAT GAG 920 bp
rRNS CLAN1021R TCT TAT CTC TAAGAG GTT CTT A

Campylobacter | 16S C412F GGATGACACTTT TCG GAG C 816 bp
spp. rRNS C1228R CAT TGT AGC ACG TGT GTC
C. jejunilC. coli flaA FLA4F GGA TTT CGT ATT AAC ACA AAT GGT GC 1700 bp
flaA SVR FLA1728 CTG TAG TAATCT TAAAAC ATT TTG
flaA SVR szek- flaA FLA242FU CTA TGG ATG AGC AAT TWA AAAT 321 bp
venalas FLA625RU CAA GWC CTG TTC CWA CTG AAG

4.8 A PCR reakcié eredményének lathatéva tétele (vizualizacio)

A hagyomanyos PCR reakciot kdvetdéen az amplifikalt PCR terméket agarozgél-
elektroforézissel vizsgaltuk. 10 pl terméket 0,1 pg/ml etidium-bromidot tartalmazo, TBE (trisz-
borat-etilén-diamin-tetraacetat) pufferben oldott, 1%-os agarézgélben (SeaKem® LE
Agarose, Cambrex BioScience, Rockland, Maine, USA) elektroforetizaltunk.

Az alkalmazott fesziiltség 140 V volt 40 percen at. Az agarézgélt ezt kévetden 302
nm hullamhosszu ultraibolya (UV) fény atvilagitassal vizsgaltuk (Alpha Innotech Corporation,
USA), majd a transzilluminator segitségével a narancs (595 nm) sz(ir§ hasznalataval kapott
képet a hozza kapcsolédd FluorChem program segitségével rogzitettik és taroltuk. A
termékek méretét 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litvania) marker segitségével
hataroztuk meg. Pozitiv kontrollnak ismert Campylobacter térzseket hasznaltunk mind a
feltarasnal, mind a PCR-nél, mig feltarasi és PCR negativ kontrollként 100 ul 1xTE puffer,

illetve DNS mentes reakcidelegy szolgalt.

42




Amennyiben a pozitiv PCR kontrollként és a pozitiv feltarasi kontrollként hasznalt
minta feler8sitése soran a gélen jol lathaté mddon, a markerhez viszonyitva a vart
hosszusagu fragmentet kapunk, a negativ PCR kontroll és a negativ feltarasi kontroll
eredménye negativ (nincs lathaté csik a megadott méretallomanyban), a PCR vizsgalat
eredményei kiértékelhetéek. Barmelyik fent emlitett kritérium meg nem val6sulasa esetén a
vizsgalatot megismételtik. A minta pozitivnak minésult, ha jol kifuttatott gélen a vartnak

megfeleld méretl csikot lattunk. Ellenkezd esetben, a minta negativhak minésiilt.

4.9 Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai vizsgalatok

A nemzetség-specifikus és az flaA SVR szekvenalasahoz terveztett PCR termékeit
(amplikonokat) TBE pufferben oldott, 0,1 pg/ml etidium-bromidot tartalmaz6, 1%-os
agarézgélben (SeaKem® LE Agarose, Cambrex BioScience, Rockland, Maine, USA)
elektroforetizaltuk 140 V fesziltség mellett 40 percen at. Az amplikon helyzetét révid idejl
302 nm-es UV atvilagitassal (Alpha Innotech Corporation, USA) vizsgaltuk, majd az
amplikont tartalmaz6 géldarabot kivagtuk a gélbdl és QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) segitségével kivontuk beléle a DNS-t.

A termékek kétiranyu, direkt szekvenalasat fluoreszcens festékkel jel6lt didezoxi-
nukleotidos szalépitésen alapuld szekvenald reakcid moédszerével, ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit V 3.1 hasznalataval és egy ABI PrismTM 3130 genetikai
analizator (Applied Biosystems, Foster City, USA) hasznalataval végeztik az amplifikalashoz
hasznalt primerekkel, a gyarté leirasa alapjan.

A kétiranyu szekvenalads eredményeként kapott szekvenciaadatokat egymassal
Osszehasonlitottuk, és az esetleges eltéréseket, hibas hullamértelmezéseket javitottuk a
DNASTAR (Lasergene, Madison, USA) szoftver csomagban lév6 EditSeq és SegMan
hasznalataval.

A szekvencidk hasonlésag alapjan toérténd illesztéséhez (alignment) a MUSCLE
(Edgar, 2004) programot hasznaltuk, majd a filogenetikai térzsfa készitéséhez a Molecular

Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 4.0 (Tamura et al., 2007) szoftvert alkalmaztuk.

4.9.1 16S rRNS gén vizsgalata

A nemzetség-specifikus primerekkel kapott szekvenciakat a GenBank adatbazisaban
elérhetd, a baktérium genom azonos részletére vonatkoz6 szekvenciakkal
Osszehasonlitottuk a BLAST (NCBI, Bethesda, USA) program segitségével és
meghataroztuk a Campylobacter-fajt. Azonositottuk mind a 43 magyar C. lanienae térzset, 1
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis-t és 1 C. hyointestinalis subsp. lawsonii-t.

A GenBank-ban megtalalhaté 6sszes, a C. lanienae azonos részletét tartalmazoé

szekvenciat hozzaillesztettilk a magyar térzsekhez. Az igy kapott 658 nukleotid hosszusagu
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illesztés részletes vizsgalataval 15 tdrzset kivalasztottunk a térzsfa f6 csoportjaibol. Ezek
amplifikaciéjat a fajspecifikus primerekkel is elvégeztik filogenetikai vizsgalatok céljabdl.
Mivel a nemzetség és a fajspecifikus primerek altal kdzrefogott szakaszok atfedik egymast a
16S rRNS génen (a 816 és 920 bp méretl termékek egyltt 1152 nukleotid hosszusagu részt
fednek le), az igy kapott szekvenciakat kijavitva, egybegydjtve és egymashoz illesztve egy
1055 nukleotid hosszusagu végsd illesztést kaptunk és ezt hasznaltuk a tovabbi
vizsgalatokhoz. A kapott részleges 16S rRNS gén szekvenciakat benyujtottuk a GenBank-
hoz, és az alabbi azonosité szamokat kaptuk: HM462449-t61 HM462455-ig, HM462460 és
HM462464-t61 HM462470-ig.

A kapott termékeket szekvencia-analizisnek vetettik ala a Gorkiewicz et al. (2003)
altal leirt variabilis szakaszokon. Az els8, Vc1-es régiét a mi szekvenciaink nem tartalmaztak,
ezért az kimaradt a vizsgalatbol.

A filogenetikai torzsfa készitéséhez a Neighbour-Joining modszert hasznaltuk (Saitou
és Nei, 1987), az evolucioés tavolsagok meghatarozasat a Maximum Composite Likelihood

modell (Tamura et al., 2004) segitségével végeztik.

4.9.2 AzflaA SVR vizsgalata

Az flaA SVR-t FLA242FU forward és FLAGB25RU reverz primerekkel szekvenaltuk
(Meinersmann et al., 1997). A szekvenciak javitasa utan az flaA alléltipusokat a Keith Jolley
és Man-Suen Chan altal (Jolley et al., 2004) Kkifejlesztett C. jejuni MLST weblap
(http://pubmlst.org/ campylobacter/, 2010-06-12.) segitségével azonositottuk.

A filogenetikai térzsfa készitéséhez a Neighbour-Joining mddszert hasznaltuk (Saitou
és Nei, 1987), az evoluciés tavolsagok meghatarozasat a Maximum Composite Likelihood
modell (Tamura et al., 2004) segitségével végeztik. A bootstrap mintazast 1000 megismételt
torzsfa rekonstrukcioé adatai alapjan kaptuk meg. Ezzel a modszerrel a térzsfak mintazatanak
(topolégia) a megbizhatdésagat ellendriztiik (Felsenstein, 1985). A filogenetikai térzsfak
megjelenitéséhez és szerkesztéséhez szintén a Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) 4.0 programot hasznaltuk.

410 PFGE

122 C. jejuni és C. coli, tovabba 9 C. lanienae és 1 C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis t6érzs PFGE vizsgalatat végeztik el a korabban leirt moédon (Michaud et al.,
2001; Ribot et al., 2001). A C. jejuni és C. coli térzsek esetében Smal restrikciés enzimet,
majd az azonos profilu térzseken Kpnl-et, mig az egyéb Campylobacter térzsek esetében
harom kilénb6z8 enzimet, Smal, Sall és Kpnl-et (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)
hasznaltunk. A DNS restrikciés savok elemzését Fingerprinting Il (Bio-Rad, Marnes-La-

Coquette, France) szoftver segitségével végeztiik, a hasonldsagi egyltthatdé szamitasa és a
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dendogram készitése Dice-egyltthatd alkalmazasaval, és a szamtani atlagok nem sulyozott
par csoport modszerének (UPGMA) alkalmazasaval tortént. Az optimalizalasi érték és a
pozicio tolerancia 1% volt. A klaszterek kialakitdsa a genomialis DNS emésztési profiljanak
95%-0s (C. jejuni és C. coli) illetve 90%-0s (egyeb Campylobacter) azonossagi szintje felett

tértént. Kontrollnak a C. jejuni ATCC 33560 referens térzset hasznaltuk.

4.11 MLST

A Campylobacter MLST az aldbbi 7 haztartdsi gén vizsgalatan alapszik: aspA
(aspartase) gInA (glutamine synthetase) gltA (citrate synthase) glyA (serine hydroxy methyl
transferase) pgm (phospho glucomutase) tkt (transketolase) uncA (ATP synthase alpha
alegység)

Az ezekre a génekre tervezett primerek a C. jejuni esetében egy kb. 1000 bp
nagysagu szakaszt er@sitenek fel. A szekvenalashoz hasznalt primerek ezeken belll egy-
egy kb. 400-600 bp nagysagu szakaszt fognak kézre. A C. coli esetében azonos primerekkel
tortént az amplifikacié és a szekvenalas (8. tablazat). A PCR reakcidkat és a szekvenalast a
korabban leirtaknak megfeleléen végeztik. (Dingle et al., 2001 és 2005)

A szekvenciak javitasa utan a szekvencia tipus (ST) és klon komplex (CC)
azonositasat az Interneten hozzaférhet6 C. Jejuni MLST weblap

(http://pubmlst.org/campylobacter/) segitségével végeztik.

8. tablazat. MLST-hez hasznalt primerek.

Gén C. jejuni primerek 5’-3’ C. coli primerek 5’-3’

A9 AGTACTAATGATGCTTATCC S1 CAACTTCAAGATGCAGTACC

aspA A10 ATTTCATCAATTTGTTCTTTGC S2 ATCTGCTAAAGTATGCATTGC

szekven |S3 CCAACTGCAAGATGCTGTACC

alashoz | S6 TTCATTTGCGGTAATACCATC ua.

A1 TAGGAACTTGGCATCATATTACC S1 TTCATGGATGGCAACCTATTG

ginA | A5 TTGGACGAGCTTCTACTGGC S2 GCTTTGGCATAAAAGTTGCAG

szekven |S3 CATGCAATCAATGAAGAAAC

alashoz | S6 TTCCATAAGCTCATATGAAC ua.

ItA A1 GGGCTTGACTTCTACAGCTACTTG |S1 GATGTAGTGCATCTTTTACTC
g A2 CCAAATAAAGTTGTCTTGGACGG | S2 AAGCGCTCCAATACCTGCTG

szekven |S3 CTTATATTGATGGAGAAAATGG

alashoz |S6 CCAAAGCGCACCAATACCTG ua.

VA A1 GAGTTAGAGCGTCAATGTGAAGG |S1 TCAAGGCGTTTATGCTGCAC
gy A2 AAACCTCTGGCAGTAAGGGC S2 CCATCACTTACAAGCTTATAC

szekven |S3 AGCTAATCAAGGTGTTTATGCGG

alashoz | S4 AGGTGATTATCCGTTCCATCGC ua.

tkt A3 GCAAACTCAGGACACCCAGG S1AGGCTTGTGTTTTCAGGCGG
A6 AAAGCATTGTTAATGGCTGC S2 TGACTTCCTTCAAGCTCTCC

szekven |S5 GCTTAGCAGATATTTTAAGTG

alashoz | S6 AAGCCTGCTTGTTCTTTGGC ua.
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A7 TACTAATAATATCTTAGTAGG S1 TTATAAGGTAGCTCCGACTG
pgm A8 CACAACATTTTTCATTTCTTTTTC | S2 GTTCCGAATAGCGAAATAACAC
szekven | S5 GGTTTTAGATGTGGCTCATG
alashoz |S2 TCCAGAATAGCGAAATAAGG ua.
uncA | A7 ATGGACTTAAGAATATTATGGC S1 AAGCACAGTGGCTCAAGTTG

A8 ATAAATTCCATCTTCAAATTCC S2 CTACTTGCCTCATCCAATCAC
szekven |S3 AAAGTACAGTGGCACAAGTGG
alashoz |S4 TGCCTCATCTAAATCACTAGC ua.

4.12 Antibiotikum-érzékenységi vizsgalat

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokat leveshigitasos modszerrel végeztik
mikrotiter lemezeken (EUCAMP plates, TREK Diagnostic Systems Ltd., Cleveland, USA) az
(DTU,

Koppenhaga). A minimalis gatlé koncentraciét (MIC) hataroztuk meg, ami a vizsgalt

antibiotikum-rezisztencia k&z6sségi referencia laboratérium ajanlasa szerint
antibiotikum legkisebb koncentracidja (ug/ml), amely még gatolta a baktérium névekedését.
A lemezek az alabbi antibiotikumokat tartalmaztak: kloramfenikol, ciprofloxacin, eritromicin,

gentamicin, nalidixsav, streptomicin és tetraciklin (9. tablazat).

9. tablazat. Az alkalmazott antibiotikum koncentraciok.

EUCAMP pg/mi
Kloramfenikol 2-32
Ciprofloxacin 0,06-4
Eritromicin 0,5-32
Gentamicin 0,12-16
Nalidixsav 2-64
Streptomicin 1-16
Tetraciklin 0,25-16

Amikor nem allt rendelkezésiinkre EUCAMP mikrotiter lemez, E-teszt csikokat (AB
Biodisk,

antibiotikumokkal: nalidixsav, tetraciklin, eritromicin, enrofloxacin, ampicillin és klindamicin. A

Solna, Sweden) alkalmaztunk a rezisztencia vizsgalatokhoz az alabbi

tapagarokat az E-teszt csikokkal 37 °C-on inkubaltuk 48 6ran at mikroaerofil kdrilmények
zbna csucsanal, ahol metszette a csikot, olvastuk le (Baker, 1992).

Az eredmények értékelésénél az EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) altal meghatarozott epidemiolégiai hatarértékeket vettik alapul.
Amennyiben ilyen nem volt, akkor EUCAST vagy NARMS (National Antimicrobial Resistance
Monitoring System) altal meghatarozott klinikai hatarértékeket vettik figyelembe (10.

tablazat).
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10. tablazat. A rezisztencia vizsgalatok értékelésénél alkalmazott hatarértékek C.
jejuni és C. coli térzsek esetében. Fekete: EUCAST epidemiolégiai hatarértékei, kék:
EUCAST fajtol figgetlen klinikai hatarértéke, zdld: NARMS hatarértékek.

AB csoport Antibiotikum C. jejuni pg/ml| C. coli ug/ml
Kinolonok Nalidixsav >16 >32
Enrofloxacin/Ciprofloxacin >1 >1
Tetraciklinek Tetraciklin >2 >2
Makrolid Eritromicin >4 >16
Azitromicin >4 >4
Penicillinek Ampicillin >8 >8
Amfenikolok Kloramfenikol >16 >16
Florfenikol >4 >4
Aminoglikozidok Gentamicin >1 >2
Streptomicin >2 >4
Ketolid Telitromicin >8 >8
Link6zamid Klindamicin >4 >4
Pearson-féle  Chi-négyzet statisztikai prébat alkalmaztuk a  kilénb6zd

antibiotikumokra rezisztens t6rzsek aranyanak dsszehasonlitdsahoz.

4.13 Takarmanyozasi kisérletek

Takarmanyozasi vizsgalatokban az Immunofort illetve a Sangrovit természetes alapu
takarmany-kiegésziték Campylobacter ellenes hatasat teszteltik kisérleti és telepi
kérilmények kozt.

1. Egy vizsgalatban 120 napos brojlercsirkét 4 csoportba osztottunk (A-D), amelyekbdl
az A csoport takarmanyaban anorganikus Zn és Cu sok voltak, a B csoport
takarmanyaban az el6z6 tap 100 mg/kg Sangrovittal volt kiegészitve. A C csoport
takarmanyaban 40 mg/kg Zn-glicinat és 5 mg/kg Cu-glicinat volt keverve az anorganikus
mikroelemek helyett, a D csoportban pedig a szerves Zn és Cu tartalma takarmany volt
kiegészitve 100 mg/kg Sangrovittal. A Sangrovit névényi alkaloidokat tartalmazo,
immunstimulans hatasu takarmany-kiegészité.

A 120 csirke Campylobacter-fertézottségét elészér 1 napos korban vizsgaltuk
klodkabol vett tamponmintabdl tenyésztéssel. Tiz naposan, 20 naposan, és 30 naposan
csoportonként 10-10 csirke vakbelének tenyésztéses vizsgalatat végeztik el.

2. A koévetkezd kisérletben pecsenye kacsakat vizsgaltunk, telepi kérilmények kozt. A
kacsak egy része Immunoforttal (Vitafort Zrt) kiegészitett takarmanyt kapott 3-18 napos
koraig. Az Immunofort zsirsavakat, aminosavakat, foszforsavat valamint cink- és rézso6

komplexeket tartalmaz.
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A kacsak fert6zottségét napos korban, 18 naposan és 40 naposan kloaka
tamponminta tenyésztéses vizsgalataval ellenériztik. Negyven naposan 30-30 kacsa
vakbelének tenyésztéses vizsgalatat is elvégeztik.

Egy masik kisérletben 60 db pekingi kacsabdl 3 csoportot alakitottunk ki, melyek 20-
20 kacsabol (10 tojé és 10 gacsér) alltak. Az |. csoport volt a kontroll. A Il. csoportban
az allatok Immunofort-ot (Vitafort Zrt) kaptak 1 I/m®> mennyiségben az itatévizhez
keverve. A lll. csoportban a kacsak az Immunoforthoz hasonlé 6sszetétell, de szilard
adalékot kaptak 2 g/lkg mennyiségben a takarmanyba keverve 35 napon at.

A Campylobacter-negativ kacsakat hat naposan tyukbdl szarmazo C. jejuni térzzsel
(2010/2074) fertéztik per os. Huszonegy naposan 3x20 db kloaka tamponminta és
csoportonként 6 allat vakbelének tenyésztéses vizsgalatat végeztik. Huszonnyolc
naposan 3x14 db kloaka tamponminta és 3x6 db vakbélminta, végul 40 naposan 3x8 db
kloaka tamponminta és ugyanezen Aallatokbdl szarmazo vakbélminta tenyésztése

tortent.
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5 Eredmények
5.1 Campylobacter-tenyésztés és PCR

Osszehasonlitottuk a Campylobacter-tenyésztést az 1ISO 10272-1 szabvany szerint
Bolton szelektiv elédusitéval és az elédusitas kihagyasaval, kézvetlen mCCDA-ra valo
kioltassal. Tiz bélmintat dolgoztunk fel parhuzamosan, a 8 pozitiv mintabol a kdzvetlen
kioltassal 5, az el6dusitd hasznalataval 7 minta lett pozitiv. Egy C. jejuni pozitiv minta csak a
kdzvetlen kioltassal lett pozitiv, 2 C. jejuni és 1 C. coli pozitiv minta pedig az el6dusitd
hasznalataval lett csak pozitiv (13. tablazat).

A 2008 és 2009-es év soran 1110 baromfibdl, sertésbdl és szarvasmarhabodl
szarmazO, vagohidakon gyUjtétt bélmintat vizsgaltunk meg, amelyek az orszag egész
tertletérdl (mind a 19 megyébdl) szarmaztak. Ebbdl 441 (39,7%) volt Campylobacter spp.
pozitiv tenyésztéssel, amit az izolatumok PCR vizsgalata meg is erdsitett.

Az altalunk kifejlesztett real-time PCR rendszerrel a 441 pozitiv minta kdzlil 266 volt
C. coli (60,3%) és 143 volt C. jejuni (32,4%) pozitiv. A C. jejuni és C. coli negativ térzseket
(45 izolatum) a nemzetség-specifikus primerekkel vizsgaltuk tovabb. Mind a 45 izolatum
pozitivhak bizonyult és a termék szekvenalasaval meghataroztuk az izolalt egyéb

Campylobacter-fajokat. Az el6fordulas gyakorisagat allatfajonként a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat. Campylobacterek eléfordulasara vizsgalt mintak szama allatfajonként. A pozitiv

mintak szama és az izolatumok szama és szazalékos aranya.

2008-2009 Mintaszam | Pozitiv Izolatumok szama
mintak C. jejuni | C. coli C. C. C. hyoint
szama (%) (%) lanienae | hyoint. |subsp.
(%) (%) subsp. |lawsonii
hyoint. | (%)
(%)
Szarvasmarha | 267 18 (6,7) |14 (77,8) |5(27,8) 0(0,0) |0(0,0) [0(0,0)
Sertés 480 208 (43,3) |11 (5,3) |156 (75,0)|43 (20,7)|1(0,5) [1(0,5)
Brojlercsirke | 348 209 (60,1) | 115 (55,0) | 102 (48,8) |0 (0,0) |0 (0,0) |0 (0,0)
Pulyka 15 6 (40,0) |3(50,0) |3(50,0) |0(0,0) |0(0,0) [0O(0O,0)
Osszesen 1110 441 (39,7) 143 (32,4) | 266 (60,3) (43 (9,8) |1 (0,2) |1(0,2)

A 480 sertés mintabdl 208 (43,3%) volt Campylobacter-pozitiv. Csak sertésbdl
izolaltunk C. jejuni-tol vagy C. coli-tdl eltér6 Campylobacter-fajt. A pozitiv mintak kézul 156
(75,0%) volt C. coli pozitiv, négy esetben kevert fertézéssel (3 C. coli + C. lanienae és 1 C.
coli + C. hyointestinals subsp. lawsonii), 43 (20,7%) volt C. lanienae, 11 (5,3%) C. jejuni, 1 C.

hyointestinalis subsp. hyointestinalis és 1 C. hyointestinalis subsp. lawsonii pozitiv.
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A 267 szarvasmarhabdl szarmazé mintabdl 18 (6,7%) volt pozitiv, amelyekbdl 19
izolatumot azonositottunk: 14 C. jejuni-t (77,8%) és 5 C. coli-t (27,8%). Egy mintaban tehat
vegyes fert6zés volt.

A 348 brojlercsirke mintabdl 209 (60,1%) volt Campylobacter-pozitiv. A pozitiv mintak
kézul 115 (54,5%) C. jejuni-ra, 102 (45,5%) C. coli-ra volt pozitiv, tehat 8 mintaban vegyes
fert6zést talaltunk.

A 15 pulyka mintabdl 6 (40,0%) volt pozitiv: 3 C. jejuni-t és 3 C. coli-t izolaltunk.

500
E3
400
152

M egyéb

=00 I B C. coli + egyéb

C. coli

200 B C.jejuni+ C. coli
mC. jejuni
M negativ

100

0 . — ofgdm
Szarvasmarha Sertés Tyuk Pulyka

5. abra: Campylobacterek eléfordulasa allatfajonként 2008-2009.

A foldrajzi eloszlast vizsgalva azt talaltuk, hogy 2 szomszédos megyében (Nograd és
Pest) magasabb aranyban fordultak el6 fertézétt brojlercsirke-allomanyok Nalimov teszttel
vizsgalva a=0,05-el (Kaiser és Gottschalk, 1972). A sertésallomanyokat tekintve nagyobb
aranyu fert6zottséget figyeltink meg Tolna és Csongrad megyékben. Szarvasmarha minta
tébb megyébdl is kevesebb, mint 10 érkezett a két év alatt, ezért nem alkalmas hasonl6
megallapitasokra.

A Campylobacter-fert6zéttségre jellemzé a szezonalitas (6. abra). A Campylobacter-
pozitiv mintak idébeli el6fordulasat vizsgalva azt talaltuk, hogy a pozitiv mintak szama
mindharom allatfaj és mindkét Campylobacter-faj esetében névekszik aprilistdl oktdberig. (6.
és 7. abra). Pearson-féle korrelacio analizissel szignifikans kapcsolatot talaltunk a relativ

paratartalom és a Campylobacter-pozitiv mintak eléfordulasa k6zétt (p=0,00161).
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6. abra: Campylobacterek eléfordulasanak szezonalitasa baktériumfajok szerint.
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7. abra: Campylobacterek eléfordulasanak szezonalitasa allatfajok szerint. Relativ

paratartalom és a pozitiv mintak alakulasa 2008-2009. folyaman.

Erdekesség, hogy a nemzetség-specifikus primerek Arcobacter-fajokkal — melyeket
masok izolaltak szarvasmarhabdl szliréses modszerrel — is pozitiv reakciét adtak, azonban
az altalunk hasznalt tenyésztéssel ilyen fajokat nem tudtunk izolalni.

Az altalunk hasznalt médszert a termofil Campylobacter csoportra, azon belll is
elsésorban C. jejuni, C. coli és C. lari tenyésztésére fejlesztették ki, mégis sikerrel izolaltunk

a sertés vastagbelébdl C. lanienae térzseket. A bélbdl direkt mCCDA-ra val6 kioltassal 48-72
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oras, 41,5 °C-os, mikroaerob inkubalas utan jol lathatdé baktériumtelepek fejlédtek. A C.
lanienae telepei kisebbek és attetsz6bbek az mCCDA és Columbia agaron, mint a C. jejuni
vagy C. coli telepek. Az oxidaz reakcidbban a C. lanienae térzsek kevésbé intenziv
szinelvaltozast okoznak, mint a C. jejuni vagy a C. coli. Az 8sszes izolalt C. lanienae katalaz
pozitiv, H,S negativ, hippurat és indoxil acetat hidrolizis negativ volt. Tovabba minden térzs
cefalotin rezisztens és 1%-o0s glicerines talajon nem nétt. A C. hyointestinalis subsp
hyointestinalis t6rzs (17528) a fajra jellemzd moédon termelt H,S-t, cefalotin érzékeny volt és
nétt 1% glicint tartalmazé agaron.

C. lanienae torzsek foldrajzi eloszlasat tekintve 16 megyébdl szarmaztak, 2 térzs
Szolvakiabol szarmazott (8. abra). Egy-harom térzset izolaltunk altalaban 1-1 hénapban az
év folyaman. A C. lanienae tehéat viszonylag magas szazalékban el6fordul orszagszerte a
sertésallomanyokban. A tengeren tul szarvasmarhabdl is kimutattak, a mi szarvasmarha

mintaink eddig negativak voltak.

100km

8. abra: C. lanienae izolatumok szarmazasa megyék szerint 2008-2009.

Mind a 43 C. lanienae izolatum a 16S rRNS génre tervezett fajspecifikus PCR-rel
pozitiv reakciot adott. A PCR termékek a vart nagysagban (920 bp) jelentek meg. Egy t6rzs
(6555) esetében egy kb. 200 bp-ral nagyobb termék keletkezett, 3 esetben (5172, 24639,
17459) pedig mindkét nagysagu amplikon megjelent.
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A C. hyointestinalis subsp. lawsonii térzs (17530b) a C. lanienae fajspecifikus

primerekkel pozitiv reakciét adott, és egy 920 bp nagysagu amplikon keletkezett.

5.2 Real-time PCR bevezetése a Campylobacter-diagnosztikaba

Az altalunk tervezett primerekkel végzett hagyomanyos agar6zgél alapu PCR
optimalizalasi kisérletek eredményeként azt tapasztaltunk, hogy a rendszer 56-65 °C-on is jol
mukddik. A MgCl, koncentraciéra érzékenyebb, 1,5 mM mennyiségben optimalis.

Az irodalomban leirt, C. jejuni és C. coli kimutatasara alkalmas hagyomanyos,
agaroézgél alapu PCR mddszerek dsszehasonlitdsa soran az talaltuk, hogy Vandamme et al.
(1997) multiplex rendszere duplex formaban jobban miikédétt, mint szimplex, de a C. coli-t
nem erGsitette fel. Wang et al. (2002) multiplex rendszere ugyanugy mikoddott multiplex és
szimplex formaban, de a C. jejuni-t kis mértékben erésitette fel a Go Tag enziminkkel.
Linton et al. (1997) primereivel j6 eredményeket kaptunk.

A szenzitivitasi vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy Wang C. coli primere er6sebben
mUkddoétt, mint Linton C. coli primere. Vandamme, Linton és a mi C. jejuni primerink hasonl6

erzékenység( volt (12. tablazat).

12. tablazat. PCR optimalizalasi kisérletek.

Hagyomanyos | Szenzitivitas | Azonos hémérsékleti profil | Azonos hémérsékleti profil
PCR (sajat vizsgalat (65 °C annealing) (59 °C annealing)
hémérsékleti | higitasokkal | Hagyomanyos | Real-time | Hagyomanyos | Real-time
profil) PCR PCR PCR PCR
Vandamme |Jo6 5 higitas Nem Nem Nem Nem
C. jejuni mikddott makodott | makddott mikddott
Vandamme | Nem mikodoétt | - - - - -
C. coli
Wang Nem mikédott | - - - - -
C. jejuni
Wang Jo 5 higitas 6 higitas 6 higitas 6 higitas 6 higitas
C. coli szebb szebb
Linton Jo 5 higitas 5 higitas 4 higitas 3 higitas 3 higitas
C. jejuni nem szép nem szép
Linton Jo 4 higitas Nem Nem - -
C. coli mikodott mkodott
Sajat Jo 5 higitas 3 higitas 4 higitas 5 higitas 5 higitas
C. jejuni szebb szebb

Az 5 rendszert azonos hémérsékleti profillal futtatva 65 °C-os annealing hémérséklet
esetében Linton C. coli rendszere és Vandamme C. jejuni primere nem muikddétt. Real-time
PCR-rel futtatva Linton C. jejuni primerével kettds csucsu gérbéket kaptunk, de a mi C. jejuni
primerink 4 higitast, Wang C. coli primerei 6 higitast erGsitett fel. 59 °C-os annealing
hémérséklettel vizsgalva Linton C. jejuni rendszere csak 3 higitasig futott, a mi C. jejuni
rendszeriink 5, Wang C. coli rendszere 6 higitasig, és szebben futott. Vandamme C. jejuni

primerei nem muakodtek, Linton C. coli primereit nem is néztik (12. tablazat).
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Tehat végll a C. coli kimutatasara a Wang et al. (2002) altal leirt, glyA génre tervezett
primereket, a C. jejuni kimutatasara pedig a hipO génre, altalunk tervezett primereket
valasztottuk, mert ezt a két rendszert tudtuk real-time PCR-rel azonos hémérsékleti profillal,
j6 érzékenységgel futtatni.

Az igy kifejlesztett real-time PCR azonositotta a C. jejuni és C. coli térzseket, de nem
adott pozitiv eredményt mas Campylobacter, vagy egyéb nem Campylobacter-fajokkal,
melyekkel teszteltik. A C. jejuni és C. coli térzsek a vart olvadasi hdmérsékleten adtak
hullamot.

Az esetleges téves negativ eredmények kiszlirése érdekében a negativ eredményt
add torzseket szekvenaltuk, amelyek mind egyéb Campylobacter-fajnak bizonyultak. Az
esetleges téves pozitivitast pedig néhany (kicsit eltolédott olvadasgérbét add) pozitiv torzs
szekvenalasaval ellendriztik, amelyek mind C. jejuni-nak vagy C. coli-nak bizonyultak.

Néhany minta parhuzamos vizsgalataval ©¢sszehasonlitottuk a tenyésztés és a
kdzvetlen PCR vizsgalat érzékenységét, de a PCR messze elmaradt a tenyésztéses
modszer mogott.

1. Mind az 50 csirke testiregébdl vett tamponminta pozitiv lett tenyésztéssel, 1-1
telepet azonositottunk, és 33 C. jejuni-t és 17 C. coli-t izolaltunk. A feltaras utan a real-
time PCR vizsgalattal csak 3 lett pozitiv, 2 C. coli és 1 C. jejuni.

2. A 35 bélmintabdl tenyésztéssel 5 minta C. jejuni €s 10 minta C. coli pozitiv lett. Real-
time PCR-rel csak 2 minta lett C. coli pozitiv, ebbdl az egyik tenyésztéssel negativ volt.

3. A 10 bélmintabdl 4 C. coli és 1 C. jejuni pozitiv lett tenyésztéssel, kézvetlen
kioltassal. A bélbdl vett tamponmintak PCR vizsgalataval csak 1 C. coli pozitiv mintat
talaltunk. A Bolton dusité PCR vizsgalataval mar 3 C. coli pozitiv mintat talaltunk,

amelybdl 1 a kdzvetlen tenyésztéssel negativ lett (13. tablazat).

13. tablazat. Kulénbdz6 Campylobacter izolalasi modok, illetve a tenyésztés és a PCR

vizsgalat 6sszehasonlitasa.

Kozvetlen Bolton dusité  Bolton + [Tamponbdl
Iktatoszam Faj MmCCDA |majd mCCDA PCR PCR

M2009-10006707 [Sertés |C.coli |+ + C.coli |
M2009-10006711 [Tyuk |- - - - -
M2009-10006714 [Tyuk -

M2009-10006718 [Tydk |C.coli |+ + - -
M2009-10006719 Sertés |C.coli |+ + - C. coli
M2009-10006720 [Tyuk y Nem jell - -
M2009-10006723 [Tyuk Nem jell | -
M2009-10006769 |[Sertés |C.coli [+ + C.coli |
M2009-10006773 [Sertés |C.coli |Nemijell ! C.coli

M2009-10006776 |Sertés |- - -
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Elvégeztik 69 izolatum fajmeghatarozasat a hagyomanyos biokémiai mddszerekkel
és PCR-rel is. A hagyomanyos modszerrel 23 térzs nem volt meghatarozhatd, ezeket a
PCR-rel sikerult azonositani. A 23-bél 9 C. lanienae, 6 C. jejuni, 5 C. coli lett, 3 pedig nem is
volt Campylobacter. A maradék 32 C. jejuni, 14 C. coli és 9 egyéb Campylobacter tdrzs

azonos eredményt adott a két médszerrel.

5.3 Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai vizsgalatok

5.3.1 C. lanienae

A C. jejuni és C. coli negativ torzseket (45 izolatum) a nemzetség-specifikus
primerekkel megszekvenaltuk az azonositasuk érdekében. A 45 térzsbdl 43 C. lanienae, 1 C.
hyointestinalis subsp. hyointestinalis és 1 C. hyointestinalis subsp. lawsonii lett.

A 43 C. lanienae t6rzzsel a nemzetség-specifikus primerek altal felerdsitett részleges
16S rRNS gén alapjan el6zetes filogenetikai vizsgalatot végeztiink. A sajat szekvenciakhoz
hozzatettiik a GenBank-ban fellelheté 6sszes C. lanienae, C. hyointestinalis subsp. lawsonii
és C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis genomjanak azonos szakaszara vonatkozd
szekvenciakat és egyéb Campylobacter-fajok egy-egy képvisel6jének szekvenciait is. A
végsé 658 nukleotid hosszusagu illesztést hasznaltuk végll a torzsfa létrehozasara
Neighbour-Joining modszerrel. Ezen elbzetes vizsgalatban a C. hyointestinalis subsp.
lawsonii térzseket magaban foglalé csoport a C. lanienae tbérzsek alkotta csoport
alcsoportjaként abrazolodott.

Kivalasztottunk 15 C. lanienae t6érzset kilénb6z8 alcsoportokbdl, és a fajspecifikus
primerekkel tovabb szekvenaltuk éket. Ezaltal hosszabb 16S rRNS gén szekvenciat kaptunk,
amely mar tartalmazott a Gorkiewicz et al. (2003) altal jellemzett 4 variabilis szakaszbol 3-at
(Vc2, Vcb és Vcb6). A sajat szekvenciainkhoz hozzaillesztettik a GenBank-ban fellelhetd
6sszes C. lanienae, C. hyointestinalis subsp. lawsonii hasonldé szakaszara vonatkozo
szekvenciakat és egy-egy C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. fetus, C. jejuni és C.
coli szekvenciat is. Egy 1055 nukleotid hosszusagu illesztést hasznaltuk végil a filogenetikai
fa létrehozasara Neighbour-Joining modszerrel. A C. lanienae tdrzsek elkuldniltek a C.
hyointestinalis szekvenciaktél. Legkdzelebbi rokonsagot a C. hyointestinalis subsp. lawsonii
torzsekkel mutattak, mely az SVS3038 torzset is tartalmazta. A fa topoldgiajat 1000
ismétléssel erdsitettiik meg, de a bootstrap értékek valtozé nagysaguak voltak (10-99%).

A 15 C. lanienae tbrzs részleges 16S rRNS gén szekvencigjat benyujtottuk a
GenBank-ba.
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—— EU474438 uncultured bacterium United States Ovine
—— EU474459 uncultured bacterium United States Ovine
—— EU474498 uncultured bacterium United States Ovine
—— EU474472 uncultured bacterium United States Ovine
— AY288304 (L52) C. lanienae Canada Bovine
EU474586 uncultured bacterium United States Ovine
— EU773268 uncultured bacterium United States Ovine
EU474523 uncultured bacterium United States Ovine
5172 C. lanienae Hungary Swine |2c5C6Db

31051 C. lanienae Hungary Swine ]2A5c6Db

35109 C. lanienae Hungary Swine ]2c5B6Db
AF371868 uncultured bacterium Denmark Swine ]2¢58 6Db
L— ABO76675 (FK171) C. lanienae Japan Swine ] 2¢58 6bb
— 21646 C. lanienae Hungary Swine
| [AY165045 C. lanienae Ireland Swine

2C5C6Db
15336 C. lanienae Hungary Swine

AB076677 (FK176) C. lanienae Japan Swine
—E . . 2A5C6Db
25491 C.lanienae Hungary Swine

24772 C.lanienae Hungary Swine
4{ 2661 C.lanienae Hungary Swine

17459 C.lanienae Hungary Swine

g ) ) 2C5C6Db
AB076676 (FK172) C. lanienae Japan Swine

6555 C. lanienae Hungary Swine

AF550664 (S-K FAVW) C. lanienae Austria Swine

|:AFO43423 (UB 993) C. lanienae Switzerland Human 205060
DQ174181 (NCTC 13004) C. lanienae Switzerland Human @

21421 C.lanienae Hungary Swine

T . . 2c5C6Da
NR 028698 (NCTC 13004) C. lanienae Switzerland Human

25471 C. lanienae Hungary Swine ]20506Da

35106 C. lanienae Hungary Swine ]2c586Da

AF043422 (UB 992) C. lanienae Switzerland Human

AF043424 (UB 994) C. lanienae Switzerland Human 2c5868Da

15991b C. lanienae Hungary Swine
I__AF371867 uncultured bacterium Denmark Swine |24 58 6Da

24639 C. lanienae Hungary Swine

AF097691 (SVS3038) C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis Denmark Swine |24 5¢6ba
—— AF097684 (CHY4) C. hyointestinalis subsp. lawsonii England Swine ] 2c:58 6Da
AB301965 (CCIPH-1) C. hyointestinalis subsp. lawsonii Japan Swine
AF097687 (CHY7) C. hyointestinalis subsp. lawsonii England Swine
AF097686 (CHY®6) C. hyointestinalis subsp. lawsonii England Swine
AF097688 (CHY8) C. hyointestinalis subsp. lawsonii England Swine
AF097683 (CCUG27631) C. hyointestinalis subsp. lawsonii Sweden Swine

2B 5B 6Da

NR 024948 (CHY5 CCUG 34538) C. hyointestinalis subsp. lawsonii England Swine

— GQ167676 (ATCC 33559) C. coli Belgium Swine Jip2E5B86D
1

0.005

2A5C6Db

DQ195237 (CCUG34538) C. hyointestinalis subsp. lawsonii England Swine 2458 6Da

—— M65010 (ATCC 35217) C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis United States Swine ]1A245A68
L Got67674 (ATCC 33246) C. fetus subsp. fetus United States Human ]1A 245464

AY621112 (ATCC 49943) C. jejuni subsp. jejuni United States Human 1D 2E 5D 6D

9. abra: Részleges 16S rRNS gén alapjan készlilt, a 15 magyar C. lanienae térzset (félkévér)

is tartalmazo filogenetikai fa. A PFGE-vel is vizsgalt térzseket alahluzassal jeloltik. A

GenBank-i akcessziés szamot, a térzs elnevezését, a foldrajzi és allatfaji szarmazast, a

variabilis régiok mintazatat tiintettiik fel.
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5.3.2 C. lanienae azonositasa szekvencia mintazat alapjan

A 15 C. lanienae torzs részleges 16S rRNS gén szekvencidi — a Gorkiewicz et al.
(2003) altal leirt, és mint lehetséges Campylobacter-fajok azonositasara alkalmas
markerekként jellemzett 4 variabilis szakaszbdl (Vc1, Vc2, Vc5 és Vc6) — 3 variabilis
szakaszt tartalmaznak (Vc2, Vc5 és Vc6). Gorkiewicz et al. (2003) az egyes variabilis
szakaszok tipusait szekvencia mintazatuk alapjan kulén betlikkel jeléltek (1A-H, 2A-L, 5A-G,
6A-E), és meghataroztdk, hogy az egyes Campylobacter-fajokra mely kombinaciok a
jellemzoék.

A Vc1 szakasz a C. lanienae-kben konzervativ, a GenBank-ban elérhet6 6sszes erre
a szakaszra vonatkozé C. lanienae szekvencia 1B mintdzatot mutatott egy kivétellel, a
szarvasmarhabol leirt L52-es (AY288304) szamu toérzs 1 nukleotiddal eltért (G-t tartalmaz A
helyett a 72. nukleotidnal). Ezért azt valdszinUsitettik, hogy a Vc1-es szakasz hianya a
magyar szekvenciakbdl nem befolyasolja az eredményeinket.

A Vc2-es variabilis szakaszon a magyar térzsek tobbsége a 2C szekvencia
mintazatot mutatta, azonban 4 térzs a szarvasmarhakbol leirt térzsekhez, illetve az FK176 és
AF371867 jell térzsekhez hasonléan 2A mintazattal rendelkezett (CA-t tartalmaznak TG
helyett a 139-140-es poziciéban). A 2A mintazat Gorkiewicz et al. (2003) leirasa szerint a C.
hyointestinalis-ra vagy a C. fetus-ra jellemzd. A 195 és 205-6s poziciokban polimorfizmus
fordulhat eld, amit mi is észleltiink minden lehetséges variaciéban a térzseink kézt: Cés T, T
ésT,CésC,ésTeésC.

A Vc5-06s variabilis szakaszon 11 torzs 5C, 4 torzs 5B szekvencia mintazatot mutatott,
mindkét valtozat jellemzé a C. lanienae-re. A 836-0s pozicidban polimorfizmust irtak le, amit
mi is észleltiink mindkét lehetséges formaban: A (5 toérzs) vagy G (6 torzs) fordult el6 ezen a
helyen.

A Vc6-os variabilis szakasz fedi a Logan et al. (2000) altal leirt és altalunk hasznalt
fajspecifikus primerek kdzll a reverz primer tapadasi helyét. Inglis et al. (2003) 3 polimorf
nukleotidot irt le ezen a szakaszon az L52-es jelzésl, szarvasmarhabol szarmazé C.
lanienae izolatum kapcsan. Mi is megtalaltuk ezeket a polimorfizmust mutaté nukleotidokat
10 térzsben, melyeket 6Db-vel jel6ltink, eltéréen az 5 izolatumtél, melyek a Gorkiewicz et al.
(2003) altal leirt szekvencia mintazatot mutattak és 6Da-nak neveztink el. A 6Da jelzésu
torzsek CT-t tartalmaztak az 1008-1009-es helyen és A-t az 1018-as pozicibban, mig a 6Db
jelzésl térzsek TG-t tartalmaztak az 1008-1009-es és C-t az 1018-as poziciéban. Az FK171-
es jelzésul térzs egy tovabbi nukleotiddal eltért a tébbi térzstél (TC-t tartalmazott TG helyett
az 1008-1009-es helyen).
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5.3.3 FlaA SVR
Osszesen 73 flaA SVR szekvenalast végeztiink, amelybdl 37 C. jejuni és 36 C. coli

izolatum volt mind brojlercsirkébél, pulykabol, sertésbél és szarvasmarhabdl.

14. tablazat. FlaA SVR tipizalassal vizsgalt Campylobacter tdérzsek.

FlaA SVR C. jejuni| C. coli | Osszesen
Szarvasmarha 6 0 6
Sertés 5 17 22
Brojlercsirke 24 16 40
Pulyka 2 3 5
Osszesen 37 36 73

A vizsgalt térzsek nagy valtozatossagot mutattak. Osszesen 47 kiilénb6z6 flaA SVR
nukleotid allél tipust azonositottunk, melyek 18 kulénb6z6 fehérje allélt képviseltek. A 73
izolatumbol 27 (15 C. jejuni és 12 C. coli) a P1-es peptid alléllal rendelkezett. Nukleinsav
szinten a leggyakoribb flaA tipus az A66 és A21-es volt (5 izolatum szarvasmarhabdl, illetve
5 izolatum baromfibdl). A 47-bdl 35 flaA tipus csak egyszer fordult el.

A részleges flaA gén szekvenciakat hasonlésag alapjan illesztettiik és egy végsd 321
nukleotid hosszusagu illesztést hasznaltunk a térzsfa elkészitéséhez Neighbour-Joining

Az azonos nukleotid allél tipusu térzsek egy-egy csoportot képeztek, de nem minden
fehérje tipus volt azonos agan a filogenetikai fanak. A P1, P5, P8 és P35 peptid allél tipusu
térzsek nem azonos agon helyezkedtek el. A C. jejuni és C. coli térzsek nem kiloniltek el a
térzsfan, és az allatfajok szerint sem képeztek egységes csoportokat a térzsek.

Az azonos flaA tipusu térzsek 12 kuldénallé csoportot képeztek a térzsfan, melyekbe
kulénbdzd allatfajbol szarmazé térzsek is tartoztak.

1. P1 A34 csoport 3 brojlercsirke és egy pulyka C. jejuni térzset tartalmaz (Kpnl 8.
klaszter). Jarvanyugyi kapcsolatot nem talaltunk.

2. P1 A66 csoport: brojlercsirkébdl szarmazd 3 C. coli és két C. jejuni térzs. Két C. coli
kézt talaltunk jarvanylgyi kapcsolatot, azonos teleprél (Békés) szarmaztak (Kpnl 3.
és 7. klaszter).

3. P1 A265 csoport: 2 brojlercsirkébdl szarmazoé C. jejuni térzs. Egy kdzel esé harmadik
C. jejuni torzzsel 22315 (P8 A843) egyltt azonos teleprél (Mezdkbévesd) szarmaztak
(Kpnl 5. klaszter).
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25339 C. jejuni Broiler P1 A34
25345 C. jejuni Broiler P1 A34
29473 C. jejuni Broiler P1 A34
5540 C. jejuni Turkey P1 A34
6893 C. coli Turkey P1 A311
3889 C. coli Broiler P1 A66
720 C. coli Broiler P1 A66
33751 C. jejuni Broiler P1 A66
29246 C. jejuni Broiler P1 A66
33748 C. coli Broiler P1 A66
22315 C. jejuni Broiler P8 A843
a7 25348 C. jejuni Broiler P1 A265
71! 5297 C. jejuni Broiler P1 A265
29252 C. coli Swine P1 1nt A975
96, 16231 C. jejuni Swine P8 A117
16234 C. jejuni Swine P8 A117
13784 C. jejuni Turkey P2 A350
3843 C. jejuni Bovine P2 A21
7894 C. jejuni Broiler P2 A21
16075 C. jejuni Bovine P2 A21
17354 C. jejuni Broiler P2 A21
3852 C. jejuni Bovine P2 A21
33764 C. coli Broiler P1 A316
5163 C. jejuni Broiler P8 A67

26504 C. coli Broiler P35 4nt A166 A12
26886 C. coli Broiler P1 A964
5140 C. coli Broiler P15 A601
9530 C. coli Swine P1 2nt A974 A964
33500 C. coli Broiler P1 A599
5136 C. coli Broiler P1 A325
31552 C. coli Swine P35 A467
26798 C. coli Broiler P10 A576 A548 1nt
99 | 33454 C. coli Broiler P10 A576 A548 1nt
28752 C. coli Broiler P10 A576 A548 1nt
36221 C. coli Broiler P10 A576 A548 1nt
10820 C. jejuni Swine P35 1nt A1069
4058 C. jejuni Swine P35 1nt A1069
4054 C. jejuni Swine P5 A129
3856 C. jejuni Bovine P4 2nt A122
72 3861 C. jejuni Bovine P4 1nt A41
W 99 | 2546 C. jejuni Broiler P1 A209

6554 C. jejuni Broiler P1 A209
16015 C. jejuni Broiler P1 A674 A437 A352 2nt

25343 C. coli Broiler P1 A101

26628 C. jejuni Broiler P1 A279

22320 C. jejuni Broiler P10 A9

| 3551 C. jejuni Broiler P1 A52
81'!3555 C. jejuni Broiler P1 A52

2473 C. coli Swine P1 2nt A917
_E';17216 C. jejuni Broiler P1 1nt A917
8420 C. jejuni Broiler P5 A966

92

99 3842 C. coli Swine P33 6nt A723 A351 A195
26795 C. jejuni Broiler P33 A222
92 17218 C. jejuni Broiler P20 A208
29266 C. coli Swine P20 A924

99 [ 25409 C. coli Swine P182 A650
25495 C. coli Swine P182 1nt A650
—— 22303 C. jejuni Broiler P11 A10

2479 C. coli Turkey P11 A17
o7 33496 C. coli Broiler P11 A17
7724 C. coli Turkey P11 A17

4 [ 26556 C. coli Swine P21 A13

29111 C. coli Swine P21 A13

23790 C. coli Swine P21 A13

31529 C. coli Swine P21 A13
36641 C. coli Swine P21 A577

31501 C. jejuni Broiler P12 A16

22451 C. coli Broiler P44 1nt A252
5457 C. jejuni Bovine P9 A359
7900 C. coli Swine P55 1nt A235

89 29106 C. coli Swine P25 A27
s 25421 C. coli Swine P25 A27
99129107 C. coli Swine P25 A27
S
0.02

10. abra: FlaA SVR alapjan készllt, 73 Campylobacter térzset tartalmazo filogenetikai fa. A

térzs szamat, az allatfaji szarmazast és a peptid, illetve alléltipust tlintettiik fel.

59



4. P8 A117 csoport: két sertésb8l szarmazd C. jejuni térzs. Jarvanyilgyi kapcsolat
nincsen.

5. P2 A21 csoport: 2 brojlercsirke és 3 szarvasmarha C. jejuni térzs. 2 szarvasmarha
torzs kozott talaltunk Osszefliggést, kilénb6zd helyrél azonos teherjarmivel
szdllitottak ugyanarra a vagéhidra (Kpnl 2. és 4. klaszter).

6. P10 A576 A548 1nt csoport: 4 C. coli brojlercsirkébdl. 2 térzs azonos teleprél
(Csaszar) szarmazott (Kpnl 9. klaszter).

7. P35 A1069 1nt csoport: 2 sertésbél szarmaz6é C. jejuni. Jarvanylgyi kapcsolat
nincsen.

8. P1 A209 csoport: 2 C. jejuni brojlercsirkébdl. Azonos teleprdl (Lippd) szarmaztak
(Kpnl 1. klaszter).

9. P1 A52 csoport: 2 C. jejuni brojlercsirkébdl. Azonos teleprél (Nagyesztergar)
szarmaztak (Kpnl 6. klaszter).

10. P11 A17 csoport: 2 brojlercsirkébdl és 1 pulykabol szarmazé C. coli. Jarvanylgyi
kapcsolat nincsen.

11. P21 A13 csoport: 4 C. coli térzs sertésbél. Jarvanylgyi kapcsolat nincsen.

12. P25 A27 csoport: 3 C. coli térzs sertésbdl. A sertések kilénb6z8 telepeken
nevelkedtek, de a malacok azonos helyrél szarmaztak 2 térzs esetében (Kpnl 10.
klaszter).

A 12-bél 6sszesen 7 esetben talaltunk jarvanylgyi 6sszefliggést a térzsek kozt.

5.4 PFGE

5.4.1 C. jejuni és C. coli

Szarvasmarhabdl, sertésbdl, brojlercsirkébdl és pulykabdl szarmazd, dsszesen 122
izolatumon (60 C. jejuni és 62 C. coli) végeztink makrorestrikciés mintazat meghatarozast
Smal hasitd enzim (restrikcids endonukleaz) segitségével. A kapott mintazat (a
makrorestrikcios fragmentumok szama és mérete) alapjan a térzsek meghatarozott PFGE
tipusba, illetve altipusba voltak sorolhatok.

Altalanosan elmondhat6é, hogy mindkét Campylobacter-fajra a nagy genetikai
valtozatossag volt jellemzd. 40 C. jejuni és 40 C. coli térzs egyedi PFGE mintazatot mutatott
a Smal enzimmel hasitva. A fennmaradd 42 izolatum 2-3 térzset tartalmazo6, azonos
makrorestrikcios profilu klasztereket (18 db) alkotott. Eléfordultak azonos PFGE mintazatu
térzsek, amelyek kilonbozé allatfajbdl szarmaztak. Ezt a 42 izolatumot Kpnl restrikcids
enzimmel is megvizsgaltuk. A hasitas eredményeként 24 térzs 10 kiilénb6z6 2-4 azonos

profillal rendelkezé torzset tartalmazo klaszterbe csoportosult (11. abra). A Kpnl enzimmel
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tortént emésztés utan mar nem talaltunk azonos PFGE mintazatu térzseket kilonbozo

allatfajbol.

1.

10.

Klaszter: a 6554 és 2546-as szamu, brojlercsirkébdl szarmazé C. jejuni térzseket
azonos allattarto teleprél (Lipp6) szarmazé baromfibdl izolaltuk 40 nap kulénbséggel, de
azok kilénb6zd, egymast kévetd allomanyokbdl szarmaztak.

Klaszter: 7894 és 17354-es szamu, brojlercsirkébdl szarmazd C. jejuni térzsek
hordozdbi két kilonbdzd keltetdbdl és egymastol tavoli allattartd teleprél szarmaztak, és
a vagas is kilonb6z6 idében és helyen tértént, igy jarvanyugyi kapcsolatra utald
informaciét nem talaltunk.

Klaszer: két brojlercsirkébdl szarmazé C. coli (3889 és 720 jell) torzs, amelyek
azonos allattart6 teleprdl (Békés), két egymast kdvetd allomanybdl szarmaztak 30 nap
eltéréssel.

Klaszer: 3852 és 3843-as jelli, szarvasmarhabdl szarmazé C. jejuni térzsek alkotjak.
Az allatok kulonb6zd teleprél szarmaztak, de azonos teherjarmuvel szallitottak Oket
ugyanarra a vagohidra.

Klaszter: 3 (25348, 5297 és 22315 jell) C. jejuni-t tartalmaz, amelyeket azonos
allattarté teleprél (Mez6kovesd) szarmazé baromfibdl izolaltunk 8 hdnapos eltéréssel.

Klaszter: azonos brojlercsirke-allomanybol (Nagyesztergar) szarmazé C. jejuni
térzsek (3551 és 3555 jelzéssel).

Klaszter: brojlercsirkébdl szarmazéd (33751, 33748 szamu) C. coli térzsek, melyek
hordozdi két kiilonbdzd keltetébdl és egymastdl tavoli allattartd telepekrél szarmaztak,
€s a vagas is kilénbdz6 helyen tértént.

Klaszter: brojlercsirkébdl szarmazé C. jejuni térzsek (25339, 25345 jelzéssel), melyek
hordozdi két kiilonbdzd keltetébdl és egymastdl tavoli allattarto telepekrél szarmaztak,
és a vagas is kiulénb6z6 helyen tortént.

Klaszter: a 26798 és 36221 jeli térzsek a négy C. coli kdzil azonos helyrdl
szarmaztak, egymast kdvetd brojlercsirke-allomanyokbdl (Csaszar). A masik 2 (28752,
33454 jell) térzzsel nem talaltunk jarvanyugyi kapcsolatot.

Klaszter: Sertésbdl szarmazé C. coli torzsek (25421, 29107 jelzéssel). A sertések
azonos helyrél szarmaztak (Szakszend), de kulénb6z6 telepeken nevelkedtek, majd
azonos vagohidon vagtak le dket 1 hdénap kilénbséggel. A harmadik (29106 jel()

térzzsel nem talaltunk jarvanyugyi kapcsolatot.
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5.4.2 C. lanienae

Egy C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis és 9 C. lanienae térzset valasztottunk a
szarmazasuk (8 kllénb6z& megye) és a részleges 16S rRNS gén filogenetikai torzsfajan
vald elhelyezkedésuk alapjan PFGE tipizalasra. 3 kulénb6z6 restrikciés enzimmel probaltuk
a genom hasitasat harom ismétlésben. A Smal restrikcios enzimmel 6, a Kpnl enzimmel 5 C.
lanienae izolatumot siker(lt tipizalni. A Sall enzimmel végzett hasitasi kisérletek nem jartak
sikerrel. Minden izolatum egyedi mintazatot adott, azonos mintazatokat nem kaptunk. Tehat
a C. lanienae mas Campylobacter-fajokhoz hasonl6éan nagy genetikai valtozatossagot
mutatott. A két azonos izolatum — a és b — azonos mintabdl szarmazik. A Smal vagy a Kpnl
enzimmel valé hasitas a tipizalhatd izolatumoknal legalabb 8 jol megkilonboztethetd

restrikcios fragmentumot eredményezett.

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-2.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

Smal Smal
g 8. % .8 .8 %
_|: IEERIRIRR | 6555 C. lanienae
U1 T | .21421 C. lanienae
[l 111 ]| 17459 C. lanienae
| [11] 1] | | .2661/a C. lanienae
| || | .2661/b C. lanienae
- | | | | | | | | || .5336 C. lanienae
[ [0 . 25491 C. lanienae
[l | | | | ]| 17528 C. hyointestinalis

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

Kpnl Kpnl
°

s 8 o ®© g 88 g 8 8

f...f AR ST SR U U]

[ A T LT 17528 C. hyointestinalis

| — | ||
_|: | | | | | | 21646 C. lanienae
I | |

| | | || || | | . 25491 C. lanienae
I R R
[ RN
Il Ll

|
|
| | .5336 C. lanienae
|
|
12. dbra: A 9 C. lanienae és 1 C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis PFGE eredménye a

| .21421 C. lanienae
| .31051 C. lanienae

Smal és Kpnl enzimes hasitas utan.
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5.5 PFGE és flaA SVR tipizalas 6sszehasonlitasa

Azonositottunk térzseket, melyek azonos flaA tipussal rendelkeztek, de kilénbdzd
Smal PFGE mintazatot mutattak és forditva, olyan térzseket, amelyek azonos Smal PFGE
mintazatot mutattak, de killénb6z6 flaA tipussal rendelkeztek.

Az azonos Smal PFGE mintazattu térzseket tartalmazo 18 klaszterbél 10 klaszterben
azonos volt a térzsek Kpnl mintdzata és flaA tipusa is. Ebbdl a 10 klaszterb8l 7-ben
jarvanylgyi kapcsolatot is talaltunk (13. abra). 5 esetben (Kpnl klaszter 1, 3, 5, 6, és 9) a
brojlercsirke kuldnbdz6 allomanybdl szarmazott, de azonos allattarto teleprél. A 10-es Kpnl
klaszter esetében a sertések azonos helyrél szarmaztak, de kilénb6z6 telepen nevelkedtek.
A 4-es Kpnl klaszter térzseit szarvasmarhabdl izolaltuk, amelyek féldrajzilag tavoli telepekrdl
szarmaztak, de ugyanarra a vagohidra azonos szallitdjarmd vitte.

Az azonos flaA tipusu torzsek 12 kulénallé csoportot képeztek a térzsfan. 3 csoporton
belul a PFGE tipizalas (Kpnl enzimmel) tovabb differencialt, és szubklasztereket hozott létre.
Négy csoportban a térzsek PFGE profilja (Smal enzimmel) eltért annak ellenére, hogy az
flaA tipusuk azonos volt. Azokban az esetekben, ahol a PFGE mintazat vagy az flaA tipus

eltért, nem talaltunk jarvanyigyi kapcsolatot.

I VRN
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| Rétalap SN
) M- - Csaszar _
Iy g \ >o
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13. &bra: Jarvanyigyi kapcsolatok a tipizalassal azonos térzsek kozo6tt. Zold: szarvasmarha
telep (4. klaszter), kék: sertés telep (10. klaszter), narancs: baromfi telep (1., 3., 5., 6., 9.

klaszter), szurke: vagohidak, ahol levagtak az allatokat.
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5.6 MLST

A vizsgalat magas koéltségei miatt csak egy-egy C. jejuni és C. coli MLST profilt
hataroztunk meg. A C. jejuni térzset (M2007-10005681) szarvasmarhabdl izolaltuk
(Komarom-Esztergom megye - Csém), és az MLST szekvencia eredményeink alapjan a 42-
es klén komplexbe tartozik (ST 42). A C. coli térzset (M2007-10003120) sertésbél izolaltuk
(Gyér-Moson-Sopron megye - Fertd), és a 828-as klon komplexbe tartozik (ST 899).

Az MLST honlapjan b&séges és részletes informéaciokat taldlunk a kulénbdzd
szekvencia tipusokrol. Tébbek kdzott megtalaljuk pl. azt, hogy a 42-es klont hany esetben
izolaltak beteg emberbdl, illetve allatbol, milyen fajokbdl és milyen jellegli mintakbdl (14.

abra).

Gastroenteritis (70-43,21%)

;. Miller-Fisher szindroma (1-0,62%)
. Guillain-Barré szindroma (2-1,23%)

Egyéb (34-20,99%)

Seregély (1-0,62%)
Mas allat (1-0,62%)
Ember (1-0,62%)
Tehén tej (1-0,62%)
Viz (2-1,23%)
Marhahus (2-1,23%)
Vad madar (3-1,85%)
Csirke (3-1,85%)
Csirkehus (5-3,09%)
Juhhus (6-3,70%)
Nem jelolt egyéb (9-5,56%)
Juh (19-11,73%)

Human bélsar (72-44,44%)

Szarvasmarha (37-22,84%)

14. abra: 42-es klbn az MLST honlap alapjan.
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5.7 Antibiotikum-érzékenységi vizsgalat

A nalidixsav rezisztencia (p=0,0465) és az enrofloxacin/ciprofloxacin rezisztencia
(p=0,0114) nbvekedett 2008-2009 folyaman. A nalidixsav rezisztens (p=4,626e-05) és a
fluorokinolon-rezisztens (p=3,403e-07) Campylobacter térzsek aranya magasabb volt
brojlercsirkében, mint sertésben 2009-ben. A fluorokinolonokra a legnagyobb aranyban a
brojlercsirke-allomanyokbdl szarmazé C. coli térzsek rezisztensek, mintegy 89,0%-uk 2009-
ben (15. abra és 15. tablazat).

15. téblazat. C. jejuni és C. coli rezisztencia szazalékban, a legfontosabb antibiotikumokra

Osszesen, illetve sertésben és brojlercsirkében évenként. *Kevés izolatum (<10).

Osszes % rezisztens 2008 C. jejuni| 2008 C. coli | 2009 C. jejuni| 2009 C. coli

Enrofloxacin/ciprofloxacin 53,2 63,5 74,3 70,1
Tetraciklin 40,3 71,4 32,4 76,8
Eritromicin 4.8 11,1 1,4 8,2
Klindamicin 10,5 10,0 8,0 10,6
Nalidixsav 61,3 57,1 71,6 68,6
Ampicillin 30,2 20,0 0,0 12,0
Sertés % rezisztens 2008 C. jejuni®| 2008 C. coli 2009 C. jejuni®| 2009 C. coli
Enrofloxacin/ciprofloxacin 16,7 52,9 40,0 58,5
Tetraciklin 33,3 85,3 40,0 90,7
Eritromicin 0,0 14,7 0,0 11,9
Klindamicin 0,0 6,1 0,0 16,1
Nalidixsav 16,7 52,9 60,0 58,5
Ampicillin 0,0 4.0 0,0 59
Brojlercsirke % rezisztens| 2008 C. jejuni| 2008 C. coli | 2009 C. jejuni| 2009 C. coli
Enrofloxacin/ciprofloxacin 60,9 73,1 82,5 89,0
Tetraciklin 41,3 53,8 33,3 54,8
Eritromicin 6,5 7.7 1,6 2,7
Klindamicin 12,2 16,7 10,5 0,0
Nalidixsav 71,7 61,5 77,8 84,9
Ampicillin 32,4 33,3 0,0 14,3

Az eritromicin rezisztencia el6fordulasa cs6kkend tendenciat mutat. Alacsonyabb
eritromicin (p=0,02509) rezisztenciat talaltunk C. jejuni-ban, mint C. coli-ban, sertésben
gyakoribb.

Alacsonyabb tetraciklin (p=1,865e-14) rezisztenciat talaltunk C. jejuni-ban, mint C.
coli-ban. A tetraciklin rezisztens C. coli térzsek aranya sokkal magasabb volt sertésben, mint
brojlercsirkében 2009-ben (p=1,046e-08). A tetraciklin rezisztencia a sertésallomanyokbol

szarmazo C. coli torzsek kozt 90,7% volt.
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Jelentés mértékl streptomicin rezisztenciat talaltunk a sertésbdl szarmazé C. coli
torzsek kozt, amely 75,9% 2009-ben, mig brojlercsirkében ez az érték csak 8,5%.
A klindamicin rezisztencia szintén ndvekedett a sertésekbdl szarmazé C. coli

torzsek kozt.
A vizsgalt térzsek mindkét fajbdl tdbbnyire kloramfenikol és gentamicin érzékeny

volt.

00 200 40,0 600 80,0 1000

| | | |
6050
Nalidix-sav 58 v g
'84,9
Enrofloxacin/ 40,0 585
ciprofloxacin 82’859 0
40,0
Tetraciklin 333 90,7 W Sertés C. jejuni
54,8 . )
- Sertés C. coli
Eritromicin |1 ¢ 119 W Tyuk C. jejuni
i cd Tyuk C. coli
38,3
Sztreptomicin 91 /5,9
8,5
030
Gentamicin [ do
1,5
0,0
Klindamicin 10156,1
0,0

15. abra: Rezisztens térzsek szazalékos aranya allatfajonként és baktériumfajonként
szétbontva 2009-ben.

A fluorokinolon, makrolid és tetraciklin rezisztenciat egytt tekintve a C. coli térzsek
55,2%-a, a C. jejuni térzsek 21,6%-a volt rezisztens t6bb mint egy csoportra. A leggyakoribb
kombinacié az enrofloxacin/ciprofloxacin és tetraciklin volt. Ez a kombinacié C. jejuni-ban
csak a tyukbol szarmazé térzsek kézt fordult eld. A fluorokinolon és makrolid rezisztencia,
vagy a makrolid és tetraciklin rezisztencia csak a sertésbdl szarmazé C. coli-ban fordult eld,
C. jejuni-ban nem. Mindharom antibiotikum csoportra rezisztens térzs ritkan fordult el6: 2009-
ben a C. jejuni térzseknek az 1,4%-aban, a C. coli térzseknek pedig a 4,1%-aban.

Az antimikrobidlis érzékenységre megvizsgalt 23 C. lanienae tdrzs hasonld

tendenciat mutatott, mint az elébbi fajok. Ot (21,7%) térzs volt eritromicin rezisztens (MIC > 4
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pg/ml), 5 (21,7%) enrofloxacin/ciprofloxacin (MIC > 1 pg/ml) rezisztens. 78,3% (18/23)
nalidixsav rezisztens (MIC > 16 pg/ml) és 60,9% (14/23) tetraciklin rezisztens (MIC > 2
pg/ml). Az izoldtumok fele volt streptomicin rezisztens (MIC > 2 pg/ml). Valamennyi vizsgalt
izolatum ampicillin (MIC <= 8 pg/ml), gentamicin (MIC <= 1 pug/ml) és kloramfenikol (MIC <=
16 ug/ml) érzékeny volt.

Az 5 eritromicin rezisztens tdrzsbél 4 volt tetraciklin rezisztens is, és mindegyik
enrofloxacin/ciprofloxacin rezisztens torzs tetraciklin rezisztens is volt. Egy térzs (3894
jelzéssel) rezisztens volt eritromicinre, enrofloxacinra, nalidixsavra, tetraciklinre és

klindamicinre is.

5.8 Takarmanyozasi kisérletek
Toébb kisérletben vizsgaltuk kildnb6z6 takarmany-kiegésziték Campylobacter (és
Salmonella) ellenes hatasat a fert6zottség csdkkentése érdekében.

1. A 120 csirke 1 naposan tizesével poolozva, kloakabdl vett tamponmintabdl
tenyésztéssel vizsgalva mind Campylobacter-negativ volt. Tiz naposan, 20 naposan, és
30 naposan csoportonként 10-10 csirke vakbelének tenyésztéses vizsgalata szintén
negativ eredményt adott.

2. A telepi kérilmények koézt tartott kacsak napos korban Campylobacter-negativak
voltak. Tizennyolc naposan 36-36 allat kloaka tamponjat tenyésztéssel vizsgalva (6-os
poolokban) az talaltuk, hogy a kezelt csoportnal a 6 mintabdl 4 volt pozitiv (3 C. lari és 1
C. jejuni), mig a kezeletlen csoport 6 mintajabdl 2 lett pozitiv (C. /ari). Negyven naposan
60-60 kacsa kloaka tampon vizsgalata (5-6sével poolozva) tenyésztéssel negativ volt.
Ugyanakkor 30-30 kacsa vakbelének tenyésztéses vizsgalata (3-asaval poolozva) a
kezelt csoportban a 10-bdl 7, a kontroll csoportban 10-bél 6 minta lett C. jejuni pozitiv.

3. A 60 db pekingi kacsa 1 naposan kloakatamponnal vizsgalva Campylobacter-
negativnak bizonyult. Hat naposan tyukbdl szarmazé C. jejuni térzzsel (2010/2074)
fertéztik 6ket per os. A 21 naposan vett 6sszes kloaka tamponminta (3x20 db) és
csoportonként 6 allat vakbelének tenyésztéses vizsgalata pozitiv eredményt adott. Az
Osszes 28 naposan vett kloaka tamponminta (3x14 db) és 3x6 db vakbélminta is
Campylobacter-pozitiv volt. Végul a 40 naposan vett dsszes (3x8 db) kloaka

tamponminta és ugyanezen allatokbol szarmazo vakbélminta tenyésztése is pozitiv volt.
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6 Megbeszélés

A campylobacterek izolalasa id6éigényes, és specialis korilményeket, eszkdzodket
igényel, mivel ezek érzékeny, mikroaerofil baktériumok. A kildnb6z8 kiséréfléra (bélsarban,
kérnyezeti mintaban, élelmiszerben jelen lévdé egyéb baktériumok) tovabb neheziti az
izolalast. Szamos dusité tapkdzeget fejlesztettek ki a campylobacteriosisokért elsésorban
felelés C. jejuniizolalasara a kiilénb6z6 eredetld mintakbdl (Buechat, 1986; Doyle és Roman,
1982; Humphrey, 1986). Ezek az els6dlegesen hasznalt izolalasi médszerek a ritkabban
el6forduld fajokra gatld hatasuak lehetnek, mivel az egyéb Campylobacter-fajok eltéré
antibiotikum-érzékenységlek lehetnek. A termofil campylobacterek izolalasanak optimalis
hémérséklete 42 °C, mely magas hémérséklet szintén szelektiv hatasu, és csékkenti az ily
moédon izolalhatdé Campylobacter-fajok szamat. Nem meglepd tehat, hogy nem termofil
Campylobacter-t, mint példaul C. fetus-t nem tudtunk izolalni. A lassan ndvekvd
campylobacterek, melyek akar 5 napos inkubaciés idét is igényelhetnek, a rutin munkaban
alkalmazott révid inkubaciés id6 (2-3 nap) miatt alul izolaltak. Vegyes fertézottség esetén a
gyorsabban fejl6dé campylobacterek tulnéhetik a lassabban névekvéket, elfedve azok
jelenlétét. Azzal, hogy egy allomanybdl szarmazé mintakbdl a telepek uniform megjelenése
miatt altaldban csak egyetlen izolatumot azonositottunk, a legdominansabb klént
szelektaltuk. Ezek lehetnek az okai annak, hogy csak alacsony szazalékban talaltunk vegyes
fert6zottséget a mintakban. Ez a néhany eset azonban igazolta a vegyes fert6zottség
lehetéségét mindharom élelmiszer-alapanyagként szolgalé allatfajban.

Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy a magyarorszagi brojlercsirke- (60,1%) és
sertésallomanyok (43,3%) nagyaranyu Campylobacter fert6zottséget mutatnak a vagas
idején. Ezzel ellentétben a szarvasmarha-allomanyok (6,7% pozitiv) nem gyakori hordozéi a
korokozonak. Ezek az aranyok valoszinlleg valamivel magasabbak lennének, ha
hasznéaltunk volna dusité folyadékot is a tenyésztés soran. A brojlercsirkék magas
csiraszamban hordozzak a baktériumot, ezért valdszinlleg a modszer érzékenysége
kevésbé befolyasolta az eredményt, de sertés és szarvasmarha esetében a kilénbség
nagyobb lehet.

A brojlercsirke-allomanyok fert6zéttsége szezonalitast mutatott néhany orszagban,
nyaron, kora &sszel (junius-szeptember) nagyobb a campylobacterek el6fordulasa
(FAO/WHO, 2009). Erdekesség, hogy Magyarorszagon magasabb fertézottséget a hideg
6szi-téli hénapokban allapitottunk meg oktdber-novemberi csuccsal. A szezonalitas okait
vizsgalva szoros korrelacioét talaltunk a relativ paratartalom és a Campylobacter-fertézéttség
kozott.

Az altalunk hasznalt izolalasi modszer elsésorban C. jejuni, C. coli és C. lari

tenyésztésére szolgal, mégis sikerrel izolaltunk C. lanienae tbrzseket is. A C. lanienae
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normal bélfléra alkotonak tlinik sertésben, mivel a sertés bélmintakbdl egész évben az
orszag majd teljes teriletérdl rendszeresen izolaltuk ezt a fajt. Kiléndsen figyelemre mélto,
hogy a C. lanienae a sertésekbdl izolalt 2. leggyakoribb faj (20,7%) volt ebben a munkaban.
C. jejuni-val a pozitiv sertés bélmintaknak csak 5,3%-a volt fert6zott.

Hasonléan, mint Sasaki et al. (2003), mi is csak sertésekbdl tudtuk izolalni a C.
lanienae-t. Ennek egyik lehetséges oka az, hogy a magyarorszagi szarvasmarhakban nincs
is jelen a baktérium, vagy magyarazhatd azzal, hogy a szarvasmarhakat fert6zé C. lanienae
mas tenyésztési korilményeket kivan. Inglis et al. (2003) Kanadaban kitenyésztettek C.
lanienae-t szarvasmarhabo6l Karmali taptalajon, 40 °C-on. A CCDA nem volt megfelel6
ugyanabban a vizsgalatban. Guévremont et al. (2008) beszamoltak C. [lanienae
kimutatasarol — szintén Kanadaban — bélsarbdl mind sertésb6l mind szarvasmarhabdl, de
csak direkt PCR-rel, az izolalds nem volt eredményes. Erdemes megjegyezni, hogy
Eur6paban még nem szamoltak be C. lanienae izolalasarol, vagy kimutatasardl
szarvasmarhabdl. Tehat lehetséges, hogy a magyarorszagi szarvasmarha mintakbol azért
nem sikerdlt izolalni, mert a szarvasmarhakat fert6zd C. lanienae féldrajzilag mashol fordul
csak el6. Az elsbédleges rezervoarja a baktériumnak még mindig nem ismert, tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A biokémiai és egyéb fenotipusos tulajdonsagok alapjan térténd hagyomanyos
fajmeghatarozas hatranya, hogy sok esetben bizonytalan eredményt ad. Ezért szikségesnek
tartottunk a monitoring vizsgalataink megkdénnyitésére kifejleszteni egy real-time PCR
modszert, amelynek megbizhatésaga és pontossaga jobb. Az altalunk kifejlesztett PCR
modszer alkalmas a C. jejuni és C. coli azonositasara egyidében, mivel a két rendszer
nem multiplex PCR-ként. A folyamatok automatizalasa révén 45 tenyészetet tudtunk
megvizsgalni 4 éran belldl mind a két fajra.

A real-time PCR moddszeriinkben alkalmazott EvaGreen fluoreszcens jel6léfesték
elénye a SYBR Green-nel szemben, hogy nem mutagén és nem toxikus, mert a
sejtmembranon nem jut at. Mivel az EvaGreen-nek kevésbé van PCR géatlé hatasa, ezért
nagyobb koncentracidban alkalmazhatd, ami erésebb jelet ad, és ezaltal robosztusabb
eredményeket kaphatunk vele.

A mintak koézvetlen PCR vizsgalatanak érzékenysége jelentésen elmaradt a
tenyésztéses modszertdl, de az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat érdekében a baktérium
kitenyésztése amugy is nélkllézhetetlen. Ugyanakkor a PCR a tenyésztés utani biokémiai
vizsgalatokat helyettesiti, pontosabba és gyorsabba teszi a fajmeghatarozast.

A PCR, szekvencia-meghatarozas és filogenetikai analizis a legszélesebb k&rben
alkalmazott molekularis biolégiai mddszerek, amelyeket a Campylobacter-fajok kimutatasara,

elkulénitésére és tovabbi genetikai jellemzésre hasznalnak. A genetikai vizsgalatok alapjan
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kiderult, hogy a Campylobacter spp genomja nagy valtozatossagot mutat, ami a fert6zési
ciklus soran gyors adaptaciét tikrozhet. Az 0 variaciok kialakulasaban tébb mechanizmus
szerepet jatszhat, igy a transzformacid, intra- és intergenomikus rekombinacid, genom
atrendez6dés és kromoszoma pontmutaciok.

Azt tapasztaltuk, hogy hasonléan mas fajokhoz, bizonyos C. lanienae izolatumok is
rendelkezhetnek megnagyobbodott génnel. Négy C. lanienae térzs esetében a fajspecifikus
primerekkel egy kb. 200 nukleotiddal hosszabb terméket kaptunk, mint a vart 920 bp. A
jelenség a 16S rRNS génen kilénb6z6 hosszusagu beékelddétt szekvenciak (intervening
sequences, IVS) el6fordulasara vezethetd vissza a 213. nukleotidnal (C. jejuni, ATCC 43431
szerinti szamozas). A 6555 szamu térzs csak a megnagyobbodott gént hordozta, mig az
5172, 24639 és 17459 jelzésl térzsek mindkét féle géntipussal rendelkeztek, ami miatt
kett6és csikot adtak a gélelektroforézis vizsgalat soran. Az 6sszes tobbi térzs csak az IVS
nélkuli gént tartalmazta. A megnagyobbodott gén jelenségét mar korabban leirtak kildnb6z6
Campylobacter-fajok esetében, mint példaul C. sputorum, C. helveticus, C. rectus, C. curvus
(Etoh et al., 1998; Gorkiewicz et al., 2003) és C. hyointestinalis (Harrington és On, 1999).
Sasaki et al. (2003) 4 C. lanienae t6zset talalt (FK172, FK173, FK174, FK175), amelyek IVS-
t tartalmaztak, mint a mi 6555 szamu térzsiink. A C. hyointestinalis subsp. lawsonii CHY4
jeld torzs is tartalmaz IVS-t. A 16s rRNS IVS el6éfordulasanak a szerepe nem tisztazott. Chan
et al. (2007) szerint az IVS hianya a pulykabdl izolalt C. coli 23S rRNS génjébdl azokra a
térzsekre volt jellemzd, amik nem voltak eritromicin rezisztensek.

Az, hogy a C. hyointestinalis subsp. lawsonii (17530b jel(i) térzs pozitiv volt a Logan
et al. (2000) altal leirt C. lanienae-re tervezett primerekkel, azzal magyarazhaté, hogy a
primerek annealing régiéja azonos a két fajban.

A részleges16S rRNS gén szekvencia meghatarozasa alapjan azonositottuk a 45
nem C. jejuni és nem C. coli izolatumokat. A C. lanienae fajba tartoz6 43 t6rzs szekvencia
analizise 98,2%-0s hasonl6sagot mutatott.

A részleges 16S rRNS gén szekvenciak illesztésén alapulé filogenetikai fan a magyar
C. lanienae torzsek az illesztéshez hozzatett egyéb, a GenBank-ban k&zdlt C. lanienae
torzsekkel egyutt egy kulénallo csoportot képeztek a C. lanienae fajt képviselve. A C.
hyointestinalis subsp. lawsonii a C. lanienae-vel k6z6s agon helyezkedik el, és jol elkildndl a
C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis-t6l. Harrington és On (1999) irta le az AF097691
(SVS 3038) jelli torzset, és C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis-nak hataroztak meg.
Késbébb Gorkiewicz et al. (2003) foglalkoztak ezzel a tbérzzsel és atsoroltdk a C.
hyointestinalis subsp. lawsonii csoportjaba. Ez a térzs a mi vizsgalataink szerint is elkléndil,
de kdzelebb esik a C. hyointestinalis subsp. lawsonii csoporthoz.

A C. lanienae faj csoportjan belll sok alcsoport kilénll el megerésitve a faj nagyfoku

genetikai diverzitasat. Az emberbdl szarmazd térzsek nem alkotnak kilén csoportot, hanem
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kulénbdzd sertésbdl szarmazéd térzsekkel egyitt képeznek csoportokat. Ugyanakkor a
szarvasmarhabol és juhbdl szarmazé térzsek egy egységes, kilén csoportba tartoznak. Ez
meger6ésiti a Guévremont et al. (2008) altal tapasztaltakat, miszerint egy 360 bp hosszu 16S
rRNS gén részlet alapjan készilt térzsfan a C. lanienae térzsek az allatfaj szerinti eredet
(szarvasmarha és sertés) alapjan két genetikai csoportra kiléniltek. Sajnos a Guévremont
et al. (2008) altal vizsgalt szarvasmarha térzseket mi nem tudtuk hozzailleszteni a sajat
szekvenciainkhoz, mert tal révidek voltak (360 bp), és kis szakaszon fedtek at a mi
szekvenciainkkal.

Jelentés genetikai valtozatossagot figyeltink meg a sertésbél szarmazo6 térzsek
kozott, mig az Osszes kér6dzdbél szarmazd térzs egyforma 16S rRNS gén mintazatot
mutatott a harom vizsgalt variabilis région: 2A/5C/6Db. Ez a mintdzat harom sertés eredeti
C. lanienae torzsre is jellemzé volt (25491, 31051 és FK176), ugyanakkor a sertés térzsek
nagyobb valtozatossagot mutattak a harom vizsgalt variabilis région. Ezek alapjan felmerl
annak a lehetésége, hogy a szarvasmarhaban megtelepedd C. lanienae térzsek a sertés
torzsekb6l szarmaznak. A 2A mintazatot eredendéen a C. hyointestinalis és a C. fetus
torzsek jellemzdjének vélték (Gorkiewicz et al., 2003). Mi megtalaltuk C. lanienae-ben is, ami
arra enged kdvetkeztetni, hogy tovabbi valtozatok fordulnak elé a C. lanienae izolatumok
kbézt ezen a région. A Vc6 région két jol elkilonlls, 3 nukleotidban kilénbézd mintazatot
talaltunk, ezért a 6D mintazaton belll a torzsek elkilonitésére bevezettik a 6Da és 6Db
jelélést. Ez a kilénbség az oka annak, hogy a fajspecifikus reverz primer (Logan et al., 2000)
— mely a Vc6-os variabilis régiéon belll tapad — a 6Db szekvenciamintazatu térzsek esetében
a 3 nukleotid eltérés miatt rosszabbul mikédik, és a PCR-ben a termék mennyisége
kevesebb.

A C. jejuni és C. coli térzsek filogenetikai vizsgalatahoz az flaA gén SVR
szekvencigjat hasznaltuk. Az SVR révid (321 bp), a szekvenalasa gyors, pontos, robosztus
és Osszehasonlithaté a laboratoriumok kozétt. Az flaA SVR szekvenalasat alkalmaztak a
Campylobacter-populacié vizsgalatara a baromfi iparban, hogy vizsgaljdk a torzsek
elterjedtségét, és kuldnbséget tegyenek koérnyezeti és allatbdl szarmazo térzsek kozt
(Meinersmann et al., 2005).

A magyarorszagi brojlercsirkébdl, sertésbdl és szarvasmarhabdl szarmazé C. jejuni
és C. coli torzsek vizsgalatai soran azt allapitottuk meg, hogy a térzsek a filogenetikai fan
nem a baktériumfaj, az Aallatfaji szarmazas, vagy féldrajzi eredet, hanem az flaA SVR
tipizalds alapjan meghatarozott alléltipusok szerint képeztek kilén csoportokat. Tovabba
nem talaltunk 6sszefliggést az flaA tipus és a baktériumfaj (példaul P1 A66 tipusu C. jejuni
és C. coli is el6fordult), illetve flaA tipus és allatfaji szarmazas (P11 A17 tipus el6fordult
pulykaban és brojlercsirkében is, vagy P2 A21 tipus eléfordult szarvasmarhaban és

brojlercsirkében is) kdzott.
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A C. jejuni rutinszer( tipizalasara a PFGE terjedt el, amely az egyes térzsek kézott
meglévé igen kis kilénbségeket is képes kimutatni. Az altalunk vizsgalt C. jejuni és C. coli
torzsek Smal enzimmel térténd hasitasaval létrejott 18, tébb tdérzset is magaba foglald
csoportbél 10 még tartalmazott olyan izolatumokat, amelyek kilénb6z8d allatfajbdl
szarmaztak és/vagy kilénb6zd flaA SVR tipusuak. Ezzel ellentétben a Kpnl enzimmel vald
hasitas utan az izolatumok, melyek azonos hasitasi képet mutattak, azonos flaA SVR
tipusba tartoztak, és azonos allatfajp6l szarmaztak, tehat valodi genetikai kldnokat
képviseltek.

Az flaA és PFGE tipizalasokkal végzett vizsgalatok eredményeképpen kilénb6zé
jarvanyugyi kapcsolatokat fedeztiink fel. A nagyfoki genom plaszticitds miatt a kilénb6zd
torzsek és vonalak koézti kapcsolat megallapitasa nehéz, kuléndésen a hosszu tavu
epidemioldgiai vizsgalatokban (Dingle et al., 2002). A baromfi izolatumok esetében talaltunk
2-3 kilénb6z6 allomanybdl, azonos teleprdl szarmazo azonos térzseket, ami stabil C. jejuni
és C. coli klon jelenlétét igazolja akar 8 honapon keresztil. Valészinlileg az allomany cserék
kozotti nem megfelelé takaritas, fertétlenités tette lehetévé az azonos térzzsel vald
fert6z6dést. Azonos helyrél szarmazé, de kilénb6z6 telepen nevelkedett sertésekbdl izolalt
genetikai klonok jelenléte utalhat arra, hogy a sertések még szopds korban fertézédtek
ugyanazzal a torzzsel. A fdldrajzilag tavoli telepekrél ugyanarra a vagohidra szallitott
szarvasmarhakban talalt térzsek lehettek az orszagban eléforduld stabil klbnok, vagy az
allatok az azonos szallitéjarmivon fertézédtek. Tovabba talaltunk a baromfiallomanyokban
olyan klonokat is, amelyek kdzétt jarvanylgyi kapcsolat nem volt, ami azt mutatja, hogy az
orszagban eléfordulnak nagyon stabil C. jejuni és C. coli torzsek is. Masok is leirtak
kulénbdzd fajokban és terlileteken jelen 1évd bizonyos stabil genomu C. jejuni térzseket
(Manning et al., 2001; Petersen és Wedderkopp 2001). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
brojlercsirke és human térzsekkel annak érdekében, hogy ezen stabil klbnok szerepe a
human fertézésben kideruljon.

Elséként tettlink kisérletet a C. lanienae tipizalasara PFGE moddszerrel. Harom
kulénbdzb enzimmel (Smal, Kpnl és Sall) végeztink hasitasi probakat a kivalasztott térzsek
makrorestrikcidés profil vizsgalatahoz. Az izolatumok tdbbségét (66,7%) a Smal enzim
hasitotta, a térzsek tdbb mint felét (55,6%) hasitotta a Kpnl enzim és egyet sem a Sall. A
Smal enzim alkalmasnak latszik a C. lanienae izolatumok tipizalasara, ha epidemioldgiai
vizsgalatokra kerll sor. Ezen el6zetes PFGE eredmények is arra utalnak, hogy - hasonl6an
mas Campylobacter-fajokhoz - a C. lanienae fajon belll nagy a genetikai valtozatossag és
genom plaszticitas.

Az eddigiekben targyalt modszerek koézll a legérzékenyebb a PFGE, ugyanakkor
problémat is okozhat, mert olyan térzsek kdzétt is jelentds kildnbséget mutathat ki, amelyek

val6jaban rokonok és azonos Kklénba tartoznak. Tovabbi hatranya, hogy nehezen
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standardizalhatd, ami akadalyozhatja a kulénbdzd helyszineken végzett vizsgalatok
Osszehasonlitasat. Ezen tulajdonsagai miatt a gyakorlatban elsésorban halmozott kérhazi
fertézések jarvanylgyi kivizsgalasara hasznaljak, amikor a vizsgalatok egyetlen
laboratoriumban azonos kérilmények kdzott térténnek és az izolalt kérokozok kézotti teljes
azonossag megallapitdsara irdnyulnak. Ezzel szemben az MLST méddszer elénye, hogy a
kilénbdzd laboratériumokban végzett vizsgalatok Osszehasonlithatok: a megfelel
technikaval végzett szekvenalasi vizsgalatok minden laboratériumban megbizhatd,
egymassal 6sszevethetd eredményt adnak a nukleotid sorrendre vonatkozéan. Ezért az
MLST a legalkalmasabb eljaras orszagos, vagy nemzetkdzi 6sszehasonlitd tipizalasi
vizsgalatok végzésére, mind rovid, mind hosszu tavu vizsgalatok esetében. Hatranya
ugyanakkor, hogy draga, igy az MLST vizsgalatot csak korlatozott szamu, lehetbleg az
epidemioldgiai szempontbdl legfontosabb térzseknél szoktak elvégezni.

A kinolon és makrolid rezisztens Campylobacter térzsek altal okozott human
fertézések szama jelentésen megnétt az utdbbi években. A fert6zések kezelésében sokaig a
fluorokinolonok jatszottak meghatarozé szerepet, azonban a fluorokinolon rezisztencia
ndévekedése miatt ez a terapias lehetéség komoly veszélybe Kkerilt. A fluorokinolon
rezisztenciaért leggyakrabban a giraz enzim A alegységét kodolé gyrA génben létrejovo, a
86-0s poziciéban levé treonint (magas foku rezisztencia), illetve a 90-aszparagint és 70-
alanint érint6 (alacsonyabb foku rezisztencia) pontmutacié felelés. A génen bellli régiét,
melyben a rezisztenciaért felelés mutaciok talalhatéak, Quinolone Resistance Determinant
Region-nek (QRDR) nevezzik.

Az élelmiszer-alapanyagként szolgal6 allatokban a kinolon rezisztencia nagyon
magas aranyu (74,3% C. jejuni és 70,1% C. coli esetében 2009-ben) és ndvekvd tendenciat
mutat mind C. jejuni-ban és C. coli-ban, mindharom allatfajbdl. A kinolon-rezisztens C. jejuni
(p=0,00159) és C. coli (p=4,475e-06) tbrzsek aranya magasabb brojlercsirkében, mint
sertésben, 6sszhangban azokkal az eredményekkel, melyeket Olaszorszagban, Maltan,
Romaniaban, Lengyelorszagban és Hollandiaban kaptak.

Az eritromicin rezisztencia altalaban magasabb a C. coli térzsekben, kuléndsen a
sertésbdl szarmazé C. coli-ban, mint C. jejuni-ban (Aarestrup et al., 1997). Magyarorszagon
az utdbbi években mindkét Campylobacter-fajpan, mind brojlercsirke- mind
sertésallomanyokban né a makrolidokkal szembeni érzékenység. Az eritromicin rezisztencia
ritka a C. jejuni izolatumokban, de gyakoribb C. coli-ban (p=0,043). Ennek magyarazata
lehet, hogy a makrolid antibiotikumokat nem lehet hozamfokozoként hasznalni az EU-ban
1999. julius 6ta, ezért virginiamicint egyaltalan nem, és tilozint is kisebb mennyiségben

etetnek az allatokkal.
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A tetraciklinnel szembeni rezisztencia is jelentés volt a C. jejuni és C. coli térzsek
k&zott brojlercsirkében (33,3% és 54,8% 2009-ben) és sertésben is (40,0% és 90,7% 2009-
ben). Tobb mint 2 antibiotikummal szembeni rezisztencia azonban relativ ritka volt.

A rezisztencia szdzalékok &sszehasonlitdsanal vigyazni kell, hogy milyen
hatarértékkel kerlltek azok elbiralasra, mert az epidemiolégiai hatarértékek altalaban
alacsonyabbak, mint a klinikai hatarértékek. Tetraciklin esetében az EUCAST epidemioldgiai
hatarérték 2 ug/ml, mig a CLSI szerinti klinikai hatarérték 8 ug/ml.

Az antibiotikumok helyett a kilénb6zd természetes alapu takarmany-kiegészitok,
probiotikumok kerllnek el6térbe a Campylobacter elleni védekezésben. Az elsd
takarmanyozasi kisérletinkben a Sangrovit Campylobacter-ellenes hatasat vizsgaltuk,
azonban a 120 brojlercsirke egyike sem fert6z6détt Campylobacter-rel a kisérlet 30 napja
alatt — val6szinlleg a telepi viszonyokat kevéssé tikréz6 izolalt tartas miatt -, igy nem
lehetett kuldnbséget tenni a kilénb6z6 takarmanyok esetleges Campylobacter-ellenes
hatasa kozott. A kdvetkezd kisérletben Immunoforttal (Vitafort Zrt) kiegészitett takarmanyt
etettink pecsenye kacsakkal telepi kérulmények kézt. Az Immunofort savanyitas, a bélfléra
stabilizalasa és az immunkompetencia javitasa révén fokozza a termelésbiztonsagot. Az
Immunofort a Campylobacter-t nem gyéritette, hisz a kontroll csoportban kisebb aranyu volt
a fertézottség, mint a kisérleti csoportban, de a takarmanyhasznositast jelentésen javitotta. A
fert6zottség vizsgalata hatékonyabb volt a vakbél mintazasaval, mint a kloakatamponnal. A
C. jejuni-val fertéz6tt 60 db pekingi kacsa vizsgalati eredménye alapjan az Immunofort vagy
a szilard adalék nem gyéritette a Campylobacter-fert6zéttséget, ami a 40. napig 100%-os
maradt.

A C. lanienae izolatumok antibiotikum-érzékenysége arra utal, hogy a szarvasmarha
és sertés eredetl térzsek nem csak genotipusosan, hanem fenotipusosan is kiildnbdznek.
Az Inglis et al. (2003) altal izolalt szarvasmarha eredetl 6sszes C. lanienae torzs cefalotin
érzékeny volt, nem ugy, mint az emberbdl szarmaz6 referencia térzs, vagy a magyar
sertésbdl szarmazd térzsek, amelyek cefalotin rezisztensek voltak.

A C. lanienae térzsek kozt szintén jelentés tetraciklin, eritromicin és enrofloxacin
rezisztenciat, valamint multirezisztens térzseket is talaltunk, ami felveti a kérdést, hogy a C.
lanienae-nek van-e szerepe az antibiotikum-rezisztencia terjesztésében.

Habar a C. lanienae-t nem patogén baktériumnak tekintik, a relativ magas
el6fordulasi aranya sertésekben, és a tény, hogy emberekbdl is izolaltdak, a zoonézis

lehetéségére utal.
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7 Ujtudomanyos eredmények

1. Kidolgoztunk egy real-time PCR mobddszert, mellyel gyorsan azonosithatok a
leggyakrabban el6forduld termofil Campylobacter-fajok (C. jejuni és C. coli) kevert
tenyészetek esetében is. Az eljaras EvaGreen fluoreszcens jeldl6festékkel mikddik, és a
fajok az olvadasgorbék alapjan kulénithetdk el. A C. jejuni azonositasara magunk terveztiink
Uj primereket. Ezzel az altalunk kidolgozott real-time PCR vizsgalati médszerrel 4 6ra alatt 45
tenyészet azonositasat, illetve elkilonitését tudjuk elvégezni. Ez annak is kdsz6nhetd, hogy
mind a feltarasi, mind a PCR reakciok pipettazasi folyamatait robotok segitségével
automatizaltuk.

2. Felmértik a haziallatokban el6fordul6 Campylobacter-fajok gyakorisagat, teruleti,
idébeli eloszlasat. Megallapitottuk, hogy a magyarorszagi brojlercsirke- (60,1%) és
sertésallomanyok (43,3%) nagy aranyban fert6zéttek Campylobacter-rel a vagas idején.
Ezzel ellentétben a szarvasmarha-allomanyok (6,7% pozitiv) nem gyakori hordozéi a
kérokozénak. A fertézbttség szezonalitasat vizsgalva szoros korrelaciét talaltunk a pozitiv
mintak aranya és a relativ paratartalom k&zoétt.

3. Elséként izolaltunk és azonositottunk Magyarorszagon C. lanienae-t. Beszamoltunk a
baktérium orszagos eléfordulasarél sertésekben. Megallapitottuk, hogy a C. lanienae a
sertésekbdl izolalt 2. leggyakoribb faj (20,7%), mig C. jejuni-val a pozitiv sertés bélmintdknak
csak 5,3%-a volt fert6zott.

4. A részleges 16S rRNS génen alapuld szekvencia analizis soran a Vc2 régién leirtuk
a 2A mintazat el6fordulasat C. lanienae-ben is. A Vc6 région két jol elkulénils, 3
nukleotidban kulénbdzd mintazatot talaltunk, ezért a 6D mintazaton belil a toérzsek
elkulonitésére bevezettik a 6Da és 6Db jelblést.

5. Els6ként végeztink PFGE vizsgalatokat C. lanienae térzseken, és megallapitottuk,
hogy az Smal enzimmel valé hasitds a legalkalmasabb egy esetleges epidemioldgiai
vizsgalat esetén.

6. PFGE és flaA SVR szekvenciak alapjan meghataroztuk a hazankban, haziallatokban
el6forduld C. jejuni és C. coli genotipusokat. Stabil C. jejuni és C. coli klbnokat talaltunk.

7. Magyarorszagon els6ként megvizsgaltunk haziallatokbol szarmazo 1-1 C. jejuni és C.
coli térzset MLST méddszerrel.

8. Megallapitottuk, hogy jelentés az enrofloxacin/ciprofloxacin és nalidixsav rezisztencia
az izolalt térzsek koézt, kulénésen a brojlercsirkébdl szarmazoé C. jejuni-ban (73,3%) és C.
coli-ban (77,2%). Az eritromicin (p=0,043) és tetraciklin (p=1,865e-14) rezisztencia
magasabb a C. coli-ban (9,7% és 74,1%), mint a C. jejuni-ban (3,1% és 36,6%), ezaltal
sertésekben gyakoribb.
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