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1. Bevezetés

A sertés az egyik legjelentdsebb gazdasagi haszonallatfajunk. A sertéshustermelés a vilag
Osszes hustermelésébdl az elsé helyet foglalja el. Hogy a termelés minél hatékonyabb és
gyorsabb legyen, napjainkra vildgszerte a nagyiizemi tartastechnologia keriilt elétérbe. A nagy
létszamu, zart tartastechnologia eldnyei mellett annak hatranyai is megmutatkoznak. A
kiilonbozo fert6zo betegségek konnyebben kialakulnak és terjednek, ezzel jelentés gazdasagi
veszteségeket okozva. A heveny elhullasok mellett, az idiilt megbetegedések okozta
termeléscsokkenés, a hizlalasi id6szak megnyulasa €s a tetemes gyogyszerfelhasznalas noveli

a sertéshus eldallitasanak koltségeit.

Az Actinobacillus pleuropneumoniae okozta 1égzdszervi megbetegedés vilagszerte, igy
hazénkban is jelentds gazdasagi karokat okoz. A fertdzott allatok nem képesek genetikai
adottsagaik teljes kihasznaldsara, atlagos napi sulygyarapodasuk elmarad egészséges
tarsaikétol, ezaltal vagaskori sulyuk sem éri el a kivantat. A gyogykezelések koltsége,
valamint a betegség heveny formdja éltal okozott magas elhulldsi ardny szintén jelentds

veszteségeket okoz a gazdasdgok szamara.

Az A. pleuropneumoniae baktériumfajnak két biotipusat, ezen beliil pedig 15 szerotipusat
kiilonboztetjiik meg. Egy 1992-es felmérés alapjan hazankban az 1-es biotipus fordul elé 90-
95%-ban, ennek is az 1-es ¢s a 2-es szerotipusa, de alkalmanként eléfordulnak a 3-as, 7-es, 9-

es ¢s a 11-es szerotipusok is.

A torzsek négyféle toxint termelnek (Apx I-11-111-1V), melyek hemolitikus és toxikus hatast
fehérjék, igy jelentds szerepiik van a tiidoben kialakuld vérzések és elhalasok kialakitasaban,

ezért virulencia faktorok.

Az aerogén uton bekeriilt korokozo a tiidoben heveny, savos-vérzéses, majd vérzéses-
elhalasos tiidégyulladast €s fibrines mellhartyagyulladast idéz elé. A citotoxinok tonkreteszik
az alveolaris makrofagokat és a tiid6 limfoid sejtjeit, amelyek stlyosbitjak a korképet
(VARGA, és mtsai., 2007).



Munkank soran célul tiztik ki:

a Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék torzsgylijteményébdl szarmazo, valamint
telepekrdl beérkezett sertéstiidokbol frissen izolalt, be nem sorolt Actinobacillus
pleuropneumoniae torzsek vizsgalatat,

a torzsek szerotipizalasat passziv hemagglutinaciés probaval és molekularis biologiai
modszerrel,

a passziv hemagglutinaciés préba ¢és a PCR vizsgdlat eredményeinek
o0sszehasonlitasat,

az eddig be nem sorolt szerotipus jellemzdinek leirasat



2. Irodalmi attekintés

2.1 A korokozoé

Elséként az Egyesiilt Allamokban 1963-ban leirt, kordbban Haemophilus pleuropneumoniae-
nak nevezett korokozo csak sertésekben okoz fels6 1éguti tiinetekkel jard vérzéses-elhalasos
tiid6- ¢és fibrines mellhartyagyulladast. Késobb a korokozot a DNS strukturaja alapjan
atsoroltak az Actinobacillus nemzetségbe és az Actinobacillus pleuropneumoniae nevet kapta
(MARSTELLER ¢és FENWICK, 1999).

A korokozo a Pasteurellaceae csaladba tartozik, Gram-negativ, fakultativ anaerob baktérium.
Fakultativ patogén és gazda specifikus, csak a sertést betegiti meg. Mozgasra képtelen, sporat
nem képez, gyenge ellenallasu, kokkoid vagy rovid palcika alaka. Igényes baktérium,
tenyésztése csokoladé vagy véres agaron torténik, utdbbin béta-hemolizist okoz. A baktérium
hozzéavetdlegesen 1 mm atmérdjli, sziirkésfehér, éles sz¢Elii, dombort, sima felszinli telepeket

képez (FODOR, és mtsai., 1989a; TUBOLY, és mtsai., 1998).

Tenyésztési tulajdonsagai alapjan két biotipust kiillonboztetiink meg, az 1-es biotipusba
tartozo torzsek NAD-ot (nikotinamid-adenin-dinukleotid) igényelnek a novekedésiikhoz.
Izolalaskor NAD-ot termelé Staphylococcus aureust hasznalunk, amellyel un.
dajkatenyészetet hozunk Iétre. Ezzel szemben a 2-es biotipusba tartozd torzsek nem
igényelnek NAD-ot a novekedésiikhoz, valamint nagyobb telepeket képeznek,
levestenyészetben jobban szaporodnak, illetve erésebb béta-hemolizist és ureaz aktivitast
mutatnak (NIVEN és LEVESQUE, 1988; TUBOLY, és mtsai., 1998). Az 1-es biotipusba
tartozo torzsek virulensebbek, a 2-es biotipus szorvanyosan fordul e¢l6 (FODOR, és mitsai.,
1989b) és csak nagyon magas dozisban vagy sulyos immunszuppresszio esetén képes
tulheveny, illetve heveny formdban megnyilvanulé betegség kialakitdsara (NIELSEN, és
mtsai., 1997). A két biotipus hasonld koérbonctani és korszovettani elvaltozast alakit ki

(FODOR, és mtsai., 1989b).



2.2 Kortan

Az Actinobacillus pleuropneumoniae nagyon gyakori okozoja a sertések baktériumok okozta
tidégyulladasanak. Sokszor kevert fert6zésekb6l mutathato ki, és leggyakrabban Pasteurella
multocida-val egyiitt fordul el6 (FODOR, ¢és mtsai., 1989b). Ezen kiviil gyakran
kombinalodik Haemophilus parasuis-szal és kiilonb6z6 Streptococcus fajokkal (FRANK, és
mtsai., 1992). A koérokozo elsésorban a nagy létszamu, zart sertéstelepeken okoz jelentOs
gazdasagi kart. Legsulyosabb formaban a kolosztralis védettség megsziinése utan jelentkezik
12-16 hetes korban, de a koérokozd elszaporodésa esetén barmilyen életkoru sertést képes

megbetegiteni (MOLNAR, 2002).

A korokozot rendszerint tiinetmentes baktériumhordozo sertések viszik be egy-egy
allomanyba. A sertések aerogén uton, illetve allomanyon beliill kozvetlen érintkezéssel,
elsosorban felkohogott horgd- és orrvaladék belélegzésével fertézodnek. A betegség
kifejezetten ragalyos, az allomanyba bekeriilve gyorsan terjed (VARGA, és mtsai., 2007). Az
Ujsziilott malacok a kocatol a szoptatds sordn fertdzddnek leggyakrabban, igy a malacok
elkiilonitése megeldzheti a fertéz6dést (MARSTELLER ¢és FENWICK, 1999). A fert6zott
kocak malacai ugyanakkor a kolosztrumnak kdszonhetden 5-9 hétig tartd védettségre tesznek
szert (VARGA, és mtsai., 2007).

A betegség kifejezddése a csiramennyiség fliggvényében valtozik. A fert6zéshez sziikséges
csiraszam a korral logaritmikusan novekszik a fert6zott allomanyokban (SEBUNYA, és
mtsai., 1983). Hazankban féleg a téli, kora tavaszi honapokban szamottevé a fertdzés

megjelenése, de nagy allomanyokban egész évben jelen lehet (VARGA, és mtsai., 2007).

A betegség lefolyasat az allatok immunallapota, valamint a korokozd virulencidja és a
fertdz6dés mértéke befolyasolja. Allomanyonként a morbiditas 30-80%, mig a mortalitds 1-
50% kozott valtozhat. Gyakran eléfordul tiinetmentes hordozas, kiilondsen iddsebb korban.
Késobb ezek az egyedek jelentik a fert6zés forrasat, ha az allomény ellendlld képessége
valamilyen okbol csokken (MOLNAR, 2002). A fertdzés klinikai megjelenését a hajlamosito
tényezok, kiilondsen a stressz, valamint az egyidejiileg megjelend egyéb korokozok jelentdsen
befolyasoljak azaltal, hogy csokkentik a 1égzdszervek védekezd képességének hatékonysagat

és fokozzak az A. pleuropneumoniae iiritésének mértékét (BOSSE, és mtsai., 2002).



Az antibiotikumos kezelés a baktériumhordozast nem akadalyozza meg, ezért a betegség
megeldzése érdekében gondolnunk kell a hajlamosité tényezdk kiiktatasara és a koérokozo

behurcolasanak megakadalyozasara (MOLNAR, 2002).

A betegség tulheveny, heveny ¢és idiilt forméaban jelentkezhet. Tulheveny esetben klinikai
tiinetek megjelenése nélkiil az allatok 1-2 napon beliil elhullanak. Ez a forma leginkabb a
behurcolassal fert6z6dott allomanyokban fordul eld. Heveny esetben az elhullast megel6zéen
rovid ideig laz, étvagytalansag, konnyezés, véres-savos orrfolyas, nehezitett 16gzés, ciandzis
¢és kohogés jellemz6. A heveny forma idiiltté valhat vagy eleve idiilt formaban jelentkezhet a
megbetegedés. Az idiilt formaban a tiinetek mar kevésbé kifejezettek, étvagycsokkenés,
kohogeés és fejlodésben vald visszamaradas figyelhetdé meg. A jellemzo tiinetek és tiidobeli
elvaltozasok képezik az elsddleges diagndzis alapjat, de a pontos diagnézis felallitasdhoz

elengedhetetlen a bakteriologiai vizsgalat (MOLNAR, 2002).

2.3 Korbonctan

A sajatos kortani elvaltozasok szinte kizarolag a tiidére szoritkoznak. Elsdsorban a rekeszi
lebenyekben mutatkozik az elvaltozas. A f6 jellemzOk: 6déma, vérzés, fibrines exsudatum
kivalasa, gyulladas és elhalas. A tiid6 feliilete f6l¢ emelkedd kiilonbozd nagysagl, tomott
tapintatu gécok kornyezetében vérzes, feliiletiikon pedig minden esetben mellhartyagyulladas
lathato. Heveny esetben (1. és 2. abra) a bovériiség dominal, mig idiilt formaban (3. abra)
kotészovetes tokkal hatarolt elhaldsos gocok uraljak a makroszképos képet (MOLNAR,
2002).

Altalaban a tracheobronchiélis és mediastinalis nyirokcsomok is érintettek. A baktérium a
nyirokerek tjan éri el a mellhértyat, a bakteriémia ritka (BOSSE, és mtsai., 2002). A tiid8beli
elvaltozasok néhany hét alatt kialakulnak, de gyakran az 1diltté vald betegség kovetkeztében a
vagohidon mar csak 0sszendvéseket lathatunk a mellhartyan, ami utal a korabbi fert6zddésre

(MARSTELLER ¢és FENWICK, 1999).



1. abra: Actinobacillus pleuropneumoniae okozta heveny tiidéelvaltozas,

sertéstelepi felvétel

2. abra: Actinobacillus pleuropneumoniae okozta heveny tiidéelvaltozas



3. abra: Actinobacillus pleuropneumoniae okozta idiilt tiid6elvaltozas



2.4 Szerotipizalas

A szerotipizalas hozzdjarul ahhoz, hogy megismerhessiikk egyes fert6zo betegségek
jarvanytanat, segiti a vakcindk eldallitasat, ezaltal a betegségek megeldzését, valamint
lehetové teszi a fertdzott allomanyok szerologiai szempontbol térténd monitorizalasat

(MITTAL, és mtsai., 1993).

Az A. pleuropneumoniae két biotipusan beliil a burok poliszacharidok (capsule
polysaccharide, CPS) és lipopoliszacharidok (LPS) alapjan jelenleg 15 szerotipust kiilonitiink
el (FODOR, és mtsai., 1989b; NIELSEN, és mtsai., 1997; BLACKALL, és mtsai., 2002).

A feliileti antigének hasonlosaga miatt gyakoriak a keresztreakciok. Kifejezett keresztreakcid
figyelhet6 meg az 1-9-12, a 4-7, valamint a 3-6-8-as szerotipusok ko6zott (FREY és
NICOLET, 1990).

Az egyes orszdgokban kiilonbozd szerotipusok fordulhatnak eld, de egy-egy alloményban
parhuzamosan tobb szerotipus is jelen lehet. Ilyenkor jellemzden a betegség lefolyasa
stlyosabb, a mortalitas pedig magasabb lesz (MOLNAR, 2002). Eurépaban leggyakrabban az
1-es biotipus 2-es és 9-es szerotipusa fordul el6 (MARSTELLER és FENWICK, 1999).
Hazankban 1988-ig kizardlag 1-es és 2-es szerotipusba tartozo torzseket izolaltak, és tovabbra
is a 2-es szerotipus fordul el leggyakrabban (MOLNAR, 2002). A dominansan eléfordulé
szerotipusok eloszlasa azonban orszagonként kiilonbozik, ezért a sertések behozatalakor
mindig szamolnunk kell a kockazattal, hogy esetlegesen 1) szerotipus iiti fel a fejét a hazai

allomanyokban (KUCEROVA, és mtsai., 2005).

Az Actinobacillus pleuropneumoniae okozta fert6zések diagnosztizalasaban "gold standard"-
nak a klinikai tiinetek és a tiid0 elvaltozasok megfigyelésével egyiitt a baktérium izolalasa
tekintheté (MARSTELLER és FENWICK, 1999). Heveny esetekben a koérokozo viszonylag
konnyen 1izoldlhatd, ezzel szemben az idiilt formandl a madasodlagosan megtelepedd

baktériumok a tenyésztést megnehezitik (MOLNAR, 2002).

A korokozét a fertdzott allatok orriiregébdl, mandulaibol, kozépfiilébol és tiidejébdl
izolalhatjuk, habar a baktérium elsddlegesen az alsobb légutak (alveolusok és horgdceskeék)

hémsejtjeihez kotédik (DOM, és mtsai., 1994).
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A baktérium feliileti poliszacharid burkaban (CPS) 1évé szerotipus specifikus antigének
jelenlétét az 5-0s szerotipus burkanak vizsgalata soran irtak le, amelyben legnagyobb
mennyiségben egy hexozamin, a glukozamin fordult el6 (INZANA és MATHISON, 1987).
Késébb a hexozamin tartalomra alapozva vizsgaltak az 1, 2, 5 és 7 szerotipusok burkat. A
CPS mennyiségét a hexozamin tartalom alapjan hatdroztdk meg, ugyanakkor mérték a
fehérjék, valamint a KDO (alfa-ketodeoxioktonat) tartalom alapjan a lipopoliszacharidok
(LPS) mennyiségét. A burokbol nyert kivonat minél kevesebb fehérjét és KDO-t, de minél
tobb CPS-t (hexozamin) tartalmazott, annal kifejezettebb szerotipus specifikussagot mutatott.
Ugyanis a jelen 1évé fehérjék fenollal torténd kivonasaval a keresztreakciok eléfordulasa
csokkent. Ez enged kovetkeztetni a szerotipizalds szempontjabél a CPS fontossagara

(BOSSE, és mtsai., 1990).

Klasszikus és molekularis biologiai mddszerek allnak rendelkezésiinkre, melyek kiillonb6zo
érzékenységiiek a baktérium szerotipizalasa szempontjabol. A burok antigének alapjan térténd
szerotipus-meghatarozasra leggyakrabban a koagglutinaciés, a targylemez-agglutinacios, a
csGagglutinacios, a gylriiprecipitacios, az immundiffuzios, a passziv hemagglutinacios probat

és az ellenaramtt immunelektroforézist alkalmazzak (MITTAL, és mtsai., 1993).

A szerzok tobbsége a passziv hemagglutinacids probat taldlta a legalkalmasabb eljarasnak
specificitas és érzékenység szempontjabél (MOLNAR, 1990). A proba lényege, hogy oldott
antigéneket adszorbedlnak vorosvértestek feliiletéhez, €s pozitiv proba esetén az ellenanyagok
sejtfeliileti antigénekhez torténd kapcsolodasa agglutinacidt eredményez. Ellenkezd esetben a

vorosvértestek éles hatarral jelzetten lelilnek a cs6 aljara (NIELSEN, 1986).

Figyelembe kell venni, hogy kiilonb6z6 teszteket egymas mellett végezve sosem kapunk
teljesen egységes eredményt. A koagglutinacios proba (Co-A), a direkt immunfluorszcencias
modszer (IF) és az agargél-precipitacios proba (AGP) Osszehasonlitdsakor a Co-A teszt
bizonyult a leginkabb érzékeny eljarasnak (MOLNAR, 1990).

A keresztreakciok eléfordulasan kiviill a laboratoriumi koriilmények megléte, az
idoigényesség €s a specifikus antitestek jelenlétének sziiksége miatt egyre inkdbb el6térbe

kertilnek a molekularis bioldgiai médszerek (RAYAMAJHI, és mtsai., 2005).
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Egy kiils6 membran lipoproteint kodolo génre (omlA) alapozott faj-specifikus PCR probak
képesek elkiiloniteni az A. pleuropneumoniae-t a tobbi Pasteurellaceae csaladba tartozo
baktérium fajtol és az egyéb léguti korokozoktol, de a modszer szerotipizalasra alkalmatlan.
Ezzel szemben a multiplex, toxingénekre épiilé PCR probak elénye, hogy egy 1épésben

képesek faj- €s szerotipus meghatarozast is végezni.

A korokozoé 4 fehérje természetii exotoxin termelésére képes (ApxI, ApxII, ApxIll és ApxIV),
melyek citotoxikus és/vagy hemolitikus tulajdonsaguk révén az alveolaris makrofagokat
kérositva okoznak vérzést és elhalast (MOLNAR, 2002). Az Apxl erdsen hemolitikus és
citotoxikus, az ApxIl enyhén hemolitikus és mérsékelten citotoxikus, mig az ApxIIl nem
hemolitikus, de er6sen citotoxikus tulajdonsagi. Az egyes szerotipusok kiilonb6zo
kombinacioban termelik ezeket a toxinokat (1. tablazat). Az ApxIV toxint minden A.
pleuropneumoniae szerotipus termeli in vivo (SCHALLER, és mtsai., 1999), és az el6z0
harom toxintdl eltéréen ezt a toxint csak az A. pleuropneumoniae képes termelni, mig a tobbi
toxint egyéb Actinobacillus fajok is képesek eldallitani (CHO ¢és CHAE, 2001;
RAYAMAJHI, és mtsai., 2005).

1. tablazat: A toxintermelés szerotipusonkénti eloszlasa (RAYAMAJHI, és mtsai., 2005)

Toxinok Szerotipusok
ApxI 1, 5a, 5D, 9, 10, 11, 14
Apxll 10 és 14 kivételével az dsszes szerotipus
Apxlil 2,4,6,8,15
ApxIV 0sszes szerotipus
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Ezen toxinok feleldsek a klinikai tiinetek és a jellemzd korbonctani elvaltozasok
kialakulasaért. Azok az allatok ugyanis, amelyeket kisérletileg Apx toxinokat nem termeld A.
pleuropneumoniae torzzsel fertéztek, nem vagy csak enyhe klinikai tlineteket mutattak,
valamint a boncolasi eredmény is negativ volt vagy csak enyhe hurutos bronchopneumonia
volt lathaté (KAMP, és mtsai., 1997).

Az Apxl és ApxIIl toxinoknak van elsddleges szerepe a sulyos klinikai tlinetek és tiido
elvaltozasok kialakitasaban. Az ApxIl toxin csak enyhébb tiineteket kialakitasara képes
(KAMP, és mtsai., 1997).

Minden szerotipus hasonlo elvaltozast képes kialakitani, attol fiiggetleniil, hogy némely
szerotipus virulensebb a masiknal. A legvirulensebb valtozatok ApxI és ApxIl exotoxint is
képesek termelni, de a feliileten kifejez6d6 poliszacharid antigének mennyisége is
befolyasolja az egyes szerotipusok, valamint a szerotipusokon belill az egyes torzsek

virulenciajat (BOSSE, és mtsai., 2002).

Ugyanakkor az egyes szerotipusok virulenciajat a termelt hemolizinek is befolyasoljak. A
koérokozd két fehérje természetli hemolizin termelésére képes (Hlyl és Hlyll), amelyek hore
érzékenyek és proteazok hatasara inaktivalodnak. Azon szerotipusok, amelyek Hlyl-et, illetve
Hlyl-et és Hlyll-t is termelnek virulensebbek, mivel a Hlyl sokkal erésebb hemolizist képes
okozni, mint a Hlyll. Az egyes szerotipusok kiilonb6z0 kombinacioban termelik ezen

hemolizineket (2. tablazat).

2. tablazat: Hemolizinek szerotipusonkénti termelése

Hemolizinek Szerotipusok
Hiyl 1
Hlyll 2,4,6,7,8
Hlyl és Hlyll 5a, 5b, 9, 10, 11

A 3 és 12-es szerotipusok a vizsgalatok soran nagyon gyenge hemolitikus aktivitast mutattak

(FREY és NICOLET, 1990).
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Az RTX toxincsaladba tartoz6 négy féle toxint (ApxI, ApxIl, ApxIIl és ApxIV) minden

szerotipus kiilonb6z6 kombinacioban termeli, ezt szemlélteti a 3. tablazat (BOSSE, és mtsai.,

2002; RAYAMAJHI, és mtsai., 2005).

3.tablazat: A termelt toxinok szerotipusonkénti eloszlasa (BOSSE, és mtsai., 2002):

Operon

Activitds

MW )
Citotoxicitd Szerotipus
Activdtor Structuradlis Export Hemolizis (kDa)
S
ApxI apxIC apxIA apxIBD erds erds 105-110 | 1,5a,5b,9,10,11
Apxll apxIIC apxIl1A None gyenge mérsékelt | 103-105 | mind, kivéve 10
ApxII | apxIlIC apxIlA | apxIlIBD nincs erbs 120 2,3,4,6,8
ApxIV ORF1 apxIVA Nincs gyenge e 200 Mind
meghatarozott

Korrelaciot figyeltek meg a szerotipusok és a toxintermelés kozott. Az apxIV gén kifejezetten

az A. pleuropneumoniae fajra specifikus. Masik elényds jellemzdéje még, hogy négy

kiilonboz6 méretben termelddik. Az ApxI, ApxIl és ApxIIl toxint egyéb Actinobacillus fajok

is képesek eldallitani, igy az A. rossii, az A. suis és a nem patogén A. porcitonsillarum. Az

Apx toxin génekre alapozott modszert alkalmazva a 2-8-15; az 5a-5b; a 9-11, valamint a 12-

13 szerotipusok kozott keresztreakcio volt megfigyelhetd, igy a toxinprofilok alapjan csupén a

szerotipusok négy csoportja kiilonitheté el (RAYAMAJHI és mtsai., 2005).
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3. Anyag és modszer

3.1 Baktériumtorzsek

A vizsgalatainkba 6t A. pleuropneumoniae torzset vontunk be. Koziiliikk egyet-egyet Baranya
(270/12) ¢és Komarom-Esztergom megyébdl (272/12) szarmazd sertésekbdl vagohidon
izolaltunk, két torzset két Hajdu-Bihar megyei teleprél (51/14, 107/14), mig egy torzset egy
Jasz-Nagykun-Szolnok megyében (85/14) 1évé sertésteleprél szarmazéd allatbol frissen
tenyésztettiink ki. Mind az 6t torzs 1-es biotipusu volt, és a 15 szerotipus tipustorzsével
szemben korabban megtermelt hiperimmun savot hasznalva a passziv hemagglutinacios

probaval egyik ismert szerotipusba sem tudtuk besorolni.

3.2 Baktériumtenyésztés

A friss izolatumokat és a -80°C-on tarolt tanszéki torzseket tripton-szoja agar (TSA) alapu,
10% juhvért tartalmazd véres agarra oltottuk. A szélesztést kovetden a NAD-dependens
torzsek kitenyésztése érdekében Staphylococcus aureusszal dajkatenyészetet hoztunk 1étre. A
taptalajokat aerob koriilmények kozott 24 oraig 5% COq jelenlétében 37°C-os termosztatban
inkubaltuk. A torzseket morfologiai, tenyésztési és biokémiai tulajdonsagaik szerint
hataroztuk meg a standard leirasok alapjan (BARROW ¢és FELTHAM, 2003). A.
pleuropneumoniae-nak itéltilk meg a korokozot, amennyiben a tenyésztés soran a baktérium a
taptalaj feliiletén 1-2 mm atmérd;jii, sziirkésfehér, sima felszinti, béta-hemolizist mutatdé NAD-
fliggd telepeket képezett, valamint mikroszkop alatt vizsgdlva Gram- negativ, kokkoid palca
format mutatott. Az izoldtumok egy-egy telepét tobbszor egymas utan 1% NAD-ot tartalmazo

TSA csokoladé agarra oltottuk tovabb és szintenyészetet hoztunk létre.
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3.3 Hiperimmun savo eléallitasa

Az 6t, altalunk be nem sorolhaténak itélt torzzsel szemben 2014. tavaszan termeltettiink

hiperimmun savét nyulakban.

Az eljaras soran az 6t A. pleuropneumoniae torzset 1% NAD-ot tartalmazo6 csokoladé agaron
elszaporitottuk, majd fiziologids sdoldattal MacFarland 2-es stirliségli baktérium szuszpenziot
allitottunk el6. Minden, az altalunk be nem sorolhatonak itélt térzs antigénjével két-két nyulat
oltottunk. Az els6 oltas alkalmaval 0,5 ml-t injektaltunk bér ala, majd 3-4 napos idékozokkel
1,0; 2,0; 3,0; 3,0; 3,0 ml kovetkezett intravéndsan beadva. Az utolso oltast kovetden egy hét
elteltével keriilt sor a nyulak elvéreztetésére és a savok kinyerésére. Az oltasok soran az egyik

nyul elpusztult.

3.4 Szerotipizalas

3.4.1 Passziv hemagglutinaciés préoba

A szerotipizalashoz a tipustorzsekkel és az 6t izolatummal szemben nyulakban termelt
hipperimmun savot hasznaltuk. A probat 96 lyuka U-alaka mikrotitrald lemezeken végeztiik.
A tenyésztett baktériumot 5 ml fiziologias sooldatba szuszpendaltuk (MacFarland 2-es
stiriség), majd egy orara 56°C-0s vizfiirdobe helyeztiik. Ezutdn 50 pl, elézdleg haromszor
fiziologias sooldattal mosott friss juh vordsvértest-szuszpenziot adtunk hozza, és 37°C-0s
vizfiirdében egy oraig inkubaltuk. Ezutan haromszor 10 percen keresztiil fiziologias sdoldattal
mostuk. Majd az érzékenyitett vorosvértesteket 10 ml fiziologids séoldatba szuszpendaltuk. A
mikrotitralé lemez minden mikrocsévébe 50 pl fizioldgias sdoldatot mértiink, majd a termelt
hiperimmun savokbol 50-50ul-t adtunk az elsd oszlop mikrocséveibe. Ebbol log-2 alapt
higitasi sort készitettiink. Ezt kovetden a lemez minden mikrocsévébe 50ul-t mértiink a
baktérium szuszpenziobol, mint antigént. A lemez utols6 sora szolgalt negativ kontrollként,

ezekbe a mikrocsévekbe savot nem, csak baktérium szuszpenziot mértiink.
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A passziv hemagglutinaciés probaval a vizsgalatba vont mind az &t A. pleuropneumoniae
torzset megvizsgaltuk mind a 9 frissen termelt hiperimmun savoval, majd e savokat
reagaltattuk az A. pleuropneumoniae 15 tipustorzsébdl késziilt antigénnel is. A lemezeket két
oran keresztiil szobahdmérsékleten tartottuk, majd hiitébe (+4°C) helyeztiik és 24 6éra milva a
reakciokat elbirdltuk. Amennyiben az ellenanyag kotédott a vordsvértest feliiletére
adszorbealt antigénhez, vagyis a proba pozitivnak bizonyult, a mikrocsében agglutinacid valt
lathatova, ellenkezd esetben, amikor nem alakult ki reakcid, a vorosvértestek a csé aljara

iilepedtek (4. abra).

4. abra: Pozitiv és negativ eredményii passziv hemagglutinaciés proba
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3.4.2 PCR vizsgalat

Az izolalt torzsek szerotipizalasat polimerdz lancreakcidval is elvégeztik. A modszer

alkalmassagat a tipustorzsek szerotipizalasaval ellendriztiik.

1. lépés: A DNS kivondsa (QIAGEN QIAamp® DNA Mini Kit)

A -80°C-on tarolt baktériumtdrzseket NAD-ot tartalmazo csokoladé agarra oltottuk, majd 24
oras inkubacidt kovetden végeztiik el a DNS kivonasat. A taptalajokrol egy-egy oltdkacsnyi
telepet szuszpendaltunk 180 pl Buffer ATL-ben. 20 ul Proteinaz K hozzaadasa utan alaposan
Osszeraztuk, és 12 6ran at 56°C-on inkubaltuk a baktérium teljes feloldodasaig. A csdben 1€vo
cseppeket gyors centrifugalassal eltavolitottuk, majd 200 pl Buffer AL hozzdadasat kdvetden
15 maésodpercig vortex segitségével homogenizaltuk a mintat. Ezt egy 10 percig tartd
inkubacié kovette 70°C-on és egy ismételt rovid centrifugalds, melynek a végén 200 pl
etanolt (96%) adtunk az oldathoz, majd ismét dsszeraztuk és lecentrifugaltuk, végiil pedig egy
2 ml-es gyijtécsobe helyeztiik a mintat (QIAamp Spin Column). 1 perc alatt 6000 g/perccel
lecentrifugaltuk és egy steril 2 ml-es gylijtécsdbe pipettdztuk bele a leszlirt oldatot. 500 pl
Buffer AW1 hozzaadasa utan megismételtiik az elobbi 1 perces centrifugéldst és a szlirlet
ismét egy steril gylijtécsébe keriilt. Ezutan 500 ul Buffer AW2-t adtunk hozza és ekkor mar
teljes sebességen centrifugaltuk az oldatot 3 percen keresztiil. Végiil 200 ul Buffer AE
hozzaadasat kovetéen 1 Oran at szobahOmérsékleten inkubaltuk az igy kinyert DNS mintét,

majd a felhasznalasig eltelt idore mélyhtitbe (-20°C) tettiik.
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2. léepés: A PCR termék dsszedllitasa

A PCR vizsgalat soran 5 primer part hasznaltunk a 4 Apx gén amplifikasara (5. abra).

GeneBank
Name Sequence (5'-3) acoession RO. Position
APXIAF ATC GAR GTA CAT CGC TCG GA X52899 275=295
APXIAR CGC TAA TGC TAC GAC CGR AC X52899 968-998
APXIBF TTA TCG CAC TAC CGG CAC TT X68595 4102-4121
APXIBR TGC AGT CAC CGA TTC CAC TA X68595 4893-4913
APXIIF GAA GTA TGG CGA GAA GRA CG AY736188 973-993
APXIIR CGT AAC ACC AGC AAC GAT TA AY736188 1918-1938
APXIIF GCA ATC AGT CCA TTG GOG TT X80055 9558=9578
APXIIR GAC GAG CAT CAT AGC CAT TC X80055 99349954
APX4DWN-L* GCG ARR CRA TTC GAX GGG AF021919 6459-6442
APXIV-IR* GGC CAT CGA CTC AAC CA AF021919 4111=4128

5. abra: A felhasznalt primerek és azok oligonukleotid szekvenciaja

(RAYAMAJHI, és mtsai., 2005)

Kiilonb6z6 PCR programot és terméket alkalmaztunk a kis- és nagy bazisparti primereknél (4.

és 5. tablazat)

4. tablazat: A nagy bazispara primereknél alkalmazott PCR program és termék 6sszedllitasa

Nagy bazisparu primer: ApxIVA

PCR termék osszetevai (ul)

PCR program

Viz 36,35 1. kezdeti denaturalas
Taq buffer (Mg2+- 5 94 °C, 5 perc
mentes) (Fermentas) 2. denaturalas (35 kor)
94 °C, 35 masodperc
25 mM MgClI2 3
(Fermentas) 3. primer tapadas (35 kor)
52 °C, 40 masodperc
10mM dNTP (Fermnetas) 1,25
4. szalszintézis (35 kor)
25uM forward primer 1 72 °C, 3 perc
25uM reverse primer 1
5U/ul Taq polimeraz 0,4 5. végso szalszintézis
(Termo Scientific) 72 °C, 10 perc
6. lehtités
templat DNS 2 4°C
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5. tablazat: A kis bazispart primereknél alkalmazott PCR program ¢és termék Osszeallitasa

Kis bazisparu primerek: ApxIA, ApxIB, ApxII, ApxIII

PCR termék osszetevai (ul)

PCR program

Viz 39,8 1. kezdeti denaturalas
10x dream Tagq buffer 5 95 °C, 10 perc
(green)
(Fermentas) 2. denaturalas (35 kor)
95 °C, 30 masodperc
2mM dNTP (Fermentas) 1
3. primer tapadas (35 kor)
55 °C, 45 masodperc
25uM forward primer 1
4. szalszintézis (35 kor)
25uM reverse primer 1 72 °C, 1 perc
5U/ul Taq polimeraz 0,2
(Termo Scientific)
templat DNS 2 5. végso szalszintézis
72 °C, 10 perc
6. lehiités
4°C

3. lépés: Agargél elekiroforézis

Az eljaras soran Trisz-acetat-EDTA futtaté puffert alkalmaztunk. A nagy bazispara primerek

futtatdsa esetén 1%-os agarozgélt (SERVA agar6z), a kis bazisparti primerek futtatdsanal

pedig 2%-os agarozgélt hasznaltunk. Mivel az agardz olvadaspontja 90°C, ezért a gél

felolvasztasa utan hiités kozben adtuk hozz4 a GR Safe DNS festéket (Fermentas, Biocenter).

A nagy bazisparti mintakat a betdltés eldtt 1:6 ardnyban loading pufferrel kevertiik 6ssze. A

kis bazispart mintdknal erre nem volt sziikség, mert mar a PCR termék 6sszeallitasakor to1td

puffert tartalmazd anyagot hasznéaltunk (10xdream Taq buffer, green, Fermentas). Az elsd

zsebbe a molekulasily jelzésére szolgalo futtatd 1étrat (GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus,

Thermo Scientific) pipettaztunk. Végezetiil elektromos térbe helyezve az agardzgélt 30 percig

futtattuk 100 V-on. Az eredmény elbiralasa érdekében a gélt UV-fénnyel atvilagitottuk, és a

lathatova tett DNS fragmentumok méretét a molekulasuly jelz6hoz viszonyitva olvastuk le.
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4. Eredmények

4.1 Passziv hemagglutinacios proba

Az oltasok soran az egyik nyul elpusztult, igy kilenc 0j hiperimmun savot vizsgaltunk. A
vizsgalt 6t A. pleuropneumoniae térzs nem reagalt a tipustorzsekkel szemben korabban
termeltetett savokkal, viszont mindegyik torzs esetében hemagglutinacié6 mutatkozott a vele
szemben termelt hiperimmun savoval. Mind az 6t torzs pozitiv reakciot adott a vizsgalt négy
masik A. pleuropneumoniae torzzsel szemben termelt hiperimmun savéval is (6. tablazat).
Az A. pleuropneumoniae 15 tipustorzsébdl eldallitott antigén viszont nem agglutinalodott a

jelen munka soran termelt 9 hiperimmun savé egyikével sem (7. tablazat).

6. tablazat: Az 6t térzs reakcidja a veliik szemben termelt savokkal

Vac\il ::rtz:zks‘::véi il 272/12 51/14 85/14 107/14
270/12 1404 ++4+ +++ +++ +++ ++
1405 +++ +++ ++ ++ ++
272/12 1406 ++ ++ ++ ++ ++
1407 + ++ + + +
51/14 1410 +++ ++4+ ++4+ +++ ++
1411 + ++ + ++ ++
85/14 1413 + ++ + ++ ++
107/14 1416 + ++ ++ ++ ++
1417 ++ ++ ++ ++ ++

titer értékek: +:640; ++:1280; +++:>2560
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7. tablazat: A tipustorzsek reakcioi az 6t torzzsel szemben termelt savokkal

Tipustorzsek
Vad torzsek 1 2 3 4 | 5a|5b| 6 7 8 9 (10|11 |12 (13 |14 | 15
savoi
270/12 1404 | - - - - - - - - - - - - - - - -
1405 | - | - | - | - | - - -] -0-1-1-1-1-"1-1-1-

272/12 1406 | - - - - - - - - - - - - - - - -
1407 | - | - | - | - | - - |- -1-1-1-1-71-/1-1-71-

51/14 1410 | - - - - - - - - - - - - - - - -
1811 | - | - | - | - | - - -

85/14 1413 | - - - - - - - - - - - - - - - -
107/14 1416 | - - - - - - - - - - - - - - - -
1817 | - | - | - | - | - - -]

4.2 PCR vizsgalat

A polimeraz lancreakcidval kapott eredményeket Rayamajhi és mtsai. (2005) alapjan biraltuk

el. A tipustorzsekkel végzett vizsgalataink megegyeztek az altaluk leirtakkal.

A passziv hemagglutinacids vizsgalat soran be nem sorolhatd szerotipusnak itélt toérzsek
mindegyike a PCR proba soran az 5a/S5b szerotipus eredményét adta, ezen szerotipusok

elkilonitését ez a PCR modszer nem teszi lehetové.
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5. Kovetkeztetések

Vizsgalataink eredménye alapjan az oOt, kiilonbozé sertés allomanybol izolalt A.
pleuropneumoniae torzs passziv hemagglutinacioban egyforman viselkedett, kizarélag a
homolég és a masik négy torzzsel szemben termelt savoval adott pozitiv reakciot, igy e
torzsek egy szerotipust képviselnek. Semmilyen keresztreakcid nem mutatkozott e torzsek és

az A. pleuropneumoniae 15 tipustorzse k6zott.

A toxingéneken alapuld PCR vizsgalat alapjan mindegyik torzs az 5a vagy 5b szerotipusba

sorolhato.

Eredményeink igazoljak, hogy a kiilonb6zé hazai sertésallomanyokbdl izolalt o6t A.
pleuropneumoniae torzs azonos szerotipusba tartozik, és ez a szerotipus eltér az A.
pleuropneumoniae mind a 15 szerotipusatol, igy 0j szerotipusnak mindsiil. Ez az 0j szerotipus
a szerotopizalasra alkalmazott toxingéneken alapuldo PCR vizsgalattal nem kiilonithetd el az

A. peluropneumoniae 5a és 5b szerotipusatol.
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6. Osszefoglalé

Az Actinobacillus pleuropneumoniae egy vilagszerte, igy hazankban is el6fordulod, sertések
vérzéses-elhaldsos tiido- és fibrines mellhartya gyulladasat okozo6 baktérium. Elsdsorban a 12-
16 hetes sertéseket érinti a bantalom, de sulyos megbetegedést alakithat ki a hizlalas végén is,
ezaltal nagy gazdasagi kart okozhat. A betegség megjelenését kiilonféle hajlamositéd tényezok,
elsdsorban a nagylizemi, zart tartdstechnologiabol adodo stressz és zsufoltsdg, valamint a
tarsfertézések segitik eld. A betegség tulheveny, heveny ¢és idiilt formaban jelentkezhet,

diagnosztizalasat jelentdsen megkonnyiti a jellemzo klinikai és korbonctani kép kialakulasa.

A korokoz6 a Pasteurellaceae csaladba tartozd igényes, Gram-negativ baktérium. Két
biotipusat és 15 szerotipusat kiilonboztetjiik meg, melyek kozott gyakoriak a keresztreakciok.
Az 1l-es biotipusba tartozo torzsek novekedésiikhoz NAD-ot igényelnek, mig a 2-es
biotipusba tartozok NAD nélkiil is tenyészthetok.

Munkénk soran a tanszék torzsgylijteményébdl szarmazo, korabban be nem sorolt és heveny
elvaltozasokat mutatd sertés tiidokbol frissen izolalt A. pleuropneumoniae torzseket
szerotipizaltunk klasszikus- és molekularis bioldgiai modszerrel. A torzsek mindegyikét a
tenyésztési és biokémiai tulajdonsagaik alapjan a NAD-dependens, 1-es biotipusba soroltuk.
A szerotipizalast passziv hemagglutinacioval, majd PCR probaval is elvégeztiikk, hogy a

kapott eredményeket 6sszehasonlithassuk.

A tipustorzsekkel szemben termeltetett savokkal végzett passziv hemagglutinaciés proba
soran egyik torzset sem sikeriilt szerotipizalnunk. Ezek az altalunk nem besorolhatonak vélt
torzsek csupan az elleniik frissen termeltetett savokkal adtak pozitiv reakciot. A toxingénekre
alapozott PCR proba alapjan a torzsek 5a/5b szerotipusba tartoznak. Ez a két szerotipus a
toxinprofil alapjan nem valaszthatd szét, ugyanis ezzel a moddszerrel a keresztreakciok

eléfordulasa miatt a szerotipusoknak csak négy csoportjat tudjuk elkiiloniteni.

Vizsgalataink eredménye alapjan egy 0j, nem besorolhat6 szerotipust sikeriilt izolalnunk.
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/. Summary

COMPARATIVE EXAMINATION OF NON TYPABLE
ACTINOBACILLUS PLEUROPNEUMONIAE STRAINS ISOLATED IN
HUNGARY

Actinobacillus pleuropneumoniae is the causative agent of hemorrhagic-necrotic pneumonia
and fibrinous pleuritis of swine throughout the world. The bacterium is a Gram negative,
facultative anaerobic, fastidious and facultative pathogenic one, it is present on the mucous
membrane of the respiratory tract of swine and can cause disease in case of different
predisposing factors in growing pigs. The disease can be peracut, acute and chronic and the
typical clinical signs and pathological lesions help the diagnosis.

On the basis of NAD requirement for growth A. pleuropneumoniae biotype 1 (NAD-
dependent) and biotype 2 (NAD-independent) can be distinguished. After combining the
previous typing systems 15 serotypes can be differentiated.

The aim of the study was serotyping recently isolated A. pleuropneumoniae strains and the
previously non typable strains from the culture collection of the Department of Microbiology
and Infectious Diseases. According to the biochemical and cultural properties all strains were
classified as NAD-dependent biotype 1 ones. In order to compare the results, serotyping was

carried out by indirect haemagglutination test and molecular biological (PCR) methods.

None of our strains showed positive reaction with antisera produced against type strains, they
were regarded non typable, but they showed positive reactions with the antisera raised against
them. According to the PCR test based on detection of toxin genes, the strains belong to the
5a/5b serotypes. These two serotypes cannot be differentiated on the basis of the toxin profile,
since only four groups of serotypes can be differentiated in this method, due to cross-

reactions.

According to the results of isolates seem to represent a new serotype.
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