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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
levegdjének magas ammoniatartalma, zsufoltsag) is hozzajarulhatnak.

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, tojé- és tenyészallomanyokban pedig a tojastermelés csucsan jellemzé
a megbetegedés. A kdnnyezéssel, orrfolyassal, kbhdgéssel, tisszdgéssel jard betegség a
fertézést kdveté 5-7. nap korll gyakran megsziinik. Az enyhe légzészervi tineteket egyes
esetekben sulyos dyspnoe, levertség, sinusitis kovetheti. A bordetellosis tobbnyire szintén
enyhe légz6szervi 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 tarsfertézések és/vagy tartastechnoldgiai hibak sulyosbithatjak mindkét betegség
lefolyasat. A két koérokozd jelentbségét a ndvekedésben valé visszamaradas, a
takarmanyhasznositas romlasa, a tojastermelés csokkenése, a keltethetéség romlasa, a
megnovekedett mortalitas, a gyogyszerkoltségek emelkedése és a vagohidi kobzasok
koévetkeztében kialakulé gazdasagi kartétel adja.

Vizsgalataink célja B. avium és O. rhinotracheale torzsek hazai baromfiallomanyokbal
és vadmadarakbdl valé izolalasa, majd az igy létrehozott térzsgyljtemény baktériumai kdzotti
valtozatossag felderitése volt. Ennek soran elészdr hagyomanyos, fenotipusos tulajdonsagok
vizsgalatan alapulé médszerekkel jellemeztik torzseinket. Célunk volt annak felderitése, hogy
az esetlegesen feltart kildnbségek 6sszefliggnek-e az izolatumok gazdafaji eredetével, és
tekinthetbek-e ezen két, széles gazdaspektrumu korokozé esetében az egyes madarfajokhoz
valé adaptalédas jeleinek. A kdvetkezb Iépésben a torzsek szlikebb kdrében azok genetikai
allomanyat 06sszehasonlitd, molekularis modszerekkel 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 tdbb tulajdonsagukban
megegyez6 tdrzscsoportokat irhatnak le. Célunk volt olyan korszerl, molekularis médszer
kivalasztéasa, amellyel kis munka- és eszkozigénnyel is vizsgalhaté e két kérokozd faj

valtozatossaga, lehetévé téve igy jarvanytani vizsgalatok elvégzését is.



Anyag és moédszer
A felhasznalt baktérium torzsek

Munkankhoz frissen izolalt és az MTA ATK AOTI térzsgyiijteményében megtalalhato,
hazai és kulféldi eredetli, kilonféle gazdafajokbdl szarmazd 64 O. rhinotracheale és 19
B. avium tdrzset hasznaltunk fel. A baktériumokat telepmorfoldgiai vizsgalatok és fajspecifikus

PCR segitségével azonositottuk.
A torzsek fenotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok

Biokémiai probak

Az izolatumok elsbédleges azonositasahoz és jellemzéséhez biokémiai probakat
végeztik. Hagyomanyos levestaptalajok segitségeével vizsgaltuk a baktériumokat urea, indol,
nitrat, arabindz, dulcit, gliikdz, laktéz, maltdz, szachardz és szorbit probakban. A tapleveseket
az O. rhinotracheale ndvekedésének el6segitésére 2% steril csirkesavoval egészitettuk ki. A

teszteket mindkét baktériumfaj vizsgalata soran 4 napig inkubaltuk.

A novekedés korilményeinek vizsgalata

A B. avium és O. rhinotracheale torzsek idealis névekedési koriiményeit 31, 37 és
41 °C-on, Columbia és triptikdz szdja agaron, valamint ezek 5% juhvérrel kiegészitett

valtozatain vizsgaltuk. A taptalajokat minden esetben 48 éran keresztil inkubaltuk.

A hemolizalé képesség vizsgalata

Bar eredetileg mindkét korokozot nem hemolizald baktériumként irtak le, irodalmi adatok
B-hemolizalé O. rhinotracheale izolatumok megjelenésérél szamolnak be. A B. avium és
O. rhinotracheale térzsek hemolitikus tulajdonsagait ezért 5% juhvérrel kiegészitett Columbia
taptalajon, 48 6ras, 37 °C-on tortént tenyésztés utan 48 oran keresztil szobahémérsékleten

inkubalva figyeltik meg.

Hemagglutinaciés proba

Az izolatumok adhézidos képességének vizsgalatahoz targylemez-hemagglutinacios
vizsgalatokat végeztink. A vizsgalatokhoz alvadasban gatolt juh-, 16-, nyul-, szarvasmarha-,
kacsa- és hazityukvért haszndltunk. A vorosvértesteket illetve —sejteket (vvt) fizioldgias
sooldatban mostuk, majd a vvt-ket tartalmazé Uledékbél foszfattal pufferelt séoldattal (PBS)
10%-0s szuszpenziot készitettink. A szuszpenzié 20 pl-ét targylemezre cseppentettik,
amelyben egyenletesen eloszlattunk egy kacsnyi friss baktériumtenyészetet. A reakcidk

eredményét egy perc elteltével, étfokozatu skalan (0-4) értékeltik.



Szerotipizalas

Az O. rhinotracheale tdrzsek szerotipusat agargél-precipitacios (AGP) tesztben
hataroztuk meg. Ehhez leggyakoribb (A-E) szerotipusok tipustorzsei ellen specifikus
kérokozoktol mentes hazitydkban termeltettiink szerotipus-specifikus ellensavot. A vizsgalt
O. rhinotracheale térzseket 48 6ran keresztil 37°C-on, véresagaron tenyésztettik, majd PBS-
ben 3 McFarland tdménységi szuszpenziot készitettiink, majd hdstabil antigéneket allitottunk
el6. Az AGP teszteket nedves kornyezetben, 37 °C-on inkubaltuk, és 24, 48, valamint 72 6ra

elteltével biraltuk el.

Az antibiotikum-érzékenység meghatarozasa

A Dbaktériumok korongdiffuzids moddszerrel végzett antibiotikum-érzékenység
vizsgalatahoz 19 B. avium és 50 O. rhinotracheale térzset valasztottunk ki. Egy kacsnyi friss
tenyészetb6l szarmazdé baktériumot 5 ml fiziolégias konyhasdéoldatban szuszpendaltunk. A
szuszpenzio slrlségét 0,5 McFarland-re allitottuk be, majd 5% juhvér tartalmu Muller-Hinton
taptalajra szélesztettiik. A vizsgalat soran 18 kiilénb6z6 antibiotikum korongot hasznaltunk fel.
A vizsgalatokat a CLSI M31-S1 valamint M100-S21 dokumentumaiban megadott hatarértékek
alapjan biraltuk el.

Az amoxicillint, doxiciklint és eritromicint a korongdiffuzios tesztben mutatott valtozé
hatékonysaguk miatt valasztottuk ki a MIC meghatarozashoz. Ehhez a vizsgalt
antibiotikumokbdl kettes alapu higitasi sort készitettink 96 lyuku lemezen ugy, hogy a végsé
koncentraciok 0,03 és 64 pg/ml kdzott voltak. A lyukakba ezutan a vizsgalt baktériumok log
fazisu szuszpenzidjat pipettaztuk. A lemezeket B. avium esetében 24 6ran, O. rhinotracheale

esetén 48 éran at inkubaltuk 37 °C-on.
A torzsek genotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok

Polimeraz lancreakciok

A molekularis fajazonositashoz, a 16S rRNS gén vizsgalt szakaszanak
felsokszorozasahoz, valamint az O. rhinotracheale torzsek ERIC-PCR és RAPD vizsgalatahoz
szukséges primereket a szakirodalom alapjan valasztottuk ki. A DNS templatot friss baktérium
tenyészetbdl, forralasos modszerrel allitottuk eld, a reakciok ESCO Swift Mini készilékben
zajlottak. A PCR termékeket 1,5%-0s SeaKem agaréz gélben 1xTBE pufferben ellenériztik
9 Vicm elektromos térer6sségli gélelektroforézissel. A termékek lathatéva tétele és
dokumentalasa UV fényben tortént Kodak Gel Logic 212 Imaging System (Rochester, USA)

segitségével.

Az ERIC-PCR és RAPD-vizsgalatok eredményeinek elemzése
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Az egyes reakciok soran keletkezett mintazatokban fellelhetdé amplikonok megléte (1)
vagy hianya (0) alapjan a PyElph programmal binaris matrixot készitettuk. Az O. rhinotracheale
torzsek genetikai hasonlésaganak vizsgalatdhoz Dice koefficienst hasznaltunk, a
dendrogramot UPGMA mdédszerrel készitettlk. A térzsfa topologiajat 100 ismétléses bootstrap

analizissel vizsgaltuk.

Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A nukleinsav-sorrendek meghatarozasat a B. avium és az O. rhinotracheale torzsek 16S
rRNS génjének egy-egy Kkijelolt szakaszan végeztuk el. Szekvenalo primerként a 27F és
1492R univerzalis primereket hasznaltuk. A PCR termékek tisztitasat és a hagyomanyos
Sanger-féle dideoxinukleotid médszerrel torténd, kapillaris elektroforézis alapu szekvenalast a
Macrogen Europe Ltd. végezte. A kapott kromatogramokat a Chromas LITE 2.01 programmal
ertékeltik ki, a két iranybdl leolvasott szekvenciakat BioEdit 7.1.3.0 programmal illesztettik
0ssze.

Az altalunk vizsgalt térzsek szekvenciait a GenBank adatbazisaban szerepl6é B. avium
és O. rhinotracheale teljes genom és részleges 16S rRNS génszekvenciakkal hasonlitottuk
Ossze BioEdit program segitségével. A nukleotid szekvencia hasonlésagokat Clustal W
algoritmussal szamoltuk ki. Az illesztés eredményeként filogenetikai dendrogramot
készitettlink, a filogenetikai analizist a MEGA 6.06 szoftverrel, Neighbor-Joining médszer
hasznalataval hajtottuk végre. Az evollcidés tavolsagokat Jukes-Cantor korrekcids rata
figyelembevételével szamitottuk ki, a torzsfa topologiajat 500 ismétléses bootstrap analizissel

vizsgaltuk.

Multi-lokusz szekvencia tipizalas

Az MLST-analizist kilenc kivalasztott B. avium térzsnél végeztik el hét haztartasi gén
(adk, fumC, glyA, tyrB, icd, pepA, pgm) részleges szekvenciajanak elemzésével. Mivel az
egyéb Bordetella-k tipizalasara leirt primerek a B. avium esetén nem erésitettek fel
szekvenalasra alkalmas amplikont, magunk terveztink primereket a Primer3Plus program
segitségével a vizsgalni kivant gének megfelel§ szakaszaira.

A PCR termékek szekvencigjat ezutdn a 16S rRNS szekvencia-meghatarozasnal
ismertetett modon hataroztuk meg, és a Bordetella Multi-Locus Sequence Typing weboldalon

szerepld szekvenciakkal 6sszevetve elemeztik szintén a korabban ismertetett modon.



Eredmények
A baktériumok izolalasa és azonositasa

Az azonositasi vizsgalatokat kdvetéen 6sszesen 13 pulyka, harom hazityuk, két galamb,
egy héja és egy karvaly eredet(i O. rhinotracheale és hat pulykabdl szarmazé B. avium térzs
izolalasat erésitettik meg. O. rhinotracheale térzsek esetében a megvizsgalt mintak 6%-a,
B. avium tdérzsek esetén pedig minddssze 1,8%-a adott pozitiv eredményt. Az azonositasi
vizsgalatokat a toérzsgylijteményben megtalalhatdé térzseken is elvégeztik. A molekularis
azonositas soran 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.
A torzsek fenotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok

Biokémiai probak

A B. avium torzsek a fajra jellemz6 mddon az dsszes vizsgalt biokémiai tesztben
egységesen inaktivak voltak. Az O. rhinotracheale térzsek indol és nitrat tesztben negativak,
urea probaban pozitivak voltak. A felkinalt szénhidratok k6zll az arabinézt, dulcitot és szorbitot
egyik térzs sem hasznositotta. A glikézt az O. rhinotracheale térzsek 56,3%-a, a laktézt
65,6%, a szacharézt 15,6%, a maltézt 50%, a galaktdézt pedig az izolatumok 21,9%-a volt

képes felhasznalni.

A novekedés korulményeinek vizsgalata

A B. avium térzsek mindharom vizsgalt hdmérsékleten, mind a négy felkinalt taptalajon
egyforman névekedtek. Az O. rhinotracheale izolatumok 37 °C-os hémérsékleten mind a négy
taptalajon ndvekedtek. 31 °C-on val6 tenyésztéskor egyetlen O. rhinotracheale térzs sem volt
képes ndvekedni a vért nem tartalmazo két taptalajon. A vérrel kiegészitett TSA-n és Columbia
agaron az izolatumok 81,8%-a nétt. A 41 °C-on valé inkubacidkor a vérrel kiegészitett
taptalajokon minden vizsgalt térzs nétt. A vér nélkili Columbia és TSA taptalajokon a térzsek

kozel fele (45,5%) nem ndvekedett.

A torzsek hemolizalé képessége

A B. avium izolatumok kézll egyik sem hemolizalt. Az O. rhinotracheale torzsek 39%-a
nem hemolizalt, 61%-uk azonban a 48 6ra 37°C-on toérténd tenyésztést kovetben 48 oéran at

szobahdmérsékleten valé inkubalas utan 3-hemolizis jeleit mutatta.

A hemagglutinacios képesséq vizsgalata

A B. avium tdrzsek jobb agglutinacios képességet mutattak, mint az O. rhinotracheale
izolatumok. El8bbieknél ritkabb volt a reakcié hianya, és magasabb volt a 2-es szintl reakcidk

aranya. A B. avium tdérzsek a nyul vvi-kel egyaltalan nem reagaltak, a tébbi emlés vvt-t
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azonban az izoldtumok nagy szazalékban (16 és juh: 78,9%; szarvasmarha: 52,6%)
agglutinaltak. Kacsa vvt-vel csak egy, hazityuk vvt-vel pedig két torzs nem adott reakciot, és
ezen wvvt-kel figyelhetttk meg a két legerbteljesebb (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.

Szerotipizalas

A mezei O. rhinotracheale térzsek kdz6tt legnagyobb szamban az A szerotipusba tartozé
torzsek fordultak eld (49 torzs; 83%). Két izolatumot (3,4%) B szerotipusuként, 6t térzset
(8,5%) pedig D szerotipusuként azonositottunk. Harom torzs (5,1%) nem volt tipizalhat6 az A-

E szerotipusok ellen termeltetett savokkal.

A torzsek antibiotikum-érzékenysége

Minden vizsgalt O. rhinotracheale torzs érzékeny volt kloramfenikolra és spektinomicinre
valamint nagy részuk 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. A héjabdl, karvalybdl és
galambbdl szarmazé térzsek tobb antibiotikumra voltak érzékenyek, mint a baromfi eredetliek.
Amoxicillin és eritromicin esetében a MIC értékek 0,12 pug/ml és 32 ug/ml kozétt, doxiciklin
esetében pedig 0,06 pg/ml és 32 ug/ml kézott alakultak. A vadmadarakbdl és haztaji
korulmények kozott tartott madarakbdl izolalt torzsek esetén a MIC értékek alacsonyabbak
voltak.

Az 0sszes 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 tdrzs csak mérsékelt érzékenységet mutatott. A MIC
ertékek amoxicillin esetében <0,03 ug/ml és 1 pg/ml kdézétt, doxiciklin esetében <0,03 pg/ml
és 0,12 ug/ml, eritromicin vizsgalata soran pedig 8 pg/ml és 16 pg/ml kdzétt valtoztak. A
németorszagi torzsekkel szemben mindharom antibiotikum MIC értékei magasabbak voltak,

mint a magyar torzsek esetén.
A torzsek genotipusanak meghatarozasara iranyulé vizsgalatok

ERIC-PCR

A vizsgalt O. rhinotracheale torzsek kozott tizenharom ERIC-mintazatot azonositottunk.
A leggyakoribb tipusba (1. tipus) 29 torzs tartozott. Az ERIC-mintazatok nem mutattak
Osszefliggést az izolalas helyével és idejével. Az izolatumok gazdafaji eredetével azonban

megfigyelheté volt némi korrelacié: az 1. tipusu izolatumok nagy része (26 térzs) pulyka
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eredetl volt, kettd vadmadarakbdl, egy hazityukbdl szarmazott. A 2. és 3. ERIC-tipusba
kizarolag pulykabdl izolalt torzsek tartoztak (nyolc illetve 6t torzs). A hazityuk eredetil torzsek
ezzel szemben nagyobb valtozatossagot mutattak: a kilenc izolatum nyolcféle ERIC-tipusba

tartozott.

RAPD vizsqgalatok

Az M13 primerrel végzett RAPD vizsgalattal 10 kilonb6zd tipusba soroltuk a vizsgalt

torzseket. Az 1. tipusba az A szerotipus tipustdrzs, valamint 42 mezei izolatum tartozott. A 2.
és 3. tipusba 2-2 torzs tartozott, a fennmarado 7 izolatum egyedi mintazatot mutatott. Az M13-
tipusok sem a torzsek fOldrajzi vagy gazdafaji eredetével, sem azok szerotipusaval nem
mutattak 6sszefuggést.

Az OPG11 vizsgalat két f6 tipusba csoportositotta az izolatumokat. A 3. és 8. tipusba
két-két torzs tartozott, négy térzs mintazata pedig egyedi volt.

Az OPH19 primerrel végzett vizsgalat szintén két nagy csoportba sorolta a vizsgalt
O. rhinotracheale toérzseket. A vizsgalt izolatumok 57,1%-a az 1. tipusba tartozott, mig a
masodik leggyakoribb tipusba (2. tipus) 17,5% sorolddott. A 4. tipust harom hazityuk eredeti
torzs alkotta, a 2. tipustdl pedig csupan egy csikkal eltéré mintazatu 6. tipust pediga D és E

szerotipus tipustorzsek alkottak. Két torzs egyedi mintazattal rendelkezett.

Szekvencia-meghatarozas és filogenetikai elemzés

A B. avium torzsek a vizsgalt szakaszon 100%-0s egyezést mutattak egymassal és a
madar eredet(i génbanki izolatumok megfelel6 génszakaszaival. A 16S rRNS szekvencia
elemzése a 42 vizsgalt O. rhinotracheale torzset két klaszterbe csoportositotta. A mezei
izolatumok nagy része (37 izolatum) 100%-ban megegyezett az A, B és E szerotipus
tipustorzsekkel és mas GenBank-i szekvenciakkal. Az 6t, eltérést mutatd térzs kdzul négy

hazityuk, egy pedig pulyka eredetl volt.

Multi-lokusz szekvencia tipizalas

A Bordetella MLST adatbazis primereivel elvégzett PCR-ek nem adtak szekvenalasra
alkalmas PCR terméket, ezért sajat primereket terveztink. Az ezekkel végzett PCR-ek mar
szekvendlasra alkalmas termékeket eredményeztek. A hét haztartdsi gén részleges
szekvenciajanak elemzésekor az icd, pepA és pgm gének esetében torzseink szekvenciaja
100% egyezést mutatott az adatbazisban szerepld egyetlen B. avium torzs, a 197N megfeleld
génszakaszaval. Az adk gén esetében harom torzs (Ba01, Ba08, Ba18) szekvenciajaban egy
G—A pontmutéaciot azonositottunk a 119. bazisnal. A fumC génszekvencigjaban a Ba18 torzs
szekvenciajanak elemzésekor két T—C pontmutaciét a 4. és 40. bazisnal, a glyA gén esetében
a Ba18 génjének megfelel§ szakaszan egy T—C cserét a 83. bazisnal, a tyrB gén esetében a

Ba01, Ba07, Ba08 és Ba18 torzsek vizsgalata soran egy C—T cserét azonositottunk a 245.



bazisnal. A fennmaradd térzsek minden esetben 100% homoldgiat mutattak a 197N torzs
génszakaszaival.

A Ba13, Ba14, Ba15 és Ba16 térzsek igy az adatbazisban szerepld 197N torzzsel egyutt
az ST76-ba tartoznak. A Ba01 és Ba08, a Ba07 és a BAO9 valamint a Ba18 torzsek harom uj

szekvencia tipust képeznek.
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Kovetkeztetések

Az O. rhinotracheale térzsek szénhidrat-felhasznalasaban tapasztalt valtozatossag miatt
ezeket a probakat fajazonositasra nem talaltuk alkalmasnak. Az indol, nitrat és urea
tesztekben azonban kellden egységesen viselkednek az O. rhinotracheale térzsek ahhoz,
hogy ezek a prébak az azonositasi protokoll részét képezzek.

A két korokozo kilonb6zd hémérsékleteken vald tenyészthetéségét magyarazhatja,
hogy a madarak légz6szerveiben nem egységes hémérseklet uralkodik: a felsé légutakban
alacsonyabb, mig a tidéhoz kézeledve egyre magasabb a hémérséklet.

Az O. rhinotracheale térzsek hemolitikus tulajdonsagéért egy hemolizin-szerl fehérje
felelés, ennek pontos, virulenciabeli szerepe azonban nem kelléen tisztazott, tovabbi
vizsgalatokat igényel.

A hemagglutinacidés képesség szamos baktériumfaj esetén 0Osszefliggést mutat a
adhéziés és hemagglutinacidés képességgel rendelkeznek. A B. avium adhezinje, a
filamentézus hemagglutinin régdta ismert virulenciafaktor. Valdszinlsithet, hogy mas
baktérium fajokhoz hasonléan az O. rhinotracheale torzsek esetében is valamilyen adhezin
jelenlétét jelzi a hemagglutinaciés képesség. Feltételezhetd, hogy az eltérd allatfajokbdl
szarmazd vvt-k agglutinalasaban mutatkozé kuldnbségek hatterében mindkét korokozo
esetén a hemagglutinaciéért felelés strukturak valtozatossaga all, azonban a pontos
Osszefliggés jelenleg még nem ismert.

A szakirodalmi adatokkal megegyezd modon a magyarorszagi O. rhinotracheale
izolatumok kozo6tt is az A szerotipust talaltuk a leggyakoribbnak. A szerotipizalas az
O. rhinotracheale torzsek jellemzésének altalanosan alkalmazott modszere, jelentésége
ugyanakkor ellentmondasos. Az egyes szerotipusok virulencigjaban nem talaltak kilonbséget,
a szerotipusok kozotti részleges keresztvédelem pedig tovabb csdkkenti meghatarozasanak
gyakorlati fontossagat.

Az altalanos elvarasoknak megfeleléen a baromfitartasban is tdérekednek az
antibiotikum-hasznalat cstkkentésére. A baktériumok okozta fert6z6 betegségek azonban
tovabbra is gyakran eléfordulnak, és meglehetésen nagy gazdasagi karokat képesek okozni,
igy az antibiotikumok alkalmazésa egyelére elkerulhetetlen. Ugyanakkor nagyon valészind,
hogy az antibiotikumok helytelen haszndlata hozzajarul a rezisztens korokozok
kiszelektalodasahoz. Mindezek miatt kiemelten fontos lenne a rezisztencia vizsgalatokon
alapul6é antibiotikum-hasznalat, ez pedig a folyamatos monitorozas, valamint az adott
korokozora megallapitott rezisztencia hatarértékek és egységes vizsgalati modszerek

kialakitasanak szikségességére hivja fel a figyelmet.
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Az O. rhinotracheale és B. avium fenotipusos tulajdonsagaiban tapasztalhaté eltérések
Osszefuggést mutathatnak ma még nem, vagy nem kell6 mélységben ismert virulencia
tényezbkkel, igy alapot jelenthetnek azok késdObbi vizsgalatahoz. Ezen kiviul értékes
informaciét adhat a korokozok terjedésének, kérnyezetben valdé fennmaradasanak, egyes
torzsek szélesebb kdrben valo elterjedésének pontosabb megismeréséhez és megértéséhez.
Az ezekben a tulajdonsagokban tapasztalhatd kildnbségek azonban nem tekinthetéek az
egyes madarfajokhoz valé adaptacio jeleinek.

Az izolatumok genetikai allomanyanak vizsgalata — a fenotipusos tulajdonsagokat
vizsgalé modszerekkel szemben — valdsabb képet ad a térzsek rokonsagi viszonyairdl, €s nem
befolyasoljak a mikroorganizmus tenyészthet6ségével kapcsolatos nehézségek. Ezek kdzll a
legteljesebb 0Osszehasonlitast a teljes genom szekvenalas teszi lehetévé, azonban a
valaszthaté modszerek kozll jelenleg ez a legkdltségesebb. Az MLST mddszer soran ezzel
szemben csak az Osszehasonlitast lehetévé tevé gének nukleotida sorrendjét kell
meghatarozni. Ez a telies genom szekvenalashoz képest kevesebb informacié alapjan
vizsgalja a torzsek valtozatossagat, ugyanakkor anyagi vonzata is alatta marad a teljes genom
szekvenalas koltségeinek. Ezen modszerek mellett azonban a rep-PCR-ek és a RAPD
vizsgalatok koltségei eltorpulnek. Gyorsasaguk és kis eszkozigénylik miatt akar egy jol
felszerelt allattarto telepi laboratériumban is elvégezhetéek. Az adott laboratériumon belili
megfeleld reprodukalhatésag biztositasa mellett jarvanytani 6sszefiiggések felderitésének
elsd, gyors eredményt add lépéseként is hasznalhatéak, melyeket sziikség esetén tovabbi,
pontosabb rokoni viszonyokat feltard vizsgalatok kovethetnek.

A 16S rRNS-t kddold gén filogenetikai vizsgalatat széles kérben hasznaljak a kilonféle
mikroorganizmusok megkulonboztetésére. A szekvencia valtozatossaganak mértéke a
legtdébb esetben lehetévé teszi a baktériumok faji szintl, és sok esetben a fajon belili
Osszehasonlitasat is. Az O. rhinotracheale esetében, bar szintén gyakran hasznalatos
modszer a baktérium torzsek genetikai valtozatossaganak vizsgalatara, a nagyfoku
hasonlésag miatt ez a moddszer fajon bellli genetikai kildnbségek feltarasara csak
korlatozottan alkalmas.

Munkank soran a felhasznalt tipizald moédszerek koézil az ERIC-PCR bizonyult a
leghatékonyabbnak az O. rhinotracheale térzsek fajon bellli genetikai valtozatossaganak
elemzésére, ezért j6 felbontdképessége miatt is ajanlhaté lehet ilyen tipusu analizisekhez.

Mind a 16S rRNS gén szekvenalasabdl, mind az MLST analizisbél szarmazé adataink a
B. avium izolatumok koOzotti kis genetikai valtozatossagra engednek kovetkeztetni, ami
megegyezik az irodalmi adatokkal. Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy a Bordetella-k
MLST vizsgalatara korabban kidolgozott primerek és PCR reakcidkorilmények alkalmatlanok
a B. avium izolatumok vizsgalatara. Feltételezhet6, hogy a 197N térzs MLST analizisét a teljes

genom szekvencia in silico elemzésével végezték el.
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Az altalunk meghatarozott szekvencia tipusok nem mutattak 6sszefiiggést sem az
izolalas helyével és idejével, sem a térzsek gazdafaji eredetével. Amennyiben az MLST
adatbazis a jovében tovabb bévil B. avium torzsek adataival, pontosabb kdvetkeztetéseket

vonhatunk majd le az ebben a Bordetella fajpan elé6fordulé szekvencia tipusok szamardl és

jelentéségerél.
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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 toérzsek egyseégességét 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 k6z6tt az A
a leggyakoribb szerotipus. Emellett B és D szerotipusu tdérzsek magyarorszagi
el6fordulasat irtuk le. Harom térzset nem talaltunk tipizalhaténak az A-E szerotipus-

specifikus savokkal.

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

egészitettik ki.
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