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1. Osszefoglalas

A Bordetella avium és Ornithobacterium rhinotracheale vilagszerte el6forduld,
légz6szervi megbetegedést okozd baktériumok, melyek szamos madarfajt képesek
megbetegiteni. A kialakul6 tinetek sulyossaga fligg a kérnyezeti tényezdktél és az esetleges
tarsfertézésektél, azonban a megbetegedések jarulékos koltségeik és széles korl
elterjedtséguik miatt komoly gazdasagi karokat okozhatnak.

Munkank célja kiilénb6z6 gazdafajokbdl izolalt és eltérd foldrajzi teriletekrdl szarmazoé
B. avium és O. rhinotracheale térzsek feno- és genotipizald modszerekkel torténd jellemzése
volt, valamint olyan molekularis modszer kivalasztasa, amellyel kis munka- és eszkdzigénnyel
is vizsgalhat6 e két kdrokozo valtozatossaga.

A vizsgalatokba bevont tdrzseket fajspecifikus polimeraz lancreakcié (PCR)
segitségével azonositottuk, majd fenotipusos tulajdonsagaikat vizsgaltuk. Ezen tulajdonsagok
elemzése soran a B. avium tdrzsek egységeseknek bizonyultak, az O. rhinotracheale
izolatumok viszont nagyobb valtozatossagot mutattak. Vizsgaltuk a baktériumok ureum-bonto
és nitrat-redukal6 valamint a triptofan-bonté képességét. Az izolatumok szénhidrat hasznosito
képességét arabindz, dulcit, glikdz, laktdéz, maltdz, szachardz és szorbit tartalmu taplevesben
ellendriztik. A biokémiai prébakban a B. avium térzsek a fajra jellemzé modon egységesen
negativ eredményt adtak. Az O. rhinotracheale izolatumok indol és nitrat tesztben negativ,
urea tesztben pozitiv eredményt adtak, a szénhidratok hasznositdsaban pedig valtozatos
képet mutattak.

A Dbaktériumtdrzsek novekedési sajatossagait négy taptalajon, harom kulénb6z6
hémérsékleten (31, 37 és 41 °C) vizsgaltuk. A B. avium és O. rhinotracheale torzsek
mindharom vizsgalt hédmérsékleten ndévekedtek. Az O. rhinotracheale szamara a vérrel
kiegészitett taptalajok jelentették az idedlis kozeget. Az O. rhinotracheale térzsek 61%-a 48
6ra 37°C-on torténd tenyésztést kovetden 48 éran at szobahdmérsékleten valo inkubalas utan
B-hemolizis jeleit mutatta.

Hemagglutinaciés préobakban hazityuk-, kacsa-, 16-, szarvasmarha-, juh- és nyulvérrel
vizsgalva a B. avium tdrzsek jobb agglutinacios képességet mutattak, mint az
O. rhinotracheale izolatumok. A B. avium térzsek a nyul vorésvértestekkel (vvt) egyaltalan nem
reagaltak. Kacsa vvt-vel csak egy, hazityuk vvt-vel pedig két térzs nem adott reakciét, 16 és juh
vvt-kel az izolatumok 78,9%-a, mig szarvasmarha wvvt-kel 52,6%-uk reagalt. A 16,
szarvasmarha és juh vvt-ket az O. rhinotracheale torzsek egyaltalan nem agglutinaltak.
Legnagyobb aranyban a hazityuk (a térzsek 9%-a), a kacsa valamint a nyul vvt-kel (a torzsek
14-14%-a) adtak reakciét az izolatumok. Vizsgalatunk alapjan nem figyelhetd meg gazdafaj-
specificitdas az O. rhinotracheale hemagglutinacios képességében. Valdszinisithetd, hogy

mas baktérium fajokhoz hasonldan, az O. rhinotracheale torzsek esetén is valamilyen adhezin
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jelenlétét jelzi a hemagglutinacios képesség. Mivel a kérokozd széles gazdaspektrummal
rendelkezik, ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az O. rhinotracheale adhezinek
esetében nem beszélhetink a fajon bellli, egyes madarfajokhoz adaptalodott kérokozd
csoportokrol.

Az O. rhinotracheale torzsek szerotipusanak meghatarozasa hagyomanyos agargél-
precipitaciés probaban tortént. Az 59 mezei izolatum kozul legnagyobb szamban az A
szerotipusba tartozé térzsek fordultak elé (82,8%). Két izolatumot (3,4%) B szerotipusuként,
Ot torzset (8,6%) pedig D szerotipusuként azonositottunk. Harom térzs (5,2%) nem volt
tipizalhato az A-E szerotipusok ellen termeltetett savokkal.

A korongdiffuziés modszerrel végzett antibiotikum-érzékenység vizsgalatok soran az
O. rhinotracheale toérzsekkel szemben a kloramfenikol, a spektinomicin és a tilmikozin
bizonyult a leghatékonyabbnak. A térzsek nagy szazaléka rezisztens volt gentamicinnel,
nalidixsavval, szulfametoxazol-trimetoprimmel és polimixin B-vel szemben. A B. avium
torzsekkel szemben a doxiciklin, gentamicin, polimixin B, spektinomicin, szulfonamidok,
ciprofloxacin, eritromicin, szulfametoxazol-trimetoprim és oxitetraciklin is hatékony volt.

A fenotipusos tulajdonsagok elemzése soran feltart kilonbségek nem mutattak
Osszefliggést a torzsek gazdafaji eredetével, azaz nem tekinthetéek a fajon bellli, egyes
madarfajokhoz valé gazdaadaptacio jeleinek.

A 16S rRNS génjének részleges filogenetikai elemzése soran a B. avium torzsek teljes
azonossagot mutattak, mig az O. rhinotracheale izolatumok két klaszterbe rendezddtek.

ERIC-PCR (Enterobaktériumokbdl leirt intergénikus konszenzus szekvencia)
segitségével az O. rhinotracheale tdrzsek tizenharom mintazatot adtak. Az M13 primerrel
végzett RAPD (random amplifikalt polimorf DNS) vizsgalattal tiz csoportot kaptunk. Tovabbi
két (OPG 11 és OPH19 primerrel végzett) RAPD vizsgalat két-két f6 tipusba sorolta a
torzseket, ezért ezeket kevésbé talaltuk alkalmasnak a hazai O. rhinotracheale izolatumok
valtozatossaganak vizsgalatara. Sem az ERIC- sem a RAPD-mintazatok nem mutattak
Osszefliggést az izolalas helyével és idejével, azonban a hazityuk eredetl toérzsek
valtozatosabbnak bizonyultak, mint a pulykabdl izolalt térzsek.

Kilenc B. avium térzs multi-l6kusz szekvencia tipizalas (MLST) analizise soran a hét
vizsgalt gén kozul négy szekvencigjaban mutattunk ki pontmutaciokat, igy harom Uuj
szekvencia tipust azonositottunk, mig a tovabbi négy vizsgalt torzs az adatbazis eddigi

egyetlen B. avium torzsével azonos szekvencia tipusba tartozik.



Summary

Bordetella avium and Ornithobacterium rhinotracheale are pathogenic bacteria of
worldwide distribution that cause respiratory disease in several avian species. The severity of
clinical signs is affected by environmental factors and concurrent infections; nevertheless, both
diseases cause considerable economic losses due to collateral expenses and the worldwide
prevalence of these pathogens.

The aim of this work was to characterize B. avium and O. rhinotracheale strains of
different host and geographical origin by various pheno- and genotyping methods and to select
a molecular typing method that does not require expensive equipment and is not labour
intensive.

The examined strains were identified by species-specific polimerase chain reactions
(PCR). The B. avium strains proved to be uniform in their phenotypic properties, while the
O. rhinotracheale isolates showed higher variability in these tests. The isolates were examined
for production of indole, urease, nitrate reductase, and the fermentation of arabinose, dulcitol,
glucose, lactose, maltose, sucrose, and sorbitol was also tested. The B. avium strains were
uniformly negative in conventional biochemical tests. The O. rhinotracheale isolates were
negative in the indole and nitrate tests and positive in the urea test. Their ability to use different
sources of carbohydrates was variable.

The growth requirements of the strains were tested on four different solid media at three
different temperatures (31, 37, and 41 °C). Both B. avium and O. rhinotracheale strains grew
at all three temperatures. Agars supplemented with sheep blood proved to be the ideal growth
media for the growth of O. rhinotracheale. 61% of the O. rhinotracheale strains showed signs
of B-haemolysis after incubation for 48 hours at 37°C followed by 48 hours at room
temperature.

The B. avium strains showed more intensive hemagglutinating activity with chicken,
duck, horse, cattle, sheep and rabbit erythrocytes (RBCs) than the O. rhinotracheale isolates.
None of the B. avium strains gave any reaction with rabbit RBCs. Only one and two B. avium
strains did not agglutinate duck and chicken RBCs, respectively. The O. rhinotracheale strains
did not react at all with horse, cattle and sheep RBCs. The highest numbers of reactions were
observed with chicken (9%), duck and rabbit (14-14%) RBCs. No host-specificity could be
observed in the hemagglutinating activity of the O. rhinotracheale strains. Hemagglutinating
activity is most likely the indicator of the presence of an adhesin-like structure in
O. rhinotracheale, as seen in other bacterial pathogens.

The serotypes of the O. rhinotracheale strains were determined in an agar-gel

precipitation test. Most of the 59 field isolates belonged to serotype A (82.8%). Two strains



were serotype B (3.4%) and five were serotype D (8.6%). The serotype of three strains (5.2%)
could not be determined using the five most common serotype-specific sera (A-E).

Chloramphenicol, tilmicosin and spectinomycin were the most effective antibiotics
against O. rhinotracheale isolates in disk-diffusion tests. A high percentage of the strains were
resistant to gentamicin, nalidixic acid, sulfamethoxazol-trimethoprim and polymixin B.
Doxycycline, gentamicin, polymixin B, spectinomycin, sulphonamids, ciprofloxacin,
erythromycin, sulfamethoxazol-trimethoprim and oxytetracycline were all effective against the
B. avium strains.

Differences in phenotypic characteristics of the strains did not correspond to their host
origin, thus cannot be regarded as a sign of host adaptation of O. rhinotracheale subgroups to
different host bird species.

The phylogenetic analysis of the partial sequence of the 16S rRNA gene revealed a
100% similarity of the B. avium strains, while O. rhinotrachealestrains formed two clusters.

Thirteen distinct patterns were identified with ERIC-PCR, and the RAPD (Random
Amplified polymorphic DNA) assay with the M13 primer assigned the O. rhinotracheale isolates
to 10 different patterns. The other two RAPD assays assigned the isolates into two groups,
thus were found to be unsuitable for distinguishing the Hungarian isolates. No correlation was
found between the ERIC- or RAPD patterns and either the place or year of isolation, however,
the strains isolated from chickens were more heterogeneous on ERIC-PCR than the isolates
recovered from turkeys.

Multi-locus sequence typing (MLST) analysis of nine B. avium strains revealed point
mutations in four genes out of the seven examined gene sequences. Three new sequence
types were identified, and four strains belong to the same sequence type as the only other
strain in the Bordetella MLST database.



2. Bevezetés

A légzbszervi megbetegedések  vilagszerte gyakran fordulnak el6 a
baromfiallomanyokban. A megbetegedések koroktanaban virusok, baktériumok és gombak
egyarant szerepelhetnek, mind dnalldan, mind mas korokozokkal egyittesen. A betegség
kialakulasahoz nem fert6z6 korokok (pl. nem megfelelé klimatikus viszonyok, az istallo
levegbjének magas ammoniatartalma, zsufoltsag) is hozzajarulhatnak. A 1égz6szervi
megbetegedést gyakrabban okozé baktériumok az Escherichia coli, Avibacterium
paragallinarum, Pasteurella multocida, Riemerella anatipestifer, Mycoplasma fajok, B. avium,
és az O. rhinotracheale.

A B. avium és O. rhinotracheale altal kialakitott betegségek tdbbnyire nem jarnak sulyos
klinikai tinetekkel. Az O. rhinotracheale fert6zottség brojlerekben leggyakrabban 2—-8 hetes
korban figyelheté meg, t0j6- és tenyészallomanyokban pedig a tojastermelés cslcsan jellemzé
a megbetegedés. A konnyezéssel, orrfolyassal, kbhdgéssel, tisszogéssel jard betegség a
fertézést kdvetd 5-7. nap korll gyakran megszlnik. Az enyhe légzészervi tineteket egyes
esetekben sulyos dyspnoe, levertség, sinusitis kdvetheti. A bordetellosis tébbnyire szintén
enyhe légzbszervi tlinetekkel jaré6 megbetegedés. A fert6zott allatokon tlisszdgés, kdhdgeés,
savos orrfolyas, konnyezés figyelheté meg. A légutak gyakran mucinosus valadékkal telnek
meg, ami nehézlégzéshez vezet, ritkabban fulladas is kialakulhat. A klinikai gyakorlatban
kulonféle tarsfert6zések és/vagy tartastechnoldgiai hibak sulyosithatjak mindkét betegség
lefolyasat. A két koérokozd jelentbéségét a ndvekedésben valdé visszamaradas, a
takarmanyhasznositas romlasa, a tojastermelés csokkenése, a keltethetéség romlasa, a
megndvekedett mortalitas, a gyodgyszerkdltségek noévekedése és a vagoéhidi kobzasok
koévetkeztében kialakulé gazdasagi kartétel adja.

Vizsgalataink célja B. avium és O. rhinotracheale torzsek hazai baromfiallomanyokbal
és vadmadarakbdl valo izolalasa, majd az igy létrehozott térzsgylijtemény baktériumai kozotti
valtozatossag felderitése volt. Ennek soran elészdr hagyomanyos, fenotipusos tulajdonsagok
vizsgalatan alapulé moédszerekkel jellemeztik térzseinket. Célunk volt, hogy felderitsiik, hogy
az esetlegesen feltart kildnbségek 6sszefliggnek-e az izolatumok gazdafaji eredetével, és
tekinthet6ek-e ezen két, széles gazdaspektrumu kérokozé esetében az egyes madarfajokhoz
val6 adaptalodas jeleinek. A kovetkez6 Iépésben a torzsek szikebb korében azok genetikai
allomanyat 0Osszehasonlitd, molekularis moddszerekkel elemeztik a két baktériumfaj
magyarorszagi izolatumai korében tapasztalhato valtozatossagot.

Vizsgalataink soran arra torekedtlnk, hogy olyan tulajdonsagokat hatarozzunk meg,
amelyek alapjan a B. avium és O. rhinotracheale fajokon belll tobb tulajdonsagukban

megegyez6 toérzscsoportokat irhatnak le. Célunk volt olyan korszerl, molekularis médszer



kivalasztasa, amellyel kis munka- és eszkdzigénnyel is vizsgalhatdo e két kérokozo faj

valtozatossaga, lehetévé téve igy jarvanytani vizsgalatok elvégzését is.

10



3. Irodalmi attekintés

3.1. Ornithobacterium rhinotracheale

3.1.1. Torténet

Az O. rhinotracheale altal okozott betegséget el6szor Dél-Afrikaban figyelték meg brojler
hazityukban 1991-ben, azonban az izolalt Gram-negativ, polimorf palcakat akkor még nem
siker(llt azonositani. A korokozé elsé leirasa Charlton és mtsai. (1993) nevéhez fliz6dik, 6k
azonban csak még ismeretlen Gram-negativ, polimorf palcaként jellemezték izolatumaikat.
Tovabbi vizsgalatokat kovet6en, Vandamme és mitsai.-tol (1994) kapta nevét az U
baktériumfaj 1994-ben. Kés6bb németorszagi torzsgyljtemények vizsgalata soran kidertilt,
hogy ezt a kérokozét mar korabban is izolaltak: 1981-ben pulykabdl, 1983-ban vetési varjubdl,
valamint 1990 el6tt Belgiumban, az USA-ban és Izraelben is (Vandamme és mtsai., 1994).
Feltételezhet, hogy tovabbi, akkoriban Pasteurella-, Haemophilus paragallinarum illetve
Riemerella anatipestifer szerli baktériumoknak tulajdonitott korképek hatterében is

O. rhinotracheale fert6zottség allt (van Empel és Hafez, 1999).

3.1.2. A kérokozé tulajdonsagai

Az O. rhinotracheale Gram-negativ, polimorf, nem mozgd, nem spoéras, palca alaku
baktérium. Rendszertanilag az V-6s rRNS szupercsaladba tartozé Cythophaga-
Flavobacterium-Bacteroides torzs tagja, a legkdzelebbi rokonsagot a szintén baromfipatogén
Riemerella anatipestifer-rel és Coenonia anatina-val mutatja (Chin és mtsai., 2013).

5-10% CO:; jelenlétében 5%-o0s juhvéres agar taptalajon tenyésztve 24 6ra utan telepei
aprok, tlszurasnyiak, 48 6ra utan 1-3 mm atmérdjl, kerek, szabalyos alaku, szurkésfehér-
attetszd, harmatcseppszerii, domboru telepeket képez, amelyek vajsavas illatuak és nem
hemolizalnak (Chin és mtsai., 2013; Hafez, 2002). A frissen izolalt vagy levestenyészetbdl
kioltott torzsek telepei eltér6 nagysaguak lehetnek, azonban atoltas utan méretik egységessé
valik (Hafez, 2002).

A kbézelmultban beszamoltak néhany olyan torzsrél is, amely a szokasos inkubaciét
kévetd 48 draban, szobahémérsékleten véres agaron B-hemolizald telepeket hozott létre
(Tabatabai és mtsai., 2010).

Az egyes torzsek eltérd gyorsasaggal néhetnek a hagyomanyos biokémiai prébak soran
alkalmazott tapkézegben (Canal és mtsai., 2005; Vandamme és mtsai., 1994). A térzsek

legtébbje a prébakban az 1. tablazatban lathaté eredményeket adja.
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1. tablazat: Az O. rhinotracheale néhany jellemzé biokémiai tulajdonsaga mas légz&szervi
baktériumokkal 6sszevetve (Hafez, 2002 alapjan)
(Or: O. rhinotracheale, Ba: B. avium, Ra: R. anatipestifer, Pm: P. multocida, Ap: A. paragallinarium)

Biologiai, biokémiai tulajdonsag Or Ba Ra Pm Ap
hemolizis +/- - - - R
oxidaz aktivitas + + + + -
katalaz aktivitas - + + + -
arginin dihidrolaz aktivitas + + + - -
B galaktozidaz aktivitas + + - - +
eszkulin-hidrolizis - - +/- - -
indol termelés - - +/- + i,
nitrat redukcio - - - + +
ureum bontas + - +/- - -
Voges-Proskauer préba + - + - -
savtermelés
szénhidratok bontasa:
arabindz - - - - -
dulcit - - - +/-
galaktoz +/- - - + -
glikoz +/- - ; + +
laktoz +/- - - - R
maltéz +/- - - - +
szacharoz +/- - - + +
szorbit +/- - - +/- +/-

3.1.3. Jarvanytan

Az O. rhinotracheale szamos orszagban el6fordul. Az USA-ban (Charlton és mitsai,
1993), Braziliaban (Canal és mtsai., 2005), Indidban (Murthy és mtsai., 2008b), Tajvanon (Tsai
és Huang, 2006), Dél-Afrikaban, illetve Eurdpa tébb allamaban (Németorszag, Hollandia,
Franciaorszag, Egyesiilt Kiralysag, Belgium) is leirtdk mar az altala kialakitott betegséget (van
Empel és Hafez, 1999; van Veen és mtsai., 2001). Az ornithobacteriosis elsé magyarorszagi
leirdsa Tanyi és mtsai. (1995) nevéhez fizédik.

Bar a legsulyosabb tlneteket pulykaban idézi el6, vilagszerte kimutattak mar az
O. rhinotracheale fert6zéttséget hazityikban, gyodngytyukban, hazikacsaban, haziludban,
galambban, facanban, fogolyban, firjben, struccban, siralyban, sélyomban és vetési varjiban
is (Hafez és Lierz, 2010; Tsai és Huang, 2006). Molekularis vizsgalatok és az antibiotikum
rezisztencia-mintazatok kozott taldlhatod eltérések alapjan feltételezik, hogy a koérokozo
vadmadarakbdl kerilt at a ktlonféle hazimadar fajokba (Amonsin és mtsai., 1997; Devriese és
mtsai., 1995). Emberben eddig nem irtak le fert6zottséget, igy kdzegészségugyi jelentéséget

nem tulajdonitanak a kérokozénak (van Empel és Hafez, 1999).
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A betegség horizontalisan terjed, kdzvetlen és kdzvetett érintkezéssel (Asadpour és
mtsai., 2011). Varga és mtsai. (2001) kisérletében a baktérium a tojashéjon 37 °C-on 24 6ran
belll elpusztult, masok azonban kimutattdk a koérokozét petefészekbdél és petevezetdbdl,
tojasokbdl, valamint elhalt embridkbdl is (Hafez, 2002; van Empel és mtsai., 1996), ami a
vertikalis terjedést valészinUsiti.

Az irodalom meglehetésen ellentmondasos az O. rhinotracheale korokozo képességét
illetéen. Egyes szerz6k fakultativ patogénnek tartjak, mivel kisérletes allatfertézések soran
csak abban az esetben tudtak klinikai tunetet el6idézni tyukokban és pulykakban, ha az
O. rhinotracheale fert6zés elbétt baromfipestis, pulyka rhinotracheitis, csirke fertézé bronchitis
virussal (van Empel és mtsai., 1996), vagy avian pneumovirussal (Marien és mtsai., 2005),
illetve E. coli-val (Thachil és mtsai., 2009) is fert6zték az allatokat. Hajlamosité tényezdként
mikodé elézetes fertézés hianyaban csak ndovekedésben valé visszamaradast tapasztaltak.
Back és mtsai. (1998) 56 hetes pulykakat fertéztek intranazalisan, intratrachealisan vagy
intravénasan. Egyik kisérleti csoportban sem figyeltek meg sem klinikai tiineteket, sem
korbonctani elvaltozasokat, de tobb szervbdl visszaizolaltdk, és immunfluoreszcencias
vizsgalattal is kimutattak a kérokozot. A gyakorlatban a tartastechnoldgiai hibak is jelentés
mértékben befolyasolhatjak a betegség lefolyasat (Chin és mtsai., 2013).

Masok szerint a betegség el6zetes virusfertézés hianyaban is el6idézhetd. Sprenger és
mtsai. (1998) 22-24 hetes pulykakat tudtak megbetegiteni intravénas és intratrachealis
fert6zéssel, egy masik vizsgalatban (Ryll és mtsai., 1996) pedig 10 napos pulykak fertézésekor
orrfolyast, dyspnoét, a korbonctani vizsgalatok soran pedig bronchopneumoniat és
légzsakgyulladast allapitottak meg. Van Veen és mtsai. (2000) ugy talaltak, hogy a baktérium
SPF tyukokban is képes dnalldan 1égzdszervi tineteket okozni. Konvencionalis brojlerkakasok
fertbzésekor enyhe I|égzdszervi tlinetekkel és korszdvettani elvaltozasokkal jaro
megbetegedést tapasztaltak (Kilic és mtsai., 2009), egy térdékorszagi kisérletben (Eroksuz és
mtsai., 2006) pedig furjekben idézték el6 sikeresen a betegséget. Az egyes madarfajok
érzékenysége (van Veen és mtsai., 2000) és az O. rhinotracheale tdrzsek kérokozé képessége
(Ryll és mtsai., 1996) eltérd lehet, ebbdl adodhatnak a kulonb6zé vizsgalatok eredményeiben
mutatkozé eltérések. A legsulyosabb tlneteket pulykdkban figyelték meg, a brojlercsirkék
pedig fogékonyabbnak bizonyultak, mint a Leghorn tipusuak (Thachil és mtsai., 2009).

Az O. rhinotracheale virulencia faktorairdl keveset tudunk. Kastelic és mtsai (2013)
kimutattak, hogy az Aaltaluk vizsgalt O. rhinotracheale torzsek mindegyike rendelkezett
neuraminidaz aktivitassal. A neuraminidazok (mas néven szialidazok) szamos baromfipatogén
baktériumban megtalalhatd, a glikokonjugatumok szialsavat hasitani képes enzimek. A
nyalkahartyak felszine er6sen szializalt, a sziadlsavban gazdag glikoproteinek a
gazdaszervezet kérokozokkal szembeni védelmi vonalat jelentik. A neuraminidazok szerepe a

bakteridlis adhézidban és kolonizacibban a laphamsejtek potencidlis baktériumkotéd
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receptorainak felfedése lehet (Soong és mtsai., 2006). A ~40 kDa molakulatémeg(i fehérje
képes volt hazityak és pulyka glikoproteineket is hasitani, kodolé génszekvenciajanak
vizsgalatakor pedig 6t jol megklldonbdztethetd tipust irtak le. Mivel azonban ezidaig nem
azonositottak O. rhinotracheale specifikus baktériumkoté receptorokat a madarak Iégutainak
hamsejtjein, nem ismert, hogy a leirt neuraminidaz pontosan milyen szerepet jatszik a 1égutak

O. rhinotracheale altal valo kolonizaciojaban (Kastelic és mtsai., 2013).

3.1.4. Klinikai tiinetek és korbonctani elvaltozasok

A betegséget kéthetes pulykakban enyhébb lefolyasunak talaltak, idésebb (14 hetes kor
felett) allatokban sulyosabb tlineteket figyeltek meg (Szalay és Glavits, 2002). Brojlerekben
leggyakrabban 2—8 hetes korban lép fel a betegség, t0j6- és tenyészallomanyokban pedig a
tojastermelés csucsan, 24-52 hetes korban jellemzé a fert6z6dés (Chin és mtsai., 2013;
Hafez, 2002).

A betegség kisérletes el6idézésekor a fertézést kdveté 48-96 oratdl altalaban enyhe
klinikai tinetek — kdnnyezés, orrfolyas, enyhe nehézlégzés, kbhdgés, tisszoges — figyelhetd
meg. A tlinetek a fertézést kdvetd 5-7. nap kortl gyakran megsziinnek (Kilic és mtsai., 2009;
Ryll és mtsai., 1996; Sprenger és mtsai., 2000). A klinikai gyakorlatban, részben a kevert
fertézések miatt, a tinetek sulyosabbak lehetnek: a kezdeti enyhe 1égzdszervi tiineteket egyes
esetekben sulyos dyspnoe, levertség, sinusitis kdvetheti. Gyakori a névekedésben vald
visszamaradas, a takarmanyhasznositas romlasa, amit gyakran a tojastermelés zavarai
kisérnek (Gornatti Churria és mtsai., 2011).

Elhullott allatokban a felsd légutak, légzsakok gyulladasa figyelhetd meg. Enyhébb
esetekben a nyalkahartyak kipirultak, boveriek, erezetesen beldvelltek, sulyosabb esetekben
nyalkaval, fibrinnel boritottak (Ryll és mtsai., 1996), a légzsakokban savos-fibrines
légzsakgyulladas, habos exsudatum, fibrines felrakdédasok vannak jelen (Szalay és Glavits,
2002). A tudében korulirt vagy kiterjedt fibrines gyulladas, bévériség (1. abra), fibrines
mellhartyagyulladas tapasztalhatdé (Ryll és mtsai., 1996). Pulykaban szivburok- és
hashartyagyulladast (Sprenger és mtsai., 2000), brojlerekben iziletgyulladassal jard kérképet
(Travers és mtsai., 1996) is medgfigyeltek. Fogolyban idegrendszeri tlnetekkel jaro
fulgyulladast és a koponyacsontok csontvel6gyulladasat irtak le, melynek a hatterében szintén

O. rhinotracheale fert6zo6ttség allt (Moreno és mtsai., 2009).
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1. abra: Bévéri tidé pulykaban O. rhinotracheale fert6zést kovetéen

Kdrszovettanilag a fertézés kezdetekor a baktériumok az epithelium csilléihoz tapadva
kés6bb makrofagokkal aggregalodva talalhatéak meg. A bronchus-asszocialt lymphoid szovet
infiltralodik és nekrotikus lehet (van Empel és Hafez, 1999). A tid6parenchymaban fibrin, a
lumenekben heterophil granulocytak és macrophagok figyelhetéek meg (Gornatti Churria és
mtsai., 2011; Szalay és Glavits, 2002).

3.1.5. Kérjelzés

Az O. rhinotracheale a légutak valamennyi szakaszabdl, de leggyakrabban a légcs6bdl
és az orrjaratokbdl izolalhaté (Thachil és mtsai., 2009). Kisérletes fertézések soran kimutattak
mar mas szervekbdl, igy agybdl, 1épbdl, petefészekbdl, petevezetébdl is (Sprenger és mtsai.,
2000). Mivel a baktériumot a vegyes baktériumfléraban a gyorsabban szaporodo fajok (E. coli,
Proteus spp., Pseudomonas spp., streptococcusok, staphylococcusok) tulnéhetik, a
mintavételt ajanlott a megbetegedés kezdeti szakaszaban végezni (Hafez, 2002).

A faj azonositasara szolgaldé polimeraz lancreakcié az O. rhinotracheale 16S rRNS
génjének egy 784 bp-os fragmentumat sokszorozza meg (van Empel és Hafez, 1999).

Az O. rhinotracheale ellen termelt ellenanyagot targylemez-agglutinacios prébaval, dot-
immunkoétési probaval, vagy ELISA préba segitségével lehet kimutatni. Utdbbinal a felhasznalt
antigén kivonasanak moédjatdl fligg a moddszer szerotipus-specificitasa (Hafez, 2002). Az
ellenanyag-titer a fert6zés utan egy-négy héttel a legnagyobb, utana gyorsan csékken (Canal

és mtsai., 2005). Van Empel és Hafez (1999) ugy talalta, hogy brojler szlléallomanynal
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79%-0s, mig brojlereknél és hushasznu pulyka-allomanyoknal 55%-os aranyban vannak jelen

antitestek.

3.1.6. A kérokozé jellemzése

Az O. rhinotracheale viszonylag rovid id6 alatt valo széles kori elterjedése miatt el6térbe

keriltek az epidemiolégiai kutatasokat eléseqité tipizald vizsgalatok.

Szerotipizalas

Eddig 18 szerotipust (A—R) azonositottak agargél-precipitacios és ELISA vizsgalatokban
(Hafez, 2002; van Empel és mtsai., 1996). A napjainkig vizsgalt izolatumok kézel 97%-a a f6
szerotipusoknak tekintett A, B, D és E tipusba tartozik. A hazityuk eredetl térzsek 94%-a, a
pulykabdl szarmazo térzseknek pedig 57%-a A tipusunak bizonyult. A D és az F szerotipusba
tartozo6 térzsek mindegyike, mig a B és az E szerotipusu térzsek tulnyomaé része (88, ill. 77%-a)
pulyka eredet, J és K szerotipusu térzseket pedig hazityukbdl izolaltak (van Empel és Hafez,
1999; Thachil és mtsai 2007; Numee és mtsai., 2012).

A fenotipusos tulajdonsagokon alapuld tipizalas korlatai vezettek a genetikai

valtozékonysag kutatasahoz.

Genotipizald vizsgalatok

A RAPD (random amplifikalt polimorf DNS) vizsgalat egyetlen rdévid (tiz-tizenkét
nukleotidbdl allé), random szekvenciaju primer hasznalatan alapul. A primer nem specifikus
semmilyen szekvenciara, random mddon valasztjdk ki. Amennyiben két RAPD-primer
megfeleld iranyban és tavolsagban tapad egymastol, PCR-termék keletkezik. Mivel a primer
tapadasara alkalmas helyek szama és elhelyezkedése baktériumtorzsenkeént eltérd, igy a
létrejovd hosszabb-révidebb PCR-termékek az agargél-elektroforézis soran egyedi mintazatot
hoznak létre, amit ,genetikai ujjlenyomatnak” is neveznek (Olive és Bean, 1999).

A rep-PCR-ek a bakterialis genomban jelen [évé repetitiv elemeket amplifikaljak. Az
ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus) szekvenciak is ilyen repetitiv elemek,
amelyeket szamos baktérium faj genotipizalasa soran hasznaltak sikerrel (Olive és Bean,
1999). O. rhinotracheale torzsek elemzésére mindkét modszert tobb tanulmanyban is
hasznaltak. Amonsin és mtsai., (1997) az ERIC-tipusok és a torzsek gazdafaji eredetével
talaltak 6sszefliggést. Egy masik vizsgalatban (Thachil és mtsai., 2007) egyes szerotipusok
esetén specifikus ERIC-mintazatot kaptak, néhany szerotipust viszont nem tudtak elkiléniteni
ezzel a moddszerrel. Waldow (2009) M13 primerrel végzett RAPD vizsgalattal egy, a
szerotipusokat elkulonité rendszert dolgozott ki, Thachil és mtsai. (2007) hasonlé

vizsgalatdban azonban ugyanez a rendszer csak részlegesen volt erre alkalmas. Ozbey és
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mtsai. (2005) RAPD-vizsgalatuk soran OPG11 primer hasznalataval nagy genetikai

valtozatossagot talaltak az O. rhinotracheale térzsek kdzott.

Tovabbi mdédszerként alkalmaztak a baktérium teljes fehérje- és kiilsé membranfehérje-
profiljanak vizsgalatat (Hung és Alvarado, 2001; Lopes és mtsai., 2000; Ozbey és mtsai.,
2004), a 16S rRNS gén szekvenalasat (Amonsin és mtsai., 1997; Canal és mtsai., 2005;
Travers és mtsai., 1996), valamint a ribotipizalast (Leroy-Sétrin és mtsai.,1998). Ezek a
modszerek viszont nem rendelkeztek megfelelé megkilonbdztetd erbvel, a térzsek nagyfoku

hasonlosagot mutattak egymassal.

3.1.7. Megel6zés, védekezés

Gyogykezelés

Az elmult években az O. rhinotracheale fert6zések megszaporodtak, mikézben az
antibiotikumoknak a koérokozéval szemben mutatott hatékonysaga csokkent (van Veen és
mtsai., 2001). A korokozé antibiotikum-érzékenységét szamos szerzé vizsgalta, a kapott
eredmények azonban sok esetben ellentmondanak egymasnak. Ennek hatterében részben az
eltéré antibiotikum-hasznalat (van Veen és mtsai., 2001), részben az alkalmazott vizsgalati
modszerek kildnbségei allhatnak. Utébbi oka, hogy bar sokan a Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI) nehezen tenyészthet§ Gram-negativ baktériumokra kiadott
Utmutatojat kdvetik, hivatalos standard vizsgalati médszer erre a baktériumra nincs kidolgozva.

A rezisztencia genetikai hatterérél egyelére keveset tudunk. A B-laktdm
antibiotikumokkal szemben rezisztens torzsekrél beigazolddott, hogy B-laktamazt termelnek
(Devriese és mtsai., 1995), a kinolonokkal szembeni rezisztencia hatterében pedig a gyrA

génen talalhatd pontmutacio lehet felel6s (Marien és mtsai., 2006).

Vakcinak

A gazdasagilag hatékony baromfitartdsban a kilénb6z6 koérokozékkal szembeni
immunizalas kulcsszerepet jatszik, az O. rhinotracheale elleni védekezés soran pedig az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia gyors terjedése miatt kiemelten fontos a
megel6zésnek ez a modja. A vakcinazas kedvez6 hatasa gyakran csak kozvetett modon, a
nagyobb testtomegre val6 hizlalas soran, a jobb takarmanyhasznositasban jelentkezik
(Erganis és mtsai., 2010).

A koérokozo ellen eldlt teljes sejt (bakterin), él6 és rekombinans alegység vakcinakat is
fejlesztettek, valtozé sikerrel.

Inaktivalt oltdbanyag hasznalatakor brojler szuléallomanyokban hosszantarté

immunvalasz jott létre (Cauwerts és mtsai., 2002). A vakcinazott allomanyokban az
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ellenanyag-titerek a teljes termelési id8szakban jok maradtak, és az utédokban is magasabbak
voltak a maternalis ellenanyag-titerek, mint a nem vakcinazott allomanyok utédaiban. Az
elhullasok aranya szignifikansan kisebb, a produkcids index pedig szignifikansan nagyobb volt,
mint a nem vakcinazott sziléallomanybdl szarmazé allomanyban.

Murthy és mtsai. (2007) kétféle modszerrel (formalinnal, illetve tiomerzallal) inaktivalt
vakcinat vizsgaltak haromféle adjuvans (asvanyi olaj, kalium-aluminium timsoé és aluminium-
hidroxid) kombinaciéban. Mindegyik adjuvanssal, és az adjuvans nélkul alkalmazott bakterin
is indukalt immunvalaszt, de az az asvanyi olajos adjuvalas soran volt a leghosszabban tarté
és a legerGsebb. Az inaktivaldas modjaban nem talaltak kilénbséget. A szerz6k ezért a
tojoéallomanyok olajjal adjuvalt bakterin vakcinaval torténd kétszeri, 8 és 12 hetes korban
végzett oltasat javasoljak (Murthy és mtsai., 2007).

Egy masik Kkisérletben, bivalens (A és B szerotipusu torzseket tartalmazo)
bakterinvakcinaval val6 oltast kovetd fert6zés utan a vakcinazott madarak ellenanyag-titerei
szintén nagyobbak voltak, mint a nem vakcinazott csoporté. A vakcina kell6 védelmet nyujtott
a kisérleti fert6zéssel szemben, bar az oltas helyén nemkivanatos reakciét tapasztaltak
(Erganis és mtsai., 2010). Sprenger és mtsai. (2000) pulykakat immunizaltak hat- és tizhetes
korban él6 vagy formalinnal inaktivalt oltdbanyaggal. Mindkét vakcina megakadalyozta a
kisérletes fert6zést kdvetden a klinikai tlinetek megjelenését, az allatok szeropozitivitasa pedig
nyolc héten at fennmaradt. Lopes és mtsai. (2002) héérzékeny mutans O. rhinotracheale
torzset hasznaltak él6 vakcina alapanyagaként. A torzzsel valo fert6zés soran egyik
csoportban sem alakult ki klinikai megbetegedés, a térzs egyik kulsé membranfehérjéje ellen
termelt ellenanyag az immunizalas utani 3. héten az allatok 19%-aban kimutathato volt, ezért
a szerzBk igéretes vakcinajeldltnek tartjak ezt a toérzset.

Schuijffel és mtsai. (2005) él6 B, G illetve M szerotipus tipustorzsekkel vakcinaztak
kéthetes hazityukokat, majd 6thetes korukban A szerotipus tipustérzzsel fertézték meg &ket.
Mindharom vakcinazott csoportban alacsonyabb pontszamu (kisebb mérték(i) makroszképos
elvaltozasokat figyeltek meg, mint a kontroll csoportban. A legjobb keresztvédelmet a G
szerotipus adta, igy a tovabbiakban ezt hasznaltdk fel egy nyolc keresztreagald antigént
tartalmazd alegység vakcina fejlesztésére. Az igy elBallitott vakcina mind G, mind A
szerotipusu torzzsel val6 fertézés soran j6 véddhatast mutatott. Egy masik kisérletben
(Schuijffel és mtsai., 2006) a korabban elemzett (Schuijffel és mtsai., 2005) nyolc fehérje
egyedi védbhatasat vizsgaltak. A nyolc vizsgalt fehérje kdzil egy rendelkezett szignifikans
keresztvedd hatassal. Négy antigén kombinalasaval pedig az 6sszes szerotipus ellen kialakul

védelem.
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3.2 Bordetella avium

3.2.1. Torténet

A B. avium altal okozott betegséget el6szor 1967-ben Kanadaban irtak le. Az 1-6 hetes
pulykakban krénikus léguti fertézésre utalo tlinetek jelentkeztek, melyek megjelenése utan 5-7
nappal az allatok elhullottak. A kérbonctani vizsgalatok soran rhinitist, bronchitist és
bronchopneumoniat allapitottak meg. Az izolalt kérokozéval pulykaban és hazityukban
reprodukaltak a betegséget, és feltételezték, hogy egy ismeretlen, a B. bronchiseptica-val
rokon baktérium allt a megbetegedés hatterében (Filion és mtsai., 1967).

A megfigyelt tunetek etiologiai hattereként a késébbiekben tobb korokozot feltételeztek.
Hinz és mtsai. (1978) B. bronchiseptica-szeri baktériumot, az USA-ban légz&szervi
adenovirust (Blalock és mtsai., 1975), mas szerz6k Alcaligenes faecalis-t (Rimler €s Simmons,
1983) neveztek meg a betegség okozéjaként. A betegség kisérletes allatfertézéssel vald
reprodukalasa azonban tobb esetben sem volt sikeres (Dillman és Simmons, 1977, Jackwood
és Saif, 1985). Végul 1984-ben, a megbetegedést kivaltd baktérium fenotipusos, szeroldgiai
és molekularis mdédszerekkel vald jellemzését kdvetéen a B. avium nevet kapta az addig |.
tipusu A. faecalis néven ismert kérokozo (Kersters és mtsai., 1984), mig a korabban II. tipusu
A. faecalis-nak nevezett izolatumokat végul B. hinzii-ként azonositottak (Spears és mtsai.,
2000).

3.2.2. A kérokozo tulajdonsagai

A B. avium a Bordetella nemzetségbe tartozé aprd, Gram-negativ kérokozd. A
nemzetség a Proteobacteria tdrzs Betaproteobacteria osztalyaba sorolt Alcaligenaceae csalad
tagja, és jelenleg nyolc fajt foglal magaba. Ezek a B. pertussis, B. parapertussis,
B. bronchiseptica, B. avium, B. holmesii, B. trematum, B. hinzii és a B. petrii.

A human koérokozék koézé tartoznak a szamarkdhogést okozdé B. pertussis; a
szamarkdéhdgéshez hasonld, de annal enyhébb lefolyasu, szintén human megbetegedéseket
el6idéz6 B. parapertussis (Goodnow, 1980); a gyakran emberi sebekbdl izolalhatd, valamint
szamarkOhodgésre emlékeztetd légzbszervi megbetegedést okoz6 B. holmesii (Mattoo és
Cherry, 2005); a szintén emberi sebekbél, kdzépflulgyulladasbdl azonositott B. trematum
(Vandamme és mtsai., 1996).

A széles gazdaspektrummal rendelkezé B. bronchiseptica tobbek kozott a sertések
torzit6 orrgyulladasaval (Magyar és Lax, 2002), a kutyak kennelkéhégésével (Bemis és mtsai.,
1977), a nyulak nathajaval (Glavits és Magyar, 1990) hozhaté 6sszefliggésbe, de human
megbetegedések is ismertek (Lorenzo-Pajuelo és mtsai.,, 2002). A B. avium elsésorban

pulykak, hazityukok és mas madarak légz8szervi megbetegedéseiért felelés (Jackwood és
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Saif, 2013). Ezzel szemben a B. hinzii-t leginkabb madarak nyalkahartyajan él6 kommenzalista
baktériumnak tartjak, bar kiderllt, hogy egyes esetekben a B. avium altal eldidézett
megbetegedéshez hasonlé tinetek hatterében B. hinzii fertézés allt (Gerlach és mtsai., 2001;
Gross és mtsai.,, 2010). Ritkan immunszuppresszalt emberekben is okoz megbetegedést
(Cookson és mtsai.,, 1994). A B. petrii a kornyezetben megtalalhatd, fakultativ anaerob
baktérium, mely leginkabb kontaminalt kornyezeti mintdkban fordul el6, és jelen ismereteink
szerint nem patogén (von Wintzingerode és mtsai., 2001).

A B. pertussis, B. parapertussis és B. bronchiseptica kozott szoros filogenetikai
kapcsolat van, és az altalanosan elfogadott elmélet szerint a B. pertussis és B. parapertussis
a B. bronchiseptica-tol valt kilon mintegy 35 millié évvel ezel6tt (Sebaihia és mtsai., 2006).
Egy B. avium toérzs (197N) teljes genomjanak megszekvenalasa alapjan a B. avium a genus
legtavolabbi tagja: nukleotida szinten 97%-ban, fehérje szinten 75%-ban mutat egyezést a
B. pertussis-szal, B. parapertussis-szal és B. bronchiseptica-val (Jackwood és Saif, 2013). A
B. petrii mellett ez a faj képviseli a legkdzelebbi kapcsolatot a szintén Alcaligenaceae csaladba
tartozé Achromobacter nemzetséggel (Bemis és Fenwick, 2008).

A B. avium jol n6 MacConkey, Bordet-Genou valamint véresagaron. BHI és triptikaz
sz0ja levesben a ndvekedéshez razas sziikséges. 37 °C-o0s, 48 6ras tenyésztést kovetden 1-2
mm-es, szurkésfehér, transzlucens, gyongyszerlien fénylé telepeket képez. Biokémiai
tesztekben a kérokozd meglehetésen inaktiv: katalaz és oxidaz pozitiv, de nem bontja az

ureumot, nem redukalja a nitratot, indol-negativ, a kiilénbdz6 szénhidratokat nem hasznositja.

3.2.3. Jarvanytan

A B. avium vilagszerte el6forduld baktérium, féként a jelentds pulykatarté orszagokban,
az USA-ban, Kanadaban, Ausztraliaban és Németorszagban okoz komoly gazdasagi karokat.
Els6sorban 1-6 hetes pulykdkban okoz megbetegedést, innen ered az altala kialakitott
betegség neve: pulykacoryza (Kersters és mtsai., 1984). Emellett Iégz&szervi tlineteket idéz
el6 tobb mas madarfajban, igy hazityukban, kacsaban, haziludban, pézsmarécében,
fogolyban, struccban, kakaduban, és t6bb papagajfajban (Odugbo és mtsai., 2006). Kimutattak
a koérokozot vadkacsabdl, kanadai ludbél, vadpulykabdl is (Raffel és mtsai., 2002). Vad- és
hazimadarakban val6 széleskorl elterjedését mutatja, hogy 61 vizsgalt fajbdl 41-ben
kimutattak B. avium ellen termelt ellenanyagot (Raffel és mtsai., 2002).

Az altala kialakitott betegségre a legfogékonyabb, 2-6 hetes pulykakban magas
(80-100%) morbiditas, de alacsony (<10%) mortalitas jellemz6, mig tenyészallomanyokban a
morbiditds csak 20% koruli (Jackwood és Saif, 2013).
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3.2.4. Klinikai tiinetek és korbonctani elvaltozasok

A betegség lefolyasa hasonlit a mas Bordetella-k altal kialakitott kérképekhez (Sebaihia
és mtsai., 2006). 7-10 nap lappangas utan a fert6zott allatokon tlisszogés, kohogés, savos
orrfolyas, koénnyezés figyelhetd meg, az orrnyilasok és a szem korll a bér jellegzetesen
nedves, barnas szinl exsudatummal szennyezett (Filion és mtsai., 1967). A betegség masodik
hetében a légutak mucinosus valadékkal telnek meg, emiatt az allatok nyitott csérrel
lélegeznek, dyspnoe is gyakran megfigyelhetd a nem specifikus tinetek (bagyadtsag,
gubbasztas, takarmanyfelvétel csékkenése) mellett (Odugbo és mtsai., 2006). A kdrnyezeti
tényez6k és a masodlagos fert6zések B. avium esetében is sulyosbithatjak a tuneteket. Ezek
kozil kiemelendd az E. coli-val vald tarsfert6zés: kisérletes allatfert6zések soran kimutattak,
hogy B. avium jelenlétében az E. coli sulyosabb l1égzsakgyulladast okozott. Ezek hianyaban a
tinetek 2-4 hét utan maguktdl javulnak (Jackwood és Saif, 2013).

A megbetegedés kérbonctani képére a légutakban talalhaté savos, majd mucinosus
exsudatum, hurutos orrgyulladas, légcségyulladas jellemzé (Filion és mtsai.,, 1967). A
legcs6porcok ellagyulasa és eltorzulasa, dorsoventralis ellapulasa is megfigyelhetd (Jackwood
és Saif, 2013). Atmetszetben a légcsd fala megvastagodott, lirege sziikiilt. A légcséporcok
eltorzulasa a fert6z6dést kovetdé 53. napon is kimutathatdé volt (Arp és Cheville, 1984). A
leszUkilt lument eltdbmitd mucosus valadék akar az allat fulladasahoz is vezethet. A
B. pertussis-hoz, B. parapertussis-hoz és B. bronchiseptica-hoz hasonldéan a B. avium is a
légzbszervek csillés hamsejtjei felé mutat tropizmust (Arp és Cheville, 1984), a tudébdl és
légzsakokbdl ritkan izolalhatd (Gentry-Weeks és mtsai., 1988), bar egyes esetekben
bronchopneumoniat is megfigyeltek (Filion és mtsai., 1967). A klinikai tinetek kialakulasanak

hatterében feltehetéen a csillés hamsejtek pusztulasa all (Spears és mtsai., 2003).

A B. pertussis, B. parapertussis és B. bronchiseptica szamos virulenciafaktorral

rendelkeznek, melyek az adhezinek vagy a toxinok csoportjaba sorolhatok.

Az adhezinek a kérokozé olyan virulenciafaktorai, melyek elésegitik a gazdaszervezet
sejtieihez vald specifikus tapadast, megakadalyozzak a kérokozd a gazdaszervezet fizikai
védekezd mechanizmusai altal torténd kisodrodasat. A Bordetella-k ilyen adhezinjei a
filamentézus hemagglutinin (FHA), a pertaktin és a fimbridk, azonban ezek mellett szdmos
egyéb fehérje jatszhat kdzvetett szerepet az adhézidban és kolonizaciéban (Bemis és
Fenwick, 2008).

A toxinok a betegségre jellemzé elvaltozasok kialakitasaban toltenek be fontos szerepet.
A Bordetella nemzetség tagjainak toxinjai kbzé sorolhaté a pertussis toxin, az adenilat-ciklaz-

hemolizin, a lipopoliszacharid, a dermonekrotoxin és a trachealis citotoxin.
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A Bordetella-kban megtalalhatd virulencia faktorok koézil az FHA-t, fimbriakat,
lipopoliszacharidot, dermonekrotoxint és trachealis citotoxint azonositottdk B. avium-ban
(Sebaihia és mtsai., 2006), mig mas virulencia tényez6k (adenilat-ciklaz-hemolizin, pertussis
toxin) hianyoznak a B. avium torzsekbdl (Gentry-Weeks és mtsai., 1988). A virulencia faktorok
genetikai hatterét O6sszehasonlitva a B. avium és a B. bronchiseptica k&zott jelentés

kulonbségek vannak (Sebaihia és mtsai., 2006).

3.2.5. Kérjelzés

A betegség korjelzése a klinikai és kérbonctani tiinetek, valamint a kérokozé direkt vagy
indirekt kimutatasan alapul. A B. avium a felsé légutakbal izolalhaté (Jackwood és Saif, 2013).
Mivel a choananyilason vagy a trachea fels6 szakaszabdl vett tamponmintak szamos nem
pathogén baktériumot is tartalmaznak, sikeresebben tenyészthetd ki a korboncolas soran a
légcs6 kozéps6é szakaszan ejtett bemetszésen keresztil. MacConkey agaron 24 o6ra
tenyésztést kdvetben tlszarasnyi, 48 éra utan 1-2 mm nagysagu telepeket képez (Slavik és
mtsai., 1981).

Szerolégiai vizsgalatok kdzil mikroagglutinacios (Slavik és mtsai., 1981) és ELISA teszt

is hasznalhaté (Jackwood és Saif, 2013).

3.2.6. A kérokozé jellemzése

A B. avium torzsek, bar egyes fenotipusos tulajdonsagaikban (toxintermeld képességuk,
megbetegitd képességuk, és antibiotikum rezisztenciajuk) kilénbdzéek lehetnek (Jackwood
és Saif, 2013), tdébb tipizald vizsgalatban nagyfoki hasonlésagot mutattak. Kdilsé
membranfehérjék (Kersters és mtsai., 1984), valamint antigén profilok agargél-precipitacios,
illetve Western blot modszerrel valé elemzésekor is minimalis kilonb6zdséget mutattak a
vizsgalt B. avium térzsek (Jackwood és Saif, 2013). Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus

elemzésével azonban talaltak eltéréseket az izolatumok kozoétt (Sacco és mtsai., 2000).

3.2.7. Megel6zés, védekezés

A B. bronchisepticahoz hasonldan a B. avium is hosszu ideig életképes marad vizben.
Fert6zott vizzel és alomanyaggal igen, aeroszollal nem terjed. Alomanyagban a B. avium 1-6
hénapig fert6z6képes marad (Sebaihia és mtsai., 2006). A kérnyezetben vald tulélését az
alacsony hémérséklet és paratartalom, valamint a semleges pH meghosszabbitja (Cimiotti és
mtsai., 1982), azonban a legtdbb fertétlenitészer hatékony a mikrébaval szemben (Jackwood

és Saif, 2013). Ezen tulajdonsagai miatt a kérokozo elleni védekezésben kiemelten fontos a
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szennyezett fellletek alapos tisztitasa és fertétlenitése, valamint a megfelelé higiénias

gyakorlat (cip6- és jarmufertStlenitd, fekete-fehér 61t6z6).

Gyogykezelés

Pulyka eredeti torzsek vizsgalata soran szamos antibiotikum hatastalannak bizonyult,
amit a nagylzemi allattartas tulzott antibiotikum-hasznalatabol eredd szelektiv nyomassal
magyaraztak (Mortensen és mitsai., 1989). Beach és mtsai. (2012) harmadik generacios
cefalosporinokkal, ampicillinnel és aztreonammal szemben figyeltek meg rezisztenciat.
Penicillinekre és ticarcillin/klavulansavra azonban érzékenyek voltak az altaluk vizsgalt
toérzsek. A B. avium torzsekbdl tetraciklin- és szulfonamid-rezisztenciat hordoz6 plazmidot

izolaltak (Beach és mtsai., 2012).

Vakcinak

Kereskedelmi forgalomban inaktivalt (bakterin tartalma) és él6, hészenzitiv mutans
B. avium térzset tartalmazé vakcina is elérheté (Jackwood és Saif, 2013). Utébbi egy virulens
torzsb6l mesterségesen elballitott vakcinatorzs, mely az elsé vizsgalatok szerint az
orrnyalkahartyat kolonizalja, és a szérumban mérheté ellenanyagszintet is emeli (Burke és
Jensen, 1980). Jackwood és Saif (1985) vizsgalataban azonban a vakcina hasznalata a
megbetegedéstél nem védett, de csdkkentette a kialakult tiinetek sulyossagat, amit Arp és
McDonald (1985) a mutans torzs lassu novekedésével és az ebbdl kdvetkezb elégtelen

kolonizacios képességgel magyaraztak.

Megfigyelések szerint 3 hetesnél fiatalabb pulykak vakcinazasa nem valt ki megfelel
mértékld immunvalaszt (Jackwood és Saif, 2013), ezzel szemben tenyészallomanyok tojéinak
immunizalasa részleges védelmet eredményezett a betegség ellen a napos pulykakban
(Neighbor és mtsai, 1991).
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4. Anyag és modszer
4.1.A felhasznalt baktérium térzsek

Munkankhoz frissen izolalt és az MTA ATK AOTI térzsgy(ijteményében megtalalhato,
hazai és kulféldi eredeti, kilonféle gazdafajokbdl szarmazo 64 O. rhinotracheale (Melléklet 1.

tablazat) és 19 B. avium torzset hasznaltunk fel (Melléklet 2. tablazat).

4.1.1. A baktériumok izolalasa, tenyésztése és azonositasa

Az O. rhinotracheale és B. avium izolalasat allattart6 telepeken és haztaji allomanyokban
él6, légzbszervi tuneteket mutatd hazimadarakbdl, valamint klinikai tinetet nem mutato
vadmadarakbdl vett choana- és tracheatampon-mintakbdl kiséreltik meg. Elhullott allatok
tudémintaibol szintén végeztink a két baktériumfaj izolalasat célzd bakteriologiai vizsgalatot.
B. avium izolalasahoz MacConkey (Becton, Dickinson and Company; New Jersey, USA)
taptalajra oltottuk le a mintdkat. Az O. rhinotracheale izolalasahoz 0,005 mg/ml gentamicinnel
és 0,005 mg/ml polimixin B-vel kiegészitett, 5% juhvért tartalmazé Columbia agar taptalajt (Lab
M; Bury, UK), valamint antibiotikumot nem tartalmazd, 5% juhvérrel kiegészitett Columbia agar
taptalajt (Lab M) hasznaltunk. A lemezeket 5% CO; jelenlétében, 37°C-on 48 6ran keresztil
inkubaltuk.

A vizsgalt kérokozokra jellemzé telepmorfoldgiat mutatd baktériumtelepeket 5% juhvért
tartalmazd Columbia agar taptalajra oltottuk, és az igy kapott szintenyészetet hasznaltuk
tovabbi vizsgalataink soran. A torzsek fenntartasa liofilizalt és -70°C-on fagyasztott formaban
tortént. Az izolatumokat telepmorfologiajuk, biokémiai tulajdonsagaik és fajspecifikus PCR

segitségével azonositottuk.

4.2.A torzsek fenotipusanak meghatarozasara iranyul6 vizsgalatok

4.2.1. Telepmorfoldgiai vizsgalatok

A baktériumok 48 o6ras, 37°C-on torténé inkubécidja utan megfigyeltik a kialakuld

koldniak szinét, fényességét, nagysagat, alakjat, a telepek szélét, konzisztencigjat.

4.2.2. Biokémiai tulajdonsagok vizsgalata

Az izolatumok elsédleges azonositasahoz és jellemzéséhez biokémiai probakat
végeztik. Hagyomanyos levestaptalajok segitségével vizsgaltuk a baktériumok ureum-bonté

és nitrat-redukalé képességét, a triptofan-bonté képességet indol prébaval ellendriztik. Az
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izolatumok szénhidrat hasznositd képességét arabindz, dulcit, glikéz, laktéz, maltoz,
szacharoz és szorbit tartalmu taplevesben vizsgaltuk (Konkoly Thege és Lanyi, 1999). A
tapleveseket az O. rhinotracheale ndvekedésének el6segitésére 2% steril csirkesavoval
(Biosera, Sussex, UK) egészitettik ki. A teszteket mindkét baktériumfaj vizsgalata soran 4

napig inkubaltuk.

4.2.3. A névekedés koriilményeinek vizsgalata

A B. avium és O. rhinotracheale torzsek idealis névekedési koriiményeit 31, 37 és 41
°C-on, Columbia (LabM) és triptikaz sz6ja agaron (TSA; Scharlau Chemie, Spanyolorszag),
valamint ezek 5% juhvérrel kiegészitett valtozatain vizsgaltuk aerob kdrulmények k6zoétt és 5%

CO: jelenlétében. A taptalajokat minden esetben 48 6ran keresztil inkubaltuk.

4.2.4. A hemolizis vizsgalata

A B. avium és O. rhinotracheale térzsek hemolitikus tulajdonsagait 5% juhvérrel
kiegészitett Columbia taptalajon, 48 6ras, 37 °C-on tortént tenyésztés utan 48 6ran keresztul

szobahdémérsékleten inkubalva figyeltuk meg.

4.2.5. Hemagglutinacioés préba

A 19 B. avium és 64 O. rhinotracheale térzs adhézids képességének vizsgalatahoz
targylemez-hemagglutinacios vizsgalatokat veégeztink. A vizsgalatokhoz alvadasban gatolt
juh-, 16-, nyul-, szarvasmarha-, kacsa- és hazityukvért hasznaltunk. A véreket 3000 g-n 5 percig
centrifugaltuk. A csé aljara Ulepedett vorosvértesteket illetve —sejteket (vvt) fizioldgias
séoldatban (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA) szuszpendaltuk, majd ismét lecentrifugaltuk az
elegyet (3000 g, 5 perc). A mosast a fellluszé kitisztulasaig ismételtik. Ekkor a vvt-ket
tartalmazé Uledékbél foszfattal pufferelt sdoldattal (phosphate-buffered saline; PBS [Sigma-
Aldrich]) 10%-0os szuszpenziét készitettlink. A szuszpenzié 20 ul-ét targylemezre
cseppentettik, amelyben egyenletesen eloszlattunk egy kacsnyi friss baktériumtenyészetet. A
reakciok eredményét egy perc elteltével, oOtfokozatu skalan (0-4) értékeltik. A 0
hemagglutinaciés szint a hemagglutinacié hianyat jelélte, a 4 pedig a teljes hemagglutinaciét.
Pozitiv kontrollként a Khayer (2015) altal vizsgalt KM22 jelii B. bronchiseptica torzset
hasznaltuk. A vizsgalatot szobahOmérsékleten végeztik, és legalabb haromszor ismételtuk
meg. Az ismétlések eredményeit atlagoltuk, majd a kapott értékeket egész szamokra
kerekitettlk.
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4.2.6. A szerotipus meghatarozasa

A szerotipus meghatarozasat 59 O. rhinotracheale térzs esetén végeztik el. Az A-E
szerotipus tipustérzsek ellen specifikus kérokozoktdl mentes (specific pathogen free; SPF)
hazityukban termeltettiink szerotipus-specifikus ellensavét. A négyhetes allatokat formalinnal
inaktivalt, 108 CFU/ml toménységl baktérium szuszpenzié 1 mil-vel oltottuk subcutan. A
booster hatas érdekében 4 héttel késdbb az oltast intramuscularisan megismételtik, majd a

masodik oltas utan egy héttel az allatokat elvéreztettik.

A vizsgalt O. rhinotracheale térzsek szerotipusat agargél-precipitacios (AGP) tesztben,
héstabil antigének hasznalataval hataroztuk meg. A héstabil antigén eléallitasa Heddleston és
mtsai. (1972) modszere szerint tortént. A szerotipus-specifikus torzseket, valamint a mezei
izolatumokat 5% juhvért tartalmazé Columbia agarra oltottuk, és 48 6ran at 37 °C-on, 5% CO»
jelenlétében tenyésztettik. A 48 6ras baktérium tenyészeteket 1,5 ml PBS-sel lemostuk, és a
baktériumszuszpenzié slrliségét denzitométer (DEN-1 McFarland Densitometer, Biosan,
Riga, Lettorszag) segitségével 3 McFarland-re allitottuk be. A baktériumszuszpenzidkat egy
oran at asztali blokk termosztatban (BioSan) 100 °C-on forraltuk, majd 12000 g-n 5 percig

centrifugaltuk, és a fellluszét hasznaltuk antigénként az AGP tesztben.

Az AGP teszt soran 5 ml Noble-agarbdl (0,9% Noble agar [BD Difco™ Agar, Noble;
Becton, Dickinson & Co., Franklin Lakes, New Jersey], 8,5% NaCl, és 0,01% thimerosal
desztillalt vizben) mikroszkép-targylemezre gélt ontéttink. A megdermedt gélbe 4 mm
atmer6ji mélyedéseket vagtunk, olyan elrendezésben, hogy egy kozponti mélyedést hat
széls6 vett korbe hatszdg alakban, egymastol és a kdzponti mélyedéstdl 6 mm tavolsagra. A
koézponti mélyedésbe a vizsgalt antigén 20 pl-e kertlt, a periférias lyukakba pedig a szerotipus-

specifikus savok 20-20 ul-ét cseppentettik.

@® 00 0O
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2. dbra: Az AGP teszt elrendezése mikroszkop-targylemezen.

A lemezeket nedves kornyezetben, 37 °C-on inkubaltuk, és 24, 48, valamint 72 6ra
elteltével biraltuk el. A termelt savok specificitasat a szerotipus tipustorzsekkel ellenériztik.
Amennyiben egynél tdbb precipitaciés vonal is megfigyelheté volt, a leger6sebb reakciot

tekintettlk a szerotipusnak, a gyengébbeket pedig keresztreakcidoknak.

26



4.2.7. Az antibiotikum-érzékenység vizsgalata

A baktériumok korongdiffuzios modszerrel végzett antibiotikum-érzékenység
vizsgalatahoz 19 B. avium és 50 O. rhinotracheale térzset valasztottunk ki. A torzseket a CLSI
nehezen tenyészthet6 Gram negativ baktériumokra kiadott ajanlasanak megfeleléen
vizsgaltuk (CLSI, 2002). Egy kacsnyi friss tenyészetb8l szarmazo baktériumot 5 ml fiziolégias
konyhasooldatban szuszpendaltunk. A szuszpenzié siriiségét denzitométerrel (BioSan) 0,5
McFarland-re allitottuk be, majd steril vattapalca segitségével 5% juhvér tartalmu Mdaller-
Hinton (LAB M) taptalajra szélesztettiik, majd rahelyeztlik az antibiotikum korongokat (2.

tablazat).

2. tablazat: Az antibiotikum-érzékenység vizsgalata soran felhasznalt antibiotikumok adatai

Antibiotikum neve rovidités gyarté
Amoxicillin AX10 Biolab
Ampicillin AMP  Abtek
Ceftiofur FUR30 Biolab
Ciprofloxacin CPR5 Abtek
Doxiciklin DOX  Abtek
Enrofloxacin ENO  Abtek
Eritromicin ERY15 Abtek
Gentamicin GEN10 Abtek
Kloramfenikol CHL30 Abtek
Linkomicin L2 Biolab
Nalidixsav NAL30 Abtek
Oxitetraciklin T30 Biolab
Penicillin PEN10 Abtek
Polimixin B POL  Abtek
Spektinomicin SPC100 Abtek
Szulfametoxazol+trimetoprim  SXT25 Abtek
Szulfonamidok SMX  Oxoid
Tilmikozin TIL15 Biolab

A taptalajokat 37 °C-on inkubaltuk B. avium esetében 24 6raig, O. rhinotracheale esetén
48 é6raig. A vizsgalatokat legalabb haromszor megismételtik. A vizsgalatokat a CLSI M31-S1
(CLSI, 2004) valamint M100-S21 (CLSI, 2011) dokumentumaiban megadott hatarértékek
alapjan biraltuk el. Azon antibiotikumok esetében, amelyekhez egyik CLSI dokumentumban
sem talaltunk hatarértéket, a Murthy és mtsai. (2008a) altal megadott hatarértékeket
hasznaltuk. Pozitiv kontrollként az ATCC25922 térzset alkalmaztuk.
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4.2.8. A minimalis gatlé koncentracié (MIC) meghatarozasa

Az amoxicillint, doxiciklint és eritromicint a korongdiffuzidos tesztben mutatott valtozo
hatékonysaguk miatt valasztottuk ki a MIC meghatarozashoz. Ehhez a vizsgalt
antibiotikumokbal kettes alapu higitasi sort készitettlink 96 lyuku lemezen ugy, hogy a végsé
koncentraciok 0,03 és 64 ug/ml kozott voltak. A vizsgalt baktériumok log fazisu
szuszpenzidjanak toménységét 0,5 McFarland egységre allitottuk be, ami 1,5 x 10 CFU/ml|
toménységnek felelt meg. Ezt 5 x 10° CFU/ml végsé toéménységlre higitottuk. A
baktériumszuszpenzié tdménységét csiraszamlalassal ellenériztik. A lemezeket B. avium
esetében 24 6ran, O. rhinotracheale esetén 48 éran at inkubaltuk 37 °C-on. MIC értéknek azt
a legalacsonyabb antibiotikum koncentraciét tekintettiik, ami gatolta a baktérium ndévekedését.
A baktériumok a taplevesben valé ndévekedését ugy ellendriztiik, hogy minden tdrzs
szuszpenzidjabdl antibiotikumot nem tartalmazé taplevesbe is oltottunk. A vizsgalatokat
legaldbb 6tszér megismételtiik és a kapott eredményeket atlagoltuk. MICsy értéknek azt a
legkisebb MIC értéket tekintettik, ami a vizsgalt torzsek legalabb 50%-anak névekedését

gatolta.

4.3.A torzsek genotipusanak meghatarozasara iranyulo vizsgalatok

4.3.1. DNS izolalas

Minden vizsgalt torzs friss szintenyészetébdl egy kacsnyi baktériumot 50 yl PCR vizben
(VWR) szuszpendaltuk, vortexeltiik, majd 20 percig 99 °C-on asztali blokktermosztatban
(BioSan) forraltuk. Ezt kdvetéen a baktériumszuszpenziét 12000 g-n 3 percig centrifugaltuk,
hogy a forralasos mdédszer soran keletkezett sejttormelék elvaljon a fellluszdban talalhato
DNS-tél. A fellluszot steril csOvekbe pipettaztuk at. A szuszpenzié tdoménységét Nanodrop
100 ng/ul-ra higitottuk. Az igy elkészitett DNS templatot tovabbi felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk.

4.3.2. Plazmid izolalas

Az antibiotikum-rezisztencia vizsgalatra kivalasztott torzsekbdl plazmid izolalaséat is
megkiséreltik, QIAGEN Plasmid Mini Kit (Hilden, Németorszag) segitségével, a gyartd
utasitasa szerint. A plazmid izolalas feltarasi kontrollja egy ismert, plazmiddal rendelkezé

Riemerella anatipestifer térzs (RA126) volt.
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4 .3.3. Polimeraz lancreakciok

Vizsgalataink soran a kovetkezé primereket hasznaltuk fel.

Név
OR16S-F1
OR16S-R1
N-avium
C-avium
ERIC R1
ERIC 2
M13
OPG11
OPH19
27F
1492R

5'-3' szekvencia Hivatkozas
5-GAGAATTAATTTACGGATTAAG-3 van Empel és Hafez (1999)
5-TTCGCTTGGTCTCCGAAGAT-3 van Empel és Hafez (1999)

5-CGGCGTCAACACATACTCTTGAT-3 Register és Yersin (2005)
5-AGGGAGGTCAGATAGCTCTAGAAT-3’ Register és Yersin (2005)
5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3 (Versalovich és mtsai.,1991)
5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'  (Versalovich és mtsai.,1991)

5-GAGGGTGGCGGTTCT-3' (Vassart és mtsai., 1987)
5-TGCCCGTCGT-3 (Leroy-Sétrin és mtsai,1998)
5-CTGACCAGCC-3 (Leroy-Sétrin és mtsai,1998)
5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 (Lane, 1991)

5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ (Lane, 1991)

Az O. rhinotracheale fajazonosit6 PCR-t a van Empel és Hafez (1999) altal leirtak

alapjan allitottuk dssze, az alabbi médositasokkal:

A reakcibéelegy Osszetétele:

19,5 yl PCRVviz

2,5ul 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl.-dal)
1,0yl 10 MM dNTP

0,4yl 10 yM OR16S-F1 primer

0,4yl 10 uM OR16S-R1 primer

0,2yl 5 U/ul DreamTaq polimeraz

1,0 I 100 ng/ul DNS templat

A B. avium fajazonosité PCR soran a Register és Yersin (2005) altal leirt primereket és

héprofilt hasznaltuk, a reakcidelegy dsszetételét pedig az altalunk hasznalt rendszerhez

adaptaltuk.

ével.

A reakcidelegy Osszetétele:

18,2 yIl PCRviz

2,5l 10 x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,-dal)
1,3yl DMSO

1,0 Il 10 mM dNTP mix (Fermentas)

0,4yl 10 pmol N avium primer

0,4yl 10 pmol C avium primer

0,2 yl  5U/ul Dream Taq (Fermentas)

1,0 yl  templat

A fajazonosité PCR-eket minden B. avium és O. rhinotracheale torzs esetén elvégeztik.

Az altalanos 16S rRNS PCR reakciéelegye megegyezett a B. avium fajazonosité PCR-
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Az O. rhinotracheale térzsek jellemzésére hasznalt ERIC-PCR-t és RAPD vizsgalatokat

54 kivalasztott torzson végeztuk el.

Az ERIC-PCR reakcioelegyének dsszetétele a kdvetkezd volt:

13,6 yI PCRVviz

2,5ul  10x DreamTaq puffer
0,5ul 10 mM dNTP mix

1,5yl 10 pmol ERIC R1 primer
1,5yl 10 pmol ERIC 2 primer

0,4 yl  5U/ul DreamTaq polimeraz
50ul templat

Az O. rhinotracheale torzsek elemzésére hasznalt RAPD vizsgalatok reakciéelegyének

oOsszetétele a kovetkez6 volt:

11,1yl PCRviz

2,5l 10x DreamTaq puffer

1ul 10 mM dNTP mix

5l 10 pmol M13 /vagy OPG11 /vagy OPH19 primer
0,4 yl 5U/ul DreamTaq polimeraz

50 ul templat

Az egyes reakciok korilményeit és a felhasznalt primereket a 3. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat: A vizsgalt génszakaszok felsokszorozasakor alkalmazott reakciokérilmények és
primerek

PCR Kezdeti Denaturacié Annelacié Extenzié Végs6é Ciklus- Primerek
denaturacio extenzid szam
Fajspecifikus 94 °C 94 °C 53 °C 72°C 72°C 35 OR16S-F1
(On) 5 min 30s 45 s 1 min 7 min OR16S-R1
Fajspecifikus 95 °C 95 °C 50 °C 72 °C 72 °C 35 N-avium
(Ba) 5 min 30s 30s 30s 7 min C-avium
altalanos 94 °C 94 °C 55 °C 72°C 72°C 30 27F
16S rRNS 3 min 30s 45s N0s 7 min 1492R
ERIC 94 °C 94 °C 52 °C 72 °C 72 °C 30 ERICIR
4 min 1 min 90 s 90 s 7 min ERIC 2
RAPD-M13 94 °C 94 °C 40 °C* 72°C 72°C 35 M13
2 min 1 min 1 min 90 s 7 min
RAPD- 94 °C 94 °C 37 °C 72 °C 72 °C 50 OPG11
OPG11 5 min 30s 1 min 90 s 10 min
RAPD- 94 °C 94 °C 35°C 72 °C 72°C 40 OPH19
OPH19 5 min 40 s 30s 90s 10 min

A PCR termékeket 1,5%-0s SeaKem (Lonza; Basel, Svajc) agaréz gélben 1xTBE (trisz-
borsav-EDTA, Lonza) pufferben, megfeleld méreti molekulasuly-markerek (Fermentas)
mellett ellendriztik 9 V/cm elektromos térerésségl gélelektroforézissel. A gél zsebeibe
mintanként 5 pl PCR terméket és 1 ul 6XxDNA Loading Dye-t (Fermentas) mértink. A termékek
lathatova tétele és dokumentalasa UV fényben tortént Kodak Gel Logic 212 Imaging System

(Rochester, USA) segitségével.

4.3.4. Az ERIC-PCR és RAPD vizsgalatok eredményeinek elemzése

Az egyes reakciok soran keletkezett mintazatokban fellelheté amplikonok megléte (1)
vagy hianya (0) alapjan a PyElph programmal (Pavel és Vasile, 2012) binaris matrixot
készitettik. Az O. rhinotracheale torzsek genetikai hasonlésaganak vizsgalatahoz Dice
koefficienst hasznaltunk, a dendrogramot UPGMA moddszerrel készitettik. A tdrzsfa

topoldgiajat 100 ismétléses bootstrap analizissel vizsgaltuk (Pavel és Vasile, 2012).

4.3.5. Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A nukleinsav-sorrendek meghatarozasat a B. avium és az O. rhinotracheale térzsek 16S

rRNS génjének egy-egy kijeldlt szakaszan végeztuk el, 11 B. avium, illetve 42
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O. rhinotracheale reprezentativ térzsnél. Szekvenald primerként a 27F és 1492R univerzalis
primereket hasznaltuk. A PCR termékek tisztitdsat és a hagyomanyos Sanger-féle
dideoxinukleotid modszerrel t6rténé, kapillaris elektroforézis alapu szekvenalast a Macrogen
Europe Ltd. (Amszterdam, Hollandia) végezte, a szekvenalashoz ABI 3130XL készuléket
(Applied Biosystems, Foster City, USA) hasznaltak. A Macrogen-t6l kapott kromatogramokat
a Chromas LITE 2.01 (Technelysium Pty Ltd; South Brisbane, Ausztralia) programmal
ertékeltuk ki, a két iranybdl leolvasott szekvenciakat BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999) programmal

illesztettik ossze.

Az altalunk vizsgalt torzsek szekvenciait a GenBank adatbazisaban szerepld B. avium
és O. rhinotracheale teljes genom és részleges 16S rRNS génszekvenciakkal hasonlitottuk
Ossze BioEdit program segitségével. A nukleotid szekvencia hasonlésagokat Clustal W
algoritmussal (Higgins és mtsai., 1994) szamoltuk ki. Az illesztés eredményeként filogenetikai
dendrogramot készitettlink, a filogenetikai analizist a MEGA 6.06 szoftverrel (Tamura és
mtsai., 2013) hajtottuk végre. Eredményeink &sszehasonlithatésaga érdekében a
szakirodalomban altalanosan hasznalt Neighbor-Joining moédszert alkalmaztuk (Saitu és Nei,
1987). Az evoluciés tavolsagokat Jukes-Cantor korrekcios rata figyelembevételével

szamitottuk ki, a torzsfa topoldgiajat 500 ismétléses bootstrap analizissel vizsgaltuk.

4.3.6. Multi-l6kusz szekvencia tipizalas

Mivel az ERIC-PCR és RAPD vizsgalatok a B. avium izolatumok differencialasara nem
voltak alkalmasak, ezek genetikai valtozatossagat MLST analizissel vizsgaltuk. Az MLST-
analizist kilenc kivalasztott B. avium torzsnél végeztuk el hét haztartasi gén (adk, fumC, glyA,
tyrB, icd, pepA, pgm) részleges szekvencigjanak elemzésével (Diavatopoulos és mtsai.,
2005). Mivel a Diavatopoulos és mtsai (2005) altal egyéb Bordetella-k tipizalasara leirt
primerek a B. avium esetén nem erGsitettek fel szekvenalasra alkalmas amplikont, magunk
terveztink primereket a Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) program segitségével a vizsgalni kivant gének megfelel

szakaszaira.

A PCR reakcioelegyek 0sszetétele megegyezett a B. avium fajspecifikus PCR-nél kdzolt
premixével. A vizsgalt génszakaszok felsokszorozasakor alkalmazott reakciokorilmények

adatait a 4. tablazat ismerteti.
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Név 5'-3' szekvencia Termék hossza
adk-Ba-F CCAGGCCACGTTCATCACGCAGA

adk-Ba-R GACGCTGCCCACGCCGGAAA 571 bp
fumC-Ba-F TGGCCGAATGAGTTTCCGCTGT

fumC-Ba-R TCGGCCAGCAAACGCACCGACT 881 bp
glyA-Ba-F CCAACGTGCAGCCCAACTCGG

glyA-Ba-R ATACGCAGACCACGCTTGACC 646 bp
tyrB-Ba-F ACACTTATTACGATGCCGCCACC

tyrB-Ba-R CACCGCGTACACACCGTGCTC 671 bp
icd-Ba-F CCATCCAGTACGCCGTCGACCAC

icd-Ba-R CCGAAACCCGAGCAAGAAACCTG 589 bp
pepA-Ba-F  AGCTCACCGAAGGCGTATCCAC

pepA-Ba-R  GGGGAGGTTTTCGCAGGCAG 689 bp
pgm-Ba-F GACGGCAACTTCCCCAACCAC

pgm-Ba-R TTCGAAGCGCAGCACGACCAC 684 bp

4. tablazat: Az MLST-analizis soran vizsgalt génszakaszok felsokszorozasakor alkalmazott
reakciokorulmények

Gén Kezdeti Denaturacié Annelacié Extenzié Végsd Ciklusok
denaturacioé extenzié szama
adk 95 °C 95 °C 66 °C 72 °C 72 °C 23
5 min 30s 45 s 45 s 7 min
fumC 95 °C 95 °C 63 °C 72 °C 72 °C 25
5 min 30s 1 min 45s 7 min
glyA 95 °C 95 °C 66 °C 72 °C 72 °C 23
5 min 30s 45s 45s 7 min
tyrB 95 °C 95 °C 66 °C 72 °C 72 °C 23
5 min 30s 45 s 45 s 7 min
icd 95 °C 95 °C 66 °C 72 °C 72 °C 23
5 min 30s 45 s 45 s 7 min
pepA 95 °C 95 °C 66 °C 72 °C 72 °C 23
5 min 30s 45 s 45 s 7 min
pgm 95 °C 95 °C 66 °C 72 °C 72 °C 30
5 min 30s 45s 45s 7 min

A PCR termékek szekvencigjat ezutdn a 4.3.4. pontban ismertetett mdédon hataroztuk
meg, és a Bordetella Multi-Locus Sequence Typing weboldalon szerepld szekvenciakkal

Osszevetve elemeztik szintén a 4.3.4. pontban ismertetett médon.
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5. Eredmények

5.1. A baktériumok izolalasa és azonositasa

2009 és 2016 kozott Osszesen 179 choana- és 122 tracheatampon valamint 32
tidémintat dolgoztunk fel. Munkank soran azokat a baktériumtelepeket tekintettik
O. rhinotracheale gyanusnak, melyek 24 éra tenyésztési idd utan tiszarasnyi, 48 ora elteltével
1-3 mm nagysagu, szurkésfehér, domboru, vajsavas illatu, nem hemolizalo, kerek telepeket
képeztek véresagaron (3. abra). A MacConkey agaron 24 6ra utan 0,5-1 mm, 48 6ra utan
1-3 mm méretl, kerek, attetszd, gyongyszerl telepekrdl telepmorfologiajuk alapjan

feltételeztik, hogy B. avium-ok lehetnek (4. abra).

3. abra: Az O. rhinotracheale telep- 4. abra: A B. avium telepmorfoldgigja
morfoldgidja 48 ora inkubaciot kovetéen .... 24 d6rainkubaciot kdvetben

Az azonositasi vizsgalatokat kdvetéen 6sszesen 13 pulyka, harom hazityuk, két galamb,
egy héja és egy karvaly eredetli O. rhinotracheale és hat pulykabdl szarmazé B. avium térzs
izolalasat erésitettik meg. O. rhinotracheale térzsek esetében a megvizsgalt mintak 6%-a, B.
avium torzsek esetén pedig minddssze 1,8%-a adott pozitiv eredményt. Az altalunk izolalt,
valamint a tdrzsgyljtemény tovabbi hazai izolatumainak foldrajzi eredetét az 5. abra mutatja
be.
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5. dbra: A hazai B. avium [kék szin] és O. rhinotracheale [piros szin] izolatumok izolalasanak
helyszinei

Az azonositasi vizsgalatokat a torzsgyljteményben megtalalhatdé torzseken is
elvégeztik. A molekularis azonositas sordan — a szakirodalomban ismertetetteknek
megfelelden — az O. rhinotracheale izolatumok esetében a fajspecifikus reakcié egy 784 bp
hosszusagu DNS szakaszt sokszorozott fel. A B. avium fajazonosité PCR terméke 524 bp

hosszusagu volt (6. abra).

6. abra: Az O. rhinotracheale és B. avium fajazonosité PCR reakcidinak termékei
(M: Generuler 100 bp molekulatémeg marker, 1: O. rhinotracheale B3263/91 fajspecifikus [784 bp], 2:
O. rhinotracheale Or063 fajspecifikus [784 bp], 3: B. avium Ba01 fajspecifikus [524 bp], 4: B. avium
Bal3 fajspecifikus [524 bp]
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5.2.A baktériumok fenotipusos vizsgalatainak eredményei

5.2.1. A baktériumok biokémiai tulajdonsagai

A B. avium térzsek a fajra jellemzd moddon az Osszes vizsgalt biokémiai tesztben
egységesen inaktivak voltak (7. abra).

7. abra: A B. avium fajra jellemz6 biokémiai tulajdonsagai.
(I: indol, N: nitrat, U: urea, G: glikoz, L: laktdz, Sz: szachardz, A: arabinéz, D: dulcit, M: malt6éz, Szo:
szorbit)

Az O. rhinotracheale torzsek a triptofan bontasat jelz6 indol tesztben és a nitrat redukciéd
vizsgalatakor is negativak voltak, az ureumot pedig mindegyik vizsgalt torzs bontotta. A
felkinalt szénhidratok koézul az arabindzt, dulcitot és szorbitot egyik tdérzs sem hasznositotta. A
glukdzt 36 torzs (56,3%), a laktozt 42 (65,6%), a szachardzt 10 (15,6%), a maltozt 32 (50%),
a galaktozt pedig 14 izolatum (21,9%) volt képes felhasznalni (Melléklet 3. tablazat és 8. abra).

8. abra: Az O. rhinotracheale fajra jellemzé biokémiai tulajdonsagai.
(I: indol, N: nitrat, U: urea, G: gliikoz, L: laktéz, Sz: szachardz, A: arabindz, D: dulcit, M: maltéz, Szo:
szorbit)
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5.2.2. A novekedés koriilményeinek vizsgalata

A B. avium térzsek mindharom vizsgalt hémérsékleten, mind a négy felkinalt taptalajon

egyforman ndvekedtek.

Az O. rhinotracheale izolatumok valtozatosabb képet mutattak. 37 °C-os hémérsékleten
minden torzs képes volt ndvekedni. A tdrzsek az 5% juhvérrel kiegészitett Columbia és TSA-n
az egyéb esetekben is megfigyelt, 1-3 mm nagysagu telepeket képezték. A vért nem
tartalmazo taptalajokra leoltva 48 éra tenyésztési id6 elteltével is apro, 0,5-1 mm-es telepeket

hoztak létre.

31 °C-on vald tenyésztéskor egyetlen térzs sem volt képes ndvekedni a vért nem
tartalmazd két taptalajon. Véres Columbia agaron az izolatumok 81,8%-a nétt, a vérrel
kiegészitett TSA-n ugyanennyi torzs volt képes ndvekedni. A 31 °C-on nem ndvé térzsek nagy
része sem a véres Columbia, sem a véres TSA taptalajon nem névekedett, azonban volt olyan
torzs (ORO008), mely vérrel kiegészitett TSA-n nem, véres Columbia agaron viszont

novekedett. Az OR010 térzs ezzel éppen ellentétes ndvekedést mutatott.

A 41 °C-on valé inkubaciokor a vérrel kiegészitett taptalajokon minden vizsgalt térzs nétt.
A vér nélkali Columbia és TSA taptalajokon a térzsek kozel fele (45,5%) nem novekedett. A
31 °C-on nem nové torzsek 41 °C-on csak a vért is tartalmazo taptalajokon néttek. A
novekedési kérilmények vizsgalatanak részletes eredményeit a Melléklet 4. tablazata mutatja
be.

5.2.3. A hemolizis vizsgalata
A B. avium izolatumok kézul egyik sem hemolizalt.

Az O. rhinotracheale térzsek 39%-a (n=25) nem hemolizalt, 61%-uk azonban a 48 éra
37°C-on torténd tenyésztést kovetben 48 oran at szobahémérsékleten vald inkubalas utan
B-hemolizis jeleit mutatta. A hemolizis vizsgalatainak részletes eredményeit a Melléklet

1. tdblazata mutatja be.

5.2.4. Hemagglutinaciés préba

A hemagglutinacids vizsgalatokat 19 B. avium és 64 O. rhinotracheale torzson végeztik
el. Az egyes vizsgalati alkalmakkor tobbszori ismétlés soran kapott eredmények atlaga a
Melléklet 5. tdblazataban talalhatd, az eredmények dsszefoglaldsa pedig az 5. tablazatban

tekinthet6 meg.
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5. tablazat: A hemagglutinacios proba eredményének dsszefoglalo tablazata

hemagglutinal6 torzsek aranya (%)

vértipus B. avium O. rhinotracheale
16 78,9 0

juh 78,9 0
szarvasmarha 52,6 0
hazityuk 89,5 6,3

kacsa 94,7 14

nyul 0 14

Minden allatfajbol szarmazé vvt esetén megfigyeltlink agglutinaciét, azonban teljes (4-es

fokozatu) reakcio egy esetben sem jelent meg (9. abra).

9. abra: Hemagglutinacios szintek B. avium vizsgalata soran.
(0: negativ reakcio, 1: gyenge reakcio, 2: kdzepesen erds reakciod, 3: erds reakcio)

A B. avium torzsek jobb agglutinacios képességet mutattak, mint az O. rhinotracheale
izolatumok. El6bbieknél ritkabb volt a reakcio hianya, és magasabb volt a 2-es szinti reakciok
aranya. A B. avium torzsek a nyul vvt-kel egyaltalan nem reagaltak, a tébbi emlés vvt-t
azonban az izolatumok nagy szazalékban (I6 és juh: 78,9%; szarvasmarha: 52,6%)
agglutinaltak. Kacsa vvt-vel csak egy, hazitydk vvt-vel pedig két térzs nem adott reakciot, és
ezen vvt-kel figyelhettik meg a két leger6teljesebb (3-as fokozatu) reakciot is.

A 16, szarvasmarha és juh vvt-ket az O. rhinotracheale torzsek egyaltalan nem
agglutinaltak, a hazityuk vvt-ket négy, a kacsa vvt-ket kilenc, a nyul vvt-ket szintén kilenc

O. rhinotracheale izolatum agglutinalta.

5.2.5. A szerotipus meghatarozasa

A mezei O. rhinotracheale térzsek k6zott harom szerotipust (A, B, D) tudtunk azonositani
a hagyomanyos Heddleston-féle agargél-precipitaciés probaval (Melléklet 1. tablazat).
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Legnagyobb szamban az A szerotipusba tartozé térzsek fordultak el (49 torzs; 83%). Két
izolatumot (3,4%) B szerotipusuként, o6t toérzset (8,5%) pedig D szerotipusuként
azonositottunk. Harom torzs (5,1%) nem volt tipizalhat6 az A-E szerotipusok ellen termeltetett
savokkal. Otvenegy mezei térzs (86,4%) monospecifikus reakciot mutatott. Ot izolatum (8,5%:
ORO010, OR011, OR012, OR060, OR062) az A szerotipusba tartozott, de keresztreakciot
mutattak a B tipussavoval, két D szerotipusu térzs (OR007, OR063) a C tipussavoval, egy A
szerotipusu torzs (OR057) pedig a D tipussavéval keresztreagalt. A keresztreakciok 24 6ra
utan a f6é reakcional halvanyabb, elmosddottabb precipitacios csikként jelentkeztek, 48 illetve

72 ora elteltével er6sebbé valtak.

5.2.6. Az antibiotikum-érzékenység vizsgalata

Az O. rhinotracheale és B. avium izolatumok korongdiffuzios antibiotikum-érzékenység
vizsgalatainak eredményei a Melléklet 6. és 7. tablazataban tekinthetéek meg.

Minden vizsgalt O. rhinotracheale térzs érzékeny volt kloramfenikolra és spektinomicinre
valamint nagy részik tilmikozinra is. A torzsek nagy szazaléka rezisztens volt gentamicinnel,
nalidixsavval, szulfametoxazol-trimetoprimmel és polimixin B-vel szemben. A szulfonamidok

sem bizonyultak hatékonynak a torzsek jelentés hanyadanal (10. abra).
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10. abra: Az O. rhinotracheale térzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak eredménye
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A héjabdl, karvalybol és galambbdl szarmazo torzsek tObb antibiotikumra voltak
érzékenyek, mint a baromfi eredetliek. A héjabdl izolalt térzs csak a szulfonamidokkal
szemben volt rezisztens, a karvalybdl szarmazé izolatummal szemben pedig csak a
szulfonamidok és a nalidixsav nem voltak hatékonyak.

Az O6sszes B. avium torzs rezisztens volt ceftiofurral és linkomicinnel szemben, és
érzékeny volt doxiciklinre, gentamicinre, polimixin B-re, spectinomicinre és szulfonamidokra.
A ciprofloxacin, kloramfenikol, eritromicin, szulfametoxazol-trimetoprim és oxitetraciklin is
hatékonynak bizonyult, bar néhany térzs csak mérsékelt érzékenységet mutatott. Az
amoxicillin, ampicillin és tilmikozin nagyrészt hatékony volt, azonban néhany izolatum
rezisztens volt ezekre az antibiotikumokra. A 13 magyar torzsbdl kilenc érzékeny volt
penicillinre. Az 1980-as években, Németorszagban izolalt térzsek mindegyike rezisztens volt
penicillinre és 6t torzs nalidixsavra is (a hatodik csdkkent érzékenységet mutatott), ampicillinre

pedig mindegyik érzékeny volt (11. abra).
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11. abra: A B. avium térzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak eredménye

5.2.7. MIC meghatarozasa

A MIC értékek az 6t ismétlés soran egy kétszeres higitason belill reprodukalhatéak
voltak. Az O. rhinotracheale térzsek vizsgalata soran a MIC értékek mindharom antibiotikum

esetében széles hatarok k6zott mozogtak (6. tablazat).
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6. tablazat: Amoxicillin, doxiciklin és eritromicin minimalis gatlé koncentracidja
O. rhinotracheale térzsekkel szemben

Hatéanyag MIC (ug/ml) MICsg
<0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 264 (ug/ml)
Amoxicillin (nagyuzemi) 1 1 2873 6 2 4
Amoxicillin (haztaji és vadmadarak) 2 3 1 0,5
Doxiciklin (nagytzemi) 3 1758 4 2 4
Doxiciklin (haztaji és vadmadarak) 1 2 3 0,12
Eritromicin (nagytzemi) 1 4363 8 5 8
Eritromicin (haztaji és vadmadarak) 2 4 0,5

Amoxicillin és eritromicin esetében 0,12 ug/ml és 32 ug/ml kozotti, doxiciklin esetében
pedig 0,06 ug/ml és 32 ug/ml kozotti értékeket olvastunk le. A vadmadarakbal izolalt toérzsek
esetén a MIC értékek alacsonyabbak voltak (0,12 ug/ml mindharom antibiotikumra). Hasonlé
volt a helyzet a haztaji allomanyokban tartott hazityukbdl szarmazé torzseknél (0,5 pg/ml és
1 pg/ml amoxicillin, 0,06 ug/ml és 0,5 ug/ml doxiciklin, 0,5 pg/ml eritromicin esetén). Az
amoxicillin és doxiciklin MICso értéke 4 ug/ml, az eritromiciné pedig 8 pug/ml volt a nagylzemi
baromfikbdl izolalt térzseknél és rendre 0,25 ug/ml, 0,12 ug/ml és 0,5 pug/ml a vad- és hazta;ji
madarakbol szarmazo izolatumokkal szemben.

A B. avium torzsek vizsgalatakor kapott MIC értékek megoszldsa a 7. tablazatban
lathatd. Az értékek amoxicillin esetében <0,03 pg/ml és 1 pg/ml kdzott, doxiciklin esetében
<0,03 pg/ml és 0,12 ug/ml, eritromicin vizsgalata soran pedig 8 ug/ml és 16 pg/ml kézott
valtoztak. A németorszagi torzsekkel szemben mindharom antibiotikum MIC értékei
magasabbak voltak, mint a magyar térzsek esetén (amoxicillin: 0,5 és 1 pg/ml, doxiciklin:
0,06 és 0,12 pg/ml, eritromicin: 16 ug/ml). A MICso érték 0,12 pg/ml volt amoxicillin, 0,06 ug/mi
doxiciklin és 8 ug/ml eritromicin vizsgalatakor a magyar torzsekkel szemben. A németorszagi

izolatumokkal szemben ugyanezek az értékek rendre 0,5 ug/ml, 0,12 pg/ml és 16 ug/ml voltak.

7. tablazat: Amoxicillin, doxiciklin és eritromicin minimalis gatlé koncentraciéja B. avium
torzsekkel szemben

Hatéanyag MIC (ug/ml) MICso
<0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 =264 (ug/ml)
Amoxicillin (magyar térzsek) 1 4 5 3 0,12
Amoxicillin (német térzsek) 4 2 0,5
Doxiciklin (magyar torzsek) 4 8 1 0,06
Doxiciklin (német térzsek) 4 2 0,06
Eritromicin (magyar térzsek) 7 6 8
Eritromicin (német térzsek) 6 16
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5.3. A baktériumok genotipusanak meghatarozasa

5.3.1. A baktériumok genotipusos vizsgalatainak eredményei
5.3.1.1. Plazmid izolalas

A plazmid izolalas minden torzs esetén negativ eredményt adott.

5.3.1.2.ERIC-PCR

A vizsgalt O. rhinotracheale torzsek kozott tizenharom ERIC-mintazatot azonositottunk
(12. abra). A leggyakoribb tipusba (1. tipus) 29 torzs tartozott (53,7%). Az 1. tipusu izolatumok
nagy része (26 toérzs; 89,6%) pulyka eredetl volt, ketté vadmadarakbdl, egy hazityukbdl
szarmazott. A B szerotipus tipustorzse, amely szintén pulyka eredeti, ugyancsak az 1. tipusba
sorolédott. A 2. és 3. ERIC-tipusba kizardlag pulykabdl izolalt térzsek tartoztak (nyolc illetve 6t
torzs). 12 izolatum, koztlik az A, C, D és E szerotipus tipustorzsek, 10 kildnb6zé mintazatot
adtak (4-13. tipus). Ezek kozul nyolc térzs szarmazott hazityukbdl, kettd pulykabdl, kettd pedig

galambbdl.

5.3.1.3. RAPD vizsgalat M13 primerrel

Az M13 primerrel végzett RAPD vizsgalattal 10 kulonb6z6 tipusba soroltuk a vizsgalt
torzseket (13. abra). Az 1. tipusba az A szerotipus tipustorzs, valamint 42 mezei izolatum
tartozott. A 2. és 3. tipusba 2-2 torzs tartozott, a fennmaradd 7 izolatum, koéztik a B-E

szerotipus tipustorzsek is, egyedi mintazatot mutattak.

5.3.1.4. RAPD vizsgalat OPG11 primerrel

Az OPG11 vizsgalat két f6 tipusba csoportositotta az izolatumokat (14. abra). Az A, B
és C szerotipus tipustorzsek és az OR042 térzs mintazata egyedi volt. A 3. tipusba két mezei

torzs tartozott, a 8. tipust pedig a D és E szerotipus tipustorzsek alkottak.

5.3.1.5. RAPD vizsgalat OPH19 primerrel

Az OPH19 primerrel végzett vizsgalat szintén két nagy csoportba sorolta a vizsgalt
O. rhinotracheale térzseket (15. abra). A vizsgalt izolatumokbdl 36 (66,7%) az 1. tipusba
tartozott, mig a masodik leggyakoribb tipusba (2. tipus) 11 térzs (20,4%) sorolddott. A 4. tipust
harom hazitydk eredetl torzs alkotta, a 2. tipustdl pedig csupan egy csikkal eltér6 mintazatu
6. tipust pedig a D és E szerotipus tipustorzsek alkottak. A C szerotipus térzs és az OR063

egyedi mintazattal rendelkeztek.
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5.3.1.6. Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A B. avium torzsek a vizsgalt szakaszon 100%-0s egyezést mutattak egymassal és a
két B. avium tipustorzs (ATCC 35086 [AF177666]; 197N [NR_074639]) megfelel6

génszakaszaival (16. abra).

Ba18/csirke/Jaszherény/2014
Ba01/pulyka/Kiskunfélegyhaza/2012
Ba07/pulyka/Szarvas/2012
Ba08/pulyka/NI/2004
Ba09/fogoly/NSZK/1985
Ba11/pulyka/NSZK/1985
Ba13/kacsa/NSZK/1985
Ba14/lud/NSZK/1985
Ba15/hazityuk/Darany/2011
Ba16/pulyka/Kiskunmajsa/2012
Ba17/pulyka/NI/2012
AF177666/pulyka/Németorszag/1983*
NR_074639/pulyka/USA/1988*
NR_041769/pulyka/USA/1988*

| EU082160/human/USA/2008*
KF668465/NI/India/2014

[
| JQB59951/NI/Szingapar/2015*
0.8

Nucleotide Substitutions (x100)

16. abra: A B. avium torzsek részleges 16S rRNS nukleotid szekvenciai alapjan készitett
filogenetikai fa.
A gén 57-1398 bp szakasza a 197N t6rzshoz (NR_074639 génbanki szam) viszonyitva.

A 16S rRNS szekvencia elemzése a 42 vizsgalt O. rhinotracheale térzset két klaszterbe
csoportositotta (17. abra). A mezei izolatumok nagy része (37 izolatum) 100%-ban

megegyezett az A, B és E szerotipus tipustorzsekkel és mas GenBank-i szekvenciakkal.
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KC454289/hazityuk/Kina/2012*

KC454294/Mazitydk/Kina®
KC454287 hazitydk/Kina/2012*
| KCA454304/azity0k/Kina/2012*

Kcm&ilyldkha'
JFB10485/hazityok/lran*
UB7100/pulyka/USA/1935*

KP128016/Mazityik/Pery®

HF548214/acanUK2010*

wmvpulyumsaa-

KCas4288/aztyuk/Kina/2012*
HF548213/facan/UK/2009*

63 | UBT105/pulykarHollandial1934*

loRvauOBm 2putykalFranciaorszaghess
UB7 104 vetési varj/Németorszag/1983°

UBT102/vetési vagiwNémetorszag/1983°

15 —
a9 | HES48215Macan/UK/ 2010

10 KC544295/hazitydk/Kina/2012*
UBT7103/gyongytyuk/Belgium/1932*

19

e a—]
0.00050

17. dbra: Az O. rhinotracheale térzsek részleges 16S rRNS nukleotid szekvenciai alapjan
készitett filogenetikai fa.
A gén 64-1398 bp szakasza az LMG 9086T térzsh6z (U87101 génbanki szam) viszonyitva. Mivel a 42
mezei izolatum kozil 34 100% azonossagot mutatott ezen a szakaszon, az abran csak 25 torzset
tintetttnk fel.

49



5.3.1.7. Multi-lbkusz szekvencia tipizalas

Az MLST analizishez kilenc B. avium térzset valasztottunk ki. A Diavatopoulos és mtsai
(2005) altal leirt primerekkel elvégzett PCR-ek nem adtak szekvenalasra alkalmas PCR
terméket. A B. avium templatokat hasznalva tébb, kildnb6zé méretli PCR termék keletkezett,
a kontrolként hasznalt B. bronchiseptica (KM22) esetén ezzel szemben a vart méretlii PCR
termékeket kaptuk (18. abra). A sajat tervezés(i primerekkel végzett PCR-ek szekvenalasra

alkalmas termékei a 19. abran lathatoak.

M- 10 44542- 131144 45 16¢ 17 18 49 20521

18. abra: A Diavatopoulos és mtsai (2005) altal kidolgozott primerekkel és héprofillal
kivitelezett PCR-ek termékei
(M: Hyperladder 50 bp molekulatémeg marker, 1: icd [negativ kontroll], 2: icd [Ba01], 3: icd [KM22], 4:
pepA [negativ kontroll], 5: pepA [Ba01], 6: pepA [KM22], 7: pgm [negativ kontroll], 8: pgm [Ba01], 9:
pgm [KM22], 10: adk [negativ kontroll], 11: adk [Ba01], 12: adk [KM22], 13: fumC [negativ kontroll], 14:
fumC [Ba01], 15: fumC [KM22], 16: glyA [negativ kontroll], 17: glyA [Ba01], 18: glyA [KM22], 19: tyrB
[negativ kontroll], 20: tyrB [Ba01], 21: tyrB [KM22])

19. dbra: az MLST analizishez felhasznalt haztartasi gének PCR termékei
(M:Generuler 100 bp molekulatdmeg marker, 1: adk, 2: fumC, 3: tyrB, 4: icd, 5: pepA, 6: pgm, 7: glyA)
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Az in silico elemzést kovetéen a génszekvenciakat a Bordetella MLST adatbazisban
megtalalhaté génszakaszokkal hasonlitottuk 6ssze.

A hét haztartasi gén részleges szekvencigjanak elemzésekor az icd, pepA és pgm gének
esetében tdrzseink szekvenciaja 100% egyezést mutatott az adatbazisban szerepld egyetlen
B. avium torzs, a 197N megfelel6 génszakaszaval. Az adk gén esetében harom toérzs (Ba01,
Ba08, Ba18) szekvencigjaban egy G—A pontmutaciét azonositottunk a 119. bazisnal. A fumC
genszekvenciajaban a Ba18 t6rzs szekvenciajanak elemzésekor két T—C pontmutaciot a 4.
és 40. bazisnal, a glyA gén esetében a Ba18 génjének megfelel6 szakaszan egy T—C cserét
a 83. bazisnal, a tyrB gén esetében a Ba01, Ba07, Ba08 és Ba18 tdrzsek vizsgalata soran egy
C—T cserét azonositottunk a 245. bazisnal. A fennmaradd térzsek minden esetben 100%
homoldgiat mutattak a 197N térzs génszakaszaival.

A Ba13, Ba14, Ba15 és Ba16 torzsek igy az adatbazisban szereplé 197N torzzsel egyutt
az ST76-ba tartoznak. A Ba01 és Ba08, a Ba07 és a BA09 valamint a Ba18 térzsek harom Uuj

szekvencia tipust képeznek (7. tablazat).

7. tablazat: B. avium térzsek MLST analizisével kapcsolatos vizsgalataink végeredménye

Azonosito Izolalas alléltipus

Allatfaj Szerv ideje helye adk fumC glyA tyrB icd pepA pgm
BaOl pulyka légcsd 2012. Kiskunfélegyhaza uj 8 16 u 15 12 15
Ba07 pulyka légcsd 2012. Szarvas 9 8 16 u 15 12 15
Ba08 pulyka légcsé 2004. NA Uj 8 16 uj 15 12 15
Ba09 fogoly NA 1985. Németorszag 9 8 16 uj 15 12 15
Bal3 kacsa NA 1985. Németorszag 9 8 16 8 15 12 15
Bal4 liba NA 1985. Németorszag 9 8 16 8 15 12 15
Bal5 hazityuk tidé 2011. Darany 9 8 16 8 15 12 15
Bal6 pulyka légcsd 2012. Kiskunmajsa 9 8 16 8 15 12 15
Bal8 hazitydk orrmellékireg 2014. Jaszberény Uj Uj Uj u 15 12 15

NA: nincs ismert adat
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6. Megvitatas

6.1. A baktériumok izolalasa és azonositasa

A munkank soran tapasztalt alacsony izolalasi ardny megegyezik a szakirodalomban
eddig leirt megfigyelésekkel. Hassanzadeh és mtsai. (2010) 150, brojlercsirke-allomanybol
gyUjtétt tracheatampon-mintabdl csupan egy esetben tudtak O. rhinotracheale baktériumot
kitenyészteni, és tudémintak esetében is csak 2% volt az izolalasi arany. Charlton és mtsai
(1993) hazityuk eredetli mintak esetében 3%, pulykabdl szarmazd mintak esetében pedig 5%
pozitivitasrol szamoltak be. Asadpour és mtsai. (2011) 290 brojler trachea tampon
vizsgalatakor a mintak 1%-bdl mutattak ki O. rhinotracheale-t, irani pulyka-, hazityuk- és
galamballomanyok fertézéttségének felmérésekor (Mirzaie és mtsai., 2011) pedig 2,5% volt
az O. rhinotracheale izolalasi aranya. Canal és mtsai (2005) szeropozitiv pulykaallomanyokat
vizsgaltak Braziliaban, és 6k sem tudtak 16%-nal magasabb O. rhinotracheale izolalasi aranyt
elérni. Murthy és mtsai. (2008b) ezzel szemben a vizsgalt mintak 34,6%-abdl tenyésztették ki
a korokozét. Raffel és mtsai (2002) 128 trachea tampon mintabdl kilenc B. avium izolatumot
tenyésztettek ki. Jordaniaban szaz légz8&szervi tlineteket mutatdé baromfiallomanybadl gydjtott
170 minta 8,8%-abdl O. rhinotracheale, 3%-abdl B. avium tenyészett ki (EI-Sukhon és mtsai.,
2002). Malik és mtsai. (2005) 1998-2002 kozott végzett felmérésében a trachea és sinus

tamponmintakbdl valamint tidészdvetekbdl a B. avium izolalasi aranya 1,8% volt.

Mindkét, altalunk vizsgalt baktérium faj izolalasat neheziti a lassu névekedésik, mivel a
mintaban jelen 1évd, gyorsabban nové baktériumok a tenyésztés soran elfedhetik az
O. rhinotracheale és B. avium telepeket, amin még az izolalasra hasznalt taptalaj
antibiotikummal valo kiegészitése is csak részben képes segiteni. Klinikai tineteket mutato
allatokbdl ezért a betegség kezdeti szakaszaban érdemes mintat venni. Amennyiben a
kérokozé izoladlasa nem cél, a B. avium és az O. rhinotracheale altal okozott fert6zéttség
felderitésére jol hasznalhatdak a szeroldgiai vizsgalatok is, melyek az allatok vérében jelen
Iévé, a baktérium ellen termelt ellenanyagot mutatjak ki, igy a baktériumtenyésztés nehézsége
miatti fals negativ diagnézis, legalabbis részben, kikiszobdlheté (Hafez, 2002, Raffel és
mtsai., 2002).

Az altalunk izolalt O. rhinotracheale és B. avium torzsek tulnyomé tdbbsége |égzdszervi
tuneteket mutatd allatokbol szarmazott. Kivételt jelentett a megmintazott karvaly és héja,
melyek nem mutattak betegségre utalo jeleket. Tsai és Huang (2006) beteg és tuneteket nem
mutaté hazityukallomanyok szlrésekor a 31 megmintazott allomany 41,9%-abdl izolalt
O. rhinotracheale tdérzseket. Csupan 6t allomanyban voltak medfigyelhetéek légz&szervi

tunetek, viszont meglepd modon O. rhinotracheale baktériumokat csak tiineteket nem mutato

52



allomanyokbdl tenyésztettek ki (Tsai és Huang, 2006). Galambok esetén 9% volt az izolalasi
arany. Legnagyobb mennyiségben vadon €l galambokbdl sikerllt a kérokozot kimutatniuk
(28,6%) (Tsai és Huang, 2006). B. avium esetén a vadmadarak fert6zottségének vizsgalata
hasonlé eredményt hozott: negyvenegy faj szaz egyedében talaltak B. avium ellen termelt
ellenanyagot (Raffel és mtsai, 2002). Ezek az eredmények, az altalunk kitenyésztett két,
ragadozd madar eredetl izolatummal egyltt a vadon él6 madarak rezervoar szerepére

vilagitanak ra.

6.2. A baktériumok biokémiai tulajdonsagai

A biokémiai prébakban a frissen izolalt és a térzsgyljteménybdl kivalasztott B. avium
torzsek mindegyike egységesen és a szakirodalomban (Kersters és mtsai., 1984) leirt médon

viselkedett.

Altalanosan elfogadott, hogy az O. rhinotracheale térzsek nitrat redukciods, triptofan és
ureum bontdképessége egységes: az elsd két tesztben rendre negativ, az ureum-bontas
vizsgalatakor pedig pozitiv reakciét adnak a vizsgalt térzsek (Hassanzadeh és mtsai., 2010;
Mohd-Zain és mtsai., 2008; Seifi, 2012; Travers és mtsai., 1996).

A szénhidratok hasznositasanak vizsgalatakor, a szakirodalomban ismertetett adatokkal
megegyez6 modon, nagyobb valtozatossagot tapasztaltunk. Ezt részben magyarazhatja, hogy
a baktérium nehezen tenyészthetd, taplevesekben lassan ndé. Ezt kikiszébolendd
vizsgalataink soran tapleveseinket 2% steril hazityuksavéval egészitettik ki, és a teszteket 4
napig inkubaltuk. Glikéz prébaban tébb vizsgalat soran taldltak mind pozitiv, mind negativ
torzseket (Canal és mtsai., 2005; Vandamme és mtsai., 1994). Mohd-Zain és mtsai. (2008)
vizsgalataban a torzsek 55,6%-a volt pozitiv ebben a tesztben, azonban Iranban, brojler
hazityukbdl izolalt torzsek mindegyike negativ eredményt adott (Siddique és mtsai., 2008).
Laktozfelhasznalas szempontjabdl hasonlé valtozatossag volt megfigyelhetd az izolatumok
kozott (Canal és mtsai., 2005; Hassanzadeh és mtsai., 2010), mig masok (Mohd-Zain és
mtsai., 2008; Seifi, 2012) egységesen laktéz-pozitivnak talaltdk a vizsgalt torzseket.
Szachar6z tesztben pozitiv (Siddique és mtsai., 2008; Vandamme és mtsai., 1994) és negativ
torzseket is leirtak mar (Canal és mtsai., 2005; Hassanzadeh és mtsai., 2010; Travers és
mtsai., 1996). Tébb szerzé (Siddique és mtsai., 2008; Travers és mtsai., 1996) megfigyelése
alapjan az O. rhinotracheale térzsek képesek a maltdézt hasznositani, masok (Canal és mtsai.,
2005; Hassanzadeh és mtsai., 2010) ezzel ellenkez6 megallapitast tettek. Az arabinozt
(Charltonés mtsai., 1993) és dulcitot (Charlton és mtsai., 1993; Travers és mtsai., 1996) a
szakirodalomban leirtak szerint nem hasznositjidk az O. rhinotracheale térzsek, ami

megegyezik az altalunk tapasztaltakkal.
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A szénhidratfelhasznalasban tapasztalt valtozatossag miatt ezek a prébak
fajazonositdsra nem alkalmasak. Az indol, nitrat és urea tesztekben azonban kell6en
egységesen viselkednek az O. rhinotracheale térzsek ahhoz, hogy ezek a probak az
azonositasi protokoll részét képezzek. A biokémiai prébak soran mutatott valtozékonysag oka
nem ismert, a fent emlitett technoldgiai nehézségek mellett esetlegesen genetikai eltérések is

allhatnak a jelenség mogott.

6.3. A novekedés koriulményeinek vizsgalata

A vizsgalt B. avium térzsek a szakirodalomban leirtaknak megfeleléen (Arp, 1986,
Jackwood és Saif, 2013) mind a négy felkinalt taptalajon egyforman névekedtek. Az inkubacio
hémérsékletének B. avium torzsekre gyakorolt hatasat Arp és McDonald (1985) vizsgalta.
Optimalisnak a 35°C-os tenyésztési hémeérsékletet talaltak, de 30 és 40°C-on is jol
tenyészthetének bizonyultak a térzsek, mig 45°C-os hémérsékleten 24 6ran belll elpusztultak.
Medgfigyeléseik megegyeznek az altalunk tapasztaltakkal: a mi izolatumaink 31, 37 és 41°C-

on is jOl tenyészthetéek voltak.

Vizsgalataink eredményei alapjan a szakirodalomban leirtaknak megfeleléen (Chin és
mtsai., 2013) az O. rhinotracheale szamara az optimalis inkubaciés hémérséklet 37°C, de 31
és 41°C-on is képes ndvekedni. A jelenséget az magyarazhatja, hogy madarak
légz8szerveiben nem egységes hémérséklet uralkodik: a felsé légutakban alacsonyabb, mig

a tid6éhoz kdzeledve egyre magasabb a hémérséklet (Markham és mtsai., 1998).

Az Altalunk vizsgalt O. rhinotracheale térzsek 37°C-on TSA-n is nodvekedtek,
dsszhangban a szakirodalomban ismertetettekkel (Chin és mtsai., 2013), azonban a létrejové
telepek mérete alapjan a vérrel kiegészitett taptalajok jelentették a torzsek szamara az idealis

kbzeget.

Kulon kategoriat képeznek a héérzékeny mutans O. rhinotracheale torzsek, melyek
42°C-on nem képesek ndvekedni, és potencidlis vakcina toérzsek lehetnek (Lopes és mtsai.
2002). A héérzékeny vakcina torzsek csak a fels6 légutakat képesek kolonizalni, és lokalis
immunvalasz kivaltasa altal alakitanak ki védettséget a 42°C-on is névekedni tudo vad térzsek
ellen. A Lopes és mtsai (2002) altal mesterségesen elballitott h6érzékeny mutans térzson kivul
a természetben eléforduld, 42°C-on névekedni nem képes torzset eddig még nem talaltak. Az
altalunk vizsgalt térzsek kozott sem fordult el olyan, aminek a ndvekedését a magasabb

hémérséklet gatolta volna.
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6.4. A hemolizis vizsgalata

A B. avium tdérzsek hemolitikus képességeinek vizsgalata soran a szakirodalomban
(Kersters és mtsai., 1984) leirtakat tapasztaltuk, azaz a baktériumtérzsek egy esetben sem

mutattak hemolizist.

Az O. rhinotracheale-t az els6 leirasokban (Charlton és mtsai., 1993; Vandamme és
mtsai., 1994) egyértelmliien nem hemolizalé baktériumként jellemezték. Tabatabai és mtsai
(2010) szamoltak be el&szér gyenge B-hemolizist mutatd izolatumokrol. A jelenséget akkor
figyelték meg, amikor 48 6ras 37°C-on torténd inkubaciot kdvetben tovabbi 24-48 o6ran at
szobah&mérsékleten tartottak a tenyészeteket. Tapasztalataik szerint az Eszak-Amerikaban,
pulykabdl izolalt térzsek tobbsége hemolizalt. A tulajdonsag hatterében egy hemolizin-szeri
fehérjét azonositottak (Tabatabai és mtsai., 2010), a jelenséget pedig mas szerzék brojler
allomanyokbdl szarmazo izolatumok esetében is megerésitették (Gornatti Churria és mtsai,
2011).

Vizsgalataink soran nem talaltunk dsszefliggést a tdrzsek hemolizalé képessége és az
izolalas ideje vagy a térzsek allatfaji eredete k6zott. Nem fuggott 6ssze ez a tulajdonsag azzal
sem, hogy az allat mely szervébdl tenyésztették ki az adott térzset: mind hemolizalé, mind

nem hemolizal6 térzsek szarmaztak tidébél, ami sulyosabb korlefolyast feltételez.

A hemolizinek szamos baktériumfajban szerepet jatszanak a kérokozé megbetegité
képességében. A hemolitikus tulajdonsag virulencia tényez6 szerepét O. rhinotracheale
esetében Walters és mtsai. (2014) allatkisérletben vizsgaltdk. Nem vart médon a nem
hemolizalé torzset talaltdk virulensebbnek. A nem hemolizalo toérzzsel fert6zott allatok
korszdvettani elvaltozasait a fertézés utan 7, 14, és 21 nappal is szignifikansan sulyosabbnak
talaltak, mint a hemolizal6 térzzsel inokulalt csoportban tapasztalhatéakat. A nem hemolizald
torzzsel fert6zott csoport egyedeinek testtdmege is nagyobbmértékben csdkkent, mint a
hemolizal6 térzzsel fert6zott allatoké, valamint az elébbi csoportban magasabb ellenanyag-
titereket meértek. A jelenség tisztazasa tovabbi vizsgalatokat kivan, hiszen nem zarhato ki az
sem, hogy a két toérzs nem csak a hemolitikus képességében, de egyeéb, a virulenciat

befolyasolé tulajdonsagban is kiildnb6zott egymastol.

A hemolizin-szerli fehérje genetikai hatterének pontosabb megismerése segithetne
annak megértésében, hogyan mikddik és milyen evolucios elénnyel jar ez a tulajdonsag,
amennyiben valéban nem jatszik szerepet a kérokozd megbetegité képességében, azonban
az ezzel kapcsolatos kisérletek eddig nem voltak sikeresek (Tabatabai és mtsai., 2010).
Elérelépést e tulajdonsag vizsgalatdban a tobb hozzaférhet§ O. rhinotracheale teljes

genomszekvencia jelentené, melyek tovabbi molekularis vizsgalatok alapjat is képezhetnék.
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6.5. Hemagglutinacios proba

Osszesen 19 B. avium és 64 O. rhinotracheale térzset vizsgaltunk hemagglutinacios
prébaban, hat gazdafajbdl szarmazé vvt-k felhasznalasaval, a baktériumok adhézids

képességeinek megismerésére.

Fitzgerald és mtsai. (1998) vizsgaltak el6szér az O. rhinotracheale hemagglutinaciés
képességét. Vizsgalatukban 25 izolatumbdl 15 agglutinalta a hazitydk vvt-ket. Soriano és
mtsai. (2002) késbébbi vizsgalataban az 6sszes torzs rendelkezett ezzel a képességgel. Sajat
torzseink szintén rendelkeznek hemagglutinacios aktivitassal. Osszefliggést azonban nem
tudtunk kimutatni térzseink gazdafaji eredete és hemagglutinacios képessége kozott. A
Egy tajvani kisérlet soran a hazityuk eredetli torzsek jobb hemagglutinaciés képességet
mutattak, melyek tulnyomd tébbsége (n=22/28) mind a hazityuk, mind a galamb vvt-ket
agglutinalta, mig a galamb eredet( izolatumok nem mutattak ilyen aktivitast (Tsai és Huang,
2006). Mirzaie és mtsai. (2011) vizsgalatdban a galambbdl szarmazéd izolatumok
hemagglutinaciés aktivitasa nagyobb volt, mint a pulyka és flirj eredetii térzseké. A galambbdl
izolalt torzsek 39%-a reagalt a hazityuk és galamb vvt-kel, a flrjb6l szarmazo térzsek kdzul
egy, a pulyka eredetl torzsek kozil egy sem mutatott hemagglutinacios aktivitast.
Vizsgalatainkban a galamb és vadmadar eredetl térzsek egyik faj vvt-it sem voltak képesek
agglutinalni. A hazityuk eredeti izolatumok kozel fele (n=4/9), mig a pulyka eredetl torzsek

19%-a reagalt valamelyik allatfaj vvt-jével.

Varakozasunkkal ellentétben a hazityukbdl izolalt térzsek egyike sem agglutinalta a
hazityuk vvt-ket — a négy pozitiv reakciét pulyka eredetii torzsek adtak. Vega és mtsai. (2008)
az A-l szerotipus tipustorzsek agglutinacios képességeit tesztelték szamos emlés és madar
vvt-tel. Tapasztalatainkhoz hasonléan a hazityuk eredeti A és E tipustorzsek nem
agglutinaltak sem a brojler, sem a kuldon kategériaként kezelt kakas vvt-ket, a szintén
hazityukbdl izolalt G szerotipus torzs azonban igen. A pulykabdl izolalt tipustorzsek nagy része
agglutinalta a pulyka vvt-ket, am az egyik hazityuk eredetl tipustorzs is pozitiv reakciét adott
(Vega és mtsai., 2008).

Szintén némi meglepetésre adott okot a nyul vvt-k esetében tapasztalt kilenc reakcio,
mely a madar vvt-kel adott reakciok szamaval dsszevetve magasnak szamit. Vega és mtsai.
(2008) megfigyelései szerint a nyul vvt-kel mindegyik térzs reagalt, ami egyetlen mas madar
vagy emlds vvt-re sem volt elmondhaté. A juh vvt-ket, a mi megfigyelésiinkh6z hasonléan, a
tipustdrzsek tulnyomo tébbsége nem agglutinalta. Galamb és kutya vvt-tel a térzsek koérilbeldl
fele reagalt. Vega és mtsai., (2008) ugy talaltak, hogy az A B, D és G tipustorzsek agglutinaltak

a legtdbb allatfajbdl szarmazé vvt-t. A kis elemszam (n=9) miatt messzemend kdvetkeztetések
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levonasara nem alkalmas a vizsgalatuk, ezért nem megallapithatd, hogy ez a tulajdonsaguk
Osszefligg-e a szerotipusukkal, vagy masik jellemzdjiukbdl kévetkezik. Az altalunk elemzett
mezei torzsek esetében hét A és két D szerotipusu torzs reagalt valamelyik allatfaj vvt-jével,

azaz az izolatumok szerotipusaval nem tudtunk dsszefuggést kimutatni.

Tsai és Huang (2006) a telepmorfolégia €s a hemagglutinacios aktivitas kozott figyeltek
meg korrelaciét. Beszamoldjuk szerint a nagyobb telepeket képzd térzsek nagyobb szazaléka
volt képes a hazityuk vvt-ket agglutinalni, mint a kis telepmorfoldgiaju izolatumok. Mirzaie és
mtsai. (2011) hasonlo jelenséget figyeltek meg. Sajat eredményeink nem erdsitik meg ezt a
megfigyelést: a hemagglutinaciot mutato torzsek kozott kisebb (OR009, OR012, ORO063,
ORO067) és nagyobb (OR077, OR078, OR079) telepeket képezbk is megtalalhatéak voltak.
Tapasztalataink szerint, a szakirodalomban ismertetett mdédon (Hafez, 2002), a frissen izolalt
torzsek eltér6 nagysagu telepeket képezhetnek, azonban néhany atoltast kovetéen méretik
egységessé valik. Megfigyelésink szerint tovabba a tenyészté kdzeg tapanyagtartalma is

befolyasolja a telepméretet.

A baktériumsejtek fellletén megjelené adhezinek tulajdonsagai nagymértékben
befolyasolhatjak a virulenciat, hiszen a bakterialis fertézés elsé lépése a gazda sejtjeihez vald
specifikus tapadas. A baktérium vvt-megkoté képessége szamos baktériumfaj esetén jol
korrelal a mikroba gazdasejthez torténd adhézidjaval, a virulens baktériumok pedig gyakran
er6sebb adhéziés és hemagglutinacios képességgel rendelkeznek (Ishikawa és Isayama,
1988). Az O. rhinotracheale virulencia faktorairdl egyel6re kevés informacioé all rendelkezésre.
A hazityuk vvt-ket hemagglutinal6 torzsek adhézios vizsgalatokban képesek voltak hazityuk
trachea hamsejtekhez tapadni (Soriano és mtsai., 2002), igy valészinlsithet, hogy mas
baktérium fajokhoz hasonléan valamilyen adhezin jelenlétét jelzi a hemagglutinacios
képesség. Vizsgalatunk és a szakirodalomban olvashaté adatok (Vega és mtsai., 2008)
alapjan nem figyelheté meg gazdafaj-specificitas az O. rhinotracheale hemagglutinacios
képességeben. Mivel a kérokozd széles gazdaspektrummal rendelkezik, ezen eredmények
alapjan feltételezhet6, hogy az O. rhinotracheale adhezinek esetében nem beszélhetliink a

fajon bellli, egyes madarfajokhoz adaptalédott kérokozd csoportokrol.

A hemagglutinacié a B. avium jél ismert tulajdonsaga (Bemis és Fenwick, 2008). A
hemagglutinacios képesség hianya altalaban a torzs attenualddasara utal. A képesseég
jelenlétét vagy hianyat elsésorban tengerimalac vvt-k segitségével hatarozzak meg (Temple
és mtsai., 1998), mas allatfajok vvt-ivel csak elvétve végeztek vizsgalatokat.Register és mtsai.
(2003) megfigyelései szerint szamos B. avium térzs gyengén vagy egyaltalan nem
hemagglutinalta a juh- és pulyka vvt-ket. Beszamol6juk szerint a valasztott modszer is
befolyasolhatja az eredményt: a mikrotiter lemezen végzett préba nagyobb aranyban ad

pozitiv eredményt, mint a targylemez-agglutinacios teszt. Gentry-Weeks és mtsai. (1988)
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eredményeinkhez hasonldéan kilonbséget talaltak az eltéré allatfajokbdl szarmazé vvt-k
agglutinalasaban: vizsgalatukban a B. avium torzsek a lud vvi-ket nem agglutinaltadk, a
tengerimalac vvt-ket azonban igen. Sajat vizsgalataink soran ezekkel az eredményekkel

ellentétben a juh és madar eredeti vvt-ket a torzsek tobbsége agglutinalta.

Gentry-Weeks és mtsai. (1988) a lud vvt agglutinaciojat az FHA meglétének
indikatoraként hasznaltak, és arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy ez a struktura hianyzik a
B. avium térzsekbdl. Késébb igazolédott, hogy az FHA miikddéséért felelés két gén, az fhaB
és fhaC ortolégjai megtalalhatéak a B. avium-ban is. A két gén szekvenciajaban torténé
inzercios mutaciok azonban nem befolyasoltak a térzsek vvt-megkdtd képessegét, mikdzben
pulyka modellben vizsgalva a médositott térzsek avirulensnek bizonyultak (Spears és mtsai,
2003). Ezek mellett négy masik, FHA-szer( fehérjéket kddold gén is ismert, melyekbdl kettd
(hagA és hagB) mutacidja a hemagglutinacios aktivitas megsziinésével jar (Temple és mtsai.,
1998). A hagA génrdél kifejez8d6 fehérje hasonldsagokat mutat a mas Bordetella fajokban is
megtalalhaté fhaC gén termékével, ezért azt feltételezik, hogy a B. avium-ban a HagB az
FhaB-nek, a HagA pedig az FhaC-nek megfelelé funkciéval bir (Temple és mtsai., 2010).
Valoszinisithetd, hogy az eltérd allatfajokbdl szarmazd vvi-k agglutinalasaban mutatkozo
kilénbségek hatterében a hemagglutinaciéért felelés strukturak valtozatossaga all, azonban a

pontos Osszefliggés jelenleg még nem ismert.

6.6. A szerotipus meghatarozasa

A szerotipizalas az O. rhinotracheale térzsek jellemzésének altalanosan alkalmazott
modszere (van Empel és Hafez, 1999). Az irodalmi adatokkal megegyezé médon (Numee és
mtsai., 2012; van Empel és mtsai., 1997), a Magyarorszagon 1997-2016 kozétt izolalt térzsek
nagy része az A szerotipusba tartozott. A pulyka eredetl torzsek tulnyomo tobbsége, valamint
a vadmadarakbdl izolalt térzsek is A szerotipusuak voltak. A hazityuk eredetl térzsek viszont
nagyobb valtozatossagot mutattak: két torzs A szerotipusunak, két torzs D szerotipusunak
bizonyult, két térzs pedig nem volt tipizalhaté az A-E szerotipus-specifikus savokkal. Thachil
és mtsai. (2007) vizsgalataban az 6tven vizsgalt pulyka izolatum kozll 32 A szerotipusunak
bizonyult, 11 térzs a C, 7 pedig az | szerotipusba tartozott. Ezzel ellentétben, az eddigi
legszélesebb koérl vizsgalat soran (van Empel és Hafez, 1999) a pulyka eredetl térzsek
mutattak nagyobb valtozatossagot: 58%-uk tartozott az A szerotipusba, 27% B, 7% E, 5%

pedig D szerotipusu volt. A hazityuakbdl izolalt torzsek 95%-a A szerotipusu volt.

A viladgszerte vizsgalt hazityuk eredetl torzsek 98%-a, mig a pulykabdl izolalt térzsek
99%-a tartozik az 6t leggyakoribb (A-E) szerotipusba. A fennmaraddé 13 szerotipus

megjelenése szorvanyos (van Empel és Hafez, 1999). A harom, a vizsgalatunkban nem
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tipizalhato torzs feltehetéen az F-R szerotipusok valamelyikébe, vagy egy eddig még le nem
irt szerotipusba tartozik. Hafez és Sting (1999) arrél szamolt be, hogy a hat leggyakoribb
szerotipusra (A-E valamint G) specifikus savé hasznalatakor az Osszes elemzett torzs
szerotipusa megallapithatdé volt. Nyolc tipussavo (A, C, D, E, F, I, J, K) felhasznalasaval
Thachil és mtsai (2007) is minden vizsgalt térzset tipizalni tudtak. Egy nagyobb elemszamu
vizsgalatban (n=372) a vizsgalt izolatumok csupan 3%-a nem volt tipizalhatd A-L szerotipus-

specifikus savokkal (Numee és mtsai., 2012).

A vizsgalt torzsek 13,8%-anal tapasztaltunk keresztreakciot. A leggyakoribb ezek kozul
az A-B szerotipusok kozétti volt, de a D és C, valamint az A és D szerotipusok kdozotti
keresztreakcié is megfigyelhetd volt esetlinkben, ami egyezést mutat az irodalmi adatokkal
(Numee és mtsai., 2012). Hafez és Sting (1999) megfigyelése alapjan agargél-precipitacio
soran mind héstabil antigének, mind a proteinaz K segitségével kivont antigének hasznalataval
kisebb a keresztreakcidk aranya, mint a natrium-lauril-szulfattal kivont antigének alkalmazasa
soran. A keresztreakciok f6 reakciotol vald megkulonboztetését segiti, hogy ezek féként 48-72
ora inkubaciét kovetd leolvasasnal jelennek meg, valamint halvanyabb, elmosddottabb
precipitacids csikot adnak, mint a f6 reakcio. Ennek ellenére jelenlétiik szubjektivabba teszi a

modszer elbiralasat.

A szerotipus meghatarozasanak fontossaga az O. rhinotracheale esetén
ellentmondasos. Az egyes szerotipusok virulenciajaban eddig nem talaltak kulonbséget.
Allatkisérletekben virussal valo elézetes fertézést kdvetden a killdnbdzé szerotipusu térzsek
mindegyike képes volt klinikai tlineteket kialakitani mind hazityakban, mind pulykaban (van
Empel és Hafez, 1999). Egy masik vizsgalat soran mind az A, mind a B szerotipus tipustorzs
ndvekedésben vald visszamaradast, 1égzsakgyulladast idézett el6 pulykaban és hazityukban
is (van Empel és mtsai., 1996).

Schuijffel és mtsai. (2006) a szerotipusok koézott keresztvédelmet add vakcinak
fejlesztésérdl szamoltak be. Nyolc, a G szerotipus tipustdérzsbél kivont antigén egyedi
védbhatasat vizsgaltak. A nyolc fehérje kozul egy rendelkezett szignifikans keresztvédd
hatassal. A homolég, G szerotipusu torzzsel vald fertézés mellett az A és a B szerotipusu
torzsekkel vald fert6zés esetén is enyhébb tlineteket tapasztaltak, az M szerotipus ellen
azonban nem nyujtott védelmet. Vizsgalataik soran megallapitottak, hogy bar a fehérjét kodolo
gén minden szerotipus esetén jelen van, és er6sen konzervativ, az F, a K és az M
szerotipusba tartozo térzsek nem expresszaljdk az antigént. Ebbe a harom szerotipusba
azonban az 0Osszes izolalt térzsnek csak kevesebb, mint 3%-a tartozik, négy antigén
kombinalasaval pedig az 0sszes szerotipus ellen sikeresen alakitottak ki védelmet (Schuijffel
és mtsai., 2006).
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A szerotipusok kozott keresztvédelmet add vakcindk megjelenése, és az a tény, hogy
jelenlegi ismereteink szerint a szerotipus nem mutat 6sszeflggést a torzsek virulenciajaban
tapasztalhatd kilonbségekkel, csokkenti a szerotipus meghatarozasanak gyakorlati
fontossagat. Az O. rhinotracheale fajon bellli valtozatossagat vizsgald modszerként valo
hasznalata ellen pedig a moddszer jelentésnek mondhatd specifikus savo igénye és ezek
nehézkes hozzaférhet6sége, valamint a gyakori keresztreakciok szolnak. Mivel az egész
vilagon izolalt hazityuk eredetlii O. rhinotracheale torzsek 94%-a, a pulykabdl szarmazé
torzseknek pedig 57%-a A szerotipusu, és az ésszes vizsgalt izolatum kodzel 97%-a az A, B,
D és E tipusba tartozik(van Empel és Hafez, 1999), a mddszer felbontoképessége varhatdéan
elmarad a genotipizald modszerek megkllonboztetd erejétdl. Ezt sajat eredményeink is
megerdsitik: a mezei O. rhinotracheale térzsek harom szerotipusba tartoztak, ugyanakkor

kilenc kilonb6z6 mintazatot adtak ERIC-PCR hasznalatakor.

6.7. Antibiotikum rezisztencia

Az O. rhinotracheale és B. avium antibiotikumok iranti érzékenységét szamos korabbi
vizsgalat elemezte. A tbrzsek rezisztencidja az izolalas helyétél flggben nagy
valtozékonysagot mutat. Az egyes vizsgalatok eredményeinek dsszehasonlitasat neheziti,
hogy ezekre a mikroorganizmusokra nincs altalanosan elfogadott vizsgalati moédszer és
elbiralasi hatarértékek. A legtdobb munkaban a CLSI nehezen tenyésztheté Gram-negativ
baktériumokra kiadott ajanlasat kovetik, ennek ellenére a vizsgalati modszerek és a
rezisztencia hatarértékek irodalmi hivatkozasonként nagyon eltéréek lehetnek.

A vizsgalandé antibiotikumokat ugy igyekeztink kivalasztani, hogy vizsgalatunk a lehet6
legszélesebb dsszehasonlitast tegye lehetévé a szakirodalomban ismertetett adatokkal. Az
amoxicillint, doxiciklint és erithromicint a korongdiffuziés tesztben mutatott valtozo
hatékonysaguk miatt valasztottuk ki a MIC meghatarozashoz.

A vizsgalt O. rhinotracheale izolatumok 52%-a volt érzékeny amoxicillinre, 48% -kal
szemben pedig nem volt hatékony ez az antibiotikum. A vilag kialénb6zé pontjain végzett
rezisztencia tesztekben az O. rhinotracheale izolatumokat ampicillin érzékenynek talaltak
(Varga és mtsai., 2001; Malik és mtsai., 2003a; Tsai és Huang, 2006; Murthy és mtsai., 2008a).
Az amoxicillin (Tsai és Huang, 2006; Murthy és mtsai., 2008a) és a kloramfenikol (Mohd-Zain
és mtsai., 2008; Murthy és mtsai., 2008a) szintén hatékonynak bizonyult. Mohd-Zain és mtsai.
(2008) érdekes jelenségrél szamoltak be O. rhinotracheale tdrzsek korongdiffuzios
vizsgalatakor: az izolatumok 16,7%-a érzékeny volt amoxicillinre, azonban ampicillinre
minden vizsgalt térzs rezisztens volt. Sajnalatos médon a szerzék kézleményikben nem

részletezik sem a teszt pontos kivitelezését, és az érzékenység illetve rezisztencia
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megallapitdsahoz hasznalt hatarértékeket sem nevesitik, csupan annyit jegyeznek meg, hogy
a CLSI javaslatait kdvették.

A legtobb O. rhinotracheale torzset altalaban rezisztensnek talaltak gentamicinnel
szemben (Ak és Turan, 2001; Malik és mtsai., 2003a; Soriano és mtsai., 2003; Murthy és
mtsai., 2008a). Az O. rhinotracheale izolalasakor gyakran egészitik ki a taptalajt gentamicinnel,
kihasznalva, hogy a torzsek nagy része rezisztens erre az antibiotikumra. Az izolatumok
mintegy 10%-a azonban érzékeny gentamicinre (Hafez, 2002), igy kerulhet az a rezisztencia
vizsgalati sorba.

A szulfamethoxazol-trimetoprim a legtébb esetben szintén nem hatékony az
O. rhinotracheale izolatumokkal szemben (Malik és mtsai., 2003a; Tsai és Huang., 2006;
Mohd-Zain és mtsai., 2008; Murthy és mtsai., 2008a). A spektinomicin elemzéseink soran
hatékonynak bizonyult, Varga és mtsai. (2001) korabbi vizsgalatdban azonban nem volt képes
megakadalyozni a torzsek ndvekedését. Malik és mtsai. (2003a) mind rezisztens, mind
érzékeny torzseket medfigyeltek, az érzékenység pedig az izolalas idejével mutatott
Osszefliggést. Az 1996-ban és 1999-ben izolalt térzsekkel szemben hatékony volt az
antibiotikum, az 1998-ban kitenyésztett O. rhinotracheale izolatumok 80%-a azonban
rezisztens volt spektinomicinnel szemben, a 2000-2002 k6zo6tt izolalt torzsek érzékenységét
pedig nem vizsgaltak. A linkomicin belga O. rhinotracheale térzsek névekedését nem gatolta
(Devriese és mtsai., 2001), magyar torzsekkel szemben azonban hatékony volt (Varga és
mtsai., 2001).

A Belgiumban izolalt térzsek doxiciklin érzékenysége hasonld hatarértékek kozott
mozgott, mint amit mi is tapasztaltunk (Devriese és mtsai., 2001). Varga és mtsai. (2001)
alacsony MIC értékeket irtak le eritromicin esetén, Hollandidban azonban ez csak magas
koncentracidban, vagy egyaltalan nem volt hatékony az O. rhinotracheale térzsekkel szemben
(van Veen és mtsai., 2001). Hasonlé6 modon, egy mexikoi vizsgalatban az amoxicillin MIC
értékei 16 és 128 ug/ml kdzé estek, érzékenynek (2 ug/ml) egyetlen térzset talaltak (Soriano
és mtsai., 2003). Holland izolatumokkal szemben szintén nem talaltak hatékonynak (64 pg/ml)
(van Veen és mtsai., 2001), mas vizsgalatokban azonban szélesebb értékek kdzott valtozott a
MIC (= 0,06 - = 64 ug/ml) (Varga és mtsai., 2001).

A korongdiffuziés tesztben érzékenynek talalt térzsek esetén az amoxicillin MIC-e széles
hatarértékek kdzott mozgott (0,12-2 pg/ml). A vadmadarakbdl és haztéji allomanyokbdl izolalt
torzsekhez alacsonyabb MIC értékek tartoztak. A korongdiffuziés modszer alapjan rezisztens
torzsekkel szemben az antibiotikum MIC értékei alacsonyak voltak (8-32 pg/ml). A doxiciklin
és eritromicin MIC értékei hasonléan alakultak.

A B. avium torzsek egy részének kloramfenikollal, ciprofloxacinnal, eritromicinnel és
oxitetraciklinnel szemben mutatott csdkkent érzékenysége a kérdéses antibiotikumok

hatékonysaganak csokkend tendenciajara utal. A Minnesotaban, 1998-1999 kozott izolalt
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B. avium térzsek érzékenyek voltak ampicillinre, enrofloxacinra és gentamicinre, eritromicinnel
szemben azonban minden vizsgalt torzs rezisztens volt (Malik és mtsai., 2005). Eritromicin és
szulfametoxazol-trimetoprim esetében a rezisztencia ndvekedését, ampicillin kapcsan a
rezisztencia visszaszorulasat figyelték meg (Malik és mtsai., 2003b). Az enrofloxacinnal és
gentamicinnel szembeni rezisztencia minden vizsgalt évben magas volt vizsgalatukban (Malik
és mtsai., 2003b). Mortensen és mtsai. (1989) medfigyelése szerint a penicillin és cefuroxim
az izolalas évétdl fuggetlendl nem volt hatékony a B. avium izolatumokkal szemben, a
gentamicin és cefoperazon azonban igen. Beach és mtsai. (2012) harmadik generaciés
cefalosporinokkal és ampicillinnel szemben figyeltek meg rezisztenciat, ezzel szemben
penicillinre egy torzs kivételével minden izolatum érzékeny volt. A cikk szerzéi feltételezték,
hogy a jelenség magyarazataul szolgalhat, hogy a GenBank-ban kdzzétett egyetlen B. avium
(197N azonositoju torzs) telies genom szekvenciajaban hianyzik a penicillinkétd fehérjét
kédolo egyik gén. Arrdl nem all rendelkezésre informacio, hogy ez a jelenség mennyire gyakori
a tobbi B. avium izolatumban. Az altalunk feltart penicillinnel szembeni csdkkent
érzékenységet is magyarazhatja ez a feltevés, am az is okozhatja a fenti jelenséget, hogy
nincsenek specialisan a B. avium-ra kiadott hatarértékek, igy a tesztek elbiralasa torzulhat.

A B. avium toérzsekkel szemben mért MIC értékek szlikebb hatarértékek k6zott mozogtak
vizsgalatunk soran, mint az O. rhinotracheale izolatumokkal szemben mértek, valamint maguk
a MIC értékek is alacsonyabbak voltak. A német térzsekkel szembeni MIC-ek mindharom
antibiotikum esetén a tartomany magasabb értékéhez estek kézel. Az eritromicin MIC értéke
B. avium izolatumokkal szemben hasonl6é volt a Mortensen és mtsai. (1989) altal leirt
< 4 -z 8 pg/ml értékhez.

A vizsgalt O. rhinotracheale és B. avium térzsek egyikébél sem sikerllt plazmidot
izolalnunk. A rezisztencia minden valészinliség szerint a kromoszéman régzitett ezeknél az
izolatumoknal. B. avium-bdl tébb, 16-51,5 kb méretl plazmidot mutattak ki, melyek
streptomicin, szulfonamidok és tetraciklin rezisztenciagéneket hordoztak (Cutter és Luginbuhl,
1991, Luginbuhl és mtsai., 1986).

O. rhinotracheale esetében egyetlen plazmidot irtak le két ritka, K szerotipusu torzsben
(Jansen és mtsai, 2004). Az, hogy mas izolatumokbdl nem sikerUlt ilyen strukturat kimutatni,
azt feltételezi, hogy az izolalt plazmid a vizsgalatot megel6z6en nem sokkal, elszigetelt
esetként kerulhetett a torzsekbe, és ezidaig nem terjedt el kozottuk.

A vadmadarakbdl izolalt O. rhinotracheale torzsek antibiotikum eérzékenységével
kapcsolatos tapasztalataink 6sszhangban vannak a Devriese és mtsai. (2001) Aaltal
megfigyeltekkel. Tesztjeikben a vetési varjubdl izolalt torzsekkel szemben a vizsgalt
antibiotikumok MIC értéke alacsonyabb volt, mint a hazityuk és pulyka eredetl torzseké. Ez
az eredmény arra utalhat, hogy a nagyuzemi allomanyokbdl izolalt O. rhinotracheale

torzsekben tapasztalt széleskoril rezisztencia szerzett rezisztencia.
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Az altalunk mért MIC értékek O. rhinotracheale térzsek esetén meég az érzékeny
izolatumoknal is az érzékenység fels6 hataranak kozelében voltak. Ez az eredmény
0sszhangban van Veen és mtsai. (2001) medfigyelésével, mely szerint a betegség elleni
antibiotikumos kezelés az elmult években csdkkent, mig az O. rhinotracheale fert6zések
szama nétt.

Mortensen és mtsai. (1989) feltételezték, hogy a nagyizemi allomanyokban gyakran
hasznalt antibiotikumok altal okozott szelektiv nyomas hozzajarul a pulyka eredetii B. avium
torzsekben megfigyelt antibiotikum rezisztencia terjedéséhez. Mind O. rhinotracheale, mind
B. avium torzsek esetén megfigyeltik, hogy az azonos helyen és id6ben izolalt torzsek
rezisztencia mintazata azonos volt, ami arra utal, hogy a lokalis antibiotikum-hasznalat
hatassal van az adott telepen jelenlévé koérokozok antibiotikumokkal szembeni
érzékenységére.

Annak ellenére, hogy a baromfiiparban térekednek az antibiotikum-hasznalat
csokkentésére, és egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a preventiv kezelésekre valamint a
megfeleld menedzsmentre, a baktériumok okozta fert6z6 betegségek tovabbra is gyakran
el6fordulnak, és meglehetésen nagy gazdasagi karokat képesek okozni (Beach és mitsai.,
2012; Thieme és mtsai., 2016a). Ugyanakkor a multirezisztens térzsek megjelenése és
elterjedése az allat- és human orvoslas egyik legjelentésebb kihivasat jelentik. Nagyon
valészini, hogy az antibiotikumok helytelen hasznalata hozzajarul a rezisztens kérokozok
kiszelektalddasahoz. Mindezek miatt kiemelten fontos lenne a rezisztencia vizsgalatokon
alapul6é antibiotikum-hasznalat, ez pedig a folyamatos monitorozas, valamint az adott
kérokozéra megallapitott rezisztencia hatarértékek és egységes vizsgalati modszerek

kialakitasanak szikségességére hivja fel a figyelmet.

6.8. ERIC-PCR

Az O. rhinotracheale ERIC-mintazatok nem mutattak dsszefliggést az izolalas helyével
és idejével. Az izolatumok gazdafaji eredetével azonban megfigyelhetd volt némi korrelacio: a
2. és 3. ERIC-tipusba kizarélag pulyka eredetl torzsek tartoztak, és az 1. tipust is féleg ebbdl
a fajbdl izolalt torzsek alkottak. A hazityuk eredetli torzsek ezzel szemben nagyobb
valtozatossagot mutattak: a kilenc izolatum nyolcféle ERIC-tipusba tartozott. Az allatfaji eredet
és az ERIC-mintazat kdzotti 6sszefiggés megegyezik az irodalmi adatokkal: Amonsin és
mtsai., (1997) étvennégy, Amerikaban, Eurépaban, Afrikaban és Azsidban 1983-1995 kdzott
izolalt, tobb madarfajpdl szarmazé O. rhinotracheale tdérzset vizsgaltak ERIC-PCR
segitségével. Hét ujjlenyomat-tipust kilonitettek el, melyek a foldrajzi eredettel nem fliggtek
Ossze. A pulyka és hazityuk eredetli torzseket nem kilonitette el ez a modszer, ezek a két

leggyakoribb (A és B) mintazatot adtdk. A legvaltozatosabbnak a vetési varjakbdl izolalt
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torzsek bizonyultak: a harom vadmadarbél szarmazoé térzs harom eltérd tipusba tartozott, és
ezek mintazata markansan kulonb6zo6tt az egymashoz nagyon hasonlité A és B mintazattol.
Egy masik vizsgalatban 25, Peruban hazityukbdl izolalt O. rhinotracheale torzset jellemeztek
ERIC-PCR-rel (Koga és Zavaleta, 2005). Az 6sszes tdrzs azonos mintazatot adott, fuggetlendl

attol, milyen féldrajzi régiobol szarmaztak a térzsek.

Thachil és mtsai. (2007) 2003-2006 ko6zott, Minnesotaban izolalt torzs vizsgalatakor a
torzsek szerotipusa és a molekularis tipizald médszerek eredménye kozott kerestek
Osszefliggést. Az dtvennyolc izolatum elemzésekor hatféle ERIC-mintazatot kildonbdztettek
meg. Egyes szerotipusok (C, D, E, K) esetén specifikus mintazatot kaptak, néhany szerotipust
(A, F, I és J) viszont nem tudtak elkuldniteni ezzel a modszerrel. Sajat vizsgalataink soran nem
talaltunk a szerotipus és az ERIC-mintazatok kozott 0sszefliggést. Az A szerotipusu torzsek
hat kilénb6zé ERIC-tipusba sorolédtak, a hat D szerotipusu térzs pedig otféle ERIC-
mintazatot adott. A harom leggyakoribb ERIC-tipusba tulnyomérészt A és B szerotipusu
torzsek tartoztak, azonban az egyedi ERIC-mintazatot adé OR061 és OR064 is A szerotipusU

volt.

6.9. RAPD vizsgalatok

Az M13 primerrel kapott RAPD mintazat nem mutatott 6sszefiiggést sem az izolalas
helyével és idejével, sem az allatfaji eredettel vagy a térzsek szerotipusaval. Waldow (2009)
hasonlé vizsgalatdban a szerotipusoknak megfeleltetheté RAPD-tipusokat kapott. Egyes
szerotipusokhoz tobb RAPD-mintazat tartozott ugyan, azonban ezek jél elkuldnithet6ek voltak
egymastol, és lehetévé tették az izolatumok szerotipusanak RAPD-vizsgalattal torténd
meghatarozasat. A mi eredményeink nem erdsitették meg ezt a medfigyelést. Az A
szerotipusu torzsek tulnyomo része az 1-es M13 RAPD tipusba tartozott, de két torzs az ettdl
csupan egy csikban eltéré 2-es mintazatot adta. Szintén az 1-es M13 RAPD tipusba sorolddott
viszont a D szerotipussal rendelkez6 torzsek nagy része és két B szerotipusu torzs is.
Ugyanakkor négy A szerotipusu izolatum (OR035, OR042, OR058, and ORO080) is mas
tipusba tartozott, csakugy, mint egy B (GGD1261) és két D (ORV94108 nr.2, OR007)

szerotipussal rendelkez6 torzs.

M13 primer hasznalataval étvennyolc térzs vizsgalatakor Thachil és mtsai. (2007) kilenc
mintazatot kilonitettek el. A C, D, E, |, J, és K szerotipusok tipustorzsei jél elkuldniltek,
azonban az A és F szerotipusok azonos mintazatot adtak. A mezei izolatumok kdzll az A
szerotipustak harom kilénb6z8 M13 tipusba sorolddtak, mig a tizenegy C szerotipusu térzs

kozul egy mintdzata a C tipustorzsével volt azonos, a tobbi izolatumé az A szerotipusuakéval
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egyezett meg. Nem talaltak tehat tokéletesen alkalmasnak a moddszert a szerotipus
meghatarozasara.

Leroy-Sétrin és mtsai. (1998) nyolc RAPD primer felbontoképességét vizsgaltak 23,
1994-1995 kozott izolalt francia O. rhinotracheale torzson. A legjobb diszkriminativ erével az
OPG11 primerek rendelkezett. A RAPD-vizsgalat eredményét a ribotipizalassal kombinalva
harom klaszterbe csoportositottak az izolatumokat. Ezek a csoportok azonban nem mutattak
Osszefuggést az izolalas helyével és idejével. Ozbey és mtsai. (2005) RAPD-vizsgalatuk soran
OPG11 primer hasznalataval nagy genetikai valtozatossagot talaltak az O. rhinotracheale
torzsek kozott. Az A-E szerotipus torzsek mellett hat mezei izolatumot vizsgaltak, melyek kozul
ot A egy pedig B szerotipusu volt, azonban mind egyedi mintazatot adtak. Az alacsony
elemszambdl addéddan azonban nem lehet altalanos érvényl kovetkeztetést levonni a
vizsgalatukbol. Az OPG11 primerrel végzett RAPD a tajvani izolatumokat két csoportba
osztotta: az els6be féként a hazityuk és flrj eredetli torzsek, a masodikba nagyrészt a

galambbdl és kontyos héjabdl szarmazo izolatumok keriltek.

A fenti irodalmi adatokkal ellentétben, vizsgalatainkban az OPG11 és OPH19
primerekkel végzett RAPD-vizsgalat megkuldnboztetd ereje kisebb volt, mint akar az M13
primerrel végzett RAPD-¢é, akar az ERIC-PCR-é. A vizsgalatok 6sszevethet6ségét ugyanakkor
neheziti a gyakran alacsony elemszam és az elemzett torzsek szik féldrajzi illetve gazdafaji

eredete.

Az ERIC-tipusok nem estek egybe a RAPD-tipusokkal: az azonos ERIC-tipusba tartoz6
torzsek sok esetben eltéré RAPD-tipusba estek és forditva. Azonban az elmondhatd, hogy a
gyakoribb ERIC-tipusba tartoz6é izolatumok a RAPD-vizsgalatokban is a gyakoribb
mintazatokat mutattak. Az egyedi ERIC mintazattal rendelkezé térzsek tébb RAPD-
vizsgalatban is egyedi mintazatot adtak, vagy ritkabb tipusba tartoztak (OR007, ORO050,
ORO063, valamint a C, D és E tipustdrzsek). Ennek az ellenkezdjére is volt példa, az OR047 és
ORO061 torzsek egyedi ERIC-mintazattal rendelkeztek, de a harom RAPD-vizsgalat
mindegyikében a leggyakoribb 1-es tipusba tartoztak. A hazityuk eredetl torzsek az ERIC-
PCR és az OPG11 és OPH19 primerekkel végzett RAPD-vizsgalat alapjan nagyobb genetikai
valtozatossagot mutattak, mint a pulykabdl szarmazé izolatumok, az M13 primerrel végzett
RAPD esetén mar nem volt ilyen egyeértelmi a helyzet: a nyolc hazityuk eredetl izolatumbdl

négy egyedi mintazatot adott, négy azonban az 1-es tipusba tartozott.

Az ERIC-PCR-rel és RAPD vizsgalattal szemben gyakori kritka a modszerek rossz
reprodukalhatésaga, ami a kdrilmények legkisebb valtozasara val6 érzékenységukbdl fakad
(Olive és Bean, 1999; Meacham és mtsai., 2003). Ezt elkerilendd, a PCR rendszerek
beallitdsat akkor tekintettik véglegesnek, ha legalabb harom ismétlés soran azonos

mintazatot kaptunk a beallitas soran kontrollként hasznalt szerotipus tipustorzsek esetén.
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Ezen kivll vizsgalatainkat a mezei tOrzsek elemzése soran is legalabb haromszor ismételtik.
Ez — bar a mas vizsgalatok altal bemutatott mintazatokkal valé dsszehasonlitast nem tette

lehet6vé — az altalunk vizsgalt torzsek 0sszevetéséhez biztositotta a kell6 ismételhetdséget.

6.10. Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A 16S rRNS génjének szekvencia analizise alapjan arra kdvetkeztethetliink, hogy az
altalunk vizsgalt O. rhinotracheale térzsek a GenBank-ban talalhaté szekvenciakkal szoros
rokonsagot mutatnak. Mas szerzék (Amonsin és mtsai., 1997; Numee és mtsai., 2012) hasonlé
eredményeket kaptak ennek a génszakasznak az elemzésekor, és a szakirodalomban az az
altalanos vélemény, hogy a vilag kilénb6zé pontjain izolalt O. rhinotracheale térzsek nagy
genetikai hasonlésagot mutatnak. A 16S rRNS génjének egy rovidebb, a fajazonosit6 PCR
altal felerdsitett szakaszat vizsgalva a tajvani hazityuk és galamb eredeti izolatumok két jol
elkllonithetd klasztert alkottak (Tsai és Huang, 2006). Sajat vizsgalatainkban a 16S rRNS
filogenetikai analizise nem kullonitette el gazdafaji eredet szerint a baktériumtérzseket. Chou
és mtsai. (2009) vizsgalatdban harom klasztert alkotott az 6tven, kilénb6zé madarfajokbdl

izolalt térzs, am ezek szintén nem fliggtek dssze a térzsek gazdafaji eredetével.

Az altalunk elemzett mezei izolatumok tébb mint 90%-a teljesen azonos szekvenciaju
volt a vizsgalt szakaszon, mint a GenBankban talalhato, az izolalas helye, ideje, és gazdafaji
eredet szempontjabdl valtozatosnak mondhaté szekvenciak. A 16S rRNS-t kédolé gén
filogenetikai vizsgalatdt széles korben haszndljak a kulonféle mikroorganizmusok
megkulonboztetésére (Kattar és mtsai., 2001; Sacchi és mtsai.,, 2002a; Sacchi és mtsai.,
2002b; Davies, 2004). A szekvencia valtozatossaganak mértéke a legtdbb esetben lehetévé
teszi a baktériumok faji szintl, és sok esetben a fajon bellli 6sszehasonlitasat is (Clarridge,
2004). Az O. rhinotracheale esetében, bar szintén gyakran hasznalatos modszer a baktérium
torzsek genetikai valtozatossaganak vizsgalatara (Amonsin és mtsai., 1997; Chou és mtsai.,
2009; Hassanzadeh és mtsai., 2010; Numee és mtsai., 2012; Tsai és Huang, 2006), a
nagyfoku hasonlésag miatt ez a modszer fajon bellli genetikai kilénbségek feltarasara csak

korlatozottan alkalmas.

Bar a 16S rRNS szekvenciajanak elemzése eltér6 mddon csoportositotta a mezei
torzseket, mint a RAPD-vizsgalatok, az ERIC-PCR vagy a szerotipizalas, azok a torzsek,
amelyek a 16S rRNS analizis alapjan kilénboztek a tdébbi izolatumtél (OR007, ORO050,
ORO063), tdbb mas tipizald vizsgalat soran is eltértek azoktdl: ritkdbb szerotipusuak voltak, és
ritkabb ERIC vagy RAPD tipusokba tartoztak, vagy egyedi mintazatot adtak ezekkel a
modszerekkel. Ezek alapjan elmondhatd, hogy bizonyos mértékben a felsorolt médszerek

mindegyike alkalmas a fajon beluli kuldnbségek kimutatasara.
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Vizsgalataink alapjan a hazityukbdl és galambbdél szarmazé izolatumok a tipizald
modszerek mindegyikében nagyobb valtozatossagot mutattak, mint a pulyka eredetii térzsek.
Ezt a heterogenitast magyarazhatja, hogy a hazityukbol szarmazé mezei torzsek fele, valamint
a két galamb eredetl tOrzs is haztaji korilmények kozott tartott madarakbdl kerdlt izolalasra,
mig a pulyka torzsek mindegyike nagyuzemi korulmények kozott tartott allatokbdl szarmazik.
Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a nagy pulykatelepeken csak néhany térzstipus
cirkulal, mig a kisebb, elzartabb kdrtlményeket biztositd haztaji gazdasagokban mas tipusok
vannak jelen. Erdekes modon a két ragadozé madarbdl izolalt térzs RAPD- és ERIC-profilja a
pulyka eredetii térzsekéhez volt hasonld. Egy esetben leirtak O. rhinotracheale fert6zéttséget
sélyomfidkakban, ahol a tenyésztelep zartsaga miatt a fert6zés forrasa igazolhaté modon az
elézetesen ledlt és takarmanyként hasznalt kakasok voltak (Hafez and Lierz, 2010). Arra
vonatkozéan nincs adatunk, hogy a jelen munkaban vizsgalt héja és karvaly kapcsolatba
kerillhetett-e nagylzemi pulyka allomanyokkal, de az O. rhinotracheale térzsek molekularis
vizsgalata er6sen valoészinlsiti ezt. Mindenesetre, ez az eredmény felhivja a figyelmet az

allattarté telepeken a megfelelé hulladékkezelési gyakorlatfontossagara.

Thieme és mtsai. (2016b) vadmadarak és baromfifajok O. rhinotracheale torzseinek
MLST modszerrel vald vizsgalatakor azt tapasztaltak, hogy a vadmadarakbdél szarmazé
torzsek kulon klasztert alkottak ugyan, am ez két, féként baromfibdl izolalt térzseket magaban
foglalé klaszter k6zé esett. A legpontosabb képet a vadmadar- és baromfi eredeti izolatumok
genetikai hasonlésagardl a telies genom szekvenalds adhatna, azonban a GenBank
adatbazisaban jelenleg minddssze két teljes O. rhinotracheale genom van publikalva, igy

széleskorl dsszehasonlitasra egyelére nincs lehetéség.

Tobb vizsgalat (Amonsin és mtsai., 1997; Thieme és mtsai., 2016a) is felvetette, hogy
az O. rhinotracheale térzsek kérében a szerzdk altal tapasztalt kismérték(i genetikai
heterogenitast az magyarazhatja, hogy az egymastél idében és térben tavol izolalt
baktériumtérzsek egymassal szoros rokonsagi viszonyt mutaté klénok. Bar a mi
vizsgalatunkban a kis elemszam és a foldrajzi szarmazasi helyek szik kore nem teszi lehetéveé

messzemend kovetkeztetések levonasat, eredményeink alatdmasztjak ezt az eiméletet.

Sem a fenotipusos, sem a molekularis modszerekkel elvégzett elemzések
eredményeiben mutatkozo kildnbségek nem fliggtek 6ssze torzseink gazdafaji eredetével. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy mas széles gazdaspektrumu kérokozokkal ellentétben az
O. rhinotracheale térzsek k6z6tt nincsenek egyes gazdafajokhoz adaptalddott térzscsoportok.
Az antibiotikum rezisztencia mintazatokban mutatkoz6 kulonbségek pedig leginkabb az

allattarto telepen meglévé antibiotikum hasznalati gyakorlatot latszanak tukrozni.
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6.11. A B. avium torzsek molekularis tipizalasanak eredményei

A Bordetella MLST adatbazisban szerepld szamos izolatum kdzétt ezidaig egyetlen
B. avium toérzs volt megtalalhaté. Ez a 197N azonositéju térzs egyben az egyetlen, melynek
telies genom szekvencigja megtalalhaté a GenBank adatbazisaban. Eredményeink alapjan
kijelenthet6, hogy a Diavatopoulos és mtsai. (2005) altal kidolgozott MLST primerek és PCR
reakciokorilmények alkalmatlanok a B. avium izolatumok vizsgalatara. Feltételezhet6en a

197N t6rzs MLST analizisét a teljes genom szekvencia in silico elemzésével végezték el.

Az altalunk meghatarozott szekvencia tipusok nem mutattak 6sszefiiggést sem az
izolalas helyével illetve idejével, sem a toérzsek gazdafaji eredetével. Amennyiben az MLST
adatbazis a jovoben tovabb bévil B. avium térzsek adataival, pontosabb kdvetkeztetéseket
vonhatunk majd le az ebben a Bordetella fajban el6fordulé szekvencia tipusok szamarél és

ezek jelent6ségérol.

Mind a 16S rRNS gén szekvenalasabdl, mind az MLST analizisbél szarmazé adataink a
B. avium izolatumok kozotti kis genetikai valtozatossagra engednek koévetkeztetni, ami
megegyezik az irodalmi adatokkal. Kulonb6z6 forrasbol szarmazé B. avium izolatumok kozott
nagyfoku hasonlésagot talaltak a kiils6 membran fehérjék (Kersters és mtsai., 1984), valamint
antigén profilok agargélprecipitacids, illetve Western blot méddszerrel valé vizsgalatakor
(Jackwood és Saif, 2013). Ribotipizalassal és a restrikciés fragmenthossz polimorfizmus
elemzésével azonban taldltak eltéréseket is a vizsgalt izolatumok kdzott (Sacco és mtsai.,
2000). Az O. rhinotracheale-hoz hasonléan a legteljesebb képet a B. avium esetében is a teljes

genom szekvenciak osszehasonlitasa tenné lehetbvé.
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6.12. Kovetkeztetések

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy mind a fenotipusos vizsgalatokkal, mind a
molekularis moddszerekkel valé jellemzés soran feltartunk kaldénbségeket az elemzett
O. rhinotracheale és B. avium torzsek kozott, azonban a kilonbozé modszerek altal

elkllonitett csoportok nem fliggtek 6ssze egymassal.

A B. avium és O. rhinotracheale fajon bellli valtozatossaganak feltarasa fontos a két
baktériumfaj jobb megismerése miatt. A fenotipusos tulajdonsagokban tapasztalhaté eltérések
Osszefliggést mutathatnak ma még nem, vagy nem kell§ mélységben ismert virulencia
tényezdkkel, igy alapot jelenthetnek azok késdbbi vizsgalatahoz. Ezen kivil értékes
informaciot adhat a korokozok terjedésének, kornyezetben valdé fennmaradasanak, egyes
torzsek szélesebb kdrben valo elterjedésének pontosabb megismeréséhez és megértésehez.
Az ezekben a tulajdonsagokban tapasztalhatd kilonbségek azonban nem tekinthet6ek az

egyes madarfajokhoz valé adaptacio jeleinek.

Az izolatumok genetikai allomanyanak vizsgalata — a fenotipusos tulajdonsagokat
vizsgalé mdodszerekkel szemben — valésabb képet ad a térzsek rokonsagi viszonyairdl, és nem
befolyasoljak a mikroorganizmus tenyészthetéségével kapcsolatos nehézségek. Ezek kdzll a
legteljesebb Osszehasonlitast a telies genom szekvenalas teszi lehetbvé, azonban a
valaszthaté mdodszerek kozll jelenleg ez a legkdltségesebb. Az MLST modszer soran ezzel
szemben csak az Osszehasonlitdst lehetévé tevé gének nukleotida sorrendjét kell
meghatarozni. Ez a teljes genom szekvendalashoz képest kevesebb informacié alapjan
vizsgalja a torzsek valtozatossagat, ugyanakkor anyagi vonzata is alatta marad a teljes genom
szekvenalas koltségeinek. Bordetellak sszehasonlitasara 2005 o6ta (Diavatopoulos és mtsai.,
2005), O. rhinotracheale vizsgalatara pedig 2016 elejétél (Thieme és mtsai., 2016a) all
rendelkezésre kidolgozott MLST rendszer. Ezen mddszerek mellett azonban a rep-PCR-ek és
a RAPD vizsgalatok koltségei eltdrpulnek. Gyorsasaguk és kis eszkdzigénylk miatt akar egy
jol felszerelt allattarto telepi laboratériumban is elvégezhetéek. Az adott laboratériumon beldli
megfeleld reprodukalhatésag biztositdsa mellett jarvanytani 6sszefliggések felderitésének
elsd, gyors eredményt add Iépésekeént is hasznalhatéak, melyeket szikség esetén tovabbi,

pontosabb rokoni viszonyokat feltaré vizsgalatok kdvethetnek.

Munkank soran a felhasznalt tipizald6 modszerek kdzul az ERIC-PCR bizonyult a
leghatékonyabbnak az O. rhinotracheale térzsek fajon bellli genetikai valtozatossaganak

elemzésére, ezért j6 felbontdképessége miatt is ajanlhatd lehet ilyen tipusu analizisekhez.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. Els6ként végeztuk el magyarorszagi eredetl, B. avium és O. rhinotracheale torzsek

atfogo feno- és genotipusos dsszehasonlité vizsgalatat.

2. Fenotipusos probakban a hazai B. avium tdorzsek egységességét és a

Magyarorszagon izolalt O. rhinotracheale izolatumok valtozatossagat tartuk fel.

3. Kimutattuk, hogy az O. rhinotracheale torzsek feno- és genotipusos
tulajdonsagokban tapasztalhatdé valtozatossaga nem tekintheté a gazdaadaptacié

jelének.

4. Felderitettik, hogy a Magyarorszagon izolalt O. rhinotracheale térzsek k6zoétt az A
a leggyakoribb szerotipus. Emellett B és D szerotipusu tdérzsek magyarorszagi
el6fordulasat irtuk le. Harom torzset nem talaltunk tipizalhatonak az A-E szerotipus-

specifikus savokkal.

5. Megallapitottuk, hogy az ERIC-PCR és az M13 primerrel végzett RAPD vizsgalat
alkalmas a magyarorszagi O. rhinotracheale toérzsek genetikai valtozatossaganak

vizsgalatara és jarvanytani nyomozasra.

6. A hazai O. rhinotracheale izolatumok k6zott molekularis médszerekkel a hazityuk
eredetll torzsek nagyobb valtozatossagat deritettik fel a pulykabdl izolalt

torzsekéhez képest.

7. A B. avium Bordetella MLST rendszerben valé vizsgalatahoz Uj PCR rendszereket
fejlesztettink. A B. avium torzsek MLST analizise soran harom uj szekvencia tipust
azonositottunk. Az adatbazis eddigi egyetlen B. avium adatat kilenc toérzsével

egészitettik ki.
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M1.tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek és a vellik végzett vizsgalatok jellemzdi

Azonosito Izolalas biokém. fajaz. hemagg- nov. hemo- antib. MIC plazmid ERIC M13 OPG11 OPH19 16S szerotipus
. PCR lutinacié  koriilm. lizis rez. 1z. rRNS
Allatfaj Szerv ideje helye tartasmod szekv
B3263/91  hazityuk ° 1991. Dél-Afrika ° v + v v - v x v 10 1 5 1 / A*
GGD 1261  pulyka ° 1991. Németorszag ° v + v 4 + v x v 1 7 6 1 v B*
K91-201 hazityuk ° 1991. USA ° v + v v - v x v 11 8 7 5 v C*
ORV 94108  pulyka ° 1994.  Franciaorszag ° v + v v + v X v 12 9 8 6 v D*
O-grSgZQ hazitytk ° 1995.  Franciaorszag ° v + v v + v X v 13 10 8 6 v E*
nr.12229
ORO001 pulyka izllet 2001. Békéscsaba nagyuzemi v + v v + X X v 3 1 1 2 v A
ORO002 pulyka tido 2001. ° ° v + v v + x x v 2 1 1 2 v A
ORO004 pulyka tido 2009. Ivan haztaji v + v v + v v v 2 1 1 v A
ORO005 pulyka  légcsd 2009. Lovo haztaji v + v v - v v v 1 1 2 1 v A
ORO006 pulyka légcsé 2009. Lovo haztaji v + v v + v v v 2 1 1 1 v A
ORO007 hazityak  coana 2009. Szerencs haztaji v + 4 v + v v 4 5 4 1 4 v D (C)
ORO008 pulyka tidé 2010. Ikervar nagyuzemi v + v v - v v v 1 1 1 1 v A
ORO009 pulyka légcsé 2010. Szarvas nagyuzemi v + v v + v v v 2 1 1 2 v D
ORO010 pulyka légcs6 2010. Szarvas nagylzemi v + v v + v v v 1 1 1 v A (B)
ORO011 pulyka légcsé 2010. Szarvas nagyuzemi v + v v - v v v 1 1 1 1 x A (B)
ORO012 pulyka légcsé 2010. Szarvas nagyuzemi v + v v - v v v 1 1 1 1 X A (B)
ORO034 pulyka ° 1995. ° ° v + v x - x x x x x x x x
ORO035 pulyka tuddé 1997. Békéscsaba nagylzemi v + v v - X X v 3 5 1 1 v A
ORO036 pulyka t0dd 1997. Békéscsaba nagylzemi v + ' X - x x x x X x X X A
ORO037 pulyka koponya 2001. Kaposvar nagyuzemi v + v v + v v v 3 1 1 2 v A
ORO038 pulyka  koponya  2001. Kaposvar nagylzemi v + v + X X X 3 1 1 2 X A
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M1.tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek és a veliik végzett vizsgalatok jellemzdi (folytatas)

Azonosito Izolalas biokém. fajaz. hemagg- nov. hemo- antib. MIC plazmid ERIC M13 OPG11l OPH19 16S szerotipus
Allatfaj Szerv ideje helye tartasmod PCR lutinacio korilm. lizis rez. z. sfe'\lls
ORO039 pulyka  koponya 2001. Kaposvar nagyuzemi v + v x + v x x x X X X X A
ORO040 pulyka ° 2001. Szombathely  nagylizemi v + v x + X x x x x X X X A
ORO041 pulyka ° 2001. Szombathely  nagylizemi v + v x + X x x x x X X X A
ORO042 pulyka ° 2001. Szombathely  nagylizemi v + v v - v v v 3 6 4 2 v A
ORO043 pulyka ° 2001. Szombathely  nagylzemi v + v x + v v v x x x x x A
ORO044 pulyka ° 2001. Szombathely  nagylzemi ' + v x + v v v x x x x x A
ORO045 pulyka ° 2001. Szombathely  nagylzemi ' + v x + v v v x x x x x A
OR046  hazityuk kotéhartya 2010. ° v + v v + v v v 1 1 1 1 v A
OR047 galamb légcsé  2010. Legyesbénye haztaji v + v v + v v v 6 1 1 1 v D
OR048 galamb  légcsé  2010. Legyesbénye haztaji v + v x + 4 4 4 6 1 1 1 x D
ORO049 héja légcs6  2011. Budapest vadon él6 v + v 4 + 4 4 4 1 1 1 1 v A
ORO050 hazityuk légcs6 2011. Pest megye haztaji v + v x + v v v 4 3 3 4 v NT
OR051  hazitytk  légesé  2011. Pest megye haztaji ' + v v + v v v 4 3 3 4 x NT
OR052  pulyka tidé 2011. Szarvas nagylzemi v + 4 v - v v v 1 1 2 1 v A
OR053  pulyka  légesé6  2011. Csabacsid nagylzemi v + 4 v v v v 2 1 2 2 v A
OR054  pulyka  légesé 2011 Csabacsud nagylzemi v + v v - v v v 1 1 1 1 v A
ORO055 pulyka légcsé 2011 Csabacsid nagylzemi v + v x - v v v x x x x x A
ORO056 pulyka légcsé  2011. Csabacsuid nagyuzemi v + v x - v v v x x x x X A
OR057  karvaly  légcs6  2011. Budapest vadon él6 v + v 4 + v v v 1 1 1 1 v A (D)
ORO058 pulyka légcsé 2011 Acs nagylzemi v + v v + v v v 2 2 2 1 v A
ORO059 pulyka légcsd  2012. Rum nagylzemi v + 4 v + v 4 4 2 1 1 1 v A
ORO060 pulyka légcsé  2012. Szarvas nagyuzemi v + v v + v v v 1 1 1 1 v A (B)
ORO061 pulyka léges6  2012. Ivan nagytizemi v + 4 4 + v v v 7 1 1 1 v A
OR062 pulyka légcsé  2012. Hunya nagyuzemi v + v v + v v v 1 1 1 1 v A (B)
OR063  hazityak légcs6  2013.  Tapidszecsd haztaji v + v v + v v v 8 1 2 3 v D (C)
OR064  hazityak légecs6  2013. GydngyOshalasz — haztaji v + v v + v v v 9 1 2 2 v A
ORO065 pulyka tidoé 2014. Nagygerezsd nagyuzemi v + v x - v v v 1 1 1 1 v A
ORO066 pulyka tidé 2015. Feketebézseny nagytzemi v + v x + v v v 1 1 2 1 v A
ORO067 pulyka tadé 2015. Somogyzsitfa  nagylzemi v + 4 v + v 4 4 2 1 2 2 v A
ORO068 pulyka tadé 2015. Magocs nagyizemi v + 4 x + 4 x v 1 1 2 2 v A
ORO069 pulyka tadé 2015. Kalmancsa nagyizemi v + 4 x + v x x 1 1 1 2 v A
ORO070 pulyka tido 2015. Mike nagylzemi v + 4 x +/- v X v 1 1 1 1 4 A




M1. tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek és a vellk végzett vizsgalatok jellemzéi (folytatas)

Azonosito Izolalas biokém. fajaz. hemagg- nov. hemo- antib. MIC plazmid ERIC M13 OPG11 OPH19 16S szerotipus
Allatfaj  Szerv  ideje helye tartasmod PCR lutinacio kordlm. lizis rez. z. sfe’is
ORO071 pulyka tudé 2015. Kalmancsa nagyuzemi v + v x v X v 1 1 1 1 x A
ORO077 pulyka koponya 2015. Séarmellék nagyuizemi v + v v v x v 1 1 2 1 v A
ORO078 pulyka ° 2015. Kaposvar nagytizemi v + v x - x x 4 1 1 2 1 x A
ORO079 pulyka légzsak 2015. Magocs nagyuizemi v + v v - v x v 1 1 2 1 v A
OR080  pulyka tidé  2015. Egeracsa nagylzemi v + v v - v x v 1 2 2 1 v A
ORO081 pulyka tudé  2015. Magocs nagylzemi v + v v - x x x 1 1 1 1 x A
OR082 pulyka orrnyh 2015. Szentimrefalva nagyuzemi ' + v v - v X v 1 1 1 1 v B
ORO083 pulyka sinus  2015. Szentimrefalva nagylzemi ' + v v - X X x 1 1 1 1 x B
ORO084 pulyka sinus  2015. Szentimrefalva nagylzemi v + v v - x x x 1 1 1 1 x NT
ORO085 pulyka tuddé 2015. Kaposvar nagylzemi v + v v - x x x 1 1 1 1 X A
ORO086 pulyka sinus  2015. Kaposvar nagylzemi v + v v - x x x 1 1 1 1 X A
°:nincs ismert adat; +: pozitiv eredmény; -: negativ eredmény; v': a vizsgalatot elvégeztiik az adott térzzsel; x: a vizsgalatot nem végeztiik el az adott térzzsel; *: az adott

szerotipus tipustdorzse; NT: nem tipizalhatd
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M2. tablazat: A B. avium torzsek és a veliik vézett vizsgalatok jellemzdi

16

Azonosité Izolalas biokémia fajazonosité novekedés hemagg- antibiotikum MIC plazmid 16SrRNS  MLST
PCR koriilmények lutinacié rezisztencia izolalas szekvenalas
Allatfaj Szerv ideje helye
Ba01l pulyka légcsé 2012. Kiskunfélegyhaza v + v v v v v v v
Ba02 pulyka légcsé 2012. Szarvas v + v v v v v x x
Ba03 pulyka légcsé 2012. Szarvas v + v v v v v x x
Ba04 pulyka légcsé 2012. Szarvas v + v v v v v x x
Ba05 pulyka légcsé 2012. Szarvas v + 4 4 4 v v x x
Ba06 pulyka légcsé 2012. Szarvas v + v v v v v x x
Ba07 pulyka légcs6 2012. Szarvas v + v v v v v v v
Ba08 pulyka légcsd 2004. ° v + v v v v v v v
Ba09 fogoly ° 1985. NSZK v + v v v v v v v
Bal0 ° ° 1985. NSzK v + v v v v v x x
Ball pulyka ° 1985. NSZK v + v v v v v v x
Bal2 pulyka ° 1985. NSZK v + v v v v v x x
Bal3 kacsa ° 1985. NSZK v + v v v v v v v
Bal4d liba ° 1985. NSzZK v + v v v v v v v
Bals csirke tudoé 2011. Darany v + v v v v v v v
Bal6 pulyka légcsé 2012. Kiskunmajsa 4 + 4 4 4 v v v v
Bal7 pulyka tiidé 2012. ° v + v v v v v v x
Bal8 csirke  orrmellékiireg 2014. Jaszberény 4 + 4 4 4 4 v 4 4
Bal9 pulyka orrmellékiireg 2013. Csaszartoltés 4 + v v v v v x x

°:nincs ismert adat; +: pozitiv eredmény, -: negativ eredmény; v': a vizsgalatot elvégeztiik az adott térzzsel; x: a vizsgalatot nem végeztik el az adott térzzsel



c6

M3. tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek biokémiai tulajdonsagai

Azonosité Biokémiai teszt
Indol  Nitrat Urea Gliikéz Laktoz Szacharéz Arabinéz Dulcit Maltéz Szorbit Galaktoz

ORO001 - -
ORO002 - -
ORO004 - -
ORO005 - -
ORO006 - -
ORO007 - -
ORO008 - -
ORO009 - -
ORO010 - -
ORO11 - -
ORO012 - -
ORO034 - -
ORO035 - -
ORO036 - -
ORO037 - -
ORO038 - -
ORO039 - -
ORO040 - -
ORO041 - -
ORO042 - -
ORO043 - -
ORO044 - -
ORO045 - -
ORO046 - -
ORO047 - -
ORO048 - -
ORO049 - -
ORO050 - -
ORO051 - -
ORO052 - -
ORO053 - -
ORO054 - -

+

+ - - - + - -

+ + +

+ 4+ 4+ + 4+ 4+ +
' + + + +
1
1
1
1
1

+ + + 4+

+
1
1
1
1

+ +++ 4+ +++++++++ A+ A+
1 1
+ + + 4+ + + + 4+ + + 4+
+ + +
1
1
1
1
1
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M3. tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek biokémiai tulajdonsagai (folytatas)

Azonosité

Indol

Nitrat

Urea

Gliiké6z

Laktoz

Biokémiai teszt

Szacharéz

Arabinéz

Dulcit

Maltéz

Szorbit

Galaktoz

ORO055
ORO056
ORO057
ORO058
ORO059
ORO060
ORO061
ORO062
ORO063
ORO064
ORO065
ORO066
ORO067
ORO068
ORO069
ORO070
ORO071
ORO77
ORO078
ORO079
ORO080
ORO081
OR082
ORO083
ORO084
ORO085
ORO086
B3263/91
GGD 1261
K91-201

+

+ + + 4+ ++++++++++ A+ o+

+
+

+
+
+

+ +

+ + + + +

+ +
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M3. tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek biokémiai tulajdonsagai (folytatas)

Azonosité Biokémiai teszt
Indol  Nitrat Urea Gliikéz Laktoz Szacharéz Arabinéz Dulcit Maltéz Szorbit Galaktoz
ORV 94108 nr.2 - - + + + - - - + - _
0-95029 - - + + - - - - - - -
nr.12229




M4. tablazat: Az O. rhinotracheale és B. avium torzsek ndvekedését vizsgalo tesztek eredményei
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M4. tablazat: Az O. rhinotracheale és B. avium térzsek novekedését vizsgald tesztek eredményei (folytatas)

Azonosité

Col +V

Col

31°C

TSA+V

TSA

Col +V

41°C

Col

TSA+V

TSA

Col +V

37°C
Col

TSA+V

TSA
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ORO038
OR042
ORO046
ORO047
ORO049
ORO51
ORO052
ORO053
ORO054
ORO057
ORO058
ORO059
ORO060
ORO061
ORO062
ORO063
ORO064
ORO067
ORO77
ORO079
ORO080
ORO081
ORO082
ORO083
OR084
ORO085
ORO086
B3263/91
GGD 1261

o+ o+ o+

+ + + 4+ + + + + + +

+ + + 4+ + + + ++++++ o+

+

+

+ + + F o F o+ A+ o+

S T T SR S T T T T T T T T T T ST S S S S T S S S S

+ 4+ + + 4+ + A+ A A+ A+ +

+ 4+ + + +

+

+ 4+ + + + A+ o+ o+

+ + + + + A+ + A+ A+ A+ A+ A+ A+ o+ +

+ 4+ + + A+ A+ A+ A+ A+ A+ A+ o+ A+ o+ A+ o+

+ 4+ + + A+ A+ A+ A+ A+ A+ A+ o+ A+ o+ A+ o+

+ 4+ + + 4+ + A+ F A+ A+ +
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M4, tablazat: Az O.

rhinotracheale és B. avium torzsek névekedését vizsgalo tesztek eredményei (folytatas)

. 31°C 41 °C 37°C
Azonosité
Col +V Col TSA +V TSA Col+V Col TSA+V TSA Col +V Col TSA+V TSA
K91-201 - - - - + - + - + + + +
ORV 94108 nr.2 - - - - + - + - + + + +
0-95029
nr.12229 ) - - - + - + - + + + +




M5. tablazat:Az O. rhinotracheale és B. avium térzsek hemagglutinacids képességét vizsgald tesztek
eredményei

Azonosité A hemagglutinaciés vizsgalatokhoz felhasznalt vértipusok
juh szm hazityuk kacsa nyul
3 0

o

BaOl
Ba02
Ba03
Ba04
Ba05
Ba06
Ba07
Ba08
Ba09
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Ball
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Bal3
Bal4d
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98



M5. tablazat: Az O. rhinotracheale és B. avium tdrzsek hemagglutinacids képességét vizsgalo tesztek
eredményei (folytatas)

Azonosité A hemagglutinaciés vizsgalatokhoz felhasznalt vértipusok
16 juh szm hazityak kacsa nyul
ORO054 0 0 0 0 0 0
ORO055 0 0 0 0 0 0
ORO056 0 0 0 0 0 0
ORO057 0 0 0 0 0 0
ORO058 0 0 0 0 0 0
ORO059 0 0 0 0 0 0
ORO060 0 0 0 0 0 0
ORO061 0 0 0 0 0 1
ORO062 0 0 0 0 0 0
ORO063 0 0 0 0 1 0
OR064 0 0 0 0 0 0
ORO065 0 0 0 0 0 0
OR066 0 0 0 0 0 0
ORO067 0 0 0 1 1 1
ORO068 0 0 0 0 0 0
ORO069 0 0 0 0 0 0
ORO070 0 0 0 0 0 0
ORO071 0 0 0 0 0 0
ORO077 0 0 0 0 1 0
ORO078 0 0 0 0 1 0
ORO079 0 0 0 0 1 0
ORO080 0 0 0 0 0 0
ORO081 0 0 0 0 0 0
ORO082 0 0 0 0 0 0
ORO083 0 0 0 0 0 0
OR084 0 0 0 0 0 0
ORO085 0 0 0 0 0 0
ORO086 0 0 0 0 0 0
B3263/91 0 0 0 0 0 1
GGD 1261 0 0 0 0 0 1
K91-201 0 0 0 0 0 1
ORV 94108 nr.2 0 0 0 2 2 1
0-95029
nr.12229 0 0 0 0 L
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M6. tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak milliméter pontossagban megadott eredményei

jelélés  AX10 AMP FUR30 CHL30 CPR5 DOX ENO ERY15 GEN10 L2 NAL30 T30 PEN10 POL SPC100 SMX TIL15 SXT25

E 224 224 221 218 =221 216 223 223 =215 214 219 219 224 212 217 217 214 216
1820 13-17 16-20 13-15 17-22 14-22 13-14 11-13 14-18 15-18 911 16 1316 11-13 11-15
<23 <23 <17 <12 <15 <12 <16 <13 <12 <10 <13 <14 <23 <8 <15 <12 <10 <10
ORO004 28 25 23 30 25
ORO05 30 32 31 31 28 17 24 30 33
ORO06 30 33 29 28 23 27 28
OROO7 30 30 30 30 30 30 30 30 30
OR008 32 28 26
OR009 3B 21 25 25
ORO010 35 30 25
ORO11 35 27 33
ORO012 29 34 32
oro37 30 26 30 16
0ro39 30 26 30 16
0r042 30 23 31
0r043 30 28 36
0r044 30 27 35
0r045 30 27 32
0r046 33 28 33
0r047 30 26 35
0r048 28 24 30
0r049 28 27 32
0r050 30 20 30
0oros51 30 22 30
0Oro52 30 20
0ros53 30 23 20
Or054 30 24 20
0oros55 30 22 20
0r056 35 22 20
ORO057 27 28 30
0oros8 35 21 19
0ro59 35 33
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M6. tablazat: Az O. rhinotracheale torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak milliméter pontossagban megadott eredményei (folytatas)

jelolés AX10 AMP FUR30 CHL30 CPR5 DOX ENO ERY15 GEN10 L2 NAL30 T30 PEN10 POL SPC100 SMX TIL15 SXT25
E 224 224 =21 218 =21 =16 =23 =23 =15 214 219 =219 =224 =12 =217 =217 =214 =216
18-20 13-17 16-20 13-15 17-22 14-22 13-14 11-13 14-18 15-18 9-11 16 13-16 11-13 11-15
<17 <12 <15 <12 <16 <13 <12 <10 <13 =14 <283 =<8 <15 <12 <10 =10
35 25 25

Or060

Oro61 35 22
Or062 35 28
ORO063 30 35
ORO064 30 30 34
ORO065 30 40
ORO066 30 30
ORO067 30 32
ORO068 30 30
ORO069 30 32
ORO070 30 34
ORO071 30 27
ORO77 36 34
ORO079 30 30
ORO080 26 24
OR082 30 24
B3263/91 30 35
GGD 1261 27 25 30 30 30
K91-201 30 30 30 30 30
ORV 94108 nr.2 25 30 30 21 35
0-95029
nr.12229 26 26 30 28 31

kék hattér: rezisztens; piros hattér: csdkkent érzékenység
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M7. tablazat: A B. avium térzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalatanak milliméter pontossagban megadott eredményei

jelolés AX10 AMP FUR30 CHL30 CPR5 DOX ENO ERY15 GEN10 L2 NAL30 T30
E 24 24 221 =218 =221 >16 =223 =223 =215 >14 >19 >19
18-20 13-17 16-20 13-15 17-22 14-22 13-14 11-13 14-18 15-18
<17 <12 <15 <12 <16 <13 <12 <10 <13 <14
Ba0l 25 25 21 21 21 24 15
Ba02 27 26 18 22 21 25 21
Ba03 26 28 22 20 25 20
Ba04 30 29 22 22 23 20
Ba05 28 25 21 21 23 21
Ba06 25 25 22 18 24 20
25 22 24 20
22 22 20
20 16
20 18
17 17
21 17
22 15
21 16
21 16
24 15
20 21
28 18
22 22

kék hattér: rezisztens; piros hattér: csokkent érzékenység

>24

<23

PEN10 POL SPC100 SMX TIL15 SXT25

>12 217 >17 =214 216
9-11 16  13-16 11-13 11-15
<8 <15 <12 <10 <10
16 26 24 20 21

16 30 5 17 21

6 27 22 18 18

6 26 23 17 20

17 24 25 16 20

6 25 25 18 20

17 23 5 20 21

15 20 24 |0 18

6 16 23 17 18

24 18 2% 14 17

14 19 28 17 20

15 20 26 15 20

16 20 2 15

14 21 20 14

15 20 24 15

16 18 21 14

15 20 25 15

17 26 25 16

13 23 28 15




