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Bevezetés, célok

Az emberekben eléforduld, bakteridlis eredetli hasmenések leggyakoribb okozéi a
termofil campylobacterek - a salmonellak mellett - Magyarorszagon és szerte a vilagon. Ezek
a fajok a normal bélfléra tagjaként, természetes korilmények kézétt is megtalalhaték mind a
kilénféle emlés fajok, mind pedig a madarak bélcsatornajaban. Ugyanakkor kevés adattal
rendelkeziink e zoonotikus kérokozok eléfordulasarél a hazai allatallomanyokban. Munkank
célia volt, hogy egy komplex, atfogd képet kapjunk a magyarorszagi haszonallatok
Campylobacter-fert6zottségérdl, fajonkénti eloszlasarol, és a fertézést okozd6 Campylobacter-
fajok molekularis biolégiai jellemz&irdl.

Az Eurépai Parlament és a Tanacs 2003/99/EK iranyelve a zoondzisok és zoondzis-
korokozok monitoringjarol javasolja az adatok gy(jtését a zoonodzisok és a zoondzis-
kérokozék el6fordulasardl a takarmanyokban, az allatokban, az élelmiszerben, és az
emberben annak érdekében, hogy meghatarozza a korokozok forrasat, és adatokat kapjon a
terjedés mértékére, iranyara, stb.. Javasolja tovabba a rezisztens tdrzsek fokozott
el6fordulasa miatt egy harmonizalt, antibiotikum-rezisztenciat figyeld rendszer felallitasat
Campylobacter és egyéb zoonotikus baktériumokra vonatkozoan.

Intézetiinkben, az MgSzH Allategészségiigyi és Diagnosztikai |gazgatdsagan
(korabban Orszagos Allategészségiigyi Intézet) 2001 6ta folyik Campylobacer kimutatasara
és antibiotikum-rezisztencia vizsgalatara iranyul6 orszagos monitoring vizsgalat. Az orszag
minden megyéjébdl, kilénb6zd vagohidakrél havonta kapunk 3-3 lekotott bélkacsot a f6
élélmiszer-termel6 allatokbol, azaz szarvasmarhabdl, sertésbdl, tyukbodl és néha pulykabdl.
Ezen mintaklldésre alapozva munkank céljai az alabbiak voltak:

1. A termofil campylobacterek izolalasa szelektiv tenyésztéssel és annak megallapitasa,
hogy azok milyen gyakorisaggal fordulnak el jelenleg a kilénb6z8 allatfajokban.

2. Mivel a fajok meghatarozasa a hagyomanyos tenyésztési és biokémiai tulajdonsagok
alapjan nehézkes, ezért célunk volt egy gyors és hatékony real-time PCR mddszer
kidolgozasa a leggyakrabban el6forduld fajok, a C. jejuni és a C. coli azonositasara,
hogy megkonnyitsik a monitoring vizsgalatokat.

3. A tdérzsek hagyomanyos moédszerrel térténd meghatarozasa azok tenyésztési és
biokémiai tulajdonsagaik alapjan, és Osszehasonlitasa a PCR-el kapott
eredményekkel.

4, A tenyésztés és a PCR modszer érzékenységének 0&sszehasonlitdsa a
campylobacterek kimutatasara a bélmintak kdzvetlen vizsgalata esetén.

5. Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatokkal célunk volt felderiteni a kilénb6z8

antibiotikumokra rezisztens térzsek aranyat, és a tendenciakat, melyek az



esetlegesen szilkséges human gydégykezelés és a rezisztencia terjedés

szempontjabol kiemelkedben fontosak.

6. A Campylobacter térzsek genetikai jellemzése flaA SVR szekvenalas, PFGE és
MLST médszerekkel a térzsek besorolasa, egymastél valdé megkilénbéztethetdsége
€s szérodasuk nyomon kovethetbsége érdekében, illetve a mdbdszerek
Osszehasonlitasa.

7. Csirkeallomanyok Campylobacter mentes felnevelése lehetéségének a vizsgalata, a
k6zegészségugyi kockazat csdkkentése érdekében.

A felméré és jarvanyigyi vizsgalatok, illetve a laboratériumi kutatasok elsésorban a
C. jejuni és C. coli fajokra, mint a fert6zések elsédleges okozoira, és a baromfiallomanyokra,
mint a f6 fertézési forrasra koncentralnak. Azonban szamos kevésbé gyakori Campylobacter-
fajt is azonositottak emberi megbetegedésekbél. 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 valdszinlleg alulbecsdilt.

Az altalunk hasznalt tenyésztési mddszer is elsésorban a termofil campylobacterek
izolalasara alkalmas, mégis ahogy elkezdtiik felmérni a magyarorszagi haszonallatok
Campylobacter-fertézottségét, azok faj szerinti eloszlasat, fény deriilt egy eddig hazankban
ki nem mutatott faj, a C. lanienae széleskéri el6fordulasara a sertésallomanyokban.

Megvizsgaltuk ezeknek a térzseknek a genetikai sajatsagait a 16S rRNS-t kédold gén
szekvenalasaval és PFGE mobdszerekkel, annak érdekében, hogy 6sszehasonlithassuk
azokat az irodalomban eddig leirt torzsekkel, illetve hozzajaruljunk a faj jobb

megismeréséhez.



Anyagok és médszerek

A nemzeti antibiotikum-rezisztencia monitoring program keretében termofil
Campylobacter-fajokat kerestlink vagoéhidakrol szarmazé lekotdtt bélkacsokbdl. Harom
egyedbdl szarmazdé 3 bélmintat vizsgaltunk egy-egy szarvasmarha-, sertés- vagy
baromfiallomanybdl. A 3 mintat nem kilén-kilén, hanem egységes mintaként kezeltik, mely
az allomanyt jellemezte. A baktériumok izolalasat a béltartalombdl kdzvetlen kioltassal
végeztik mCCDA (Oxoid, Drogen, Belgium) lemezre. Campylobacter-nek tekintettik az
izolatumot, amennyiben 25 °C-on és aerob koérilmények koézoétt nem nétt, 41,5 °C-on,
mikroaerob kdérnyezetben tipikus telepekben fejlédott, oxidaz pozitiv volt, és sététlatéteres
mikroszkdpos vizsgalattal tipikus sejtmorfolégiat és mozgast tapasztaltunk.

A DNS feltarashoz a Total RNA Isolation Kit Nucleospin 96 RNA (Macherey-Nagel,
Diren, Germany) bizonyult a leghatékonyabbnak, ezért ezt hasznaltuk a vizsgalatainkhoz.

A C. jejuni és C. coli azonositasara kidolgoztunk egy Uj real-time PCR médszert. A C.
jejuni hipO génjére magunk terveztiink primereket. Az altalunk tervezett primerekkel
hagyomanyos agar6zgél alapi PCR optimalizalasi kisérleteket végeztink, majd
6sszehasonlitottuk a sajat modszeriinket néhany az irodalomban leirt, a fajok elkilénitésére
alkalmas hagyomanyos PCR maddszerrel. Végil 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. A rendszer EvaGreen (Biotium,
California, USA) zdld fluoreszcens jeldl6festékkel mikodik, a két faj az olvadasi goérbék
alapjan kulénithet6 el.

A monitoring programbol szarmazoé izolatumokat elészoér real-time PCR-rel vizsgaltuk
a C. jejuni és C. coli, mint leggyakrabban el&forduld fajok azonositasa céljabol. A C. jejuni és
C. coli negativ eredményt ado térzseket tovabb vizsgaltuk a 16S rRNS génre tervezett genus
specifikus primerekkel (C412F és C1228R) (Linton et al., 1996). A 45 ilyen Campylobacter
genusba tartoz6 izolatumot ezekkel a primerekkel megszekvenaltuk a faj meghatarozasa
érdekében.

Elbzetes filogenetikai vizsgalatok soran kivalasztottunk a 43 C. lanienae t6rzsbél 15-
6t a térzsfa 6 csoportjaibdl. Ezek amplifikaciojat Logan et al. (2000) altal leirt, szintén a 16S
rRNS génre tervezett fajspecifikus primerekkel (CLAN76F és CLAN1021R) is elvégeztik. A
nemzetség- és a fajspecifikus primerek altal kézrefogott szakaszok atfedik egymast a 16S
rRNS génen (a 816 és 920 bp méretli termékek egyiitt 1152 nukleotid hosszusagu részt
fednek le). Az igy kapott szekvenciakat hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz. A részleges
16S rRNS gén szekvenciakat benyujtottuk a GenBank-ba, és az alabbi azonosité szamokat
kaptuk: HM462449-t6] HM462455-ig, HM462460 és HM462464-t61 HM462470-ig.



A kapott termékeket szekvencia-analizisnek vetettik ala. Gorkiewicz et al. (2003) az
egyes variabilis szakaszok (Vc1, Vc2, Vcb5 és Vcb) tipusait szekvencia mintazatuk alapjan
kulén betlikkel jeldlték (1A-H, 2A-L, 5A-G, 6A-E), és meghataroztak, hogy az egyes
Campylobacter-fajokra mely kombinacidk a jellemz6k. Az elsd, Vc1-es régiét a mi
szekvenciaink nem tartalmaztak, ezért az kimaradt a vizsgalatbél.

Osszesen 73 C. jejuni és C. coli térzset vizsgaltunk meg az flaA SVR
szekvenalasaval. Az flaA gén SVR felerGsitéséhez a FLA4F és FLA1728 primereket, a
szekvenalasahoz az FLA242FU forward és az FLA625RU reverz primereket hasznaltuk. A

szekvenciak javitasa utan az flaA alléltipusokat a C. jejuni MLST weblap (http://pubmist.org/

campylobacter/, 2010-06-12.) segitségével azonositottuk.

A filogenetikai torzsfak készitéséhez (részleges 16S rRNS gén és flaA gén SVR
alapjan) a Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) 4.0 szoftvert alkalmaztuk és a
Neighbour-Joining modszert hasznaltuk, az evolucidos tavolsagok meghatarozasat a
Maximum Composite Likelihood modell segitségével végeztik. A bootstrap mintazast 1000
megismételt térzsfa rekonstrukcié adatai alapjan kaptuk meg.

122 C. jejuni és C. coli, tovabba 9 C. lanienae és 1 C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis térzs PFGE vizsgalatat végeztik el. 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 kilénb6z6 enzimet, Smal-et, Sall-et és Kpnl-et (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania) hasznaltunk. A DNS restrikcids savok elemzését
Fingerprinting Il (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France) szoftver segitségével végeztik, a
hasonlésagi egyltthatdé szamitasa és a dendogram készitése Dice-egyltthatd
alkalmazasaval, és a szamtani atlagok nem sulyozott par csoport médszerének (UPGMA)
alkalmazasaval tértént. Az optimalizalasi érték és a pozicié tolerancia 1% volt. A klaszterek
kialakitasa a genomialis DNS emésztési profiljanak 95%-os (C. jejuni és C. coli) illetve 90%-
os (egyéb Campylobacter) azonossagi szintje felett tértént. Kontrollnak a C. jejuni ATCC
33560 referens toérzset hasznaltuk.

A Campylobacter MLST 7 haztartasi gén vizsgalatan alapszik. Az ezekre a génekre
tervezett primerek a C. jejuni esetében egy kb. 1000 bp nagysagu szakaszt erésitenek fel. A
szekvenalashoz hasznalt primerek ezeken belll egy-egy kb. 400-600 bp nagysagu szakaszt
fognak kozre. A C. coli esetében azonos primerekkel tértént az amplifikacié és a
szekvenalas. A szekvenciak javitasa utdn a szekvencia tipus (ST) és klon komplex (CC)
azonositasat az Interneten hozzaférhetd C. Jejuni MLST weblap

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

Az alabbi fenotipusos tulajdonsagokat vizsgaltuk a campylobacterek azonositasa

erdekében: 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 pg korong; Oxoid).

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgalatokat leveshigitasos modszerrel végeztik
mikrotiter lemezeken (EUCAMP plates, TREK Diagnostic Systems Ltd., Cleveland, USA) az
antibiotikum-rezisztencia k&z6sségi referencia laboratérium ajanlasa szerint (DTU,
Koppenhaga). Abban az esetben, amikor nem allt rendelkezésinkre EUCAMP mikrotiter
lemez, a minimalis gatl6 koncentraciot (MIC; ug/ml) E-teszt csikokkal (AB Biodisk, Solna,
Sweden) hataroztuk meg. Az eredmények értekelésénél az EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) altal kézzétett epidemioldgiai, ennek hianyaban az
EUCAST vagy NARMS altal meghatarozott klinikai hatarértékeket vettuk alapul. A kilénbdz6
antibiotikumokra rezisztens tdérzsek aranyanak 0©sszehasonlitasdhoz Pearson-féle Chi-
négyzet statisztikai probat alkalmaztunk.

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

kérulmények kozt.



Eredmények

A 2008-2009-ben megvizsgalt dsszesen 1110 bélmintabol 441 (39,7%) volt
Campylobacter spp. pozitiv tenyésztéssel. Az altalunk kifejlesztett real-time PCR rendszerrel
vizsgalva a 441 pozitiv minta kdzil 266 volt C. coli (60,3%) és 143 volt C. jejuni (32,4%)
pozitiv. A 45 C. jejuni és C. coli negativ térzsb6l a nemzetség specifikus primerekkel
szekvenalva 43 C. lanienae, 1 C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis és 1 C. hyointestinalis
subsp. lawsonii lett. Az el6fordulas gyakorisagat allatfajonként az 1. Tablazat tartalmazza.
Csak sertésbdl izolaltunk C. jejuni-tél vagy C. coli-tol eltér6 Campylobacter-fajt.
Szarvasmarhabdl egy mintaban, sertésbdl négy esetben, tyukbdl 8 mintaban talaltunk
vegyes fert6zést.

Néhany minta parhuzamos vizsgalataval ©¢sszehasonlitottuk a tenyésztés és a
kézvetlen PCR vizsgalat érzékenységét, de a PCR messze elmaradt a tenyésztéses
modszer mogott. Ugyanakkor a hagyomanyos biokémiai tesztek alapjan bizonytalan

eredményt ado tenyészeteket (69-bdl 23) a PCR-rel sikerilt azonositani.

1. Tablazat. Campylobacterek eléfordulasara vizsgalt mintak szama allatfajonként. A pozitiv

mintak szama és az izolatumok szama és szazalékos aranya.

2008-2009 Minta- | Pozitiv Izolatumok szama (db)
szam | mintak C. jejuni | C. coli (%) | C. lanienae | C. hyoint. | C. hyoint
(db) |szama (%) (%) subsp. |subsp.
(%) hyoint. lawsonii
(%) (%)
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) 13(50,0) |3(50,0) |0(00) |0(0,0) |0(0,0)
Osszesen | 1110 | 441 (39.7) | 143 (32.4) | 266 (60,3) |43 (9.8) |1(0.2) |1(0,2)

A Campylobacter-fertézotiségre jellemzd a szezonalitds. A Campylobacter-pozitiv
mintak id&beli el6fordulasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a pozitiv mintdk szama
ndvekszik aprilistol oktéberig és az 6szi-téli hdbnapokban magasabb. Pearson-féle korrelacié
analizissel szignifikans kapcsolatot talaltunk a relativ paratartalom és a Campylobacter-
pozitiv mintak eléfordulasa kézétt (p=0,00161).

A C. lanienae orszagszerte el6fordul a sertésallomanyokban. A PCR termékek a C.
lanienae fajspecifikus primerekkel tdbbnyire a vart nagysagban (920 bp) jelentek meg. Egy
térzs (6555) esetében egy kb. 200 bp-ral nagyobb terméket kaptunk, harom esetben (5172,
24639, 17459) pedig mindkét nagysagu amplikon feler8sodaétt.



A kivalasztott 15 C. lanienae tdrzzsel, melyeket a fajspecifikus primerekkel is
megszekvenaltunk, filogenetikai vizsgalatokat végeztink. A sajat szekvenciainkhoz
hozzéillesztettlik a GenBankban fellelheté 6sszes C. lanienae, C. hyointestinalis subsp.
lawsonii hasonlé szakaszara vonatkoz6 szekvenciakat és egy-egy C. hyointestinalis subsp.
hyointestinalis, C. fetus, C. jejuni és C. coli szekvenciat is. A C. lanienae tdrzsek elkuloniltek
a C. hyointestinalis szekvenciaktol. Legkdzelebbi rokonsagot a C. hyointestinalis subsp.
lawsonii térzsekkel mutattak.

A magyar C. lanienae térzsek a Gorkiewicz et al. (2003) altal jellemzett 4 variabilis
szakaszbol 3-at (Vc2, Vc5 és Vcb) tartalmaztak. A Vc2-es variabilis szakaszon a térzsek
tobbsége a 2C szekvencia mintazatot mutatta, azonban 4 térzs 2A mintazattal rendelkezett,
amely a C. hyointestinalis-ra vagy a C. fetus-ra jellemzd. A Vc5-8s variabilis szakaszon 11
torzs 5C, 4 térzs 5B szekvencia mintazatot mutatott, mindkét valtozat jellemzé a C. lanienae-
re. A Vc6-os varidbilis szakaszon a 6D mintazaton belll két valtozatot figyeltink meg: 5
izolatum a Gorkiewicz et al. (2003) altal leirt szekvencia mintazatot mutatta, ezt 6Da-nak
neveztik el, mig 10 térzs 3 nukleotidban eltért, és 6Db-vel jeldltuk.

Egy C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis és 9 C. lanienae tbérzset valasztottunk
PFGE tipizalasra 3 kiildnbdz6 restrikcids enzimmel. A Smal restrikcidés enzimmel 6, a Kpnl-el
5 C. lanienae izolatumot sikertilt tipizalni. A Sall enzimmel végzett hasitasi kisérletek nem
jartak sikerrel. A tipizalhaté izolatumok legalabb 8, j6I megkllénbdztethetd restrikcids
fragmentumot eredményeztek. Minden izolatum egyedi mintazatot adott.

Osszesen 73 brojlercsirkébél, pulykabol, sertésbél és szarvasmarhabdl szarmazd 37
C. jejuni és 36 C. coli izolatum flaA SVR szekvenalasat végeztik el. Osszesen 47 kilénbdzd
flaA SVR szekvenciat azonositottunk, melyek 18 kilénb6zd fehérje allélt képviseltek. A 47-
bl 35 flaA tipus csak egyszer fordult el6. Az azonos nukleotid allél tipusu térzsek 12
kulénallé csoportot képeztek a térzsfan, — amelyekbe kilénb6zé allatfajbdl szarmazo térzsek
is tartoztak — de nem minden fehérje tipus volt azonos agan a filogenetikai fanak. A C. jejuni
és C. coli térzsek sem képeztek egységes csoportokat. A 12 csoportbdl dsszesen 7 esetben
talaltunk jarvanylgyi 6sszefliggést az azonos csoportba tartozo térzsek kozt.

Osszesen 122 szarvasmarhabdl, sertésbél, brojlercsirkébél és pulykabdl szarmazo
izolatumon (60 C. jejuni és 62 C. coli) végeztink PFGE tipizalast Smal hasité enzim
segitségével. 40 C. jejuni és 40 C. coli térzs egyedi PFGE mintazatot mutatott, a fennmarado
42 izolatum 2-3 tdrzset tartalmazo6, azonos makrorestrikcios profila klasztert (18 db) alkotott.
El6fordultak azonos PFGE mintazatu torzsek, amelyek kiuldnb6z6 allatfajbdl szarmaztak. Ezt
a 42 izolatumot Kpnl enzimmel is megvizsgaltuk. A hasitdas eredményeként 24 térzs 10
kilénbdzd, 2-4 azonos profillal rendelkezé térzset tartalmazé klaszterbe csoportosult. A Kpnl

enzimmel tortént emésztés utan mar nem talaltunk azonos PFGE mintazatd torzseket



kulénbdzd allatfajbdl. A 10-bdl dsszesen 7 esetben talaltunk jarvanylgyi dsszefliggést a
torzsek kozt.

Ot esetben (Kpnl klaszter 1, 3, 5, 6, és 9) a brojlercsirke kilénb6ézé allomanybdl
szarmazott, de azonos allattarto teleprél. A 10-es Kpnl klaszter esetében a sertések azonos
helyrél szarmaztak, de kilénbdzé telepen nevelkedtek. A 4-es Kpnl klaszter torzsei
szarvasmarhabol szarmaztak, amelyek fdldrajzilag tavoli telepekrél szarmaztak, de
ugyanarra a vagoéhidra azonos szallitéjarmi vitte. Azokban az esetekben, ahol a PFGE
mintazat vagy az flaA tipus eltért, nem talaltunk jarvanyugyi kapcsolatot.

Meghataroztunk egy-egy C. jejuni és C. coli MLST profilt. A C. jejuni torzset
szarvasmarhabol izolaltuk, és az MLST szekvencia eredményeink alapjan a 42-es klén
komplexbe tartozott (ST 42). A C. coli térzset sertésbdl izolaltuk, és a 828-as klon komplexbe
tartozott (ST 899).

A nalidixsav rezisztencia (p=0,0465) és az enrofloxacin/ciprofloxacin rezisztencia
(p=0,0114) ndvekedett 2008-2009 folyaman. A nalidixsav rezisztens (p=4,626e-05) és a
fluorokinolon-rezisztens (p=3,403e-07) Campylobacter térzsek aranya magasasbb volt
brojlercsirkében mint sertésben 2009-ben. A fluorokinolonokra a legnagyobb aranyban a
brojlercsirke-allomanyokbdl szarmazd C. coli térzsek rezisztensek, mintegy 89,0%-uk 2009-
ben. Az eritromicin rezisztencia el6fordulasa cstkkené tendenciat mutat. Alacsonyabb
eritromicin (p=0,02509) rezisztenciat talaltunk C. jejuni-ban, mint C. coli-ban, sertésben
gyakoribb. A tetraciklin rezisztens C. coli térzsek aranya sokkal magasabb volt sertésben,
mint  brojlercsirkében  2009-ben  (p=1,046e-08). A tetraciklin rezisztencia a
sertésallomanyokbdl szarmazé C. coli térzsek kdzt 90,7% volt. Jelentds mértéki streptomicin
rezisztenciat talaltunk a sertésbdl szarmazo C. coli térzsek kdzt, amely 75,9% 2009-ben, mig
brojlercsirkében ez az érték csak 8,5%. A klindamicin rezisztencia szintén ndvekedett a
sertésekbdl szarmazd C. coli térzsek kozt. A vizsgalt térzsek mindkét fajbdl tébbnyire
kloramfenikol és gentamicin érzékeny volt.

A fluorokinolon, makrolid és tetraciklin rezisztenciat egyutt tekintve a C. coli térzsek
55,2%-a, a C. jejuni tdrzsek 21,6%-a volt rezisztens tdbb mint egy csoportra. Mindharom
antibiotikum csoportra rezisztens torzs ritkan fordult el6: 2009-ben a C. jejuni térzseknek a
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. Az 5 eritromicin rezisztens térzsbdl 4 volt tetraciklin
rezisztens is, és mindegyik enrofloxacin/ciprofloxacin rezisztens tdrzs tetraciklin rezisztens is
volt. Egy torzs (3894) rezisztens volt eritromicinre, enrofloxacinra, nalidixsavra, tetraciklinre
és klindamicinre is.

A takarmanyozasi Kkisérletek soran sem az Immunofort, sem a Sangrovit

Campylobacter ellenes hatasat nem sikerlt igazolni.
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Megbeszélés

Vizsgalataink alapjan megallapithato, hogy a magyarorszagi brojlercsirke- (60,1%) és
sertéséllomanyok (43,3%) nagy aranyban fert6zéttek termofil Campylobacter-rel a vagas
idején. Ezzel ellentétben a szarvasmarha-allomanyok (6,7% pozitiv) nem gyakori hordozoi a
korokozénak. Ezek az aranyok val6szindleg valamivel magasabbak lennének, ha
hasznaltunk volna dusito folyadékot is a tenyésztés soran, az elédusitast azonban kihagytuk
a rutin munka egyszerisitése érdekében. A brojlercsirkék magas csiraszamban hordozzak a
baktériumot, ezért valoszinlleg a modszer érzékenysége kevésbé befolyasolta az
eredmeényt, de sertés és szarvasmarha esetében a kulénbség nagyobb lehet.

A brojlercsirke-allomanyok fert6zéttsége szezonalitdst mutatott néhany orszagban,
nyaron, kora &sszel (junius-szeptember) nagyobb a campylobacterek el6fordulasa.
Erdekesség, hogy Magyarorszagon magasabb fertézottséget a hideg észi-téli hénapokban
allapitottunk meg oktober-novemberi csuccsal. A szezonalitds okait vizsgalva szoros
korrelaciét talaltunk a relativ paratartalom és a Campylobacter-fertézottség kdzott.

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
normal bélfléra alkoténak tlnik sertésben, mivel a sertés bélmintakbél egész évben, az
orszag majd teljes teriletérél rendszeresen izolaltuk ezt a fajt. Kiilénésen 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.

Csak sertésekbdl tudtuk izolalni a C. lanienae-t. Ennek egyik lehetséges oka az, hogy
a magyarorszagi szarvasmarhakban nincs is jelen a baktérium, vagy magyarazhat6 azzal,
hogy a szarvasmarhakat fert6éz6 C. lanienae mas tenyésztési korilményeket kivan. Inglis et
al. (2003) Kanadaban kitenyésztettek C. lanienae-t szarvasmarhabdl Karmali taptalajon, 40
°C-on. A CCDA nem volt megfelelé ugyanabban a vizsgalatban. Erdemes megjegyezni, hogy
Eurépdban még nem szadmoltak be C. lanienae izolalasardl, vagy kimutatasardl
szarvasmarhabdl.

A biokémiai tulajdonsagok alapjan térténé hagyomanyos fajmeghatarozas hatranya,
hogy sok esetben bizonytalan eredményt ad. Ezért szikségesnek tartottunk a monitoring
vizsgalataink megkénnyitésére kifejleszteni egy real-time PCR mddszert, amelynek
megbizhatésaga és pontossaga jobb. Az altalunk kifejlesztett PCR mddszer alkalmas a C.
jejuni és C. coli azonositasara egyidében, mivel a két rendszer azonos hémeérsékleti profillal
mikoédik, de a primerek kompetici6janak elkeriilése érdekében nem multiplex PCR-ként. A
folyamatok automatizalasa révén 45 tenyészetet tudtunk megvizsgalni 4 6ran bellil mind a
két fajra. A mintak kézvetlen PCR vizsgalatanak érzékenysége ugyan messze elmaradt a

tenyésztéses mddszertdl, de az antibiotikum-rezisztencia vizsgalat érdekében a baktérium
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kitenyésztése nélkilézhetetlen. Ugyanakkor a PCR a tenyésztés utani biokémiai
vizsgalatokat helyettesiti, pontosabba és gyorsabba teszi a fajmeghatarozast.

A PCR, szekvencia meghatarozas és filogenetikai analizis a legszélesebb kdérben
alkalmazott molekularis biol6giai mddszerek, amelyeket a Campylobacter-fajok kimutatasara,
elkuldnitésére és tovabbi genetikai jellemzésre hasznalnak. A genetikai vizsgalatok alapjan
kiderult, hogy a Campylobacter spp. genomja nagy valtozatossagot mutat, ami a fert6zési
ciklus soran gyors adaptaciot tikrézhet. Az 0j variaciok kialakulasaban tébb mechanizmus
szerepet jatszhat, mint a transzformacio, intra- és intergenomikus rekombinacié, genom
atrendez6dés és kromoszoma pont mutaciok.

Azt tapasztaltuk, hogy hasonl6éan mas fajokhoz, bizonyos C. lanienae tdrzsek is
rendelkezhetnek megnagyobbodott génnel. A jelenség a 16S rRNS génen kulénbdzé
hosszUsagu beékel6détt szekvenciak (intervening sequences, IVS) eléfordulasara vezetheté
vissza a 213. nukleotidnal (C. jejuni, ATCC 43431 szerinti szamozas). A 6555 szamu torzs
csak a megnagyobbodott gént hordozta, mig az 5172, 24639 és 17459 jelzéslU térzsek
mindkét féle géntipussal rendelkeztek, ami miatt kettds csikot adtak a gélelektroforézis
vizsgalat soran. Az dsszes tdbbi térzs csak az IVS nélkili gént tartalmazta. A 16S rRNS IVS
el6fordulasanak a szerepe nem tisztazott.

A részleges 16S rRNS génen alapul6 filogenetikai fan C. lanienae faj csoportjan belll
sok alcsoport kilonll el meger8sitve a faj nagyfoku genetikai diverzitasat. Az emberbdl
szarmazd torzsek nem alkotnak kilén csoportot, hanem kilénb6z6 sertésbdl szarmazéd
térzsekkel egyltt képeznek csoportokat. Ugyanakkor a szarvasmarhabél és juhbdl szarmazé
térzsek egy egységes, kilén csoportba tartoznak. A szarvasmarha és sertés eredetl térzsek
nem csak genotipusosan, hanem fenotipusosan is kilénbdznek. Az &sszes Inglis et al.
(2003) altal izolalt szarvasmarha eredetli C. lanienae térzs cefalotin érzékeny volt, nem ugy,
mint az emberbdl szarmazé referencia térzs, vagy a magyar sertésbdl szarmazd térzsek,
amelyek cefalotin rezisztensek voltak.

Jelentds genetikai valtozatossagot figyeltink meg a sertésbdl szarmazé izolatumok
k6z6tt, mig az 6sszes kér6dz8bdl szarmazo térzs egyforma 16S rRNS gén mintazatot
mutatott a harom vizsgalt variabilis région: 2A/5C/6Db. Ez a mintazat harom sertés eredeti
C. lanienae torzsre is jellemzd volt (25491, 31051 és FK176), ugyanakkor a sertés térzsek
nagyobb valtozatossagot mutattak a harom vizsgalt variabilis régién. Ezek alapjan felmerul
annak a lehetésége, hogy a szarvasmarhaban megtelepedd torzsek a sertés térzsekbdl
szarmaznak. Az eredendden a C. hyointestinalis és a C. fetus tdrzsek jellemzéjének tartott
2A mintazatot megtalaltuk C. lanienae-ben is, ami arra enged kdévetkeztetni, hogy tovabbi
valtozatok fordulnak elé a C. lanienae t6rzsek kbdzt ezen a région. A Vc6 région két jol
elktldénld, 3 nukleotidban kilénbdzd mintazatot talaltunk, ezért a 6D mintazaton belll a

torzsek elkllonitésére bevezettik a 6Da és 6Db jeldlést.
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A C. jejuni és C. coli térzsek filogenetikai vizsgalatdhoz az flaA gén SVR
szekvencigjat hasznaltuk. Az SVR rdvid (321 bp), a szekvenalasa gyors, pontos, robosztus
és Osszehasonlithatd a laboratoriumok kézétt. Az flaA SVR szekvenalasat alkalmaztak a
Campylobacter-populacié vizsgalatara a baromfi iparban, hogy vizsgaljak a térzsek
elterjedtségét, és kildnbséget tegyenek kérnyezeti és allatbdl szarmazé térzsek kozt.

A C. jejuni rutinszer( tipizalasara a PFGE terjedt el, amely az egyes térzsek kdzott
meglévd 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
csoportbdl 10 még tartalmazott olyan izolatumokat, amelyek kulénb6z6 allatfajbdl
szarmaztak és/vagy kilonb6zé flaA SVR tipusuak. Ezzel ellentétben a Kpnl enzimmel valo
hasitds utan az izolatumok, melyek azonos hasitasi képet mutattak, azonos flaA SVR
tipusba tartoztak, és azonos allatfajpdl szarmaztak, tehat valodi genetikai klénokat
képviseltek.

Az flaA és PFGE tipizalasokkal végzett vizsgalatok eredményeképpen kulénbdzd
jarvanylgyi kapcsolatokat fedeztink fel. A baromfi izolatumok esetében talaltunk 2-3
kilénbdzd allomanybdl, azonos teleprdl szarmazé azonos térzseket, ami stabil C. jejuni és
C. coli kl6n jelenlétét igazolta akar 8 hénapon keresztil. Valészinlleg az allomany cserék
kézotti nem megfeleld takaritas, fertétlenités tette lehetévé az azonos tdrzzsel valo
fert6z6dést. Azonos helyrél szarmazé, de kilénb6z6 telepen nevelkedett sertésekbdl izolalt
genetikai klonok jelenléte utalhat arra, hogy a sertések még szopds korban fertéz6dtek
ugyanazzal a torzzsel. A fdldrajzilag tavoli telepekrél ugyanarra a vagohidra szallitott
szarvasmarhakban talalt térzsek lehettek az orszagban eléforduld stabil klonok, vagy az
allatok az azonos szallitéjarmivon fertézédtek. Tovabba talaltunk a baromfiallomanyokban
olyan klénokat is, amelyek kdzétt jarvanylgyi kapcsolat nem volt, ami azt mutatja, hogy az
orszagban el6fordulnak nagyon stabil C. jejuni és C. coli t6rzsek is. Masok is leirtak
kulénbdzd fajokban és teriileteken jelen 1évé bizonyos stabil genomu C. jejuni tdérzseket.
Tovabbi vizsgalatok szikségesek brojlercsirke és human térzsekkel annak érdekében, hogy
ezen stabil klonok szerepe a human fert6zésben kideruljon.

Elséként tettlink kisérletet a C. lanienae tipizalasara PFGE modszerrel, harom
kilénbdzb enzimmel (Smal, Kpnl és Sall). A Smal enzim alkalmasnak latszik a C. lanienae
izolatumok tipizalasara, ha epidemioldgiai vizsgalatokra kertl sor.

Az eddigiekben targyalt médszerek kéziul a legérzékenyebb a PFGE, ugyanakkor
problémat is okozhat, mert olyan térzsek kézétt is jelentds kiuldnbséget mutathat ki, amelyek
valojaban rokonok és azonos klénba tartoznak. Tovabbi hatranya, hogy nehezen
standardizalhaté, ami akadalyozhatja a kilénb6z6 helyszineken végzett vizsgalatok
6sszehasonlitasat. Ezen tulajdonsagai miatt terjed helyette egyre inkabb az MLST. Az MLST

modszer nagy elénye, hogy a megfeleld technikaval végzett szekvenalasi vizsgalatok
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minden laboratériumban megbizhat6, egymassal ésszevethetd eredményt adnak a nukleotid
sorrendre vonatkoz6an. Ezért az MLST a legalkalmasabb eljaras orszagos, vagy nemzetkozi
Osszehasonlitd tipizalasi vizsgalatok végzésére, mind révid, mind hosszu tavu vizsgalatok
esetében. Hatranya ugyanakkor, hogy draga, igy az MLST vizsgalatot csak korlatozott
szamu, lehetéleg az epidemiologiai szempontbdl legfontosabb térzseknél szoktak elvégezni.

A Kkinolon és makrolid rezisztens Campylobacter térzsek altal okozott human
fert6zések szama jelentésen megnétt az utdbbi években. A fertézések kezelésében sokaig a
fluorokinolonok jatszottak meghataroz6 szerepet, azonban a fluorokinolon rezisztencia
ndvekedése miatt ez a terapias lehet6ség komoly veszélybe kertdilt.

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

Magyarorszagon az utdbbi években mindkét Campylobacter-fajpan, mind
brojlercsirkében mind sertésallomanyokban né a makrolidokkal szembeni érzékenység.
Ennek magyarazata lehet, hogy a makrolid antibiotikumokat nem lehet hozamfokozoként
hasznalni az EU-ban 1999. julius 6ta.

Habar a mi takarmanyozasi vizsgalataink nem voltak sikeresek, az antibiotikumok
helyett a kilénb6zd természetes alapu takarmany-kiegészitdék, probiotikumok kertlnek
el6térbe a Campylobacter elleni védekezésben.

A C. lanienae tbérzsek kozt szintén jelentds 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 izolaltak, a zoondzis lehetbségére utal.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Kidolgoztunk egy real-time PCR mbddszert, mellyel gyorsan azonosithatok a
leggyakrabban el6forduld termofil Campylobacter-fajok (C. jejuni és C. coli) kevert
tenyészetek esetében is. Az eljaras EvaGreen fluoreszcens jel6léfestékkel mikodik, és a
fajok az olvadasgorbék alapjan kilénithetdk 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 fertézotiség szezonalitasat vizsgalva szoros korrelaciot 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 région leirtuk
a 2A mintazat el6fordulasat C. lanienae-ben is. A Vc6 région két jol elkdlonuld, 3
nukleotidban kulénbdz6 mintadzatot 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 hasitdas a legalkalmasabb egy esetleges epidemiologiai
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 szarmazd 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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Tudomanyos munkdm anyagi és infrastrukturalis feltételeinek biztositasaért
készonettel tartozom munkahelyemnek, a MgSzH-ADI-nak és mindenkori vezetésének.

Szeretném kifejezni kdszénetemet munkam anyagi tamogatasaért, a publikaciéim
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kapott eredmények értékelésében, a publikacidoim kéziratainak lektoralasaban.

K&sz6ném dr. Damjanova Ivelinanak, az Orszagos Epidemiologiai Kdzpont,
Fagtipizalasi és molekularis epidemioldgiai osztaly munkatarsanak, hogy lehetéséget adott a
PFGE vizsgalatok elvégzésére és kbészéndém az eredmények kiértékelésében, és a
publikacidim kéziratainak lektoralasaban nyujtott segitségét.

Készoném kollégaimnak, Juhaszné Dr. Kaszanyitzky Evanak és Samu Péterné dr-
nak, hogy az altaluk munkam kezdetéig, a témaban elvégzett kutatasaik eredményeit
6nzetlenll atadtak, és az osztalyon izolalt mintakat a rendelkezésemre bocsatottak.

Dr. Téth Adam Gyérgynek kdszéndm a kéziratok lektoralasaban valo részvételt.

Kdsz6ndm a Higiénés bakteriolégiai és Molekularis bioldgiai laboratériumok 6sszes
dolgozojanak a segitségét.

Kdsz6ném Dr. Szigeti Gabornak, hogy részt vehettem a takarmanyozasi
kisérletekben.

Dr. Reiczigel Jenbnek a statisztikaban nyujtott segitségét készéném.

Dr. Banyai Krisztiannak k6széndm a szekvenalasokban nyujtott segitségét.

Kdsz6ndm csalddomnak, szeretteimnek és barataimnak, hogy tdmogatasukkal és
gondoskodasukkal lehetévé tették szamomra, hogy minél tébb id6t €s energiat fordithassak

kutatasaimra.
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