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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k jelen tanulmanyukban bemutatjak az emlIdsdokben kiulonbozd [églti
korképeket elbidézé B. bronchiseptica-val kapcsolatos vizsgalataikat. A kéroko-
zbéval vald fert6z8dés egyes szakaszait in vitro tanulmanyoztak nyul eredetl B.
bronchiseptica térzseken. A gazddhoz vald eljutast motilitasvizsgalattal, az adhé-
zi6t a hemagglutinald képesség vizsgalataval, a toxintermelést hemolizis-vizs-
galattal modellezték. Megallapitottak, hogy a hazai és a kulféldi nyll eredetd
torzsek kozott nincs szamottevd kllonbség, azonban a térzsek viselkedését és
virulenciajat nagymértékben befolyasoljak a kornyezeti feltételek.

SUMMARY

Background: Bordetella bronchiseptica is a widespread pathogen bacterium
causing various respiratory diseases in mammals. Little is known about the
background of infection of rabbits by B. bronchiseptica, although both asymp-
tomatic carriage and clinical manifestation of the disease generate economic
losses for breeders. Moreover, rabbits as companion animals imply zoonotic risk,
as well.

Objectives: In this work, the phases of infection by B. bronchiseptica strains
were investigated.

Materials and methods: 40 B. bronchiseptica strains, isolated between 1984
and 2011 from rabbits in Hungary and other countries, were used in this study.
The reach of the host was examined by motility assay under various circum-
stances (LB-37; LB-24; LB+MgSO,-37; LB+MgS0,-24). Adhesion was modelled by
haemagglutination using rabbit, cattle and sheep erythrocytes, and the produc-
tion of adenylate cyclase-haemolysin toxin was studied by haemolysis.
Results and Discussion: Most of the strains proved to be motile under all
examined circumstances, but the greatest motility zones were measured after
incubation at 37 °C on LB agar. Only one of the strains did not agglutinate any
of the four types of erythrocytes. Rabbit erythrocytes were agglutinated by
the highest number of strains. The lowest number of reactions were seen with
cattle erythrocytes. Haemolysis was strongest on Columbia agar supplemented
with 5% sheep blood. Supplementation with 5% horse blood resulted in weaker
haemolysis. Haemolytic activity was not consistent between different passages
of any strain.

Results have shown that there are no significant differences between Hungarian
and foreign B. bronchiseptica strains. However, the behaviour and virulence of
the strains is considerably influenced by environmental parameters.
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A Bordetella bronchiseptica széles gazdaspektrummal rendelkezd, vilagszerte
el6fordulé Gram-negativ baktérium. Az altala okozott legismertebb kdrké-
pek kozé tartozik a sertések torzitd orrgyulladasa és a kutyak kennelkdhdgése.
A légutak megbetegedését idézheti elé nyllban, macskaban, tengerimalacban,
emellett szdmtalan egyéb hazi, laboratériumi és vadon él6 eml&sallat 1égutai-
bél is izolaltak mar (12). Az egyedileg vagy kis csoportban tartott hazi kedvencek
fert6z8dése az egyre gyakoribb emberi megbetegedések miatt is fontossa valik,
ami felhivja a figyelmet a B. bronchiseptica zoonotikus jelentéségére.

Nyulak bakterialis eredet( 1égUti fertézéseit tobbek k6zott Staphylococcus, Pseu-
domonas, Chlamydophila és Mycoplasma fajok is elGidézhetik, de leggyakrabban
B. bronchiseptica és/vagy Pasteurella multocida izolalhaté az ilyen elvaltozasok-
bél. Egyes szerz8k (7) Ggy vélik, hogy a B. bronchiseptica egyedil nem képes
klinikai formaban is megnyilvanuld megbetegedést eldidézni nyllban, masok
GLAVITS és MacGyar (1990) viszont arrél szamoltak be, hogy kisérletesen fert6zott
laboratériumi nyulaknal a B. bronchiseptica fert6zés 6nmagaban is sllyos beteg-
séget eredményez (10).

A B. bronchiseptica eléforduldasa mind egészséges, mind beteg nyulakban alta-
lanosnak mondhatdé. A |égutakban megjelend baktérium betegséget altala-
ban nem okoz, viszont hajlamosit a Pasteurella fajokkal vald fertéz8désre, ame-
lyek sllyos megbetegedést valthatnak ki. DEEB és mtsai (1990) szerint a nyulak
nagy része mar fiatal korban fertéz&dik B. bronchiseptica-val, mig a P. multocida
fert6zottség valdszinlisége a nyulak életkoraval emelkedik, és igy a felsd 1ég-
Uti megbetegedések kockazata is N6 az id6sebb allatokban (7). Kedvtelésbdl tar-
tott nyulak leggyakrabban a vellk egy haztartasban él6 tengerimalacoktdl ferté-
z6dhetnek meg, mig tenyészetekben a felndtt nyulak tekinthet8k rezervoarnak.
A B. bronchiseptica terjedését az anyatdl valé fertéz6dés inditja el, majd az elvalasz-
tott (1-4 hdnapos) allatok kdzott testvérrdl testvérre terjed szét a populaciéban (18).

A nyulak B. bronchiseptica okozta felsd 1églti megbetegedéseire orr- és szem-
valadékozas, tlsszogés és esetenként 1az jellemzd8. Az alsé l1égutak érintettsége
esetén étvagytalansag, lehangoltsadg, nehézlégzés, ciandzis és |az vagy éppen
tdl alacsony testhdmérséklet a jellemzd tinet (24).

Nyulak léguti fertdzéseinek kezelésére legsikeresebben kulonféle antibioti-
kum-kombinacidék hasznalatosak. A leggyakoribb az enrofloxacin/ciprofloxacin
gentamicinnel kisérve, vagy az enrofloxacin doxiciklinnel kombinéalva. Kis adag-
ban, hosszU tavon alkalmazhatdé a trimetoprim-szulfadiazin antibiotikum-kom-
binacid, valamint az eritromicin és annak mddosulatai is (24).

A kérokozéd baktériumok virulenciafaktoraik segitségével képesek a betegségek
kialakitasara. A B. bronchiseptica csilléi segitségével aktiv mozgasra képes, ezaltal
konnyebben jut el a gazdahoz. A gazdaszervezet nyalkahartyajan vald megtapa-
dasban és annak kolonizaciéjaban az adhezinek (fimbridk, filamentézus hemagg-
lutinin, pertaktin) jatszanak szerepet, a betegség jellemzé tiineteinek kialakitasa-
ban a kilonboz8 toxinok (adenilat-cikldaz hemolizin, dermonekrotoxin, tracheélis
citotoxin) vesznek részt. A B. bronchiseptica virulenciafaktorait génexpresszids
szinten a BvgAS-rendszer szabalyozza a kornyezeti feltételek valtozasanak meg-
felel6en. Kedvez8tlen kortilmények kozott, mint példaul alacsony h8mérséklet (26
°C alatt) vagy bizonyos kémiai anyagok (szulfat-ion és/vagy nikotinsav) hatasara
a rendszer inaktivalddik, ekkor Bvg-, avirulens fazisrél beszélink. Testhémérsék-
leten (37 °C) és modulald jelek hidnyaban viszont kifejez6dnek az adhezinek és a
toxinok, ekkor a baktérium virulens, Bvg* fazisban van (6). A Bvg* és Bvg fazisok
kozott kornyezeti hatasra Iétrejovd reverzibilis szabalyozasi mechanizmus, az Un.
fenotipusos (antigén) modulacié mar régen ismert jelenség (8, 17).

Munkank soran a kornyezeti paraméterek valtoztatdsa mellett a baktérium
egyes, a virulencidban szerepet jatszo tényezbinek viselkedését tanulmanyoztuk.
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TABLAZAT. A vizsgdlt nydl eredet(i B. bronchiseptica térzsek néhdny tulajdonsdga
*: kilfoldi torzsek; NA: nincs adat; LB: Luria—Bertani tapagar; 37 és 24: az inkubacié héfoka (°C)

TABLE. Description of examined B. bronchiseptica strains

*: Non-Hungarian strains; NA: data not available; LB: Luria-Bertani agar; 37 and 24: temperature of incubation (°C)

Hemagglutinacid eréssége kiil6nb6z8

Az izolalas Motilitasi zéna nagysaga (mm)

voroésvértestekkel
- - szarvas-
o
37 24
RBK-1 Budapest 1984 8 5 5 2 3 2 4 3
RB 4032 Rackeve 1987 7 3 4 3 3 2 4 3
5002 Budapest 1988 6 3 4 3 4 3 0 3
5008 Rackeve 1988 5 6 4 3 3 3 2 4
5020 Dunavarsany 1988 7 4 4 2 4 3 3 3
5023 Jaszapati 1988 9 6 5 1 4 2 0 3
5024 Jaszapati 1988 7 3 4 2 3 2 4 3
5045 Kornye 1988 7 4 5 4 3 2 4 3
5092 Ocsa 1990 7 5 5) 3 3 3 1 3
5100 Ocsa 1990 6 2 4 3 3 3 2 3
5117 Ocsa 1990 5 2 4 1 3 3 3 3
5126 Ocsa 1990 5 2 3 3 3 3 4 3
5137 Ocsa 1990 7 2 5 2 3 2 4 3
5308 Ocsa 2005 7 3 4 2 1 0 4 ]
5309 Ocsa 2005 4 2 3 1 2 1 4 2
5601 G6dolls 2010 o] o] o] o] 3 3 4 4
5602 Godollg 2010 6 2 4 2 2 1 4 3
5603 Godolld 2010 0 0 ] ¢} 3 2 4 4
5604 Godolld 2010 0 0 6] ¢} 3 3 4 4
5612 Godolls 2010 5 2 4 2 2 1 2 2
5613 Isaszeg 2010 6 2 3 2 2 2 2 2
5615 Isaszeg 2010 5 2 4 1 1 0 o] 0]
5617 Isaszeg 2010 7 3 5] 2 2 2 4 2
5622 Isaszeg 2010 7 4 6 3 0 0 0 o]
5630 Zagyvarékas 2007 6 3 2 2 3 2 3 3
5631 Litke 2006 4 3 3 2 2 3 4 3
5633 Kerekegyhaza 2006 0 (o] (0] 0 2 2 3 3
5634 Zsambok 2006 0 0 0] 0 4 3 4 3
5636 Litke 2006 1 (o] 1 0 2 3 3 4
5637 Etyek 2006 8 4 5 2 2 2 3 3
5648 Gyal 20M 8 3 5 3 2 2 2 2
5652 Szentmartonkata 201 5 2 4 2 2 2 3 3
5653 Szentmartonkata 20M 5 2 3 2 3 2 4 3
5654 Szentmartonkata 20M 9 3 5 2 3 3 2 3
Bb LC 2* NA NA 8 4 4 3 2 2 2 2
Bb LC 3* NA NA 8 5 5 3 3 3 2 3
Bb 9.73* Franciaorszag NA 9 4 4 2 2 2 2 2
CIP 52125%* Franciaorszag NA 7 3 4 2 3 0] 4 [0}
MBORD 704* USA NA 6 3 5 4 2 1 (] 2
MBORD 730%* Dania NA 6 2 5 3 3 4 0 3

749



BAKTERIOLOGIA

A szerzbk 34 hazai és
6 kiilféldi izolatumot
vizsgadltak

A térzsek mozgdasat,
hemagglutinalé és
hemolizdld képességét
vizsgadltdk kiilbnbézé
kérnyezeti feltételek
mellett

NYUL EREDETU BORDETELLA BRONCHISEPTICA TORZSEK VIZSGALATA

ANYAG ES MODSZER

A FELHASZNALT B. BRONCHISEPTICA TORZSEK

Munkankhoz az MTA ATK AOTI torzsgyljteményében megtalalhatd, 1984 és 2011
kozott izolalt hazai (n = 34) és kilfoldi (n = 6) nyll eredet(i B. bronchiseptica
torzseket hasznéltunk fel (Tdbldzat). A torzsek fenntartdsa -70 °C-on fagyasz-
tott formaban tortént, a vizsgalatok soran a tenyésztés 5% juhvért tartalmazd
Columbia agar taptalajon (Lab M; Bury, UK) zajlott 37 °C-on 24 6ras inkubécié
mellett. A torzsek ellendrzéséhez telepmorfoldgiai, biokémiai (12, 16, 23) és faj-
specifikus molekularis (14) vizsgalatokat végeztink.

A MOZGASKEPESSEG VIZSGALATA

A kilonboz8 kornyezeti tényez8k B. bronchiseptica torzsek mozgasképes-
ségére gyakorolt hatasat PAsSSERINI DE Rossl és mtsai (1997) mddszere alap-
jan végeztik el (21). Kétféle, 0,4% agart tartalmazéd félfolyékony taptalajt
hasznéaltunk: Luria—=Bertani (LB) és 40 mM l\/IgSOA—taI dUsitott Luria-Bertani
(LB+M9$OA) taptalajt. Két sorozatot oltottunk a talajokra pontoltassal, és egy-
egy sorozatot 24 °C-on, ill. 37 °C-on 24 6raig inkubaltuk. A kilénb6z3 kérnye-
zeti feltételek mellett (LB-37; LB-24; LB+I\/IgSOA—37; LB+MgSOA—24) keletkezett
motilitasi zondkat milliméter pontossaggal olvastuk le. A vizsgalatot harom-
szori ismétléssel végeztik el.

HEMAGGLUTINACIOS PROBA

A B. bronchiseptica torzsek adhézidés képességének
vizsgalatahoz targylemez-hemagglutinaciés vizsgala-
tokat végeztink. A vizsgalatokhoz alvadasban gatolt
nyUl-, szarvasmarha- és juhvért, valamint human ,0”
vércsoportd vért hasznaltunk. A véreket centrifugal-
tuk (3000 xg, 5 perc), a vorosvértesteket (vvt) mostuk,
majd PBS- (foszfattal pufferelt s6oldat) oldatban 10%-
0s szuszpenzidt készitettink. A szuszpenzié 20 pl-ét

1. ABRA. A B. bronchiseptica hemagglutindcios aktivitdsanak

fokozatai
0: negativ reakcid; 1: gyenge reakciod; 2: kozepesen erds reak-
cid; 3: erds reakciod; 4: teljes hemagglutinacid

FIGURE 1. Grades of haemagglutination activity of B. bronchi-
septica

0: negative reaction; 1: weak reaction; 2: medium reaction;

3: strong reaction; 4: full haemagglutination

targylemezre cseppentettik, amelyben egyenletesen
eloszlattunk egy kacsnyi friss baktériumot. A reakcidk
eredményét egy perc elteltével olvastuk le, és otfo-
kozatl skalan (0-4) értékeltik. A O hemagglutinaciés
szint a hemagglutinacié hianyat jeldlte, a 4 pedig a
teljes hemagglutinacioét (1. dbra). A vizsgalatot szoba-
h&émérsékleten végeztik el és négy alkalommal ismé-
teltlk meg. A végssd értékeléskor az ismétlések ered-
ményeit atlagoltuk, majd a kapott értékeket egész
szamokra kerekitettUk.

HEMOLIZALO KEPESSEG VIZSGALATA

A B. bronchiseptica toxinjai kozUl a baktérium hemolitikus tulajdonsagaért (B-he-
molizis) felelds adenilat-ciklaz hemolizin toxint vizsgaltuk. Mivel a hemolizalé
képességet tenyésztési kérilmények nagymértékben befolyasolhatjak, vizsga-

latainkhoz tdbbféle taptalajt hasznaltuk fel. Ezek a kdvetkezd8k voltak:
. 5% juhvért tartalmazé Columbia véres agar, pH 7,2 (Lab M)
. 5% juhvért tartalmazé Columbia véres agar, pH 6,8 (Lab M)
. 5% juhvért tartalmazé Columbia véres agar, pH 7,2 (Bio-Rad; Hercules, USA)
. 5% lévért tartalmazd Columbia véres agar, pH 7,2 (Bio-Rad)
. 15% l6vért tartalmazé Bordet Gengou (BG) agar, pH 6,8 (Becton, Dickinson
and Company; New Jersey, USA)
< 15% juhvért tartalmazd6 BG agar, pH 6,8 (Becton, Dickinson and Company)
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«  Luria-Bertani (LB) (Lab M) taplevesbdl val6 kioltas véres agarra.
A vizsgéalatokat legalabb haromszori ismétléssel hajtottuk végre, valamennyi
elrendezésben aerob korllmények kozott, 37 °C-on és 24 6raig tartott az inkubacio.

A B. bronchiseptica fajra jellemzé mddon egyetlen torzs sem hasznositotta a fel-
kinalt szénhidratokat (glikdz, laktdz és szachardz), és a triptofan bontasat jelzd
indoltesztben is negativ eredményt kaptunk. Uredzaktivitast az dsszes torzsnél
kimutattunk, a nitratot egy kulfdldi eredetl torzs (MBORD 704) kivételével vala-
mennyi torzs redukalta. A molekularis azonositas soran a fajspecifikus PCR-rel
felsokszorositott 237 bp hosszUsagl DNS szakaszt - a biokémiai probak eredmé-
nyétél figgetlenll -, minden mintanal kimutattuk.

A nyUl eredetld B. bronchiseptica térzsek valamennyi elrendezésben
aktiv mozgast mutattak. A legnagyobb motilitasi zénadkat LB-tapta-
lajon, 37 °C-o0s inkubacid mellett mértik. Az alacsonyabb hdmérsék-
let vagy I\/IgSO4 hatdsara kisebb aktivitadst lattunk, a legkisebb moz-
gast pedig mindkét valtozé egylittes jelenléte mellett jegyeztik fel.
A 24 °C-on tenyésztett torzseknél nagy kildnbséget nem talaltunk a
MgSO,-tal disitott és a sima LB agaron megfigyelt mozgasképesség
kozott. A vizsgalat sordn azonban toérzseink nem viselkedtek egysége-
sen, néhany torzsre az alacsonyabb hémérséklet, masokra a MgSO,
volt nagyobb hatassal. Kiugré értékeket azonban tobb dsszehasonlitas-
ban is talalunk: az 5008 jell térzsnél nagyobb motilitasi zona alakult ki
24 °C-on, mint 37 °C-on, az 5023 szamU t6rzs mozgasara pedig kifeje-
zetten gatl6é hatassal volt a MgSO,. Ot térzsnél (5601, 5603, 5604, 5633,
5634) motilitdst egyik elrendezésben sem tapasztaltunk, az 5636 jell

2. ABRA. Nyl eredetl Bordetella bronchi- torzs pedig csak minimalis mozgast mutatott (1-3 mm atmérd), azt is

septica térzsek motilitdsi zénai

csak 37 °C-on (2. dbra).

A: Luria-Bertani (LB) taptalaj — 37°C; B:
LB taptalaj - 24 °C; C: 40 mM MgSO,-tal

kiegészitett LB taptalaj - 37 °C; D: 40 mM A vizsgalat soran térzseink a kiilonb6z4 tipust vvt-ket az esetek tébb-
MgSO,-tal kiegészitett LB taptalaj - 24 °C ségében (91%) agglutinaltak, a legtébb vérnél valamennyi hemagglu-

tinaciés szint megjelent (3. dbra). Magyarorszagi és kilfoldi eredetd
B. bronchiseptica torzsek hemagglutinald képessége kozott szamot-

FIGURE 2. Motility zones of Bordetella tevé kilonbséget nem tapasztaltunk. Nem taldltunk olyan torzset,

bronchiseptica strains from rabbits

amely mind a négy gazdafaj vvt-jeivel teljes hemagglutinacidét muta-

A: Luria-Bertani (LB) soft agar - 37 °C; B: LB tott volna. Egy torzs (5622) azonban minden elrendezésben negativ

soft agar - 24 °C; C: 40 mM MgSO, contai- eredményt adott, az 5615 jell torzsnél pedig csak a nyulvér mellett
ning LB soft agar - 37 °C; D: 40 mM MgSO, lattunk gyenge (1-es szint{) agglutinaciét. Két hazai (5002 és 5023)

containing LB soft agar - 24 °C

és két kulfoldi (MBORD 704 és MBORD 730) torzsnél altaldban erds
és teljes reakcidkat figyeltink meg, kivéve a szarvasmarha vvt-ket,
melyeket egyaltalan nem agglutinaltak ezek a torzsek. A legtébb reakciot (39%)
3-as szintlnek értékeltlk, de 30%-0s volt a kdzepesen erds reakcidk aranya is.
A nyll eredetl vvt-ekkel szemben csak harom torzs (5308, 5615, 5622) muta-
tott negativ vagy gyenge reakciot, ezek a torzsek mas vizsgalt vvt-szuszpenzié-
val is gyenge vagy negativ eredményt adtak. Juhvér esetében a gyengébb (2-es,
vagy alacsonyabb szint(i) reakciék tllsilyat tapasztaltuk. Mind a legtébb teljes
hemagglutinaciot, mind a legtobb negativ reakciét a szarvasmarha vvt-ek mel-
lett kaptuk. Human vvt-ek esetén 28 tdrzsnél erls, vagy teljes hemagglutinaciét
lattunk, ami aranyaiban a legmagasabb (70%) a vizsgalt vérek kozott.
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40 3. ABRA. A hemagglutindciés prébdk dtlagolt ered-
ménye kllénbéz8 gazdafajokbdl szarmazé vérésvértest

33 szuszpenzidkkal vizsgdlva

30 0: negativ reakcid; 1: gyenge hemagglutinacio; 2: ko-

- w4 zepesen erds reakcio; 3: erés reakcid; 4: teljes hemag-
=3 glutinacioé

20 m2

15 ui FIGURE 3. Average grades of haemagglutination tests by
mo red blood cell suspension from different host species

il 0: negative reaction; 1: weak reaction; 2: medium reaction;

51 3: strong reaction; 4: full haemagglutination

0

nydul szarvasmarha human

A torzsek hemolizald képességének vizsgalatakor valtozatos eredményeket kap-
tunk. A leggyengébb hemolitikus aktivitast a Bio-Rad tipusl juhvéres Columbia
talajon tapasztaltunk, ahol néhany, viszonylag friss izoldtumon kivil nem volt
feltisztulds a telepek korul. Ezzel ellentétben a 16vérrel kiegészitett Bio-Rad tap-
talajon az esetek tébbségében gyenge B-hemolizist figyeltink meg. A kalfoldi
torzseknél nagyon gyenge, csak a baktériumtelepek alatt kialakuld feltisztulast
lattunk ezen a taptalajon.

Vizsgalataink soran legtébbszor LAB M tipusu juhvéres Columbia-agart hasz-
naltunk. A tobbszords leoltas soran a torzsek eltéré hemolitikus aktivitast mutat-
tak, de nem volt olyan torzs, amely az 0sszes leoltas soran kifejezett B-hemoli-

4. ABRA. juhvéres agaron zist mutatott volna. A friss izoldtumok esetében az izolalast kdvetd 1-2 leoltasnal

nem hemolizélé nydl eredet( még széles hemolitikus zénat (4. dbra) 1dttunk a telepek korlul, majd idSvel ezek-

B. bronchiseptica térzs nél a torzseknél is leoltasonként valtozd hemolitikus aktivitdst tapasztaltunk,
akarcsak a régebbi izolalasi magyarorszagi és a kilfoldi torzsek esetében. Az

FIGURE 4. Non-haemolytic B. MBORD torzsgyljteménybdl szarmazoé két tdrzs azonban nem oldotta fel a tap-

bronchiseptica strain from rabbit talajban taldlhaté vvt-eket (5. dbra).

on sheep blood agar A véres agaron valé hemolizist folyadékkultiraban (LB-tapleves) vald tenyész-

téssel probaltuk erdsiteni, de a taplevesbdl torténd kioltds utan is valtozd ered-
ményeket kaptunk. A véres agaron egyes torzsek gyengébb, masok erdsebb
hemolizist mutattak, mint a folyadékkultlras passzazst megel6z8en. Az alacso-
nyabb (7,2 helyett 6,8) pH-ji véres agaron kifejezettebb hemolitikus aktivitast
tapasztaltunk. A tdpanyagokban dlsabb (15% juhvért tartalmazé) BG-agaron
térzseink a véres agaron tapasztaltakhoz hasonléan viselkedtek. A 15% I6vért
tartalmazd BG-talajon viszont a torzsek kifejezett, akar 1 cm &tmérdjli hemoliti-

kus z6nat is kialakitottak a telepek korul.

A B. bronchiseptica a nyulak kdrében széles korben elterjedt patogén bakté-
rium. SUlyos korképeket altalaban csak tarsfert6z8ként okoz, am a baktérium

5. ABRA. Juhvéres agaron tinetmentes hordozéasa is az allomanyok leromlasdhoz vezethet hosszlGtavon.
B-hemolizist mutaté nydl ere- A nyulak szerepe fokozatosan felértékelddik a taplalkozasban, mint fehérhuis,
detl B. bronchiseptica térzs a tudomanyban, mint modelldllat és a csaldadokban, mint hobbi- és tarsallat.

A fert8zott, sokszor csak tinetmentes baktériumhordozd nyulak ezaltal nemcsak
FIGURE 5. f-haemolytic B. gazdasagi veszteséget jelenthetnek, de human megbetegedések rezervoarjat is
bronchiseptica strain from rabbit képezhetik (4, 13). A B. bronchiseptica altal okozott kdérképek kialakulasa és sllyos-
on sheep blood agar sdga fligg a gazdaszervezet fogékonysagatdl és a baktériumtorzs aktualis tulaj-

donsagaitdl, amelyeket a kdrnyezeti tényez8k nagymértékben befolyadsolhatnak.
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A biokémiai prébakban torzsek nagy része egységesen és a szakirodalomban
(12) leirt moédon viselkedett. A Bergey’s Manual szerint a B. bronchiseptica nit-
rat-redukald képessége hagyomanyos biokémiai tesztekben valtozatos lehet,
azonban API 20 NE rendszerrel torténd azonositas soran minden torzs nitrat-po-
zitivitdst mutatott (23). Ezzel ellentétben FRIEDMAN és mtsai (2006) APl hasz-
nalata mellett is taldltak nitrdt-negativ térzseket, mig hagyomanyos tesztelés
sordn minden torzsUk redukalta a nitratot (9). A nitrdt-negativ torzsek el&for-
duldsa els8sorban kutya eredet( torzseknél gyakori (2, 9), az altalunk vizsgalt
negyven, nyll eredetd torzsbdl egy kulfoldi izolalasy torzs kivételével mindegyik
redukalta a nitratot.

A B. bronchiseptica csilléi segitségével képes kedvezdbb kornyezeti feltéte-
lekkel rendelkezd térbe mozogni, ami biztosithatja szamara a megfelel§ gazda-
hoz torténd eljutast. PLoTkIN és Bemis (1998) kiilonb6z6 gazdafajokbdl szarmazé
klinikai izolatumok motilitasat vizsgaltak figgdcsepp-preparatumban. Megalla-
pitottak, hogy a B. bronchiseptica mozgasképessége fliggetlen az alkalmazott
szénforrastdl, de nem fliggetlen a teleptipustdl és a sejtek koratdl. Bvg* fazisu
izolatumok nem mozogtak és csillokat sem képeztek, a Bvg™ fazisl izoldtumok-
nal azonban mindig tapasztaltak mozgéast, és a csilldzottsagi szint is legalabb
95% volt (22). Sajat vizsgalatainkhoz hasonlé pontoltdsos médszerrel kildnbozd
gazdafajokbdl (tengerimalac, nyull, ember) izolalt (21) és fdleg laboratériumi
mutans (1) torzseket tenyésztve azt tapasztaltdk, hogy a vad fenotipusu (Bvg®)
torzsek 37 °C-on egyaltalan nem mozogtak. Azonban ezek a Bvg® térzsek alacso-
nyabb hémérsékleten (22 °C) és/vagy szulfation jelenlétében mar akar 5-25 mm
nagysagl motilitasi zonat is képeztek 24 6ra alatt. Ezzel ellentétben a Bvg-alla-
potlU torzsek a modulald jel meglététdl fliggetlenill, minden esetben mozogtak.

A vizsgalatainkba bevont nyUl eredetl torzsek tobbsége (87,5%) valamennyi
kornyezeti feltételnél aktiv mozgast mutatott, és a l\/IgSOA—taI kiegészitett tapta-
lajon kevésbé reagalt a hdmérsékleti klilonbségekre. A tdérzsek egyedi vizsgalata
soran tapasztalt kisebb-nagyobb eltérések hatterében a baktériumok aktualis
fizioldgiai jellemzd8i allhatnak. A torzsek izolalasi helye és ideje nem befolyasolta
a mozgasi aktivitast. Ettdl fuggetlenll a mozgasképesség tanulmanyozasa soran
kapott eredményeink arra utalnak, hogy torzseink a vizsgéalatkor Bvg~ allapotlak
voltak. Munkénk sordn azonban olyan tdrzsekkel is taldlkoztunk, amelyek egyik
kisérleti elrendezésben sem mutattak aktiv mozgast. Hasonld B. bronchiseptica
torzsekrdl AKERLEY é€s mtsai (1992) tanulméanyaban is olvashatunk (1). Ezeket az
apré, hemolizald, de modulald jel meglétére érzéketlen torzseket Bvge (c~kons-
titutiv mutans) fenotipusinak nevezték el. A Bvg® fenotipust a bvgAS operonban
keletkezd Un. ,missense” mutacidéval (Arg¥°>His) vagy UV-besugéarzassal lehet
iranyitottan létrehozni, de a természetes fény hatasara is kialakulhatnak Bvge
spontan mutansok.

A B. bronchiseptica torzsek adhézids képességét hemagglutinacidos préba-
ban vizsgaltuk, 4 kil6nb6z8 gazdafaj vvt-jeivel. Mivel a baktérium vvt-megkotd
képessége sokszor 6sszefliggést mutat a mikroba gazdasejthez torténd adhé-
zidjaval, valamint a virulens baktériumok erésebb adhézids és hemagglutinacids
képességgel rendelkeznek, a hemagglutinacids aktivitast sokaig hasznaltak a
patogén izolatumok azonositasara (15). A B. bronchiseptica hemagglutinaciés fak-
torai jelentds protektiv antigénnek is tekinthetdek, és egy 1991-ben irédott japan
tanulmany (20) szerint a sertés eredet(i és virulens fazisu torzsek kozott e tekin-
tetben nincs eltérés. Kilonboz3d gazdafaju baktériumok és/vagy vvt-k egylttes
vizsgalatakor, akar a jelen munkaban, a kép mar korantsem ilyen egyértelm.
Ezt tdmasztja ald BEmis és PLoTkIN (1982) beszamoldja is, ahol kutya és sertés
eredetll B. bronchiseptica torzsek hemagglutinaciéjat vizsgaltak mikro-hemagg-
lutindciés mddszerrel 5 kilonbozd eredet( vvt-tel. A klilénb6z3d gazdafajbdl szar-
mazd izoldtumok kozott nem tapasztaltak szamottevd kulonbséget, a csirkevér
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kivételével (10%) valamennyi vvt-nél 81-91%-ban tapasztaltak pozitiv hemagg-
lutinaciot (3). Ez az érték munkank soran 85-98% ko6zé volt tehetd a 4 vizsgalt
vvt szuszpenzid mellett.

MAGYAR és mtsai (1987) sertésbdl frissen izolalt, ill. sorozatos atoltdsokon
dtesett B. bronchiseptica tdorzsek hemagglutinacidos képességét vizsgaltak
8 kulonb6zd emlds, koztik human A vércsoportl vvt szuszpenzidkkal. A frissen
izolalt torzsek teljes mértékben agglutinaltak a 16 és szarvasmarha vvt szusz-
penzidkat, mig a sorozatos atoltdson atesett (27-61 passzazs) torzsek elvesztet-
ték a szarvasmarha és 16 vvt-ket agglutinald képességulket, viszont a tobbi vvt
szuszpenzidval tovabbra is er8s reakcidt mutattak. Egérfertézési kisérletekben
a l6 és szarvasmarha vvt-ket nem agglutinald torzsek csokkent fert6z6- és kor-
okoz6-képességgel rendelkeztek (19).

Az &ltalunk végzett hemagglutinacids probakban a vizsgalatok kozel 44%-anal
viszont 2-es, vagy annal gyengébb reakciét tapasztaltunk, ami a torzsek csok-
kent virulencidjara utal, aminek hatterében a (kdrnyezeti hatasokra kialakuld)
fazisvaltas is allhat. A vizsgalatba vont torzsek tobbszori atoltdson és tartdsi-
tasi eljarason (liofilizalds, fagyasztas) estek at, ennek ellenére a legtdbb esetben
tapasztaltunk hemagglutinaciés aktivitast torzseinknél. Vizsgalataink alapjan
elmondhatd, hogy a B. bronchiseptica képes hozzatapadni nyulak, juhok, szar-
vasmarhak és az ember vvt-hez, de a kolonizaciét és a betegség kialakulasat
nagy valészinliséggel befolyasoljak a kornyezeti tényez8k és a gazda aktualis
immunoldgiai-fizioldgiai allapota is.

Altaldnosan elfogadott, hogy a B. bronchiseptica p-hemolizist mutat véres
agaron (12). Munkank soran azonban ezt a megallapitast nem tudtuk teljes mér-
tékben igazolni. A hemolitikus aktivitast genetikai paraméterek és kdrnyezeti
tényez8k (inkubaciés korilmények, a taptalaj 6sszetevsi) egyarant befolyasol-
hatjak (1). GonzALEZ és mtsaihoz (2006) hasonléan azt tapasztaltuk, hogy a tapta-
lajba kevert vér min8sége (gazdafaji eredete) is hatdssal van a baktérium hemo-
lizald képességére (11). BobADE és mtsai (2009) a pH, a hdmérséklet és a sejtek
életkoranak hemolizisre gyakorolt hatasat vizsgaltak B. bronchiseptica esetében.
Megallapitottak, hogy a legnagyobb hemolitikus aktivitds akkor érhetd el, ha a
hémérséklet 37 °C, a pH 7,5-8 k6zé esik és a baktériumsejtek friss izolatumok-
bol szarmaznak (5). Ennek ellenére azt tapasztaltuk, hogy az alacsonyabb pH
(pH 6,8) pozitiv hatassal volt a hemolizisre. Vizsgalataink sordn mi is azt tapasz-
taltuk, hogy a frissen izolalt baktériumok hemolizalé képessége idbvel csbkkent.
A kildonb6z6 hemolitikus aktivitasok és a telepmorfolégia vizsgalata soran
tapasztalt eltérd telepméretek (tlszlrasnyitél a 1,5 mm nagysaguig) kozott par-
huzamot lehet felallitani, amely a torzsek fazisvaltasara vezethetd vissza. A leg-
tobb hasonld jellegl eltérés hatterében a Bvg-medialt fenotipusos moddosuléas
all. Bvg* fazisG torzsek aprok, hemolizalnak, és virulencidjuk nagyobb, mint a
kedvezstlenebb korlilmények kozott novs, esetleg idGsebb, Bvg~ avirulens tor-
zseké, amelyekre nagyobb telepméret és a hemolizis hidnya jellemzd (6).

A B. bronchiseptica virulenciafaktorainak tanulmanyozasahoz kilonb6zd feno-
tipizald modszereket alkalmaztunk, és a legtobb vizsgalatban a torzsek hetero-
genitasat mutattuk ki. A vizsgalatok (hemolizald képesség, hemagglutinacié és
mozgasképesség) soran kapott eredmények arra utalnak, hogy torzseink tobb-
nyire avirulens (Bvg~) fazisban voltak. Mivel a tenyésztéskor nem hasznaltunk a
BvgAS rendszerre haté faktorokat, ezért feltételezhetd, hogy mas extra- és/vagy
intracellularis korilmények okoztak a fazisvaltast. Ide sorolhatdk tobbek kozott
olyan tényezdk, mint az atoltasok szama, a sejtek életkora, a sejtslirliség, a tar-
tésitasi eljaras vagy éppen a taptalaj és a levegd aktualis nedvességtartalma. De
természetesen szamtalan, eddig még nem ismert befolyasold tényezd is sze-
repet jatszhatott abban, hogy standard - legaldbbis altalunk standardnak vélt -
korilmények kozott is eltérd eredményeket kaptunk az ismétlések soran.
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