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ROVIDITESEK JEGYZEKE

PCR — Polymerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio

mPCR — Multiplex Polymerase Chain Reaction, multiplex polimeréaz lancreakcio
MAMA PCR — Mismatch Amplification Mutation Assay polymerase chain reaction
AM — Assay Mix

16S rRNS - 16 Svedberg units ribosomal-ribonucleic acid, 16 Svedberg egység riboszoémalis

ribonukleinsav

RNS — ribonukleinsav

rRNS — riboszémalis ribonukleinsav

SS — Streptococcus suis

CPS — kapszula

SLY — suilysin

MRP — muramidaz-felszabadul6 fehérje

EF — extracellularis fehérje faktor

BBB — blood-brain barrier, vér-agy gat

FHBP — H-factor binding protein, FH-ko6t6 fehérje
cnp60 — Chaperonin fehérje 60

MLST — multilékusz.szekvencia tipizalas

ST — szekvenciatipus

CC — klonalis komplex

MODS — multi organ dysfunction syndrome, tobbszervi sokk

NBS — Nemzeti Bakterioldgiai Surveillance



BEVEZETES

ElSvilagunkban szamos mikroorganizmus talalhatd, amelyek a legtobb esetben a kornyezetben
€s az emberi szervezetben harmoniaban élnek. Azonban bizonyos mikrobioldgiai agensek
kiemelkedd jelent6séggel birnak human ¢€s allati egészség szempontjabol, mivel patogén

tulajdonsagaik révén komoly betegségeket okozhatnak.

A nagyiizemi sertéstartasra jellemz0 a szakaszos nevelés, mely esetén mindegyik fazisaban
nagyfoku figyelmet kell szentelni a kérokozokkal szembeni prevenciora, azok minél gyorsabb
¢s biztosabb detektalasara. Magyarorszagon a jelenlegi valasztdsi mod a szopds malacok
esetében a 28 napos kor, majd 90 napos korban torténik a tovabbi szelektalds. Ebben a 3
honapos iddszakban gyakori a bakteridlis fertéz6dés a malacok kozott, és az egyik jelentds
patogén a Streptococcus suis. Gyakori a szubklinikai megjelenése, am mas korokozokkal
torténd koinfekcio esetén stlyosbithatja azok klinikai tiineteit, ezzel rontva a gazdasagi
mutatokat. A nagylizemi sertéstartdsban a profitabilis termelés érdekében elengedhetetlen a
fert6z6 korokozok jelenlétérdl késziild vizsgalatok, igy a S. suis fertézések detektalasa,
monitorozéasa, a torzsek részletes vizsgalata, és szerotipusuknak megallapitasa eldsegiti a

megfeleld intézkedések alkalmazasat.
2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Streptococcus genus és a Streptococcus suis altalanos jellemzése

A nemzetség tagjai kiilonbozo allatfajban, igy emldsben, halakban és tobbek kozott emberben
kommenzalis baktériumként gyakran eléfordulnak a nyalkahartydkon, de akar sporadikusan
atmeneti bormikrobidtaként is jelen tudnak lenni [83]. Tobb Streptococcus faj is magas
virulenciapotenciallal rendelkezik, &m a magas patogenitas ellenére gyakran kolonizald
torzsekként vannak csak jelen [83]. Sertések felsé légutjaban, az emésztd csatornan beliil a
belekben vagy akar a nemi szervek nyalkahartyajan diagnosztikai modszerekkel kimutathatoak

klinikailag egészséges, tiinetmentes allatokbdl is [86].
2.1.1. A Streptococcusok mikrobiologidja és tenyésztése
A Streptococcus szo eredete és annak hasznéalata egészen 1868-ig nyulik vissza, amikoris

Theodor Billroth német sebész az 4ltala sebbdl kimutatott mikroorganizmus leirdsara el6szor

alkalmazta ezt a kifejezést [98]. Az elmult évtizedekben a Gram-pozitiv baktériumok kozott



végzett széleskori 16S rRNS génszekvencia-elemzésnek koOszonhetden részletesebb és
pontosabb kép 4ll rendelkezésre a nemzetségekrdl, az organizmusok kozotti evoluciods
kapcsoltrol [39]. Ennek eredményeképp a filogenetikai szerkezetet tanulmanyozva elmondhato,
hogy a Streptococcusok a Firmicutes torzsbe tartozé Gram-pozitiv baktériumok, a Bacilli
osztalyba, azon beliil a Lactobacillus rendbe ¢€s a Streptococcaceae csaladba tartozo baktérium
nemzetség [93]. A Streptococcus nemzetségbe tartozd fajok sejtjei jellegzetes gdmb vagy
tojasdad alaktak, de ritkan rovid palcika alakban is feltinhetnek bizonyos fajok, ha az ehhez
sziikséges tenyésztési koriilmények adottak szdmukra [38]. A coccusok atmérdje kisebb, mint
2 um és levestenyészetben parban vagy hosszabb-rovidebb lancokba verddve figyelhetdek meg
[93]. A Streptococcusok katalaz-negativak, nem mozognak, fakultativ anaerob kérokozok, azaz
az oxigén jelenlétében és hianyaban is képesek novekedni [72]. De akad faj, ami az emlitett
koriilmények kozott a szaporodasahoz €s ndvekedéséhez tovabbi CO; kiegészitést igényel [93].
A genusba tartoz6 organizmusok kemoorganotrofok, azaz képesek a fermentativ anyagcserére,
igy felhasznaljak a szerves anyagokat (szénhidratok, zsirok, fehérjék) a metabolizmusok soran
[93]. Néhany, a genusba tartozo faj képes a kapszula termelésére, de ez nem jellemz6 az egész
nemzetségre nézve [38]. A Streptococcusok viszonylag széles hdmérsékleti tartomanyban
képesek novekedni (20-42 °C) [38], azonban a legtobbjiik szadmara az optimalis tenyésztési
hoémérséklet 37 °C koriil van [83]. Tovabba elmondhat6 az ide tartozo torzsekrdl, hogy igényes
baktériumok, szilard taptalajon az Osszetett tenyésztési igényiikhoz vérrel, szérummal vagy
gliikozzal lehet hozzajarulni [38]. Azonban a tapkozeg kivalasztasakor fontos tudni, hogy
folyékony taptalajon a gliik6z vagy mas szénhidrat hozzdadasaval a kezdeti pozitiv hatast a
novekedés csokkenése vagy teljes gatlasa tudja kovetni a csokkend pH miatt, melynek
elkertilése erdsen pufferelt kozeg (pl. Todd-Hewitt leves/THB) alkalmazasaval lehetséges [83].
Megfeleld ideig (20-24 6ra) és megfeleld homérsékleten torténd inkubacidt kdvetden szilard
tapkozegen kisméretli, maximum 1 mm &atmérdjii kolonidkat tapasztalhatunk, amik nem
pigmentaltak, enyhén attetszéek [38]. Véres-agaron a Streptococcusok egyik legjellemzdbb
tulajdonsagat, a hemolizist figyelhetjik meg [12]. Kiilonb6zd tipust lehet az érintett
organizmustdl fliggden, illetve befolydsolja a felhasznalt vér tipusa (pl. 16, juh, emberi), az
alapkdzeg és a kornyezeti, 1égkdri viszonyok is: teljes (B-haemolysis), részleges (a-haemolysis)
vagy semmilyen (y) [38].Bar ez a fajta megkiilonboztetés még mindig hasznos fenotipusos
mutatd, a nemzetség taxonoOmiai felosztdsa szempontjabol nem megbizhatdo [38].
A Streptococcus genuson belill torténd megkiilonboztetésére hagyomanyos, régi multra
visszatekinté technikdk mellett a modern molekuldris biologiai modszerek is a

rendelkezésiinkre allnak. A hagyomdanyos laboratoriumi eljarasok koéz¢ a mar targyalt
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hemolitikus valtozasok, a Lancefield-féle csoportositas, tovabba biokémiai vizsgalat tartozik
[72]. Az osztalyozasban fontos eldrelépés volt, amikor a 20. szdzad elején Rebecca Lancefield
azonositott egy bizonyos sejtfal-poliszacharid antigént, melynek koszonhetden akkoriban
eredetileg 6 db, betiikkel jelolt csoportot tudtak elkiiloniteni, ez pedig a tudomany fejlodésével
mara mar boviilt [38, 93]. A Lancefield-féle csoportositas egy szerologiai tipizalasi modszer,
amely a fajok kozotti kiilonb6z6 csoport-specifikus C-antigénen alapszik, ami gylrls
kicsapodasi teszttel, vagy latex-agglutinacios teszt segitségével kimutathato [72]. Bar ez a
tipusu csoportositds a mai napig ¢€l, a felismert antigének nem feltétleniil korlatozodnak
egyetlen fajra, tovabba nem minden Streptococcus fajnal mutathato ki egyedi csoportantigén
[38]. Szamos biokémiai vizsgalati rendszer is a rendelkezésre all a korokozok rapid
detektalasara, de a pontos és részletes nemzetségen beliili elkiilonités céljabol a molekularis

bioldgiai vizsgalatokat (PCR) kell elényben részesiteni [72].

2.1.2. A Streptococcus suis

A Streptococcus suis-ra a nemzetség kapcsan leirtak igazak: Gram-pozitiv, burokkal
rendelkezd, fakultativ anaerob és fakultativ patogén baktériumfaj, amelynél mikroszkopos
vizsgalatnak alavetve a genusra jellemzd gomb vagy ovalis morfologidji sejtjei lancokat
alkotva tlinnek fel [15]. Igényes, tenyésztéséhez véres-agar sziikséges, amin a vagy B hemolizist
figyelhetiink meg [15, 86, 89], és a legoptimalisabb a 37 °C-on, 24-48 6rdn at torténd aerob
kortiilmények kozotti inkubécio [72]. A Lancefield szerinti D-csoportba tartozik és 6sszesen 29
db, burokkal rendelkez6 szerotipusat kiilonitették el eddig, amelyek koziil a leggyakoribb, akar
sulyos klinikai tlineteket is okozo szerotipus a 2-es, de gyakori tiinetet eredményezd szerotipus

a SS1-SS9 is vilagszerte [15].

2.1.3. A Streptococcus suis eloforduldsa és patogenitdsa sertésben

A Streptococcus suis (SS) egy vilagszerte eléforduld, zoonotikus tulajdonsaggal rendelkezd
fakultativ patogén. A nagyiizemi sertéstartasban minden korosztalyt érinthet, emellett a haztaji,
kisebb allomanyokban is el6fordulhat és vaddisznd eredetli mintabdl is kimutattdk mar [15, 85].
Az SS jelenlétének predilekcios helye a felsd 1égutak nyalkahartyéja, a tonsillak, nasopharynx,
a gastro-intestinalis traktus, illetve a nemi utak [15]. Ezekbdl adodoan az allat-allat fert6zés és
fertdzodés konnyen megvaldsulhat a bélsdron keresztiil, a sertések kozotti fizikai kapcsolat
eredményeként vagy akar az orrfogd fertézott allaton torténd hasznélata soran [15].

Annak érdekében, hogy a S. suis sulyos tiineteket tudjon okozni, az epithel barrieren at kell



jutnia [19]. Ha ez megtortént, a gazdaszervezetet kolonizalja, majd a véraramba betor. Ennek
segitségével szorddik a szervezeten beliil, és a célszervekben sulyos gyulladést tud generalni
[19]. A 2000-es évektol kezd6dden, a Kindban emberi jarvanyok kitorését okozo S. suis torzsek
részletesebb adatgytijtése megkezdddott [19, 103], melynek kdszonhetden nagy mennyiségi
informaci6 gytlt ossze a feltételezett virulenciafaktorokrol [19]. A kutatasok altal kidertilt,
hogy a S. suis torzsek kozott nagymértékii diverzitas észlelhetd a virulencia tekintetében [103].
Vannak faktorok, amik nem feltétleniil befolyasoljak egy torzs virulencidjat, még mas sejthez
kotott vagy a sejt altal kivalasztott faktor egyértelmiien hatassal van a patogenezisre [19].
Az egyik bizonyitottan fontos és {6 virulenciafaktor a CPS. Eldsegiti a baktérium talélését a
vérben, antifagotikus hatdsdnak kdszonhetden pedig megvédi az immunrendszer sejtjeitdl igy
elosegitve a szervezeten beliilli szérodasat [15, 19]. In vivo és in vitro kisérletek is
alatamasztottak, hogy a kapszuldval nem rendelkezd torzsek kevésbé ellendlloak a fagocitakkal
szemben, ezaltal hamarabb kiiiriilnek a vérkeringésbdl [79]. Ennek kdszonhetéen a klinikai
tiinetek manifeszticioja enyhébb, vagy el is maradhat [79]. Am voltak olyan vizsgalatok is,
mely sordan a kapszulaval rendelkezd avirulens torzs 48 ora elteltével elimindlodott a
keringésbdl, mig a szintén CPS-el rendelkezé de virulens torzs magas titerrel tobb napig
kimutathat6 volt [6, 7]. Lejegyeztek olyan eseteket is, mikor a S. suis torzsek két fenotipusa
egylittesen volt jelen az izolatumban és feltételezhetd, hogy a CPS sejtek segitették a
kapszulaval nem rendelkezd populdcio fennmaradasat és szaporodasat a gazdaszervezeten beliil
[92]. Mindez azt tdmasztja ald, hogy a S. suis torzs ellenalloképessége a fagocitozissal, az
immunrendszerrel szemben nem csak a CPS termeléstdl fiigg [19]. Azonban a CPS
expressziojat, annak szerkezetét szdmos tényezd befolyéasolja, mint példaul a gliikkdz, egyéb
szénhidratok, a kornyezet, azon beliil a pH vagy a homérséklet [80, 101]. Mas S. suis
virulenciafaktor is ismert. A suilysin (SLY) részletesen vizsgalt, a porusképzd koleszterin-
fliggd citolysin toxincsalad része [67, 102]. Részt vesz a gazdasejttel torténd kolcsonhatasban,
a gyulladasos sejthalél indukciojaban [90]. és a trombocitak karosodasaval jaré folyamatokban
[105, 106]. Hatasara citokin-felszabadulas torténik [55]. Szamos europai, akar human
patogénként is szamon tartott szerotipusbol kimutattak [18, 34, 48], azonban tobb Eszak-
Amerikaban izolalt virulens torzs esetén hianyzott a SLY expresszidjat szabalyozo gén [9, 20].
Eurdpai tanulmanyok a virulenciaval bizonyitottan dsszefiiggésbe hoztdk az MRP és az EF
fehérjéket, de ezek esetében is vannak olyan virulens térzsek, amik az emlitett fehérjéktol
mentesek [5, 94]. Az MRP el6ésegiti a mikrovaszkularis endothel sejtekhez torténd

crer

képessége [56], az adhesinek [29], vagy az oxidativ stresszel szembeni bakterialis toleracio
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kifejlesztése [87], mind a virulenciat segitik eld. A leirtak alapjan elmondhat6, hogy a S. suis
esetében a ’’virulencia” fogalma nehezen definidlhatd [29]. Szamos gén ¢€s fehérje van, ami
Osszefliggésben 4ll a torzsek okozta stlyos klinikai tiinetekkel, ugyanakkor hidnyuk nem
feltétlenlil vonja maga utan a virulencia hidnyat is [29]. Réadasul lehet, hogy egy fehérje

onmagaban nem is lenne virulenciafaktor, csak véletlenszertien kapcsolddik a virulenciaval

[81].

2.1.4. A Strep. suis okozta tiinetek sertésben, hajlamosito tényezok

A malacok 12 hetes koruk el6tt fertézddnek a koérokozdval, &m leggyakrabban a valasztas
kornyékén manifesztalodnak a tiinetek kiilonb6z6 stresszoroknak kdszonhetden [15]. De nem
ritka a baktérium szubklinikai hordozasa sem a felnétt allatok esetén [15]. A klinikai tlinetek
megjelenését szamos tényezd befolyasolja, ilyenek a kornyezeti tényezok (rossz szelldztetés,
magas paratartalom, magas por-ammonia, stressz), a nem megfeleld6 menedzsment
(talzsufoltsag, kiilonbozd koru sertések keverése, all in-all out hidnya) illetve a virusos vagy
bakteridlis tarsfertézések jelenléte [31, 63]. Immunologiai hatterét tekintve vizsgélatok soran
latszodott, hogy az alacsony materndlis immunitas hajlamositotta a klinikai tlinetek
megjelenését [14, 16], és hogy a valasztist kovetd iddszakban, ahogy az antitest szint
fokozatosan emelkedett, a malacok ellendllobba valtak [75]. A S. suis szinte barmely €letkorban
kimutathatd [59], és gyakori az egynél tobb szerotipus egyiittes jelenléte [21]. Vertikalis
fert6z0dés az ellés soran kovetkezhet be a nemi traktust kolonizald torzsekkel, mig a
horizontalis fert6zés €s fert6zodés leggyakoribb mddja az igynevezett ,,nose to nose” kontaktus
[30]. Ha az allatok a perakut formaban nem hullanak el, a leggyakoribb klinikai tiinetek a laz,
remegés, a meningitis kovetkeztében koordinacids zavarok, gorcsok, a poliarthritis miatti
santasag, mig patologiasan endocarditis €s a szepszis okozta szervi tiinetek figyelhetéek meg

[31, 72].

2.2. A Streptococcus suis torzsek jarvanytana

2.2.1. Szerotipusok és a szerotipusok szerepe a S. suis jarvanytanaban

A Streptococcus suis egy nagyon valtozatos faj, am a fert6zések ¢€s klinikai tiinetek nagy része
csak néhany torzsével hozhatdak dsszefliggésbe [79]. A Streptococcusok csoportositisa mar az
1930-as évektdl elkezdddott [53], majd évtizedekkel késdbb sikeresen bebizonyitottak, hogy a
diagnosztika szempontjabol fontos f6 antigének a CPS-bdl szarmaznak, nem a baktérium

sejtfalabol [17, 99]. A kapszula poliszacharidok antigenitasa alapjan el0szor kilenc szerotipust



(1-8 ¢és Y4 szerotipus) jegyeztek le [69], majd 1995-ig tovabbi 26 szerotipust (9-34 szerotipus)
irtak le a fajhoz kapcsolodoan [24, 26, 41]. A Streptococcus suisnak dsszesen 35 szerotipusat
ismerték fel (1-34 és %) [79], &m a DNS-alapt eszk6zok fejlodésével a tudomany részletesebb
képet tudott kapni a S. suis torzsek diverzitasarol, azok filogenetikai viszonyairol [40]. Az évek
soran felhalmozddott adatok, a 16S rRNS és a cpn60 gének szekvenciaanalizise megmutattak,
hogy a 32-es és 34-es szerotipusok a genuson beliil més fajhoz sorolhatoak be [42], tovabba
ujabb fajspecifikus gének (sodA, recN) elemzése alapjan a 20-as, 22-es, 26-0s és 33-as
szerotipusok masik fajba valo csoportositasat, €s a S. suis taxonbol valo eltavolitasat javasoltak
[65]. Ezeknek koszonhetéen jelenleg 29 valddi S. suis szerotipus van [40], de klinikai
szempontbol a laboratériumok legtobbje még tovabbra is a 35 szerotipust azonositja [86].
A klinikai tiineteket mutato6 sertésekbdl izolalt torzsek nagy része 1-9 szerotipusba tartozik [35],
gyakorisagukat tekintve csokkend sorrendben 2-es, 9-es, 3-as, /2-es és 7-es szerotipusuak [79].
A 2-es szerotipus, foldrajzilag eltérd ST torzseit mutatjak ki legtobbszor mind sertésbdl mind
pedig emberbdl, messze ez a leggyakoribb és legvirulensebb szerotipus Eurdpaban, Azsiaban,
Afrikdban és Dél-Amerikaban is [33, 79]. Tovabba egészséges sertésekbdl és mas allatokbol
szarmaz6 izolatumok esetében gyakran taldlni szeroldgiailag nem tipizalhato torzseket, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy tobb szerotipus lehet jelen, mint amit eddig a szakirodalomban

lejegyeztek [35, 57, 107].

2.2.2. Diagnosztikai lehetéségek, a szerotipizalds jelentosége

A szerotipizalas kiemelkedden fontos rutindiagnosztikai eljaras [86], segit a populéciod
szerkezetének vizsgalasdban, a jarvanytani diverzitds tanulmédnyozéasdban [40]. Mindez
eredetének ¢€s kinetikdjanak a meghatarozasahoz és eldsegiti a kezelési, védekezési és
ellendrzési terv kidolgozasat [40]. Tovabba segit az olyan tdérzsek vagy mutansok
kimutatasdban, amelyek potencidlisan képesek betegséget okozni akar egészséges allatokban
is, ezek az informéciok pedig eldsegitik a vakcinagyartast, a vakcina megfeleld torzseinek a
kivalasztasat [40]. Szamos diagnosztikai mddszerrél lehet olvasni a szakirodalomban, a
laboratoriumi gyakorlatban is tobbféle technikat alkalmazhatunk. A S. suis egyik legfontosabb
jellemzdéjén alapuld és régota ismert kimutatdsi mod az agglutinicios teszt [23]. A
laboratériumok korében preferalt modszer, de eléfordul, hogy az izolatumok keresztreakcioba
Iépnek mas antiszérummal is, €s autoagglutinacid is torténhet, mindez pedig megneheziti a

diagnosztikat [27]. A keresztreakcio feltételezhetden a CPS hasonld szerkezeti jellemzdinek



oka, rendszeres az !> szerotipus l-es és 2-es szerotipussal, az 1-es szerotipus a 14-es
szerotipussal, de megfigyelték mar a 6-os €és 16-0s szerotipus kozott és a 2-es €s 22-es szerotipus
kozott is [25, 26]. Olyan is eléfordulhat, hogy egy izolatum nem agglutinalodik egyik tipizald
antiszérummal sem, ennek kovetkeztében nem tipizalhatoként soroljak be [61]. Ahogy mar
kordbban emlitettem, ennek lehet oka, hogy tobb S. suis torzs létezik, mint ami a
szakirodalomban le van irva [35, 57, 107], de valdszinlibb ok, hogy burokkal nem rendelkez6
torzsekrol van ilyenkor sz6, amik rdadasul ennek eredményeként hidrofobba is valnak [28].
Ezeknek kovetkeztében pedig a CPS antigéneken alapuld szeroldgiai modszerrel nem lehet
detektalni 6ket [35]. Nehéz visszakovetni, hogy a nem agglutinald torzsek a fertdzEs idején se
rendelkeztek kapszulaval, vagy pedig az izolalasi folyamatok soran vesztették el CPS-iiket [35].
A S. suis torzsek tipizalasa kapcsan a rutindiagnosztikaban egyre népszeriibbé valt a multiplex
PCR tesztek alkalmazasa [64]. Segitségével a szerologiai vizsgélatok soran kapott
eredményeket €s a torzsek azonossagat meg tudjuk erdsiteni [35]. Rdadésul bizonyos esetekben
a nem tipizalhat6 kategdriaba sorolt torzsek szerotipusait is képes beazonositani [64]. Sajnos a
PCR tesztek elterjedése ellenére is maradnak tipizalhatatlan torzsek, aminek lehet oka a mutacid
vagy a CPS l1okusz elvesztése [108], emellett a szakirodalomban és a mindennapi
diagnosztikdban is taldlkozhatunk téves S. suis azonositdssal [28]. Ez utobbinak az oka a mar
korabban targyalt taxondmiai valtozasok miatt lehetséges, aminek kovetkezményeképp a PCR
primerek tervezési koncepcidja téves eredményt tud adni [65, 66]. A molekularis modszerek
fejlddésének kdszonhetden uj protokollok is sziilettek, ami lehetdvé teszi az 1-31, 33 és 2
szerotipusok azonositasat [57], ezenfelill a szerologiai vizsgalatok sordn egynél tobb

antiszérummal reagalo torzsek esetén is segithet a molekularis mdédszerek alkalmazésa [52].

2.2.3. Foldrajzi megoszlds, ennek jarvanytani jelentosége

A S. suis szerotipusainak vizsgalatdnak segitségével megallapitott szekvenciak kiértékelésekor
egyértelmill foldrajzi megoszlast lehet észrevenni. Vildgviszonylatban nézve a Streptococcus
suishoz kapcsolodo sertésbetegségek jelentése, az ehhez kapcsolddé publikaciok és vizsgalatok
eltéré mértéket mutatnak az orszagok vagy akar a kontinensek kozott. Globalisan a klinikailag
beteg sertések izolatumaival Gsszefiiggd vizsgalatok majdnem 70%-a Eszak-Amerikabol, azon
beliil is féleg Kanadabol szdrmazik [35]. Kanaddban a 2-es szerotipus a legelterjedtebb, ezt
koveti az 3-as szerotipus, mig az Egyesiilt Allamokban a 3-as szerotipus dominél és masodik a
2-es szerotipus [35]. Ezek altal pedig elmondhato, hogy a két orszag kozotti allatszallitas

befolyésolja a hasonld szerotipus eloszlast [35]. Délkelet-és Kelet Azsia, ahol 1998-ban és
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2005-ben sertés eredetli human jarvanykitorések ¢és halalesetek voltak [11, 104], a S. suis
fertdzésekhez kapcsolodo legkevesebb informacidt szolgaltatjdk, bar a mikrobiologusok a
sertésesetekkel és a mar endémiasnak tekintett zoonotikus fertézésekkel tisztaban vannak [35,
44]. A kontinensr6] szarmazo szakirodalmi cikkek alapjan elmondhato, hogy Kelet-Azsiaban a
fertdzott sertések esetén a 2-es szerotipus dominans, ezt koveti a 3-as, 4-es €s 8-as szerotipus,
de itt is az orszagok kozott szerotipus-dominanciabeli kiilonbség eléfordulhat [35]. Az eurdpai
kontinensen szamos fontos sertéstermeld orszag taldlhat6, azonban nagy kiilonbségek
figyelhetoek meg a S. suis okozta sertésbetegségek jelentése kapcsan. Spanyolorszag és
Hollandia rendelkezik a legfrissebb adatokkal, aminek alapjan elmondhato, hogy a két orszag
hasonl6 szerotipus-eloszlassal bir, eléfordulasi sorrendben a 9-es, 2-es, 7-es, 8-as és 3-as
szerotipusokkal [35, 76]. Mas kiemelked6en fontos sertéstartd €s sertéshus el6allitd orszag
(példaul Dénia, Franciaorszdg, Németorszag, Olaszorszag, az Egyesiilt Kirdlysag) a 2000-es
évek eleje ota nem szamolt be friss adatokkal és publikéaciokkal a sertések S. suis okozta
fertdzések epidemiologiajarol [60, 100]. A 2000-es évek elott izolalt torzsek és vizsgalatok
alapjan az emlitett orszdgokban a 2-es szerotipus volt a dominans, majd ezt kovette a 9-es
szerotipus epidemiologidjarol [60, 100]. A fent leirtak alapjan kijelenthetd, hogy siirgdsen
szilkség van az eurdpai, de vilagviszonylatban is a szerotipusok globalis eloszlasanak
elemzésére, ehhez pedig 0j adatokra €s publikaciokra van sziikség az érintett orszagokbol [35].
A beteg sertésekbdl szarmazé izolatumok prevalenciajara vonatkozo friss adatok fontosak a
szerotipus-specifikus  vakcindk szempontjabol, tovabba allat-és humanegészségiigyi

szempontbol is [35].

2.3. A Streptococcus suis elleni védekezés lehetéségei

2.3.1. A vakcinds védekezés lehetoségei, elonyok és nehézségek

A Streptococcus suis elleni védekezés ¢s megeldzés egyik modja a vakcinazas. Mind a
sertéstelepek mind pedig kozegészségligyi szempontbol kiemelkedden fontos kérdés, hogy
hogyan lehet sikeresen megeldzni a klinikai tlintetekben megnyilvanulo fertézések szamat.
Mint ahogyan azt mar kordbban részleteztem, a Streptococcus suis-ra rendkiviil nagy
szeroldgiai €s genetikai diverzitas jellemzo, ez pedig komplexé teszi az ellene torténd vakcinak
fejlesztését és azok alkalmazésat is. Napjainkban a korokozo ellen autogén vagy bakterin
vakcinak érhetdek el a piacon, melyeket néhany orszagban a problémas telepeken malacok vagy
kocak esetében alkalmaznak is [77]. A igynevezett telep-specifikus vakcindk bakterin tipustak,
amit a fertézéssel kiizdd telepen izoldlt ottani torzsekbdl készitenek, és ugyan abban a

gazdasagban is hasznaljdk fel [77]. Ezen vakcinatipussal szamos laboratériumi és terepi
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vizsgalatot elvégeztek, melyek ellentmondasos eredményeket mutatnak a védelemmel és az
immunvalasszal kapcsolatban [37, 77]. Kisérleti vizsgalatok sordn megfigyelték, hogy
alkalmazasukkor a szervezet részérdl tapasztalt csokkent valaszreakcionak tobb oka lehet: a
bakterialis antigének nem valtanak ki erés immunvalaszt, esetleg a nem specifikus
valaszantigének hidnyoznak, vagy éppen a vakcina eldallitasa soran a fontosabb antigének
eltinnek [4, 10, 13, 43, 54]. Tovabba a nem megfeleld védelem a telepen torténd hibas
mintavételi eljards kovetkezménye is lehet, aminek eredményeképp egy fals torzs vagy
szerotipus keriil megallapitasa [73]. Szamos kérdés ovezi az ellés elott allo kocak bakterinnel
torténd vakcinazasat is, amellyel passziv maternalis immunitdst lehetne elérni a sziiletendd
malacoknal, ezzel atsegitve Oket a kritikus id6szakban [3, 77]. Azzal azonban tobb
szakirodalom is egyet ért, hogy a malacok maternalis immunitdsdnak megsziinését kovetden a
késdbbi aktiv vakcinazasra sziikség lehet a sikeres védekezés elérése céljabol, azonban nagyon
fontos a megfeleld idOpont kivalasztisa az anyai antitestek és a vakcina interferenciajanak
elkeriilése végett [4]. Az €16 vakcindk alkalmazédsa kérdéses. Sziikséges egy teljesen
legyengitett torzs alkalmazésa, ami biztonsagos, de kell6 immunvalaszt eredményez, azonban
még igy is kialakulhatnak valtozatos stilyossagi mellékhatdsok, mint példaul hipertermia vagy
goresok, nem beszélve a torzsek zoonotikus potencidljardl [77]. A S. suis elleni védekezésben
a baktérium univerzalis véddantigénjeinek azonositdsa €s ezek vakcinaba vald beiiltetése
eldrelépést jelenthet a megeldzésben és a torzsek kozotti keresztimmunitas biztositdsaban [78].
A S. suis virulencia faktorait mar régota kutatjak, jonéhany fehérjével kapcsolatba hoztdk a
koérokozd fertézOképességét, ennek koszonhetden pedig az alegységvakcinak fejlesztése is
folyamatosan zajlik [77, 78]. A klinikai torzsek kapszulazottsdganak gyakorisagabol adodéan
az egyik gyakori vakcinacélpont a CPS, azonban ez is szerotipus-specificitdst mutat a CPS
l6kusz gyakori rekombinacigjabol kifolyolag [78]. A vakcindk alkalmazasa a S. suis esetén
szorosan kapcsolédik a ’One Health” elvéhez, hiszen a sertésipar nagy mennyiségii
antibiotikumot hasznal fel, ezzel hozzajarulva a rezisztencidk kialakulasdhoz. Ennek vizsgalata
mar az 1980-90-es években elkezd6dott, mely soran mar akkor szamos antibiotikumrol dertilt
ki a korokozoval szembeni rezisztencia, mint példaul a tetraciklin, klindamicin, szteptomicin
vagy a benzilpenicillinek [97]. Azodta tobb publikdcid rdmutatott és levezette a S. suis
rezisztencidjanak idébeli alakulasat [2, 49], amihez a felel6tlentil alkalmazott antibiotikumok
baktériumra gyakorolt szelekcids nyomasa, ezzel pedig a rezisztens torzsek tulélése és az ezt
eldsegitd gének cseréje megtortént [36]. Multirezisztens torzsekrdl is tudunk, amelyek foként

vagohidi mintakbol mutattak ki és egészséges allatok manduldjaban detektaltak dket [36, 82].
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2.4. A S. suis kozegészségiigyi jelentosége

A Streptococcus suis egy zoonotikus koérokozo, amelyet egészen a kozelmultig nem tekintettek
potencialis veszélynek. Az elsO S. suis torzshoz kapcsolodd human esetet 1968-ban jegyezték
le Daniaban [68], azota pedig a szakirodalomban olvashatd S. suis térzsekhez kotheté human
fertdzések szadma lassi emelkedd tendenciat mutat [51]. A kérokozéhoz kothetd eddigi
legnagyobb jarvanyitorés Kindban volt 1998-ban és 2005-ben, ami tobb mint 200 embert
érintett és tobb mint 50 ember halalat okozta [11, 104]. Ezen jarvanyok soran az emberrdl
emberre torténd kozvetlen atvitel nem volt tapasztalhaté [88]. Kelet és Délkelet-Azsidban a S.
suis torzsek okozta zoonotikus fertézéseket endémidsnak tekintik [44]. S6t, Hongkongban a
szerzett bakteridlis agyhartyagyulladds harmadik leggyakoribb korokozoja [45], mig
Vietndmban vezetd oka a felndttkorban kialakult agyhartyagyulladdsoknak [91], A mésodik
kontinens Eurdpa ahonnan a legtobb emberi fertdzést jelentették az évek soran, ezen beliil is
megfigyelhetd, hogy a fejlett sertésdgazattal rendelkezd orszagokban fordulnak eld inkabb
human esetek, mint példaul Hollandia, az Egyesiilt Kiralysag, Olaszorszadg vagy Németorszag
[35]. Kanadabol és az Amerikai Egyesiilt Allamokb6l szdmos sertésbol kimutatott S. suis
fertdzést jelentenek, azonban humdén esetek csak szorvanyosan fordulnak el6, aminek
valoszintsithetd oka a mar korabban targyalt virulenciabeli kiilonbségnek tudhato be [35]. A
targyalt orszagokban és kontinenseken a human megbetegedések legnagyobb szamat a SS2
szerotipusa okozza, amely nem mellesleg a sertésekbdl legnagyobb szamban izolalt szerotipus
¢s komoly klinikai tlineteket tud okozni [32]. De kimutattdk mar a 4-es, 14-es €és 16
szerotipusokat is human izolatumokbol [32]. Osszességében elmondhatd, hogy a
mikrobiologiai vizsgalatoknak és az allat-és humanegészségiigyi adatoknak kdszonhetéen az
emberekbdl izolalt torzsek hasonldak az ugyanazon foldrajzi teriileten sertésekbdl izolalt
torzsekkel [8]. A humén esetek kapcsan a S. suis fertdzések sok esetben foglalkozési
betegségnek tekinthetdek, a fertdzott mintdk gyakran kothetdek a sertésagazatban dolgozok,
vagohidi munkasok, hentesek, husvizsgalok és gyakorld allatorvosokhoz [32]. A tlinetek a
sertések klinikai tlineteihez hasonldak, a lappangési id6 néhany naptol akar 2 hétig is terjedhet
[44]: szepszis, endocarditis, arthritis, a mar emlitett gennyes meningitis, pneumonia vagy
peritonitis, uveitis vagy a kifejezetten embereknél megfigyelhetd vesztibularis diszfunkcio
okozta hallaskarosodas [32, 95]. Sulyos esetben sokk, igynevezett MODS alakulhat ki, aminek
eredménye akar haldl is lehet [58, 84]. A fert6z6dés lehetséges fertdzott sertéssel vagy
sertéshussal torténd kitettség és érintkezés soran, tovabba a kulturalis és étkezési szokdsok is

nagyban hozzajarulhatnak a betegség kialakulasdhoz, hiszen Azsidban elGszeretettel
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fogyasztanak nyers vagy nem kellden hokezelt huast ¢és belsoségeket [46].
Magyarorszagon szoérvanyosan, de el6fordulnak human esetek. Egy 2020-ban publikalt
kozlemény a 2002-2019 kozotti idoszakot Osszefoglalta az NBS jelentései €s adatbazisa alapjan
[22]. A vizsgalt 18 éves periodus soran dsszesen 74 db S. suis torzset izolaltak invaziv (liquor,
hemokulttra) fert6zésekbdl magyar kérhazakban, ami 34 beteget jelent, &m szerotipizalas csak
az utolsé 11 esetben tortént, aminek eredménye 10 esetben SS2 és 1 esetben SS14 szerotipus

lett [22].

3. CELKITUZES

A nemzetkozi adatok boviilésével, a S. suis torzsek izolalasaval, tipizalasaval egyre részletesebb
képet kapunk a korokozé jarvanytanardl és evoluciojardl. Mivel az orszag sertésallomanyaiban
is jelen van a korokozo, igy indokolttd valt a Magyarorszagon megtalalhat6 torzsek részletesebb

vizsgalata és atfogobb jellemzése.

Célunk volt, hogy a 2020-2022 ko6zotti idészakban a Haszonallat Diagnosztikai Kézpontban
izolalt streptococcus torzsek retrospektiv vizsgalataval atfogd képet kapjunk a Streptococcus
suis, valamint az egyes szerotipusainak hazai el6fordulasarol €s a magyarorszagi sertéstelepek
korokozo terheltségérél. A dolgozatban szereplé adatok tampontot tudnak nyujtani a
késobbiekben lefolytatandd virulencia faktorok vizsgélatdhoz, antibiotikum-rezisztencia
értékelésehez, illetve zoonotikus potenciallal rendelkezd S. suis torzsek humanegészségiigyi

kockéazatbecsléséhez.

4. ANYAG-ES MODSZER

4.1. A streptococcus izolatumok eredete
4.1.1. mintagyiijtés- és tarolas

Vizsgalataink soran szerettiink volna atfogo képet kapni a streptococcus torzsekrol, amelyeket
a 2020, 2021 és 2022-es naptari év soran a Haszonallat Diagnosztikai K&zpontban izolaltak és
konzervaltak. A sertés eredetli mintakat az orszag egész teriiletérdl, rutin diagnosztikai célbol
kiildték be. A célzott diagnosztikai mintakiildést a legtobb esetben az Irodalmi attekintés c.
fejezetben mar részletesen targyalt klinikai tiinetek és/vagy korbonctani elvaltozasok
megfigyelése indokolta, azonban némely esetben a mintakiildés pontos oka nem volt

kikovetkeztethetd. A tamponmintdk, szerv és egyéb bioldgiai mintdk a laboratorium
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munkatarsaihoz hiitott formaban érkeztek, melyeket ezt kdvetden is hiitve (4-8 °C-on) taroltak

a feldolgozas megkezdéséig, de legfeljebb két napig.

4.1.2. A streptococcusok primer tenyésztése és fajszintii azonositdasa

A mintakbol a streptococcus izolatumokat rutin mikrobiologiai eljarassal tenyésztették, 1d. az
Irodalmi Osszefoglald vonatkozo részét. Roviden Osszefoglalva, a bioldgiai mintakbdl véres
juhvért tartalmaz6 Columbia agarra szélesztettek (primer leoltas), majd a 37 °C-on inkubaltak
¢s 24 6ra mulva elbiraltak a tenyészetet. Gyenge novekedés vagy negativ tenyésztés esetében
tovabbi 24 oran keresztiil inkubaltdk a téptalajt. A streptococcusok tovabbi vizsgalatihoz
szintenyészetet készitettek. A faji meghatarozast egy biokémiai tesztcsikot, az API® Strep
tesztcsikot hasznaltak. Ennek 1ényege, hogy a tesztcsikon taldlhatd, kiillonboz6 szubsztratokat
¢és indikatorokat tartalmaz6 mintacelldkat a baktérium taplevessel készitett szuszpenzidjaval
toltik fel. A tesztcsikot 37+1 °C-on inkubaljak, mialatt a cellakban a lezajlé biokémiai reakciok
szinvaltozast okoznak az egyes mintacellakban. A szinvaltozasokat leolvasva, ¢és egy webes

feliileten keresztiil kiértékelve eredményként megkapjék a baktérium fajat, esetleg alfajat.

4.1.3. A szerotipus meghatdrozasa

A szertipus meghatarozasat a baktérium szintenyészetébdl, targylemezagglutinacids probaval
végezték el. Ehhez a S. suis 1-12., valamint 14. és 21. szerotipuséra specifikus monoklonalis

savOkat hasznaltak (Ceva Biovac Ltd, Franciaoszag).

4.1.4. Az izolatumok konzervalasa, a konzervalasi naplok elemzése és az izoldtumok
kivalogatasa tovabbi vizsgalatokra

Az izoldtumok szintenyészetének konzervalasat -80 °C-on az adott esetet kezeld laboratoriumi
allatorvos rendelte el. A konzervalas tényét, valamint az izolatum legfontosabb adatait a

fagyasztasi naploban rogzitették a laboratérium munkatérsai.

A munkam soran, a labor munkafolyamataiba torténd bekapcsolédasomat kovetden elsd
1épésként a 2020. januar 1. és 2022. december 31. kozotti idészak konzervalasi napléinak
adatait Osszegeztem az MS Excel program segitségével. Levalogattam minden sertésbol
szarmazo streptococcus izolatumot és a kapott adatsorokhoz tarsitottam a korabbi vizsgalatok
eredményeit: az API Strep tesztcsikkal elvégzett fajszintli meghatarozas, illetve a szerotpizalas
eredményét. Azon torzseket jeloltem ki tovabbi vizsgélatra, amelyekbdl (a) a szerotipizalas nem

vezetett eredményre vagy (b) amelyeknél egyaltalan nem végeztek korabban szerotipus
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megatdrozast ¢és  esetleg a  baktérium faja sem  keriilt  meghatdrozésra.
Osszesen 253 streptococcus izolatumbol mintegy 90 izolatum esetében volt sziikséges a

fagyasztasbol torténd kioltasra.

4.2. A konzervalt izolatumok mikrobioldgiai vizsgalata
4.2.1. Tenyésztés

A véres agaron torténd tenyésztés a Streptococcus sp. torzsek fenotipusos azonositasara
alkalmazhat6 bakteriologiai vizsgalat. Az altalanos célra késziilt, dusitott taptalajon a kérokozo
hemolitikus sajatossagai alapjan nagy biztonsaggal beazonosithat6 [74]. A fagyasztasbol felvett
torzseket kozvetlentil 5% juhvért tartalmazé Columbia véres agarra szélesztettiik. A
tenyészeteket 37+1 °C-os homérsékleten inkubaltuk, majd 24 ora elteltével, az irodalmi
attekintésben leirtak szerint a tenyészeteket telepmorfologidjuk, a sziniik és a haemolizis
alapjan értékeltiik. A streptococcus-nak tiind tenyészetekkel dolgoztunk tovabb a genotipizald

vizsgalatok soran.

1. abra B-haemolizal6 Streptococcus sp. véres agaron [sajat]

4.2.2. Szelektiv elodusitas

A fagyasztasbol felvett mintdk kozott a kioltast €s inkubacios 1dét kovetden voltak, amik
egyaltalan nem, vagy kétes haemolizist mutattak az agaron. Az ilyen eredmények esetében a
fagyasztasi szam alapjan a problémas mintékat ujbol felvettiik, azonban az Gjabb bizonytalan
eredmény elkeriilésének érdekében, €s hogy megfeleld mennyiségli baktériumot tudjunk a
taptalajra ismételten leoltani, szelektiv elddusitod taplevest (Todd-Hewitt leves, Biolab Zrt.,
Budapest) alkalmaztunk. A beoltott taplevest 37+1°C-on inkubaltuk 24 6ran keresztiil, majd

ebbdl Columbia véres agarra sz¢lesztettiink. Ismét 24 6ran keresztiil inkubaltuk a taptalajokat,
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értékeltiik az tenyészeteket és az alkalmasnak bizonyult tenyészetekkel folytattuk a molekuléris

biologiai vizsgalatokat.

4.3. Molekularis biolégiai vizsgalatok
4.3.1. A bakterialis DNS izoldlasa

A baktériumtorzseink tovabbi genetikai vizsgalatdhoz a bakteridlis DNS izolalasara volt
sziikségilink. A Molekularis Diagnosztikai Laboratdrium protokolljat kvetve a nukleinsavat a
baktériumsejtek direkt lizisével nyertiik ki. Ehhez a friss szintenyészetbdl 3-5 telepet steril
pipettaheggyel felvettiink. Az elére mikrocsovekbe eldkészitett 75 pl lizispufferben
(PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent, ThermoFisher, Biocenter Kft., Szeged) a
felvett mintat szuszpendaltuk, és a keletkezett szuszpenziot 10 percig 100 °C-on inkubaltuk. Az
inkubéacios 1do letelte utan centrifugalassal (10.000 rpm, 1 perc) a szilard sejttormelékeket
letilepitettiik, majd a feliiliszobol dvatosan 50 pl-t atmértiink 200 pl elucios puffert (trisz-EDTA
puffer) tartalmaz6 mikrocsdvekbe. A tovabbi felhasznalasig rovid ideig hiitdben (4-8 °C), egy
hét elteltét kovetden fagyasztoban (-20 °C) taroltuk. A sikeres izolalast a folyamat

eredményeképpen kinyert nukleinsav elsé PCR vizsgalata alapjan itéltiik meg.

4.3.2. PCR tesztek, dontésfa

A PCR-alapti genoszerotipizalasra tovabb vitt streptococcus tenyészetek kezelésére a
Molekularis Diagnosztika Laboratoriuma altal 1étrehozott dontésfat vettiik alapul a szerintlink
sziikséges aprobb modositasokkal. Ennek értelmében a vizsgalatokat kozvetleniil a Strep. suis
genoszerotipizald mPCR futtatasaval kezdtiink. A mPCR a szerotipusok meghatdrozasan tul
alkalmas a Strep. suis torzsek faji szintli azonositasara is a faj glutamat dehidrogenaz (gdh)
enzim génjére specifikus primerekkel. A tesztmddszer részleteit 1d. lejjebb. A kiértékelés soran
az alabbi eredményeket kaphattuk és ha sziikségesnek lattuk, ezeknek megfeleld vizsgélati

iranyba haladhattunk tovabb.
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1. tablazat Molekularis biologiai modszer dontésfa a kapott eredmények és az abbol vald
kovetkeztetések alapjan

Eredmény Kovetkeztetés Tovabbi vizsgalatok

A minta gdh-pozitivy, és van | A minta adott szerotipust | Nincs, az eredményt rogziteni kell

szerotipus-specifikus termék Strep. suis torzs

A minta gdh-pozitiv, €és a | A minta genoszerotipusa a | MAMA PCR vizsgalat a
genoszerotipus . vagy 2., illetve 1. | PCR-rel nem elkiilonithetd | genoszerotipusok elkiilonitésére

vagy 14. tipusok egyikébe tartozik

A minta gdh-pozitiv, de nincs | A minta valdszintileg Strep. | Faj- és genus-specifikus mPCR

szerotipus-specifikus termék suis torzs, de nincs | vizsgalat, és a 13. és 24. szerotipus
azonosithatd genoszerotipus tesztelése egy masik mPCR
rendszerrel

A minta gdh-negativ, ¢és nincs | A minta valoszinlileg nem | Faj- és genus-specifikus mPCR
szerotipus-specifikus termék Strep.  suis  tdrzs, vagy | vizsgalat

sikertelen nukleinsav izolalas

4.3.2.1. A szerotipus genetikai hatterének azonositasa PCR segitségével
(Genoszerotipizalo mPCR és a MAMA PCR)

A genoszerotipizdldo mPCR képes olyan izolatumok szerotipusdnak megallapitasara is,
amelyeket a szerologiai vizsgalatok sordn nem tudtak tipizalni [50]. A szerotipusok
meghatarozasahoz négy kiilonallo mPCR-t futtattunk le. Az elsé PCR reakciomix az 1+14.,
2+1/2.,3.,7.,9., 11, 14. és 16. szerotipusok primereit, a masodik reakciomix a 4., 5., 8., 12.,
18., 19., 24. és 25. szerotipusok primereit, a harmadik a 6., 10., 13., 15., 17., 23. és 31.
szerotipusok primereit és a negyedik reakci6 a 21., 27., 28., 29. és 30. szerotipusok primereit
tartalmazta. A primerek a kovetkezd géneket céloztak meg: cpsiJ, cpsi4J, cpsi/2J, cps2J,
cps3J, cps7H, cps9H, cps16K, cps2IN, cps231 és cps24L, cps3K, cps4M és cpsSN cps4N, cpsbl,
cps1OM, cpslIN, cps12J, cpsi3L, cpslSK, cps170, cpsI8N, cpsl9L, cps25M, cps27K, cps28L,
cps29L, cps3 1L és cps31L, cps8H, és cps25N glicerofoszfotranszferaz gén [62]. Ezen feliill mind
a négy reakciomixben megtalalhatd volt a fajspecifikus gdh génre tervezett primerpar, ami

egyben belsé kontrollként is szolgalt.

Ha az mPCR futtatasat kovetden, a kapott eredmények értékelésekor 1. vagy 14., illetve 1/2.
vagy 2. szerotipust kaptunk, ezeken elkiilonit6 MAMA PCR-t alkalmaztunk. Ezen szerotipusok
CPS génje nagymértékben hasonlo, amely megneheziti az elkiilonitésiiket a klasszikus PCR

teszttel. [smert, hogy az emlitett szerotipus-parok torzseinek cpsK génjében, a 161-es kodonban
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egy egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP) fedezhetd fel [52]. A MAMA-PCR az SNP
megkiilonboztetésén alapszik az adott pontmutéaciora specifikus primereket alkalmazva [52].
Az egyik forward primer az 1. és 1/2. szerotipusu cpsK gén megfeleld6 SNP alléljaval
komplementer, mig a mdsik forward primer a 2. és 14. szerotipusok cpsK gén alléljaval

(1d. 2. abra). A reverz primer mindkét teszt esetében ugyanaz [52].

cpsK gene serotype 1 or 1/2

L
5’ TATAGAGTTTATTACAGGCCACCACAAAGCGAT
3" IITCCGGTGCTCTTTCGCTA
4

DNA

SINGLE
MISMATCH

ARTIFICIAL MISMATCH

5’ TATAGAGTTTATTACAGGCCACCACAAAGCGAT

@ - -TTICCGGTGGTGTTTCGCTA

!

5’ TATAGAGTTTATTACAGGCCACCACAAAGCGAT

@ATAICTCAAATAATTTCCGGTGCTGTTTCGCTA

DNA

| Amplification of PCR product |

primer

primer

primer

cpsK gene serotype 2 or 14

.

S’ TATAGAGTTTATTCCAGGCCACCACAAAGCGAT DNA

WO
MISMATCHES
NATURAL AND ARTIFICIAL

MISMATCHES

T primer
3 v/}

5’ TATAGAGTTTATTCCAGGCCACCACAAAGCGAT DNA

-____‘._’.___1 T primer
&

| No amplification

cpsK gene serotype 2 or 14 cpsK gene serotype 1 or 1/2
SNP SNF
. *
5’ TATAGAGTTTATTCCAGGCCACCACAAAGCGAT DNA 5’ TATAGAGTTTATTACAGGCCACCACAAAGCGAT DNA
3’ GTTCCGGTGGTGTTTCGCTA Primer TT TGGT! TA Primer
- I -_ . /_CSE_G_%_G_ELC_GS_
MISMATCH MISMATCHES
ARTIFICIAL MISMATCH NATURAL AND ARTIFICIAL
MISMATCMES
5 TATAGAGTTTATTCCAGGCCACCACAAAGCGAT DHA 5’ TATAGAGTTTATTACAGGCCACCACAAAGCGAT DNA
@ --CITCCGCTGGTGTTTCGCTA Primer - TTCCGGTGGTGTTTCGCTA Primer
1 ) 4
57 TATAGAGTTTATTCCAGGCCACCACAAAGCGAT DNA
T T ISTITCGCTA Primer ( No amplification |

| Amplification of PCR product |

B

2. abra A MAMA-PCR miikddési elvének sematikus abrazolasa. A: PCR1 B: PCR2 [51]
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A reakciokhoz PCRBIO HS Red Taq PCR kitet hasznaltunk, a gyart6 altal ajanlott
végtérfogaton, illetve a MAMA-1 vagy MAMA-2 assay mixet, amely a megfeleld primerek 1:1
aranyu keveréke. A kapott eredmények a kovetkezOképpen voltak értelmezhetdéek a

gélelektroforézist kvetden:

2. tablazat MAMA-PCR eredményeinek értelmezése [52]

Geno-szerotipizald
. MAMA-PCRI1 MAMA-PCR2 Szerotipus
mPCR eredménye
1, 14 Pozitiv (367 bp) Negativ 1
Negativ Pozitiv (367 bp) 14
%, 2 Pozitiv (367 bp) Negativ e
Negativ Pozitiv (367 bp) 2

Egy harmadik genoszerotpipzalo tesztre akkor volt sziikségiink, ha az mPCR soran Strep. suis
torzset kaptunk, de nem volt azonosithatd genoszerotipusunk. Ebben az esetben
feltételezhettiik, hogy a tesztfutdsok soran bizonytalanul miikodd 13. és 24. szerotipusokat
azonositd primerparok miatt nem kaptunk genoszerotipus eredményt. Megoldasként egy
alternativ genoszerotipizal6 rendszer vonatkozo primereivel is teszteltiik a mintakat [57]. Ha
ekkor sem kaptunk genoszerotipus eredményt, akkor a torzset nem tipizalhatoként konyveltiik
el. Hogy ellendrizziik, hogy a torzs valoban a S. suis fajhoz tartozik, ezen minték esetében is

lefuttatuk a fajazonositd6 mPCR-t.

4.3.2.2. AS. suis és a Streptococcus genus azonositasara hasznalt multiplex PCR teszt

A S. suis valamint a Streptococcus genus kimutatdsra multiplex (m)PCR vizsgalatot végeztiink
a rekombindz és javitdo fehérje génjére recN, illetve az Tu elongacids faktor génjére (fuf)
tervezett primerekkel [47, 70]. A reakciokhoz PCRBIO HS Red Taq PCR kitet hasznaltunk, a
gyarto altal ajanlott végtérfogaton a mintaszamhoz igazitva, tovabba a sziikséges primereket

tartalmazo assay mixeket (AM).
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3. tablazat A fajazonosit6 mPCR miikddési profilja

Ciklus neve Ciklusszam Hoémérséklet Id6tartam

Primer denaturacio 1 95 °C 5 perc

Amplifikacio 35 95 °C 30 masodperc
55-64 °C 30 masodperc-1 perc
72 °C 1 perc

Végsd lanchosszabbitas | 1 72 °C 10 perc

Hités 1 10 °C gélelektroforézisig

A keletkezett mPCR termékek elkiilonitésére agar6z-gélelektroforézist hasznaltunk, amely
folyamat végén a DNS fragmentekhez kotott fluoreszcens festéknek koszonhetden azok,

megfelelden alkalmazott UV fény mellett, detektalhatova valtak.

4.4. Adatrogzités és elemzés

Eredményeimet az MS Excel programban rogzitettem és értékeltem.

5. EREDMENYEK

5.1. A Magyarorszagon eléfordulé S. suis szerotipusok és azok aranya az egyes telepeken

Retrospektiv kutatasunk soran a 2020, 2021 és 2022-es évben a Haszonallat Diagnosztikai
Kozpontban 1zolalt streptococcus-ként azonositott és konzervalt torzseket hasznaltuk. A 3 év
alatt 253 Streptococcus sp. izolatum keriilt rogzitésre. Ebbdl n=96 izolatum volt fagyasztasban,
melybdl 66 esetében elézetesen nem tortént szerologiai és vagy fajazonositd vizsgalat, 30
izolatumnal pedig a fenotipusos azonositas nem jart sikerrel, ezért ’be nem sorolt”-ként (BNS)
keriiltek rogzitésre. A gyakorlatban 90 izolatumot sikeriilt molekularis bioldgiai modszerekkel
megvizsgalni, 3 izolatumot nem tudtunk felvenni a fagyasztasbol, mert elvesztek, masik 3
esetén pedig nem jartunk sikerrel a véres-agaron torténd tenyésztés soran. A vizsgalataink soran
alkalmazott fenotipusos és molekularis modszerek segitségével (Id. Anyag és mddszer fejezet)

a 253 Streptococcus sp. izolatumbol 210 Streptococcus suis izolatumot azonositottunk.
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5.1.1. Térkép + id6 oszlopdiagramja, matrixok; szerotipusok altalaban

A mintdk az egész orszag teriiletérdl érkeztek, dsszesen 42 gazdasag 45 telepén mutattunk ki

Streptococcus suis-t a bekiildott matrixokbal.
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3. abra Az izolatumokat szolgaltato 45 telep térképen [sajat]

A 3 év alatt a S. suis izolatumok szdma hasonlo éves, illetve havi megoszlast mutatott. 2020-
ban 62, 2021-ben 76, és 2022-ben 72 S. suis izolatumot azonositottunk.
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4. abra Streptococcus suis izoldtumok éves €s havi bontasa [sajat]
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A 210 Streptococcus suis izolatum esetében 19 féle szerotipust sikeriilt kimutatnunk. Ezek az
1.,2.,%.,3.,4,5,6.,7.,8.,9.,10., 11., 14., 16., 21. és 24. szerotipusok voltak. A leggyakoribb
szerotipus a 2. volt, ezt 68 esetben mutattuk ki. Ezt koveti a 9. szerotipus (n = 32), a 7.
szerotipus (n = 30), és végiil az 1/2. szerotipus (n = 24). A tobbi szerotipus esetében 1-10

1zolatumot azonositottunk.

Osszesen 9 féle matrixok kiildnitettiink el amelyekbdl a Streptococcus suis izolatumok

szarmaztak: agy, 1ép, szivbillentyli thrombus, szivburok, iziilet, tiido, hiivelyvaladék, tonsilla,

hulla.

5.1.2. A szerotipusok és a gyakoribb szerotipusok szoveti tropizmusa

A négy gyakoribb szerotipus esetén predilekcids szoveti megoszlast lehetett tapasztalni. A 2.
szerotipus esetében az izolatumok leginkabb az agybol és agyburkokrdl keriiltek el6 (21/68;
30,9%). A 9. szerotipus esetében szintén az agy volt a leginkabb érintett szovet (12/32; 37,5%).

A 7. szerotipus n=10 esetben 1ép eredeti volt, és az > szerotipus esetén is a 1ép n=9 dominalt.
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4. tablazat Strep. suis izolatumok szerotipusai, kimutatdsukhoz hasznalt modszer és a

matrixok
Szerotipusok | Osszesen Szerolégia Molekularis Matrix
a) Sikertelen szerologia b) Nem volt szerolégia
(bns)
1 szerotipus 10 10 0 szisztémas fert6zés 8/10 (80%)
bronchopneumonia 2/10
(20%)
2 szerotipus 24 12 4 szisztémas  fertdzés 22/24
(91,6%)
bronchopneumonia 124
(4,1%)
egy¢b 1/24 (4,1%)
2 szerotipus 68 60 4 szisztémas  fertézés  62/68
(91,1%)
bronchopneumonia 5/68
(7,3%)
egyéb 1/68 (1,4%)
3 szerotipus 7 5 1 szisztémas  fertézés  6/7
(85,7%)
bronchopneumonia 1/7
(14,3%)
4 szerotipus 9 7 2 szisztémas  fertézés  6/9
(66,6%)
bronchopneumonia 1/9
(11,1%)
egyéb 2/9 (22,2%)
5 szerotipus 4 4 0 szisztémas fert6zés 1/ 4 (25%)
bronchopneumonia 3/4 (75%)
6 szerotipus 2 2 0 szisztémas fert6zés 2/2 (100%)
7 szerotipus 30 22 4 szisztémas  fertézés 27/30
(90%)
bronchopneumonia 3/30
(10%)
8 szerotipus 4 3 0 szisztémas fert6zés 4/4 (100%)
9 szerotipus 32 23 6 szisztémas  fertézés 27/32
(84,3%)
bronchopneumonia 4/32
(12,5%)
egyéb 1/32 (3,1%)
10 szerotipus 5 3 1 szisztémas fertdzés 3/5 (60%)
bronchopneumonia 1/5 (20%)
egy¢éb 1/5 (20%)
11 szerotipus 1 1 0 szisztémas fert6zés 1/1 (100%)
14 szerotipus 5 2 3 szisztémas fertdzés 5/5 (100%)
16 szerotipus 3db 0 2 szisztémas fertdzés 3/3 (100%)
21 szerotipus 3db 3 0 szisztémas  fert6zés  2/3
(66,6%)
broncopneumonia 1/3 (33,3%)
24 szerotipus 2db 0 2 szisztémas fertdzés 2/2 (100%)
ismeretlen 1db 0 0 szisztémas fertdzés 1/1 (100%)
szerotipus
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5.1.3. Szerotipusok megoszilasa az egyes nagy mintaszamot szolgaltato telepeken

A 45 telep kozil 3 telep (A, B, C) szolgaltatta a 210 Streptococcus suis izoldtum
41,4 %-at, ami 87 izolatumnak felel meg. Az A teleprdl 45, a B teleprdl 24, mig a C teleprdl 18
Streptococcus suis izoldtum szarmazott. Az A telep esetében a szerotipusok eléforduldsaban
idébeli tendencia is megfigyelhetd volt: mig 2020 ¢és 2021-ben az '5. és 2. szerotipusok
dominaltak az izolalas tekintetében, addig ezek a szerotipusok a 2022-es évben kiszorultak a
teleprol, mas szerotipusok keriiltek el6térbe (1d. 5. tablazat). A telepeken el6fordulo
szerotipusokat, azok mennyiségi és szdzalékos megoszlasat a lentebb talalhatod tdblazatokban

részleteztem.

5. tablazat A harom telep izolatumainak és szerotipusainak ardnya, megoszlasa

A telep
. 2021. 2021.
Szerotipusok |zolitumok majusa | majusa
szama (%) A .
n) elott utan
() (n)
2 14 31,1% 11 3
7 8 17,8% 1 7
P2 7 15,6% 6 1
9 4 8,9% 0 4
3 3 6,7% 1 2
24 2 4,4% 1 1
10 2 4,4% 1 1
8 1 2,2% 1 0
5 1 2,2% 0 1
16 1 2,2% 0 1
14 1 2,2% 0 1
/2 vagy 2 1 2,2% 1 0
B telep
9 15 62,5% - -
2 6 25,0% - -
14 1 4,2% - -
21 1 4,2% - -
7 1 4,2% - -
C telep
7 7 38,9% - -
P2 4 22,2% - -
2 4 22,2% - -
1 3 16,7% - -

25



5.2. A szerotipus meghatarozasara hasznalt modszerek értékelése

Az Osszes elvégzett szeroldgiai vizsgalat (n=186) esetében 157 zarult sikeresen, azaz lehetséges
volt a szerotipus meghatarozadsa. A maradék 29 esetben a vizsgalat soran nem sikerilt
meghatarozni a szerotipust, igy az izolatumot be nem soroltként rogzitették a nyilvantartasban.
Ebbdl a 29 izolatumbol mind a 29 esetében meg tudtuk allapitani a szerotipusukat az utdlag
elvégzett PCR vizsgalattal, am 4 esetben olyan szerotipust azonositottunk (16. és 24.).
amelyekhez nem allt rendelkezésre tipusspecifikus savo a laborban, igy ezek targylemez
agglutinacios modszerrel torténd detektalasa lehetetlen lett volna. Ezen izolatumokat figyelmen
kiviil hagyva, a laboratéoriumban haszndlt szerotipizald6 moédszer sikeraranya a modszerrel
tipizalhatd torzsek esetében 157/182 (86,2%). Ebbdl kovetkezden az esetek 13,7%-ban a
szerotipus nem volt meghatirozhat6 annak ellenére sem, hogy a specifikus savo rendelkezésre

allt.

A szerotipus meghatarozasdhoz PCR vizsgalatot 53 izoldtum esetében végeztink. A
vizsgalataink sordn az 53-bdl 3 izolatum esetében nem tudtuk elkiiloniteni MAMA PCR-rel az
1/2. és 2. szerotipust, egy esetben pedig nem tudtuk meghatarozni a szerotipust. Elébbieket
figyelembe véve, a szigoribb szamitas szerint a PCR vizsgalati modszer sikeraranya 49/53,
azaz 92,5%. Amennyiben az 1/2. és 2. szerotipusok egyiittes eredményét is elfogadjuk, akkor
az alkalmazott PCR sikeraranya 52/53-ra novekszik (98,1%) a Streptococcus suis torzsek

szerotipusanak azonositasa terén.

6. MEGBESZELES
6.1. A Magyarorszagon elfordulo S. suis szerotipusok és azok jellemzése

Vizsgalatainkat 45 teleprdl szarmazé adattal végeztiik el, ami a jelenleg Magyarorszagon
miikodod nagyiizemi sertéstelepek koriibeliil 24%-a. A felmérésiink soran felhasznalt mintaszam
viszonylag kicsi, a megbizhatésagot az elemszam névelésével lehetne fokozni. Am mar az
altalunk kapott szerotipus prevalencia adatok is figyelemfelkeltéek, hiszen Magyarorszagon

hasonld felmérd vizsgélat a Streptococcus suis szerotipusait illetben még nem tortént.

Egyre tobb tudomanyos cikk késziil a kérokozdval kapcsolatban, tobbségiik 100-400 kozotti
izolatum szammal dolgozik. Szdmos orszaggal kapcsolatban elérhetéek nemzeti vagy
regionalis szerotipus prevalencia adatok. Kanadaban és az Egyesiilt Allamokban a 2. és a 3.

szerotipus dominal [35]. Az eurdpai kontinensen szadmos jelentds sertéstartd és sertéshus
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eloallitdo orszag megtalalhato. Spanyolorszag és Hollandia esetében, a gyakorisagot csokkend
sorrendben feltiintetve a 9., 2., 7., 8. és 3. szerotipusokat izolaljak a sertésekbdl leggyakrabban
[35, 76]. Szintén fontos sertéstartd orszag példaul Daénia, Franciaorszag, Németorszag,
Olaszorszag, vagy az Egyesiilt Kiralysag, ahol a 2., majd a 9. szerotipust mutatjak ki az esetek

tulnyomo részében sertésekbol [60, 100].

Jelenleg 29 valodi S. suis szerotipust ismeriink [40]. Ezek koziil vizsgalataink soran 19 hazai
jelenlétét igazoltuk. Nemzetkozi adatokban a torzsek nagy része 1-9 szerotipusba tartozik,
leggyakrabban a 2. szerotipus, majd 9., 3., 2. és 7. szerotipus izolalhato a tiineteket mutato
sertések mintdibol [35, 79]. A magyarorszagi el6fordulasi gyakorisdg a nemzetkdzi
szakirodalmi adatokkal is egybevag. Hazai adatok alapjan a leggyakoribb a 2. szerotipus volt,
majda9.,a 7. és az 1/2. szerotipus. Egy vagy néhany domindns, virulensebb szerotipus mellett
kimutathatoak egyéb, eltérd virulenciaval rendelkezd torzsek is. Am ahogy azt mar korabban is
leirtam (Isd. Irodalmi attekintés), sokféle gén és fehérje van, ami Osszefiiggésben all a torzsek
okozta sulyos klinikai tiinetekkel [29]. Ugyanakkor hianyuk nem feltétleniil vonja maga utan a
virulencia hianyat is [29]. Igy a kimutatott, &m kevésbé dominans torzsek jelentdsége nem
tisztazott. A kiilonboz6 szerotipusok jelenléte egy telepen beliil a vakcindzas kérdése
szempontjabol is fontos. Nem elég egy gyari, adott szerotipust tartalmazo oltéanyag hasznalata.
Fontos a telepen el6forduld torzsek felmérése, a dominans szerotipusok detektalasa. Ezek
ismeretében érdemes az adott telepre szabott készitménnyel dolgozni a sikeres vakcinazas

elérésének céljabol.

A Diagnosztikai Kozpontba kiildott mintdk havi eloszldsat megfigyelve (Isd. 4. abra)
elmondhatd, hogy a téli honapokban (november, december, janudar, februar) gyakrabban
érkezett be olyan minta, amelybdl S. suis-t sikeriilt izolalni. Ez is alatdmasztja, hogy a baktérium
szubklinikai hordozéasa gyakori [15], a hidegebb téli iddszakban amikor a virusos €s bakterialis
fertdzések gyakoribbak, a S. suis a hajlamosito tényezdk hatasara klinikai tiineteket tud okozni.

[31, 63].

Streptococcus suis izolatumok 9 kiilonb6zd matrixbol szadrmaztak. A szakirodalomban
olvashato, a S. suis-ra jellemzd szervi el6fordulas a vizsgalataink sordn megegyezett [15]. Az
altalunk detektalt szerotipusok legtobbje kimutathatd volt 1éguti mintabol, 1égiti tiineteket is
okozott. Szakirodalmi adatokkal dsszevetve, vilagviszonylatban a legtobb bronchopneumonia
esetbdl kimutathato torzs a 2. szerotipus [1, 30]. Am egy 2019-ben publikalt, 1996-2016 kozotti
1d6szakot vizsgald tanulmany esetén mar mas szerotipusok dominalnak [71]. A németorszagi
sertéstelepekrdl bronchopneumonia esetén izolalt szerotipusok koziil a 4. volt a leggyakoribb,
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majd ezt kovette a 2., 1/2., 3. és 7. szerotipus [71]. Magyarorszagon a tiidobdl izolalt dominéans
torzsek a 2. (22,7%), a 9. (18,1%), 7. és 5. azonos aranyban (13,2% ¢és 13,2%), és az 1. (9%)
szerotipusok voltak. A maradék 23,8%-ba a maradék, kisebb el6forduldsi szdmua tidébol
kimutatott szerotipus tartozott. A szisztémas fert6z€ésbol szarmazo mintakbol (1ép, agy, sziv stb.)
az altalunk detektalt 19 szerotipus mindegyike kimutathatdé volt, valtozdo szervi
megnyilvanulassal. A kordbban emlitett négy leggyakoribb szerotipus dominalt a szeptikémia
esetén. A 2. szerotipus 34,06%-ban, a 9. szerotipus 14,83%-ban, a 7. szerotipus szintén 14,83%-
ban és az 2. szerotipus 12,08%-ban volt okozdja a szisztémds fertdzéseknek. A tobbi
kimutatott, szeptikémiat okozd szerotipus a maradék 24,2%-ba tartozott. Az ehhez kapcsolddo,
altalunk kapott eredmények megegyeznek a szakirodalomban leirtakkal, ahol szintén ezen
szerotipusok (foleg a 2. és Y. ) felelnek a szisztémas fertézések dontd hanyadaért [30, 33, 72,

79].

6.2. A szerotipusok megoszldasa az egyes nagy mintaszamot szolgaltato telepeken

A passziv surveillance soran az izoldtumok mennyisége az egyes telepek kdzott néhany esetben
jelentds eltérést mutatott. A 45 telep koziil 42 teleprdl 1-9 kozotti izolatum szarmazott, mig 3
telep (A, B, C) a 210 S. suis izolatum 41,4%-4t (n = 87) szolgéltatta. Ez egyfeldl torzitja a
szerotipusok telepi szintli megoszlasanak vizsgalatat, igy a vonatkoz6 eredményeinket is
eszerint kell értékelni. Masfeldl viszont, a nagy mintaszamot ad6 telepek esetében tendenciak

vizsgalatara ad lehetdséget.

A harom nagy mintaszamot ad¢ telep koziil az ”A” teleprdl 45, a ’B” teleprdl 24, és a ”C”
telep 18 izolatumot szarmazott. Mind a harom telep esetén elmondhatd, hogy a 4 dominans
szerotipus (2., 9., 7., '4.) eléfordult, bar valtozd gyakorisdggal, és mellettiilk mas, kevésbé
virulens torzsek is jelen voltak. A B> telep esetén a 9. szerotipus a leggyakoribb (62,5%), majd
ezt koveti a 2. szerotipus (25%). A ’C” telep esetén a 7. szerotipus dominal (38,9%), majd az

2 és 2. szerotipust azonos aranyban mutattuk ki (22,2%).

Az’ A” telepen, ahonnan a legtobb S. suis izolatum szarmazott, a szerotipusok eléforduldsaban
iddbeli tendencia fedezhetd fel. A 2021 majusa el6tti idészakban a legtobb bekiildott minta 2.
illetve 1/2. szerotipusu izolatum volt. A 2021. majusa utani idészakban azonban valtozast
észleltiink a szerotipusok eléforduldsanak ardnydban: a szakirodalom alapjan szintén
virulensebb 7. és 9. szerotipusok kertiltek elétérbe, mig az addig dominélo 2 €s Y4 szerotipusok
aranya lecsokkent. A teleppel konzultalva kideriilt, hogy a telepen 2021. majusa 6ta vakcinazas

folyik, amely sordan a leggyakrabban kimutatott szerotipusi torzseket tartalmazo telep-
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specifikus vakcinat alkalmaznak. Ez egy mar alkalmazott modszer sertéstelepeken. Ezen
vakcindk bakterin tipusuak, és a fert6zéssel kiizd6 telepen izolalt ottani torzsekbdl készitik,
majd abban a gazdasagban is haszndljak fel [77]. A szerotipus-specifikus vakcina a 2 és 2
szerotipusokat tartalmazza. A kocakat oltjak, mellyel céljuk, hogy a kolosztralis immunitasnak
koszonhetden az 0jsziilott malacok védettek legyenek a korokozdval szemben a legkritikusabb
¢letperiodusukban. Az ellés eldtt allo kocak vakcinazasaval elért passziv immunitas a
szliletend6 malacok esetében egy miikodé modszer [3, 77], am arra tobb vizsgalat is rimutatott,
hogy a maternalis immunitas megsziinését kovetden a malacokban sziikség lehet a késobbi aktiv
immunizalasra (vakcinazésra) a megfeleld védohatas elérésé¢hez [4]. A ”B” telep szolgaltatja a
tenyészsiild utanpotlast az ”A” telep szamara. Mas telep is kap siildoket a ”B” teleptdl,
azonban sem a ,,B” telepen, sem a tobbi telep esetében nem okoz ekkora éllategészségiligyi
gondot a Streptococcus suis jelenléte. Ezen informaciok, valamint az ,,A” telep vakcinazassal
elért eredményei (a domindns szerotipusok valtozasa) arra utalnak, hogy a vakcindzas mint
megeldzési forma miikodik, am a telepen el6forduld kornyezet- és allathigiéniai hianyossagok
jelentés mértékben befolyéasolhatjdk a vakcindzas sikerességét. Ezen immunszupressziv €s
hajlamositd tényezOk hatdsdra a materndlis immunitds megsziinte utan a sertések sokkal
fogékonyabbak a S.suis fertézéssel szemben, és egy esetleges késObbi vakcinazas

sikertelenségét is okozhatjak [15].

6.3. A szerotipus meghatdrozasara hasznalt modszerek értékelése

A 210 S. suis izolatumbol 186 esetébenben végeztiink szerologiai vizsgalatot, amelyek koziil
157 esetben tudtuk azonositani a szerotipust, azaz az esetek 13,7%-ban a szerotipus nem volt
meghatarozhat6 annak ellenére sem, hogy a specifikus savé rendelkezésre allt. A maradék 29
esetben a késdbbiekben PCR teszteket alkalmazva sikeresen kimutattuk a hidnyzo
szerotipusokat. A sikertelen szeroldgiai vizsgalatok tobb oka lehet. Ezek kozil a
legnyilvanvalobb a tipusspecifikus savd hidnyabol addédd nehézség. Vizsgalatunk soran 4
izolatum PCR teszttel torténd azonositasa olyan szerotipusokat igazolt (16. és 24.), amelyekhez
nem rendelkezett a labor specifikus savoval. fgy ezen szerotipusok targylemez agglutinacios
modszerrel torténd kimutatasa lehetetlen lett volna. A maradék 25 esetben ugyanakkor
rendelkezésre allt a tipusspecifikus savo az azonositashoz. Ezen esetekben technikai nehézséget
jelenthettek a targylemez-agglutindcios moddszer technikai hibaforrasai. Az agglutinacio
lejatszodasahoz elengedhetetlen feltétel a savo és a baktérium megfeleld aranyu jelenléte a

kikevert szuszpenzidban, valamint, hogy a reakcié megfelelé hdmérsékleten jatszodjon le [72].
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Ezek a nehezen standardizalhatd tényezok mind hozzajarulhattak a szerologiai azonositas

sikertelenségéhez.

A szeroldgiai kimutatast nehezité koriilmények masik nagy csoportja a Streptococcus suis
bioldgiai felépitésébdl adodik. A kérokozd burokantigénje, ha nem is jelentés mértékben, de
valtozékony, és buroktermeld képessége szamos feltételhez kotott. A szerologiai modszerrel
rendelkez0 torzsek, amelyek tipizalasa emiatt a tulajdonsaguk miatt a CPS antigénen alapulo
szeroldgiai modszerrel nem lehetséges [35]. Kutatasok soran leirtdk, hogy a nem tipizalhato
torzsek nagy széazaléka feliileti hidrofobsadgot mutat, ami abbol adodik, hogy nem vagy rosszul
burkoltak [35]. Azt azonban a szakirodalmi vizsgéalatok sordn ¢és esetiinkben sem lehet
megallapitani, hogy az emlitett torzsek nem rendelkeztek burokkal a fertdzés pillanataban sem,

vagy pedig a laboratoriumi munkafolyamatok (izolalés, tenyésztés) veszitik el a burkukat [35].

A maradék, kordbban szerologidval nem vizsgélt 53 izoldtum esetében a szerotipus
meghatarozasahoz csak a PCR vizsgalati protokollt alkalmaztuk. Az 53 izolatumbdl 3 esetben
a MAMA-PCR vizsgélattal nem tudtuk elkiiloniteni egymastol a 2. illetve 4 szerotipusokat.
ezen szerotipusok esetén a génkészlet és a genomikus hasonlosdg szoros lehet, ami
megnehezitheti a két szerotipus elkiilonitését. Ezenkivil a MAMA-PCR érzékenysége is
esetenként korlatozott. Tovabba egy izolatum esetében nem tudtunk meghatarozni szerotipust,

amelynek a kordbban targyalt burokhoz kothetd oka lehet.

A szamokat elemezve elmondhato, hogy a szerotipizalo mddszer sikerardnya 86,2% volt. Ezzel
szemben (ha az 3 '. és 2. szerotipusokat is figyelembe vessziik), akkor az alkalmazott PCR
modszerek sikerardnya 98,1% a tdrzsek szerotipusdnak azonositasa terén. Tovabba a
vizsgalataink soran is bebizonyosodott, hogy a molekularis modszerekkel az antiszérummal
nem tipizalhatd torzseket is képesek beazonositani [64], és segitségégiikkel a szerologiai

vizsgalatok sordn kapott eredményeket és a szerotipusok azonossagat meg tudjuk erdsiteni [35].

A napi rutin szempontjabdl is érdemes Osszehasonlitani a szerologiat a molekularis bioldgiai
modszerekkel. A szerologia szamos eldnnyel rendelkezik: olcsd, gyors (15-20 perc), nem
igényel specialis felszerelést és szaktudast. Ezeknek a tulajdonsagoknak koszonhetden kisebb
laborok szdmara is elérhetd alternativa a korokozok kimutatasara. Az elényok mellet azonban
van hatranya. Nagy a modszer analitikai bizonytalansaga a technikai €s biologiai tényezok
miatt, emiatt pedig magas a hibaforras. Ezen hibakra lehet, hogy a szeroldgiai vizsgalat soran

nem is deriil fény, csak egy masodlagos, molekularis modszerrel torténd vizsgalat soran. A PCR
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nukleinsav alapi mddszer, nem befolyasolja az izolatum buroktermeld képessége (ellenben a
szerologiaval). Megfelel6 felszereltség esetén gyorsan kivitelezhetd (par ora), melynek végén
megbizhatd eredményt kapunk. Hatranya azonban, hogy dragabb, specialis felszerelést és
szaktudast igényl0 modszerrdl van szd (nagyobb €s jobban felszerelt laborok). Tovabba a
primerkotd helyeken bekovetkezd esetleges mutaciok zavarhatjdk a korokozd biztos

kimutatasat.

6.4. Kovetkeztetések

A Streptococcus suis jelen van a hazai nagylizemi sertésallomanyokban és a szerotipusok
eléfordulasat tekintve elmondhatd, hogy az eurdpai adatokkal egybevagnak a magyar
eredmények. A nemzetkdzi szakirodalomban leirtakhoz hasonld szerotipusokkal és hasonlo
diagnosztikai problémakkal talalkoztunk a vizsgalataink soran. Az eredmények egy mind allat-
mind humdnegészségiligyi szempontbol fontos koérokozd hazai jarvanytani ismereteihez

hozzajarulnak.

A koérokozd torzseinek allomanyon beliili visszaszoritdsdhoz a célzott antimikrobidlis
védekezés, valamint a higiénia megfeleld betartdsa mellett a jovoben jelentds szerephez
juthatnak a kérokoz6 elleni telepsepcifikus vakcinazasi programok. Ugyanakkor ezen vakcindk
sem képesek teljes mértékben felszdmolni a korokozo jelentette kartételt, am jelentds
mértékben csdkkenthetik a fert6zott allatok korokozo iiritését, ezzel csOkkentve a klinikai
tiinetek sulyossagat és az allomanyon beliili fert6zottség mértékét. De ahhoz, hogy a vakcinazas
sikeres legyen, sziikséges a telepeken jelenlévd szerotipusok pontos feltérképezése, és a
dominans, virulens szerotipusok kivalasztasa a vakcinahoz. Ehhez pedig a biztos diagnosztikai
modszerek alkalmazésa elengedhetetlen. A vizsgalatunk tapasztalatai pedig megerdsitik, hogy
a szerotipus meghatirozasa terén a molekuldris modszerek a targylemez agglutinacidval

szemben jobban teljesitenek.
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OSSZEFOGLALO

Napjainkra az Egy Egészség (One Health) elvet szem el6tt tartva jelentOsen szigorodott a
nagylizemi sertéstartasban az antibiotikumok felhasznaldsa. A megelozés, igy a fert6zo
betegségek elleni vakcinazas egyre jobban eltérbe keriil. Am ahhoz, hogy a preventiv
intézkedések hatasosak legyenek, a megfeleld és részletes adatgyiijtés és azok hatékony
vizsgalati modszerrel torténd elemzése elengedhetetlen. A Streptococcus suis (S. suis) a
sertéstenyésztés jelentds korokozodja, valamint novekvd jelentdségli zoonosis. Vilagszerte
szamos szerotipusa eléfordul, de egyes szerotipusok foldrajzi teriiletenként eltéro jelentdséggel
birnak. A szerotipus ismerete fontos a jarvanytani adatok értékeléséhez ¢s a megfeleld
vakcinatorzsek kivalasztdsdhoz is. Tobb eurdpai orszdgban ismert az egyes szerotipusok

eléfordulasi aranya, jelentdsége, ugyanakkor vonatkozé hazai adatokkal nem rendelkeziink.

Vizsgalataim célja volt, hogy a magyarorszagi sertéstelepeken eldforduld S. suis szerotipusok
a szerotipus azonositdsara elterjedt szerologiai modszert egy alternativ, molekuléris teszttel.
Retrospektiv vizsgalataink soran a 2020, 2021 ¢s 2022-es évben a Haszonallat-diagnosztikai
Kozpontban sertésekbdl izolalt és streptococcus-ként azonositott 253 konzervalt torzset
hasznaltuk. Az izolatumok fajat és S. suis esetében a szerotipust klasszikus mikrobiologiai,

illetve szeroldgiai vagy kiilonbozd molekularis modszerekkel hataroztuk meg.

A vizsgalt 3 év alatt 210 S. suis izolatumot azonositottunk, amelyek az egész orszag tertiletérol
érkeztek, Osszesen 42 gazdasag 45 telepérdl. A 210 S. suis izolatum esetében 19 féle szerotipust
sikeriilt kimutatnunk, a leggyakoribb a 2. (31,1%), 9. (17,8%), 7. (15,6%) ¢és 1/2. (8,9%)
szerotipusok voltak. Szakirodalmi adatok alapjan a Magyarorszagon gyakoribb szerotipusok a
virulensebb torzsek kozé tartoznak, €s foglalkozas-egészségiigyi kockazatot is jelenthetnek a
sertéstartdsban tevékenykeddkre nézve. Adataink segitséget nyuUjthatnak a szerotipusokkal
kapcsolatos kockéazatbecsléshez, ezen keresztiil pedig az Un. telep-specifikus vakcindk
torzseinek célzottabb kivalasztashoz, eldsegitve a korokozo elleni védekezés hatékonysaganak

novelését.

A 186 elvégzett szerologiai vizsgalatbol 157 esetben sikeriilt meghatarozni a szerotipust, igy a
szeroldgiai modszer sikeraranya a modszerrel tipizalhato torzsek esetében 157/182 (86,2%). A
szerologiaval be nem sorolt vagy nem tipizalt 53 S. suis torzs esetében alkalmazott PCR
sikeraranya 52/53 (98,1%). Eredményeink egybevagnak mas szerzok tapasztalataival és — a kis

mintaszam ellenére is — a molekularis modszer elényére hivjak fel a figyelmet.
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SUMMARY

Today, the use of antibiotics in large-scale pig farming has become significantly restricted, in
line with the One Health principle. Thus, the prevention, like vaccination against infectious
diseases, is becoming more and more important. However, for preventive measures to be
effective, adequate, and detailed data collection and analysis using an appropriate testing
method are essential. Streptococcus suis (S. suis) is a major pathogen in pig production and a
zoonosis of growing importance. Several serotypes occur worldwide, but some serotypes have
different significance in different geographical areas. Knowledge of the serotype is important
for the evaluation of epidemiological data and for the selection of appropriate vaccine strains.
The prevalence and significance of each serotype is known in several European countries, but

no relevant national data are available.

The aim of my studies was to obtain a more detailed picture of the diversity and prevalence of
S. suis serotypes in Hungarian pig farms and to compare the serological method commonly used
for serotype identification with an alternative molecular test. In our retrospective studies, 253
preserved strains isolated from pigs and identified as streptococci at the Production Animal
Diagnostic Centre in 2020, 2021 and 2022 were used. The species of the isolates and the
serotype of S. suis were determined by classical microbiological, serological or different

molecular methods.

Over the 3 years studied, 210 S. suis isolates were identified from 45 farms of 42 holdings
throughout the country. Among the 210 S. suis isolates, 19 serotypes were detected, the most
frequent being serotypes 2 (31.1%), 9 (17.8%), 7 (15.6%) and 1/2 (8.9%). Based on literature
data, the serotypes more prevalent in Hungary are among the most virulent strains and may
pose an occupational health risk to pig farmers and veterinarians. Our data may help to estimate
the risk associated with serotypes and thus to better target the strains of colony-specific

vaccines, consequently helping to improve the effectiveness of disease control.

Of the 186 serological tests performed, 157 cases were serotyped, giving a serological success
rate of 157/182 (86.2%) for strains typable by the method, and a PCR success rate of 52/53
(98.1%) for 53 S. suis strains not serotyped or not typed, respectively. Our results are in line
with those of other authors and — despite the small sample size — highlight the advantages of

the molecular method.
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