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Rövidítések jegyzéke 

 

AFLP amplifikált fragment hossz polimorfizmus 
(amplified fragment length polymorphism) 

ARDRA az amplifikált riboszómális DNS restrikciós analízise 
(amplified ribosomal DNA restriction analysis) 

BHI agy-szív kivonat (brain-heart infusion) 
bp bázispár 
BSA bovin szérum albumin 
CHEF  
 (contour-clamped homogeneous electric field) 
CLSI Clinical Laboratory Standard Institute 
DGGE denaturáló grádiens gél elektroforézis 

(denaturing gradient gel electrophoresis) 
DMSO dimetilszulfoxid 
DNS dezoxiribonukleinsav 
dNTP dezoxiribonukleotid-trifoszfát 
EDTA etiléndiamin-tetraecetsav 
ERIC enterobaktériumokból leírt repetitív intergénikus konszenzus szekvencia 

(enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence) 
FIGE térerı-inverziós gél elektroforézis (field inversion gel electrophoresis) 
IRS-PCR ritka restrikciós helyek PCR analízise (infrequent restriction site-PCR) 
IS inszerciós szekvencia 
kbp kilobázispár 
MALDI-TOF mátrix-asszisztált lézer deszorpció ionizáció-repülési idı analízis 

(matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) 
MLEE multilokusz enzim elektroforézis (multilocus enzyme electrophoresis) 
MLST multilokusz szekvencia tipizálás (multilocus sequence typing) 
MLVA multilokusz variábilis számú tandem ismétlıdés analízis 

(multilocus variance analysis) 
MRSA meticillin rezisztens Staphylococcus aureus 
NCCLS National Comitee for Clinical Laboratory Standards 
PCR polimeráz láncreakció (polymerase chain reaction) 
PFGE pulzáló mezejő gélelektroforézis (pulsed field gel electrophoresis) 
PMSF fenilmetilszulfonilfluorid 
RAPD random amplifikált polimorf DNS analízis 

(randomly amplified polymorphic DNA) 
REAG a genom restrikciós enzimes analízise 

(restriction enzyme analysis of the genome) 
rDNS riboszomális ribonukleinsavat kódoló DNS 
rRNS riboszomális ribonukleinsav 
REP repetitív extragénikus palindrom szekvencia 

(repetitive extragenic palindromic) 
rep-PCR repetitív elemeken alapuló polimeráz láncreakció 
RFEL restrikciós fragmentek végjelöléses analízise 
 (restriction fragment end labelling) 
RFLP restrikciós fragment hossz polimorfizmus 

(restriction fragment length polymorphism) 
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RGE forgó gél elektroforézis (rotating gel electrophoresis) 
RNS ribonukleinsav 
SERE Salmonella Enteritidis repetitív elem 
SRF szubtrakciós restrikciós ujjlenyomatozás 
 (subtracted restriction fingerprinting) 
TAFE keresztezett váltakozó mezejő gél elektroforézis 
 (tranverse alternating gel electrophoresis) 
TBE Tris-borát-EDTA 
TE Tris-EDTA 
TGGE hımérsékleti grádiens gél elektroforézis 

(temperature gradient gel electrophoresis) 
TMP+SMX trimethoprim+sulfamethoxazol 
UPGMA súlyozatlan pár-csoport módszer aritmetikai átlagokkal  

(unweighted pair group method with arithmetic averages) 
VNTR variábilis számú tandem ismétlıdések 

(variable number of tandem repeats) 
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1. Bevezetés 

 

 A különbözı fertızı betegségek vizsgálatában egyre fontosabb szerepe van a 

járványtanilag összefüggı esetek nyomon követésének, így a zoonózis ételfertızések vagy a 

nozokomiális fertızések esetében ma már nemcsak a pontos etiológiai diagnózis felállítása, 

hanem a járványtani elemzés is részévé vált a rutin diagnosztikának. 

 Erre a célra szolgáló tipizáló módszereket (szerotipizálás, fágtipizálás) már régóta 

alkalmaznak mind az orvosi mind az állatorvosi diagnosztikában, ezek azonban számos 

szituációban (például egy szerotípusba tartozó izolátumok esetén, vagy ha a kórokozó 

szerológiailag egységes) nem adnak kielégítı eredményt. Emiatt szükség van modern, nagy 

felbontású, molekuláris (DNS-) alapú tipizáló módszerekre, amelyek lehetıvé teszik a 

járványtani kapcsolatok pontos elemzését gyakorlatilag minden kórokozó mikroba esetén. 

 A molekuláris tipizáló módszerek alkalmazásával lehetıség nyílik a fertızıforrások 

hatékony felderítésére, járványok korai felismerésére és a fertızések pontos nyomon 

követésére, tehát alkalmazásukkal javítható az orvosi, állatorvosi munka hatékonysága, 

javulnak a megelızés lehetıségei, és esetenként jelentıs költségek takaríthatók meg. 

 A hazai gyakorlatban ezek a technikák a humánpatogének diagnosztikájában 

meghonosodtak, bár nem váltak még számos laboratóriumban elérhetı rutin módszerekké, a 

hazai állatorvosi diagnosztikában azonban eddig a molekuláris tipizáló módszereket alig vagy 

egyáltalán nem alkalmazták a baktériumok vonatkozásában. A baktériumok tipizálásának 

standard módszere, a PFGE csak nagyon nehezen volt elérhetı az állategészségügyi és az 

élelmiszeregészségügyi diagnosztika számára. Jelen munka beszámol a módszerek 

bevezetésérıl a hazai állatorvosi diagnosztikai gyakorlatba, és bemutatja alkalmazhatóságukat 

két fontos baromfipatogén baktérium, a Pasteurella multocida és a Riemerella anatipestifer 

laboratóriumi diagnosztikájában. 
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2. Irodalmi áttekintés 

 

 A mikrobiológiai diagnosztikai eljárások elsıdleges célja a kórokozó azonosítása, így 

az etiológiai diagnózis felállítása. Mivel azonban egy speciesen belül is jelentıs eltérések 

lehetnek az egyes törzsek között, azok különbözhetnek virulenciájukban és/vagy 

antibiotikumokkal szembeni rezisztenciájukban, a kórokozó faj szerinti azonosítása mellett 

gyakran van szükség annak pontosabb jellemzésére is. Így meg kell határozni az 

antibiotikumok iránti érzékenységet, illetve egyes fajok esetén a korrekt diagnózis 

felállításának feltétele (lehet) egyes fontos virulenciafaktorok kimutatása is (Corynebacterium 

diphtheriae, enterohemorrágiás E. coli, Pasteurella multocida, Yersinia enterocolitica). 

 A diagnózis ilyen módon való fölállítása azonban több fontos kérdésre nem adhat 

választ. Nem tudjuk megállapítani, hogy az idıben vagy térben halmozódó izolálások 

hátterében ugyanazon törzs járványszerő terjedése, vagy egymástól járványtanilag független 

események állnak, hiszen a kórokozók számos különbözı, a hagyományos mikrobiológia 

számára megkülönböztethetetlen törzse okozhat klinikailag ugyanolyan megbetegedést. 

Emiatt az egymással járványtanilag összefüggı megbetegedések esetén gyakran a különbözı 

izolátumok faj alatti csoportokba sorolására, tipizálására van szükség. 

 

2.1. Tipizáló módszerek 

 

 A tipizálás irányulhat egy (vagy több) fontos jellemzı (például virulenciafaktor) 

kimutatására, illetve az izolátumok különbözı szempontok szerinti csoportosítására. A 

tipizálás kifejezést a továbbiakban ez utóbbi szőkebb értelemben használom. 

 A kórokozó egyes, egymástól eltérı alcsoportjainak jellemzésére már régóta 

alkalmaznak különbözı tipizáló eljárásokat. A tipizáló módszerek célja a kórokozó izolátum 

jellemzése, az adatok segítségével az izolátumok különbözı típusokba sorolhatóak. A típusok 

térbeli és idıbeli eloszlása, összevetve az izolátumokkal kapcsolatos járványtani adatokkal 

több fontos probléma vizsgálatát lehetıvé teszi (lásd alább). 

 Ahhoz, hogy egy tipizáló módszer megfeleljen egy adott kórokozó, illetve járványtani 

helyzet analízisére, különbözı kritériumoknak kell megfelelnie (44, 118). Ezek közül talán a 

legfontosabb a felbontóképesség (diszkriminatív érték). Ez azt mutatja meg, hogy a módszer a 

vizsgálandó törzsek közül mennyit tud egymástól elkülöníteni. Optimális a módszer, ha 
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elkülöníti az összes járványtanilag független izolátumot, de egy csoportba sorolja az 

összefüggıeket. Ha túlságosan nagy a felbontóképesség, akkor még a rokon, illetve egy 

klónba tartozó izolátumok is különbözni fognak, így a módszer alkalmatlan lesz járványtani 

problémák elemzésére (ilyen extrém példa lehet nem konzervatív gének szekvencianalízise), 

míg ha ez a felbontóképesség kicsi, akkor egymástól járványtanilag egyértelmően független 

törzsek is egy „rokonsági” csoportba kerülhetnek. A felbontóképességet egy úgynevezett 

diverzitási index-szel (D) jellemezhetjük (72): 

 

 

 

Minél közelebb van a D értéke az 1-hez, annál jobb a módszer felbontóképessége. 

 A felbontóképesség mellett lényeges a módszer ismételhetısége és laboratóriumon 

belüli és laboratóriumok közötti reprodukálhatósága, valamint a kapott mintázatok stabilitása 

(változékonyság a sorozatos passzálás során). Fontos az is, hogy a törzsek túlnyomó többsége 

tipizálható legyen az adott módszerrel (44, 118). Természetesen, mint minden laboratóriumi 

módszer esetében, az egyszerő kivitelezhetıség és a minél alacsonyabb munka-, mőszer- és 

költségigény szintén igen fontos szempontok. 

 A tipizáló módszerek két csoportba sorolhatóak a tipizálás céljából vizsgált 

tulajdonság alapján. A klasszikus tipizáló módszerek általában a kórokozó egy jól 

karakterizált fenotípusban megjelenı tulajdonságának alapos vizsgálatán alapulnak, így 

például a biokémiai vagy szerológiai viselkedés (biotipizálás, szerotipizálás), illetve az 

antibiotikum-, bakteriocin- vagy fágrezisztencia (rezisztotipizálás, biocintipizálás, fágtipizálás) 

alapján sorolják alcsoportokba az izolátumokat (44). 

 Ezeknek a módszereknek számos limitációja ismeretes. Fı közös hátrányuk, hogy 

mivel fenotípusos jellemzıkön alapulnak, a rokonságra nézve csak indirekt következtetés 

vonható le, és hogy a környezet befolyásolhatja a vizsgálni kívánt tulajdonság megjelenését (a 

kapott típust). A fenotípus vizsgálatán alapuló módszerekkel gyakran csak a törzsek egy része 

tipizálható. Ennek oka lehet új variánsok (új szerotípus, új fágtípus) megjelenése, illetve a 

tipizálni kívánt tenyészet aktuális állapota (például a csilló elvesztése a tenyésztés során 

meghiúsítja a H antigén meghatározását). Nehéz újabb, kevéssé ismert kórokozókra adaptálni, 

és a módszerek nagy részénél a kapott adatok nem alkalmasak számítógépes elemzésre, így 

∑
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N: a mintázatok (törzsek) száma 
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például adatbázis létrehozására. Biotipizálás és rezisztotipizálás esetén a reprodukálhatóság 

sem optimális (44). 

 Bár a szero- és fágtipizálás reprodukálhatósága általában kiváló, ezen módszerek 

esetében gyakori probléma a kellı felbontóképesség hiánya (44, 114). Egy gazdaállatban a 

különbözı Pasteurella multocida buroktípusok közül általában csak egy-két típus fordul elı 

(32, 159), így a járványok nyomon követésére a buroktípus vizsgálata csak korlátozottan 

alkalmas. Hasonló a helyzet a humán ételfertızésekbıl gyakran izolálható Salmonella 

szerovariánsok esetén is. A szerotipizálás általában alkalmatlan a vad-vakcina elkülönítésre is, 

hiszen általában a vakcina azon szerotípus(ok)at tartalmazza, amely ellen védelmet kíván 

nyújtani. A fágtipizálás elégtelennek bizonyult az erısen klonális meticillin-rezisztens 

Staphylococcus aureus törzsek megfelelı tipizálására (173). 

 A szero- és fágtipizálás további hátránya, hogy minden kórokozóra külön egyedi 

rendszert kell kifejleszteni és mőködtetni, amelyeknek a megfelelı minıségi kontrollja is 

nehézkes és drága (44, 114). 

 A fenti módszereken kívül a fenotípus vizsgálatára alkalmas még a MLEE (18, 61, 

133), de ez kórokozók vizsgálatára kevésbé használatos, inkább filogenetikai célú vizsgálatok 

eszköze (7). Újabban szofisztikált kémiai mőszeres analitikai módszereket (elsısorban a 

MALDI-TOF tömegspektrometriai technikát) is alkalmaznak (50, 54, 87). Utóbbi a 

fenotípusos módszerek számos hátrányát (gyenge reprodukálhatóság, alacsony 

felbontóképesség, bonyolult kontroll rendszerek) kiküszöböli, de a rokonság tekintetében ezek 

a módszerek is csak indirekt következtetések levonását teszik lehetıvé. 

 A DNS-alapú tipizáló eljárások segítségével a fent felsorolt hátrányok legtöbbje 

kiküszöbölhetı. Ezek a módszerek, mivel magát az örökítı anyag vizsgálatát használják fel a 

tipizáláshoz, lehetıvé teszik direkt következtetések levonását a rokonságra nézve, erre a 

környezeti feltételek heterogenitása semmiféle befolyással nincs. A módszer(ek) körültekintı 

megválasztásával általában a klasszikus módszerek nyújtotta felbontóképességnél jobb érhetı 

el, bár ritkán kivételek is elıfordulnak (pulzáló mezejő gélelektroforézis vs. fágtipizálás a 

Salmonella Enteritidis esetében; P. Tassios, személyes közlés). Már jól mőködı rendszerek 

könnyebben adaptálhatóak más kórokozók vizsgálatára. Nem szükséges fenntartani és 

folyamatosan validálni fágtenyészeteket és savókat, a minıségi kontrollhoz csak néhány 

kontroll törzs rendszeres vizsgálatára van szükség. Mindezek miatt a molekuláris módszerek 

számos területen jól alkalmazható alternatíváivá váltak a klasszikus szero- és fágtipizálásnak 

(44). 

 



 9 

2.2. DNS-alapú tipizáló módszerek bemutatása 

 

 Az alább felsorolt módszerek közös vonása, hogy a DNS vizsgálatán alapulnak. A 

vizsgált DNS leggyakrabban a genomi DNS, de természetesen vizsgálhatók 

extrakromoszomális elemek, illetve mobilis genetikai elemek is. A módszerek több irányból 

közelíthetik meg a genom változatosságának vizsgálatát. Elemezhetı a genomban 

elhelyezkedı restrikciós hasító helyek mintázata (RFLP, REAG, AFLP), repetitív (rep-PCR, 

MLVA, IS-tipizálás) és véletlenszerően kiválasztott (RAPD) szekvenciák genomi 

elhelyezkedése, a telomerek polimorfizmusa, és bizonyos kiválasztott gének szekvenciájában 

jelentkezı különbségek (MLST). (A mikrobiális ökológiában olyan tipizáló módszerek is 

ismeretesek, amelyek egy teljes mikrobaközösség diverzitásának felmérésére szolgálnak, 

például DGGE, TGGE, ARDRA (106), de ezeket a molekuláris epidemiológiában nem 

alkalmazzák). 

 A módszerek három nagyobb csoportba sorolhatók aszerint, hogy milyen módon 

mintázzák a tipizálni kívánt mikroba DNS-ét. A tipizálás alapjául szolgálhat nem genomiális 

DNS (plazmidprofil analízis), egyes módszerek a genom egy kiválasztott részét vizsgálják 

(egy kiválasztott gén vagy régió RFLP analízise, MLVA, MLST), mások a teljes genomot 

mintázzák meg restrikciós hasítási hely polimorfizmusok (teljes genom RFLP, REAG, AFLP) 

vagy repetitív (rep-PCR) illetve random szekvenciák (RAPD) elhelyezkedésében mutatkozó 

polimorfizmusok segítségével. 

 A továbbiak a teljesség igénye nélkül áttekintést nyújtanak a legfontosabb tipizáló 

módszerekrıl és azok felhasználási területeirıl, különös tekintettel a munka során alkalmazott 

módszerekre. 

 

2.2.1. Plazmidprofil analízis 

 

 A plazmidprofil analízis kórokozó által hordozott plazmidok vizsgálatán alapszik, a 

tipizálás alapjául szolgáló információt a hordozott plazmidok méretének változatossága adja 

(76, 97, 151, 173). Fı hátránya, hogy mivel a plazmidok mobilis elemek, hiányukból vagy 

jelenlétükbıl a rokonságra nézve egyértelmő következtetés nem vonható le, emellett 

plazmidokat nem hordozó kórokozók (M. tuberculosis, bizonyos eukarióták) tipizálására nem 

alkalmas. 
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2.2.2. A genom egy kitüntetett részét vizsgáló módszerek 

 

 A módszerek közös hátránya, hogy a rokonság megítélése csak a genom egy 

viszonylag kicsi részének vizsgálatával történik. Ha a kiválasztott régió a genom egészénél 

jelentısen konzervatívabb vagy változékonyabb, az torzítja a kapott rokonsági adatokat. 

Emellett a vizsgált régió(ka)t igen körültekintıen kell megválasztani, különben a módszerünk 

felbontóképessége túl gyenge vagy túlságosan nagy lesz. 

 

2.2.2.1. Egy kiválasztott gén (régió) RFLP analízise 

 

 A legrégebben alkalmazott molekuláris tipizáló módszerek egyike. A lényege, hogy a 

genom egy releváns részét (egy fontos gént vagy génszakaszt) restrikciós endonukleázzal 

hasítjuk, majd az RFLP mintázat változatosságát használjuk tipizálásra (49). Ilyen 

megközelítést alkalmaz Campylobacter spp. és Helicobacter pylori tipizálása során 

alkalmazott fla (flagellin)-tipizálás (66, 107), a különbözı toxin gének (20, 66, 115, 134) és 

más virulenciafaktor gének (43, 66, 81, 173) RFLP analízisén alapuló tipizáló módszerek. 

 

2.2.2.2. Kiválasztott gének (régiók) polimorfizmusa 

 

 Ebbe a csoportba tartozik a széles körben elterjedt PCR-ribotipizálás, amely a 

genomban több kópiában elszórtan meglévı rDNS régiók nem kódoló régióinak méret-

polimorfizmusát használja fel a tipizáláshoz. Nagy elınye, hogy egyszerő, egyetlen PCR 

elvégzésével eredményt kapunk. Hátránya, hogy nem alkalmazható olyan organizmusok 

jellemzésére, amelyek a rRNS géneket csak kevés kópiában tartalmazzák (Mycobacteriumok, 

Helicobacter), mivel ebben az esetben nem kapunk a megfelelı felbontóképességhez 

szükséges elegendıen komplex mintázatot. Fontos alkalmazási területe a számos más 

módszer számára (azok nem kielégítı felbontóképessége miatt) megközelíthetetlen 

Salmonella Enteritidis tipizálása (83, 85), de számos más példa is ismeretes (56, 64, 152, 159, 

173). 

 Hasonlóan egyszerő (egyetlen PCR-t igényel) a telomer-polimorfizmus vizsgálata, 

amely természeténél fogva eukarióták ujjlenyomatozására alkalmas. Különbözı telomer-
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specifikus primerek segítségével azok változatossága megjeleníthetı, a módszert gombák és 

protozoonok tipizálására alkalmazzák (14, 161). 

 Az MLVA egy hasonló elven mőködı, de sokkal munkaigényesebb módszer. Alapja 

az, hogy a genom egyes régióiban változó számú, nemkódoló tandem ismétlıdés található 

(VNTR vagy mikroszatelliták; a VNTR elnevezés inkább baktériumok, a mikroszatellita 

pedig eukarióták esetén elterjedt), amelyek felderítéséhez a teljes genom szekvenciák 

meghatározására volt szükség (91). Ezek amplifikációjával a tandem szakaszok méretétıl és 

számától függıen különbözı mérető PCR termékeket kapunk. Ha ezt több kiválasztott 

régióban elvégezzük (MLVA), akkor egy jellemzı, ujjlenyomatozásra alkalmas mintázatot 

kapunk (91, 164). A módszer a PCR-ribotipizálásnál sokkal munkaigényesebb, mivel itt egy 

izolátum típusának meghatározásához több egymást követı PCR-t kell elvégezni, emellett 

minden organizmusra külön rendszert kell kidolgozni (91). Elınye viszont, hogy a lókuszok 

megfelelı megválasztásával organizmus-specifikussá tehetı, így alkalmas direkten a mintából 

történı tipizálásra, nem szükséges a tipizálandó organizmus tiszta tenyészetének elıállítása. 

Emiatt gyakran alkalmazzák nem vagy nehezen tenyészthetı organizmusok, például 

Anaplasma phagocytophylum (24) vagy Mycobacterium leprae (174) tipizálására. Több 

hasonló elven mőködı tipizáló módszert alkalmaznak a Mycobacterium tuberculosis komplex 

vizsgálatára is (118), de egyre jobban terjed nozokomiális patogének (90, 111, 155) és 

ételfertızést okozó baktériumok (91, 110, 177) vizsgálatára is. Eukarióta kórokozók 

tipizálására is használatos (13). 

 A mikroszatellita (VNTR) tipizálásnak további elınye, hogy magasabbrendő 

eukarióták, így például emberek rokonsági viszonyainak felderítésére is alkalmas (63, 89, 

113). A rokonsági viszonyok megállapítása mellett alkalmazzák filogenetikai vizsgálatokra 

(129), és különbözı betegségek, például diabéteszes nefropátia (100), magas vérnyomás 

betegség (179) vagy neurodegeneratív betegségek (128) genetikai hátterének vizsgálatára is. 

 Szintén a M. tuberculosis komplex vizsgálatában van szerepe a spoligotipizálásnak 

(spacer oligotyping), amely egy a genomban gyakran elıforduló rövid szekvencia elválasztó 

(spacer) szekvenciáinak polimorfizmusát használja tipizálásra. A változatosság 

megjelenítésére a target szekvenciát nagy kópiaszámban és változatossággal tartalmazó 

referencia izolátumból készített, membránon rögzített próbasorozat szolgál, eredményhez a 

tipizálni kívánt törzsekbıl amplifikált szekvenciák a próbákat tartalmazó membránra való 

hibridizációja útján jutunk (9, 77, 118). 

 Szintén munkaigényes a különbözı háztartási (housekeeping) gének szekvencia-

analízisén alapuló MLST. Fontos a megfelelı gének kiválasztása, ezeknek elegendıen 
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konzervatívaknak kell lenniük ahhoz, hogy egy klónon belül a szekvenciájuk ne változzon, 

ugyanakkor kellı változatosságot kell mutatniuk a megfelelı felbontóképesség érdekében (94, 

169). Munkaigényessége mellett hátránya még, hogy a módszert minden organizmusra külön 

ki kell dolgozni, és hogy a rokonsági fokot csak a bevont gének számának megfelelı 

kvantumokban tudja becsülni. Emellett nem rendelkezik elegendı felbontóképességgel erısen 

klonális kórokozók, így Escherichia coli O157 tipizálásához (53). 

 Rendkívül jól reprodukálható (49), és a legtöbb más tipizáló módszerrel ellentétben 

alkalmas filogenetikai következtetések levonására (1, 94). Alkalmas nem tenyészthetı 

kórokozók direkt a mintából történı tipizálására is (11), és eukarióta kórokozók is 

tipizálhatóak (10, 61). Ezek miatt az elınyös tulajdonságok miatt széles körben alkalmazzák 

(170), így például Campylobacter spp. (123), Enterococcus (2), Aspergillus (10), 

Cryptosporidium (60) tipizálására. Az MLST adatok egy Internetes adatbázisban mindenki 

számára hozzáférhetıek (1). 

 

2.2.3. A teljes genomot vizsgáló módszerek 

 

 Mivel a tipizálás alapjául szolgáló adatok a teljes genom változatosságát 

reprezentálják, ezek a módszerek kevésbé érzékenyek a különbözı genomi régiók 

evolúciójának sebességkülönbségére. 

 

2.2.3.1. A genom egészét megjelenítı módszerek 

 

2.2.3.1.1. Teljes genom RFLP 

 

 A legkönnyebben kivitelezhetı, a genom egészét megjeleníteni képes módszer a teljes 

genom RFLP, amikor a tipizálandó mikroorganizmus totál genomi DNS-ét emésztjük 

restrikciós endonukleázokkal (61, 142, 173). Ez egy nagyon komplex, a maga teljességében 

legtöbbször elemezhetetlen mintázatot eredményez, bár rendkívül egyszerő, jelenleg már igen 

ritkán alkalmazott módszer. 

 Egy relatíve új technológia, a RFEL képes ezek közül a kisebb méretőeket 

kiválasztani és megjeleníteni, oly módon, hogy a restrikciós fragmentek ragadós végeihez 
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radioaktívan jelölt nukleotidokat kapcsolva, azok nagyfelbontású gélben a radioaktivitás 

alapján megjeleníthetıek (169). Hasonló, de a radioaktív jelölés helyett biotin-streptavidin 

rendszert alkalmaz a SRF (153).  

 Ha a kapott mintázatra specifikus jelölt próbákat hibridizáltatnak (Southern-blot), 

akkor egy elemezhetı és általában jól reprodukálható mintázatot lehet elıállítani, viszont így 

a továbbfejlesztett módszerek már nem jelenítik meg az egész genomot (61). A próbaként 

használt szekvencia általában az rDNS operonból származik (ribotipizálás, lásd alább). 

 

2.2.3.1.2. Kariotipizálás 

 

 A kariotipizálás (kromoszóma hossz polimorfizmus) a kromoszómaméret 

polimorfizmusát használja fel a tipizálásra (61). Természetesen ez csak több kromoszómával 

rendelkezı eukarióta szervezetek vizsgálatára alkalmas. Mivel a kromoszómák mérete (25 

kbp fölött) nem teszi lehetıvé a hagyományos agaróz vagy poliakrilamid gélelektroforézissel 

történı szeparálást, speciális módszerre (PFGE) van szükség az elválasztásukhoz (16, 118, 

142). A kariotipizálást gyakran PFGE néven hivatkozzák. 

 Az erre a célra kifejlesztett módszerek közös tulajdonsága, hogy az elválasztandó DNS 

molekulákra az elektroforézis során ható erıtér iránya nem állandó, hanem elıre 

meghatározott periódusidıvel változik (pulzál). A módszereket ezért pulzáló mezejő 

gélelektroforézisnek nevezzük. A pulzáló erıtérben, a hagyományos elektroforézissel 

ellentétben, a DNS molekulák nem folyamatosan vándorolnak az erıtérben, hanem annak 

irányváltoztatásai miatt minden ilyen irányváltoztatás után konformációváltozást szenvednek. 

Ennek a konformációváltozásnak az idıigénye arányos a molekula méretével, tehát a méret 

szerinti elválasztás elsısorban a periódusidıtıl (pulzusidıtıl) függ, minél nagyobb a DNS 

darab, annál több idı szükséges a továbbhaladáshoz szükséges konformáció felvételéhez, 

tehát a következı irányváltásig eltelı idıbıl annál kevesebb marad az elırehaladásra. Minél 

nagyobb tehát a molekula, annál lassabban vándorol azonos pulzusidı mellett. A pulzusidı 

mellett az elválasztást befolyásolja még a pulzáló erıterek irányai által bezárt szög és az 

elválasztáshoz alkalmazott feszültség, de a futtatási idı csak a már elvált sávok távolságát 

növeli meg, magára az elválasztásra nincs hatással (16). 

 Az erıtér irányváltoztatásának elıállítás szerint különbözı alcsoportokat 

különböztetünk meg (CHEF, RGE, FIGE, TAFE stb.) (16), ezek közül a legelterjedtebb a 
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CHEF módszer (16, 38), amely hatszög alakban elhelyezett 24 darab elektróda segítségével 

állítja elı az erıtereket és azok pulzálását. 

 Az elválasztandó DNS darabok nagy mérete nemcsak az elválasztó módszerrel 

szemben támaszt követelményeket. A megfelelı eredményhez az is szükséges, hogy ne 

következzenek be spontán DNS törések, amit ekkora darabok esetén vizes fázisban nem lehet 

elkerülni. Emiatt a kariotipizálás (és a REAG, lásd alább) különleges DNS kivonási eljárást 

igényel. A módszer különlegessége az, hogy a DNS tisztítása agaróz mátrixban történik, ami 

megakadályozza a DNS spontán törését. Ez rendkívül idı- és munkaigényes folyamat, ami 

egyben a módszer legfıbb hátránya is. 

 A kariotipizálás mint tipizáló eljárás viszonylag kevés, változatos mérető 

kromoszómával rendelkezı organizmusok, így protozoonok (19, 143) és gombák tipizálására 

alkalmazható, a humán patogén gombák tipizálásának egyik legfontosabb módszere (16, 142). 

Felhasználják emellett a különbözı malignus folyamatokban jelentkezı kromoszóma-

polimorfizmusok vizsgálatára is (108). 

 

2.2.3.1.3. A genom restrikciós analízise (REAG) 

 

 A REAG a tipizálandó organizmus genomját viszonylag ritkán hasító restrikciós 

endonukleáz felismerı helyeinek polimorfizmusát vizsgálja, a kariotipizáláshoz hasonlóan a 

vizsgálat során csaknem a teljes genom vizualizálhatóvá válik. Ezzel az egy kromoszómával 

rendelkezı baktériumok is vizsgálhatóvá válnak (16). A keletkezı nagymérető DNS darabok 

miatt a kariotipizáláshoz hasonlóan agaróz mátrixban történı preparálást igényel, így a 

restrikciós emésztést is az agarba ágyazott mintán kell végezni. Ez tovább növeli a módszer 

idı- és munkaigényét. A futtató technikáról a REAG módszert is gyakran PFGE néven 

emlegetik. Bár ez az elnevezés a kariotipizálás és a REAG között nem tesz különbséget, a 

gyakorlatban ez ritkán okoz zavart, mivel a kariotipizálást kizárólag eukarióták jellemzésére 

szolgál, a REAG pedig igen ritkán használatos eukarióták vizsgálatára, így baktériumok 

esetén a PFGE mindig REAG-ot jelent, eukarióták esetén pedig nagy valószínőséggel 

kariotipizálást. 

 A módszer óriási elınye, hogy rendkívül jól reprodukálható, nemcsak egy 

laboratóriumon belül, hanem különbözı laboratóriumok között is (49). Emiatt jelenleg a 

legtöbb kórokozó tipizálásában a REAG a standard módszer, amely nemzetközi járványtani 

figyelıhálózatok (PulseNet, www.cdc.gov/Pulsenet; PulseNet Europe, www. pulsenet-
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europe.org) mőködését teszi lehetıvé (147, 148). További elınyei, hogy a kontaminációra 

kevéssé érzékeny, a preparálás protokollja a rokon fajok körében gyakorlatilag változtatás 

nélkül alkalmazható, és hogy az emésztést több különbözı restrikciós enzimmel végezve több 

ujjlenyomat nyerhetı egy preparálásból. Hátránya, hogy bizonyos kórokozók esetében a 

törzsek egy része nem tipizálható (27). Emellett a kapott fragmentek méretazonossága nem 

okvetlenül jelent valódi szekvenciaegyezést, illetve hogy egy esemény (mutáció) a mintázat 

jelentıs megváltozását okozhatja (három sáv különbség a két mintázat között; 1. ábra).  

 

1. ábra: Egy hasító hely mutáció miatti eltőnésének hatása a REAG mintázatra. A függıleges 

nyilak a hasító helyeket jelölik, a várható mintázat a jobb oldalon látható. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3.2. A genomot megmintázó módszerek 

 

2.2.3.2.1. Ribotipizálás 

 

 A ribotipizálás a PCR-ribotipizáláshoz hasonlóan a riboszomális gének 

elhelyezkedésének változatosságát használja ki, de azok a teljes genom RFLP mintázatához 

hibridizált (Southern blot) rDNS próbával jeleníti meg (15). Használata különösen a PFGE 

megjelenése elıtt volt elterjedt, de jelenleg is gyakran alkalmazzák, így például egyes 

Salmonella szerovariánsok esetében (83, 85). 
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2.2.3.2.2. RAPD 

 

 A RAPD módszer alapja az egyetlen rövid (tíz-tizenkét tagú) primerrel, megengedı 

körülmények (alacsony anellációs hımérséklet, magas Mg tartalom, magas polimeráz 

koncentráció) mellett végzett PCR. A primer nem specifikus semmilyen ismert szekvenciára, 

random módon, próbálgatással választják ki. A reakció során a random primerrel 

amplifikálható sávok mintázata adja az ujjlenyomatot (49). Bármilyen mikroorganizmus 

esetén alkalmazható (27, 28, 34, 138, 142, 173), bár a megfelelı mintázatot biztosító 

primer(ek) kiválasztása hosszú idıt vehet igénybe. A módszer rendkívül érzékeny a 

körülmények apró változásaira is, akár két azonos típusú PCR készülékben futott 

párhuzamosok is különbséget mutathatnak. Emiatt fı hátránya a rendkívül rossz 

reprodukálhatóság, amely alkalmatlanná teszi laboratóriumok közötti, vagy nagy idıközzel 

végzett összehasonlító elemzések végzésére (49, 118, 142). 

 

2.2.3.2.3. Repetitív elemeket célzó PCR 

 

 A rep-PCR módszerek a különbözı organizmusok genomjában számos kópiában 

elszórva megtalálható rövid repetitív szakaszok (93, 171) elhelyezkedését vizsgálják. A PCR 

reakció primere(i) a repetitív elemre specifikusak, de azok rövidsége miatt valójában két ilyen 

elem között elhelyezkedı DNS szakaszokat amplifikálnak. 

 

2. ábra: A rep-PCR elvének sematikus ábrája. A fekete téglalapok a repetitív elem kópiáit 

jelölik, jobb oldalon pedig a várható mintázatok láthatók. 
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 Az elemek ismétlıdése miatt egyetlen primer is elég lehet. Mivel ezek az elemek 

elszórva helyezkednek el, az amplifikált szakaszok változatosak, és mivel egy-egy ilyen 

szakasz eltőnéséhez vagy megjelenéséhez a genom jelentıs változása (inszerció, deléció) 

szükséges, a kapott mintázat jól tükrözi a rokonsági viszonyokat. A primerek specifitása miatt 

nem okvetlenül szükséges megengedı PCR körülményeket használni, így a rep-PCR 

reprodukálhatósága sokkal jobb, mint a RAPD-é, de még így sem mindig elegendı a 

laboratóriumok közötti összehasonlító vizsgálatokhoz (49). 

 Mivel többféle ilyen repetitív elem létezik, így többféle rep-PCR ujjlenyomat vehetı 

fel. A legelterjedtebb a REP és az Enterobacteriaceae-re jellemzı ERIC szekvenciák 

használata (8, 27, 49, 51, 69, 88, 102, 103, 119, 120, 124, 127, 137, 149), emellett ismert a 

Streptococcus pneumoniae-ben talált BOX (47, 80, 95, 148, 162, 163); kevésbé ismert a 

Salmonella Enteritidis genomjában megtalált SERE elem (4, 5, 78, 116) és a Mycoplasma 

pneumoniae-ból leírt repetitív elem (166, 175).  

 A módszer, bár viszonylag rossz a reprodukálhatósága és a kontaminációra is 

rendkívül érzékeny (akár a polimerázban található DNS szennyezés is a mintázat 

megváltozását eredményezheti) (118), egyszerősége, gyorsasága, nagy áteresztıképessége és 

kis költsége miatt a legelterjedtebb metodikák egyike. 

 Bár a szó szoros értelmében nem repetitív elemek, különbözı inszerciós szekvenciák 

szintén alkalmasak hasonló vizsgálatok végzésére, így például a Mycobacterium tuberculosis 

IS6110 szekvenciája (82, 154, 167). 

 

2.2.3.2.4. AFLP 

 

 Az AFLP két restrikciós enzimmel (egy ritkán és egy gyakran hasítóval) kettısen 

emésztett genomból specifikus adapter oligonukleotidok és az adapterekre specifikus 

primerekkel végzett PCR segítségével kiválogatja a két végén különbözı hasítási helyet 

hordozó, amlifikációra alkalmas mérető darabokat. A módszert általában valamelyik primer 

fluoreszcens jelölésével teszik vizualizálhatóvá (126, 142, 172). Jól reprodukálható, jó 

felbontóképességő (49), de bonyolultsága miatt nem minden laboratórium számára elérhetı 

módszer, számos kórokozó tipizálására alkalmazták (59, 74, 75, 122, 144, 180). Használható 

kórokozó (121, 142) és magasabb rendő eukarióták tipizálására is (58). 

 Az AFLP mellett egy elvében nagyon hasonló módszert (IRS-PCR) is leírtak, de ez 

eddig nem terjedt el széles körben (98). 
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2.3. A tipizáló módszerek eredményének értékelése 

 

 A tipizáló módszerek alkalmazása során nyert adatokból csak kevés adatpont esetén 

könnyő direkt következtetést levonni, nagyszámú vizsgálat (izolátum) esetén, illetve két vagy 

több, módszer eredményeinek összevetéséhez szükséges az adatok matematikai analízise. 

 Az egyes izolátumok (adatsorok, mintázatok) közötti hasonlóság (rokonság) kétféle 

modellel közelíthetı meg. A kladisztikus modellek valamilyen evolúciós modell segítségével 

elemzik az adatokat (118), így inkább olyan esetekben használhatóak, mikor a tipizálás 

eredményébıl közvetlenül következtethetünk a rokonságra (ilyen módszer a direkt 

szekvencia-analízis, amit a vírusok tipizálására alkalmaznak, illetve az MLST). Mivel a 

legtöbb tipizáló módszer hasonlóságot mér, ezért a járványtani elemzések sokkal 

elterjedtebben alkalmaznak fenetikus módszereket, amelyek csak a hasonlóságok és 

különbségek alapján, azok számszerősítése és matematikai analízise útján csoportosítja a 

mintázatokat (118). 

 A hasonlóság (similarity) mérésére különbözı indexek léteznek, amelyek általában 

alkalmasak bonyolult mintázatok összevetésére is. A hasonlóság mértéke 0 és 100% (0 és 1) 

közé eshet, ahol 100% (illetve 1) a tökéletes egyezést jelenti. Az indexek mindig két 

mintázatot hasonlítanak össze egymással, több mintázat összevetéséhez ezeken az indexeken 

alapuló csoportosító (clustering) módszerek alkalmazása szükséges (168). 

 

2.3.1. A hasonlóság mérése 
 

 A mintázat lehetséges elemei (sávok, mutációk, rezisztenciaértékek, stb.) négy 

csoportba sorolhatók a két mintázat összehasonlítása során. i) mindkét összehasonlítandó 

mintázatban megvan (a), ii) csak „A” mintázatban van meg (b), iii) csak „B” mintázatban van 

meg (c) iv) egyik mintázatban sincs meg (d). Ezek száma alapján számolható ki a két mintázat 

hasonlósága (similarity; S), vagy különbözısége (distance; D). A különbözı indexek abban 

térnek el, hogy melyik csoport kap nagyobb hangsúlyt az indexben (168). 

 Spoligotipizálás esetén például, ahol egy elem hiánya a meglétével megegyezı értékő 

információ (ismert az összes lehetséges elem), érdemes olyan indexet választani, ami mind a  
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meglevı, mind a hiányzó elemeket egyforma súllyal veszi figyelembe, mint az egyszerő 

egyezés koefficiens (S):  

dcba

da
S

+++

+
= . 

 Olyan esetekben ahol a mintázat elemeinek nincs elıre meghatározott helye, mint 

például PFGE vagy rep-PCR gélfotók sávmintázatának összehasonlítása esetén jól 

alkalmazhatóak a Jaccard (SJ) és a Dice (SD) koefficiensek, amelyek figyelmen kívül hagyják 

a mindkét mintázatból hiányzó elemeket (d). A Dice koefficiens nagyobb súlyt helyez a 

megegyezı elemekre (a) (168):  
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 A különbözı mintázatpárokhoz rendelt hasonlósági indexbıl mátrixot képezve jutunk 

el a hasonlósági mátrixhoz, ami tartalmazza a mintázatok közötti hasonlósági adatainkat. Egy 

bizonyos (meglehetısen kicsi) mintaelemszám fölött azonban a mátrixok áttekinthetetlenné 

válnak, így további matematikai elemzı módszerekre van szükség a kiértékelésükhöz. Ezeket 

a módszereket csoportanalízisnek (cluster analysis) nevezzük. 

 

2.3.1. Csoportanalízis (cluster analysis) 
 

 A csoportanalízis célja az adatsorunk adatpontjainak hasonlóságok illetve különbségek 

alapján történı csoportokba rendezése. A módszerek az alkalmazott megközelítés alapján a 

hierarchikus és a nem hierarchikus csoportokba sorolhatóak. A hierarchikus módszerek 

egymásra épülı csoportokat képeznek, amelyeket egy hierarchikus rend szerint rendeznek, 

így egy lépcsızetesen felépülı dendrogramhoz (fához) jutunk. A nem hierarchikus módszerek 

esetén ilyen struktúra nem jön létre, az egyes adatpontok nem egymás részeként ábrázolt 

alcsoport-csoport-fıcsoport rendben ábrázolódnak (118). 

 Míg például az MLST értékelésére nem hierachikus módszerek is szóba kerülnek, az 

elektroforetikus mintázatok kiértékelésére leggyakrabban különbözı hierarchikus 

módszereket alkalmaznak (118). Ezek közül a legelterjedtebb az UPGMA módszer. Ennek 

lényege (és fı hátránya a kapott csoportosítás valódisága szempontjából), hogy mindig a két 

egymással aktuálisan leghasonlóbb mintázat átlagával számolva képez egy új (egy elemmel 

kisebb) hasonlósági mátrixot. Tehát az UPGMA módszer egy mintázat (csoport) átlagos 
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távolságát mutatja meg egy másik mintázathoz (csoporthoz) képest. Mivel a valóságban az 

egyes rokon törzsek nem ugyanakkor sebességgel távolodnak genetikailag egymástól, ezek a 

távolságok általában nem pontosan a két csoport átlagával egyenlıek. Az UPGMA módszer 

jól alkalmazható az adatsorban levı hasonlósági csoportok azonosítására (illetve újabb 

mintázatok már ismert csoportokkal való összehasonlítására), emiatt a fent említett torzítása 

ellenére a legelterjedtebb módszer az elektroforetikus mintázatok kiértékelése során (118, 

168). 

 A fent leírt hasonlósági számítások és csoportanalitikai módszerek elvégzésére ma már 

különbözı szoftverek állnak rendelkezésre (BioNumerics, Foretics, stb.) (117). 

 

2.4. A molekuláris tipizáló módszerek jelentısége 

 

 A tipizáló módszerek célja tehát egy izolátum csoporton belül a hasonlóságok és 

különbségek kimutatása. A legtöbb tipizáló módszer legfıbb korlátja, hogy a hasonlóságot 

méri, és ebbıl következtet a genetikai rokonságra (a hasonló izolátumok között feltételezhetı 

a genetikai rokonság). Fontos tehát szem elıtt tartani, hogy a legtöbb tipizáló módszer 

alkalmatlan filogenetikai és taxonómiai következtetések levonására (118). Az így kapott 

adatok elsıdleges felhasználási területe tehát a járványtani kapcsolatok felderítése (21, 44, 82). 

Ez egyszersmind azt is jelenti, hogy ezek a módszerek a járványtani adatokra épülve 

alkalmazandók, megfelelı járványtani adatok hiányában kevés információt nyújtanak (82). 

Természetesen ezek a módszerek nem kizárólag járványtani vizsgálatra alkalmazhatóak, 

hanem például mikrobák vízzel vagy talajban való terjedésének vizsgálatára is (101, 131), de 

ebben az esetben is az izolátumok közötti ismert vagy feltételezett térbeli és/vagy idıbeli 

kapcsolat elemzésére szolgálnak. 

 A vizsgálatok fı alkalmazási területe a járványtani nyomozás, tehát egymással 

járványtani összefüggésbe hozható izolátumok (esetek) kapcsolatának bizonyítása (21, 44, 55, 

114, 118, 145). Ez lehetıséget ad a kórokozó terjedésének pontos nyomon követésére (source 

tracking), amelynek ismerete fényt derít azokra a pontokra, ahol hatékony beavatkozásra van 

lehetıség (82, 114, 131). Felhívhatja a figyelmet áljárványokra is, például a laboratóriumi 

keresztkontamináció esetére (82) 

 Emellett a módszerek (megfelelı reprodukálhatóság esetén) alkalmasak a kórokozók 

térbeli és/vagy idıbeli monitorozására (surveillance), megállapítva a leggyakoribb 



 21 

mintázatokat, így újak halmozódása esetén hamarabb nyilvánvalóvá válhat egy járvány (12, 

21, 82). 

 A tipizálás segítséget nyújt a betegség (kórokozó) átvitelének dinamikájával 

kapcsolatos vizsgálatok során (44, 82), például az adott típusokkal való fertızıdés 

rizikófaktorainak illetve a különösen fogékony populációk felderítésében (80), vad-vakcina 

(48, 73, 135, 141, 150), illetve a virulens és az avirulens törzsek (kolonizáció és infekció) 

elkülönítésében is (114, 178, 181). 

 

2.5. Az értekezés témájául szolgáló baktériumok bemutatása 

 

 Jelen munka két fontos baromfipatogén baktérium, a Pasteurella multocida és a 

Riemerella anatipestifer vizsgálatával foglalkozik. Mindkét baktérium jelentıs gazdasági 

károkat okoz különbözı baromfiállományokban, így az állatorvosi (baromfiegészségügyi) 

diagnosztika szempontjából kiemelkedı jelentıségőek. 

 A molekuláris tipizáló módszerek alkalmazása különösen informatív lehet a két faj 

esetében, mert különbözı virulenciájú törzsek lehetnek jelen az állományban anélkül, hogy 

klinikai megbetegedést okoznának (37, 41), a terjedésben számos különbözı tényezı szerepet 

játszhat, emellett a megelızésben jelentıs szerepet játszik különbözı vakcinák alkalmazása 

(62), tehát a különbözı izolátumok pontos azonosítása bizonyos esetekben lényeges lehet. 

 

2.5.1. Pasteurella multocida 
 

 A P. multocida apró, nem mozgó, spórátlan, fakultatív anaerob Gram negatív pálca 

vagy coccobacillus. A törzsek nagy része poliszacharid vagy hialuronsav tokkal rendelkezik, 

amely fontos virulenciafaktor. A szerocsoportokba sorolás is a tokantigének alapján történik, 

ezek alapján A, B, D, E, és F csoportokba sorolható (31). Az egyes buroktípusoktól 

függetlenül a szomatikus antigének alapján további (Heddleston-) típusok határozhatóak meg 

(68). 

 Tápigényes, tenyésztésére véres agart használnak, amelyen hemolízist nem mutat. A 

telepek 1-2 mm átmérıjőek, szürkék, esetenként összefolyók, mukoid jellegőek lehetnek. A 

dextrózt, a szacharózt és a mannitot gázképzıdés nélkül fermentálják, kataláz, indol, oxidáz 

és nitrát pozitívak. Az indoltermelés esetenként nagyon kis mennyiségő is lehet, ilyenkor 
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kimutatása nem mindig sikerül. Kis mennyiségő kén-hidrogént a törzsek egy kis hányada 

szintén képezhet. Metilvörös, Voges-Proskauer és ureáz negatív (32, 52). 

 A gazdaspecifitása széles, a legtöbb gazdaságilag jelentıs háziállatot megbetegíti. Az 

egészséges állatok hordozzák a kórokozók a légutak normál flórájában, a megbetegedés 

általában stressz hatására következik be (62, 67, 160).  

 Sertésben a dermonekrotikus toxint termelı (fıleg D, ritkábban A csoportba tartozó 

törzsek) torzító orrgyulladást okoznak a Bordetella bronchiseptica-val együtt. Sertésben 

elıfordulhat még P. multocida okozta pneumonia, ebben az A, ritkábban a D burokantigént 

hordozó törzseknek van kóroki szerepe (67, 160). 

 Szarvasmarhában, bivalyban, kiskérıdzıkben az A és D buroktípusok elsısorban alsó 

légúti fertızést, ritkábban szepszist okoznak. A trópusi, szubtrópusi területeken a 

szarvasmarha és a bivaly esetében hiperakut, tömeges elhullással járó vérzéses betegség is 

elıfordul, Ázsiában a B, Afrikában az E buroktípus elterjedt (67, 160). 

 Szintén pneumonia és következményes szepszis az eredménye a házinyúl P. multocida 

fertızésének, amelyet A és D buroktípusú törzsek okoznak (160). 

 Ragadozó emlısökben gyakori a tünetmentes hordozás (62, 67, 160), emiatt kutya, 

macska által okozott sérüléseket követı sebfertızésekbıl gyakran kitenyészthetı humán 

mintákból is (52, 62, 130). Harapás nélkül történı átvitele is ismert (22). 

 Madarakban baromfikolerát okoz, amely akut formájában szepszis, krónikus 

formájában krónikus felsı légúti hurut, hasmenés, arthritis képében jelentkezik (62, 160). Az 

okozott kórkép az adott törzs virulenciájától, és a gazdaállat ellenálló képességétıl függ, bár 

vannak olyan hipervirulens törzsek is, amelyek hajlamosító tényezık nélkül is igen magas 

elhullással járó járványokat okoznak. A baromfikolerára leginkább fogékony a pulyka és a 

vízibaromfi, de gyakorlatilag minden háziszárnyasban (házityúk, gyöngytyúk, galamb, strucc) 

és vadmadárban elıfordulhat. A házityúk fogékonysága a korral nı, idısebb, tojó- és 

tenyészállományok a brojlerállományoknál fogékonyabbak. A járványokban az A, D és F 

buroktípusok fordulnak elı (37, 67, 160). 

 A baromfikolera gyors lefolyása és magas mortalitása miatt az egyik legnagyobb 

gazdasági kárt okozó megbetegedés a nagyüzemi baromfitartás számára (29, 105). Ez alól 

csak a viszonylag kevésbé fogékony brojlerállományok kivételek (37, 62, 160). Mivel a 

kórokozót az állomány egyes egyedei tünetmentesen hordozhatják (37, 41), ezen kívül számos 

vadmadár fajban (vadrécék, vadludak, ragadozók, parti madarak) kimutatható (23, 88, 112, 

176), mind zártan, mind nem zártan tartott állományokban elıfordulnak ismétlıdı járványok. 
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 Több tanulmány foglalkozik a baromfikolera patogenezisében szerepet játszó 

virulencifaktorokkal. A burok szerepe nyilvánvaló, antifagociter és antikomplement hatású 

(25, 39, 67), fontos még a lipopoliszacharid szerepe a patogenezisben (67). A torzító 

orrgyulladásban a termelt dermonekrotikus toxinnak van szerepe (67, 90) Emellett felmerült a 

vaskötı proteinek, fimbriák, és egy hemolitikus észteráz szerepe is (3, 26, 67). 

 Jelentısége miatt számos munka foglalkozik a P. multocida epidemiológiájával is (71 

és referenciái). A szerotipizálás, a buroktípusok gazdaspecifitása miatt nem kellıen 

diszkriminatív (37). Ribotipizálás és teljes genom RFLP segítségével több munkában 

bizonyítottak átvitelt különbözı USA-beli pulykatelepek között, illetve a telepeken szabadon 

élı állatok és a pulykák között (35, 36, 30, 139, 140). A ribotipizálást alkalmazták humán eset 

(22) és regionális diverzitás (18) vizsgálatára is. Alkalmaztak RAPD-ot (34, 70, 130), 

rep-PCR-t (6, 127, 136, 156), AFLP-t is (6, 70). PFGE alkalmazásáról is több szerzı 

beszámolt (22, 45, 46, 65, 84, 88, 112, 157). 

 

2.5.2. Riemerella anatipestifer 
 

 Sokáig a Pasteurella genusba sorolták, 1993-ben hozták létre a Riemerella genust 

(132). A baktérium Gram negatív apró pálca illetve coccobacillus, csillótlan, tokot nem képez, 

nem spórásodik. A P. multocida-tól, amelyhez morfológiailag és tápigényét tekintve igen 

hasonló, nitrát negativitása, a szénhidrázok fermentációjának hiánya és zselatinbontása 

alapján különíthetı el (32). Eddig 21 szerotípusát különítették el (17, 92). 

 Baromfipatogén, legfogékonyabbak a kacsák, emellett a libát és a pulykát képes 

megbetegíteni (160). A törzsek virulenciája változatos, emellett az okozott megbetegedés 

súlyossága a gazdafajtól, az állomány korától és általános állapotától függ. Fiatal (2-4 hetes) 

kacsaállományokban a mortalitás 75% is lehet. Vezetı tünet a felsı légúti nyálkahártyák és a 

savós hártyák gyulladása, meningitis is meglehetısen gyakran fordul elı. 

 Ismeretes néhány potenciális virulenciafaktor (40, 146), a különbözı törzsek 

virulenciája eltérı lehet (146). A kórokozó tipizálására szerotipizálás áll rendelkezésre, de 

alkalmazását nehézkessége mellett számos keresztreagáló típus megléte nehezíti (119). 

Leírtak teljes genom RFLP-n (119) és rep-PCR-en (69) alapuló protokollokat is, de a 

kórokozót biztosan kimutató illetve jól reprodukálhatóan tipizáló molekuláris módszer eddig 

nem volt ismeretes. 
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3. Célkitőzések 
 

 

1. Baromfikolera járványokból izolált Pasteurella multocida törzsek összehasonlítása 

PFGE és rep-PCR segítségével, retrospektív járványtani nyomozás céljából. 

2. Riemerella anatipestifer specifikus kimutatására alkalmas PCR kidolgozása a faj 

pontos azonosítása érdekében. 

3. R. anatipestifer tipizálására alkalmas PFGE protokoll kidolgozása és alkalmazása 

hazai R. anatipestifer törzsek jellemzésére. 
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4. Anyag és módszer 

 

4.1. Izolátumok 

 

4.1.1. Pasteurella multocida izolátumok 

 

 A munka során a volt Debreceni Állategészségügyi Intézet és az Avilab Kft. P. 

multocida törzsgyőjteményében található izolátumokat vizsgáltunk. Minden izolátum 

moribund vagy elpusztult állatok szerveibıl származott, tenyésztésük és azonosításuk a 

megfelelı protokollok szerint történt (32). Az izolátumokat a vizsgálatok elvégzéséig 

liofilizált formában vagy -80 °C-on tároltuk. Összesen három visszatérı járványsorozatot 

vizsgáltunk. 

 

4.1.1.1. Az elsı járványsorozat 

 

 Az elsı járványsorozat összesen öt tulajdonos egy délkelet-magyarországi településen 

tartott lúdállományaiban zajlott, 2001 és 2003 között. A tulajdonosok közül kettı (B és E) cég, 

három magánszemély volt. Összesen legalább 12 járványból származó 16 izolátumot 

vizsgáltunk (1. táblázat). (A retrospektív vizsgálat miatt az egymáshoz közeli idıpontban 

kitenyészett izolátumokról nem mindig állapítható meg, hogy két egymást gyorsan követı 

járványkitörésbıl származnak, vagy egyazon járvány akut és lecsengı fázisából.) A járványok 

nagy része (8 járvány) az egyik cég (B) állományában zajlott, a többi tulajdonos 

állományában csak egyetlen (C, D, E), illetve egy esetben két (A) járvány zajlott. 
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1. táblázat: Az elsı baromfikolera járványsorozat elemzése során megvizsgált izolátumok 
 
Izolálás dátuma Jelzés Tulajdonos Izolálás dátuma Jelzés Tulajdonos 

2001.10.02. 1 A 2002.12.16. 9 B 
2002.01.30. 2 B 2003.01.03. 10 B 
2002.02.18. 3 C 2003.01.20. 11 B 
2002.07.05. 4 A 2003.01.20. 12 B 
2002.08.22. 5 D 2003.02.19. 13 B 
2002.08.29. 6 E 2003.02.21. 14 B 
2002.10.15. 7 B 2003.03.10. 15 B 
2002.12.02. 8 B 2003.04.25. 16 B 

 

4.1.1.2. A második járványsorozat 

 

 A második járványsorozat egy kelet-magyarországi nagyüzemi termelı különbözı, 

általában egymástól távol (akár több 10 km távolságra) elhelyezkedı pulykatelepein zajlott, 

1998 és 2003 között. Az állatokat mindegyik telepre ugyanabból a keltetıbıl telepítették, a 

telepek között állatmozgás nem történt. Összesen hat telep volt érintett, legalább 18 

járványból összesen 27 izolátum tipizálását végeztük el (2. táblázat). Fontos tudni, hogy újabb 

járványok kitörését telepspecifikus vakcina alkalmazásával próbálták meggátolni, de ez a 

próbálkozás sikertelen volt. A vizsgálat retrospektív módja miatt sajnos a vakcina összetételét 

és az antigén természetét nem tudtuk kideríteni és a vakcinatörzs sem állt rendelkezésünkre. 

 

2. táblázat: A második baromfikolera járványsorozat elemzése során megvizsgált izolátumok 
 
Izolálás dátuma Jelzés Telep Izolálás dátuma Jelzés Telep 
98. 03. 24. 1 ismeretlen 2001. 07. 10. 15 F 
98. 09. 07. 2* A 2001. 08. 07. 16 F 
98. 09. 28. 3 A 2001. 10. 12. 17 B 
99. 10. 19. 4 B 2001. 10. 30. 18 B 
2000. 02. 24. 5 B 2001. 11. 12.  19 C 
2000. 02. 24.  6 B 2001. 11. 16. 20 B 
2000. 08. 09. 7 C 2001. 11. 16. 21 D 
2000. 10. 04. 8 B 2001. 11. 19. 22 D 
2000. 10. 06. 9 B 2001. 11. 30. 23 C 
2001. 02. 21. 10 C 2002. 01. 10. 24 D 
2001. 02. 22.  11 C 2002. 01. 31. 25 E 
2001. 02. 27. 12 A 2002. 02. 11. 26 E 
2001. 03. 05. 13 D 2003. 08. 11. 27 C 
2001. 07. 05. 14 E    
* A 2 jelzéső izolátum a telepen szabadon tartott baromfikolerás tyúkból származik 
 



 27 

4.1.1.3. A harmadik járványsorozat 

 

 A harmadik járványsorozat egy kelet-magyarországi nagyüzemi lúdtenyésztı cég 

egymástól földrajzilag távol elhelyezkedı állományaiban zajlott, két nagyobb részletben. Az 

elsı járványok 2003-ban zajlottak, ebbıl a járványsorozatból mindössze kettı, különbözı 

teleprıl származó izolátum állt rendelkezésre. A járványok visszatérésének megelızésére 

ebben az esetben is inaktivált telepspecifikus vakcinát állíttattak elı, amely a teleprıl izolált 

törzs mellett két Magyarországon elterjedt P. multocida törzs elleni komponenst is 

tartalmazott. A vakcina alkalmazása mellett a járványok abbamaradtak, és egészen 2006-ig 

nem tört ki baromfikolera járvány. 2006-ban viszont változatlan vakcina és vakcinázási 

protokoll mellett súlyos, nagy veszteségeket okozó járványok törtek ki a cég különbözı 

telepein egymást követıen. Bár a járványok 2006 ıszén megszőntek, sporadikus 

baromfikolera miatti elhullások még 2006 végén is elıfordultak. Összesen 19, ezekbıl a 

járványokból származó (3. táblázat), valamint négy járványtanilag független (földrajzilag 

távol tartott állományból származó) izolátumot vizsgáltunk meg. Emellett az elızı két esetbıl 

származó törzsekkel is összehasonlítottuk az izolátumokat. 

 
3. táblázat: A harmadik baromfikolera járványsorozatból származó vizsgált izolátumok 
 
sorszám származási hely izolálás éve 

V1 Kömörı 2003 
V2 Nagyszekeres 2003 
V3 Jánkmajtis 2006 
V4 Szamosszeg 2006 
V5 Nábrád 2006 
V6 Jánkmajtis 2006 
V7 Csengerújfalu 2006 
V8 Csengerújfalu 2006 
V9 Csengerújfalu 2006 

V10 Zajta 2006 
V11 Zajta 2006 
V12 Jánkmajtis 2006 
V13 Jánkmajtis 2006 
V14 Kömörı 2006 
V15 Kömörı 2006 
V16 Szamosszeg 2006 
V17 Zsarolyán 2006 
V18 Nábrád 2006 
V19 Nábrád 2006 
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4.1.2. Riemerella anatipestifer izolátumok 

 

 A munka során a volt Debreceni Állategészségügyi Intézet és az Avilab Kft. R. 

anatipestifer törzsgyőjteményében található izolátumokat vizsgáltunk. Az izolátumok 

különbözı tiszántúli és Duna-Tisza közi kacsa- és lúdállományokból származtak, az 

állományokból helyszínen győjtött mintákból, moribund vagy elpusztult állatok szerveibıl 

illetve a volt Intézetbe beküldött állatok szerveibıl származtak, tenyésztésük és azonosításuk 

a megfelelı protokollok szerint történt (32). Összesen 38 törzset vizsgáltunk (4. táblázat). Az 

egy településrıl izolált törzsek általában egy állományból, vagy egymás melletti telepekrıl 

származnak, tehát egymással járványtani kapcsolatban állnak. A kivételt (Kerekegyháza) 

jelöltük. 

 
4. táblázat: A megvizsgált R. anatipestifer izolátumok 
 
sorszám származási hely izolálás éve sorszám származási hely izolálás éve 

1 Mélykút 2003 20 Hódmezıvásárhely 2003 
2 Mélykút 2003 21 Makó 2003 
3 Kunfehértó 2003 22 Makó 2003 
4 Kiskunmajsa 2003 23 Bócsa 2003 
5 Kunfehértó 2003 24 Kerekegyháza B 2003 
6 Mélykút 2003 26 Rém 2005 
7 Móricgát 2003 27 Bócsa 2005 
8 Biharugra 2003 28 Rém 2005 
9 Biharugra 2003 29 Kiskunmajsa 2005 

10 Biharugra 2003 30 Kiskunfélegyháza 2005 
11 Kiskunfélegyháza 2003 31 Bócsa 2005 
12 Kiskunfélegyháza 2003 33 Bócsa 2005 
13 Kiskunfélegyháza 2003 36 Kiskunfélegyháza 2005 
14 Kerekegyháza A 2003 37 Kiskunhalas 2005 
15 Kerekegyháza A 2003 39 Kiskunmajsa 2005 
16 Tótkomlós 2003 40 Mélykút 2005 
17 Tótkomlós 2003 41 Gyoma 2005 
18 Kerekegyháza B 2003 42 Mélykút 2005 
19 Hódmezıvásárhely 2003 43 Kiskunhalas 2005 

 

4.2. Az antibiotikum érzékenység meghatározása 

 

 Csak az elsı két esetbıl származó P. multocida izolátumok antibiotikum-

érzékenységét vizsgáltuk. A meghatározás a CLSI (régebben NCCLS) ajánlása szerint, 

korongdiffúziós eljárással történt. A vizsgált antibiotikumok a penicillin, ceftiofur, nalidixsav, 
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enrofloxacin, marbofloxacin, trimethoprim+sulfamethoxazol, oxitetraciklin, klórtetraciklin és 

neomycin voltak. 

 

4.3. PCR módszerek 

 

4.3.1. A DNS kivonása a sejtekbıl 

 

 A bakteriális genomi DNS-t hıkezeléssel illetve Chelex-100 gyanta (Bio-Rad,) 

segítségével tisztítottuk. A hıkezeléses tisztításhoz a 24 órás tiszta levestenyészetbıl (BHI 

leves) egy kacsnyit desztillált vízben vagy TE-pufferben (100 mM Tris, 10 mM EDTA) 

felszuszpendáltunk, majd 15 percig 98 °C-on inkubáltuk. A gyantás tisztításhoz a 

szuszpenzióhoz 6% Chelex-100-at adtunk, 20 percig 65 °C-on, majd 10 percig 100 °C-on, 

végül 5 percig –20 °C inkubáltuk. A R. anatipestifer-specifikus PCR teszteléséhez használt 

klinikai mintákból a DNS-t homogenizálás után szintén Chelex-100 gyanta alkalmazásával 

tisztítottuk. 

 Centrifugálás után a felülúszó DNS koncentrációját spektrofotométer segítségével 20 

ng/µl-re állítottuk be, és minden PCR esetén ezt használtuk a reakciók templátjaként. A 

reakciók elvégzéséig a DNS-t 4 °C-on, hosszabb tárolás esetén -80 °C-on tartottuk. 

 

4.3.2. Pasteurella multocida kimutató és kapszuláris tipizáló PCR 

 

 A megbízható tipizálási eredmények érdekében meg kellett bizonyosodni arról, hogy 

az izolátumok valóban a P. multocida fajhoz tartoznak, mivel más morfológiailag és 

biokémiailag hasonló fajoktól a klassszikus mikrobiológiai módszerekkel nem különíthetı el 

teljes biztonsággal. Erre a Townsend és mtsai által leírt PCR-t alkalmaztuk (158), amely egy 

P. multocida-specifikus primerpárt (KMT1-F és KMT1-R) és további öt, a különbözı (A, B, 

D, E, F) buroktípusokra specifikus primerpárt (CAPA-F, CAPA-R; CAPB-F, CAPB-R; 

CAPD-F, CAPD-R; CAPE-F, CAPE-R; CAPF-F, CAPF-R) tartalmazó multiplex PCR (5. 

táblázat). 

 A PCR elegy tartalmazott 2 mM MgCl2-ot, 2 mM dNTP mixet, 0,5 µM-t mindegyik 

primerbıl és 3U/50 µl Amplitaq Gold polimerázt (Applera). A bevitt templát mennyisége 400 
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ng/50 µl volt. A reakciót MyCycler (Bio-Rad) vagy GeneCycler (Bio-Rad) készülékben 

végeztük, hıprofilja a következı: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturáció után 5 

cikluson át 94 °C 45s, 50 °C 1 min, 72 °C 2 min, majd 30 cikluson át 94 °C 45s, 45 °C 1 min, 

72 °C 2 min, ezt 7 perc végsı lánchosszabbítás követte 72 °C-on. 

 A multiplex PCR-ben a lehetséges amplikonokat a 3. ábra mutatja. 

 

3. ábra: A buroktípus meghatározására alkalmas multiplex PCR lehetséges eredményei. 

Mindegyik P. multocida törzs a MTA Állatorvostudományi Kutatóintézetének P. multocida 

győjteményébıl származik. M: 100 bp lambda DNS-létra (Fermentas), 1.: A típus, 2.: A típus, 

3.: D típus, 4.: A típus, 5.: E típus, 6.: A típus, 7.: A+F típus, 8.: A típus, 9.: D típus, 10.: A 

típus. 11.: negatív kontroll. (C buroktípusú törzs nem állt rendelkezésünkre.) 

 

 

 

4.3.3. Riemerella anatipestifer kimutató PCR 

 

 A R. anatipestifer kimutatására szolgáló PCR-t az angol nyelvő szakirodalomban nem 

találtunk. A R. anatipestifer azonosításának megerısítésére egy specifikus PCR módszert 

terveztünk és próbáltunk ki. 

 A rendelkezésre álló R. anatipestifer izolátumok közül ötöt 16S rDNS szekvencia 

alapján pontosan azonosítottunk (86), hogy a biokémiai azonosítás eredményét megerısítsük. 

 A génbankban (www.ncbi.nih.gov) található OmpA, CAMP és p45 feltételezett 

virulenciagének szekvenciáit, valamint az elérhetı 16S rDNS szekvenciákat elemeztük. A 

kapott konszenzus szekvenciák alapján nyolc primerpár-jelöltet terveztünk a Primer Designer 

szoftver (Version 2.0; Scientific and Educational Software, State Line, PA, USA) segítségével, 

M 1 2 3 4 5 6 7 10 9 8 11 
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majd ezeket a génbankban in silico teszteltük. Mivel már in silico sem találtunk kellıen 

specifikus primerpárt, és a génbankban további alkalmas génszekvenciák nem voltak, más 

megközelítést választottunk. 

 Az izolátumok ERIC-PCR (leírását lásd alább) ujjlenyomatában egy kb. 700 bp hosszú 

közös fragmentumot a találtunk (4.ábra). 

 
4. ábra: A R. anatipestifer törzsekben talált közös ERIC-PCR fragmentum (bekeretezve). 
 

 
 
 Ezt a fragmentumot öt különbözı ERIC-PCR ujjlenyomatot reprezentáló öt izolátum 

esetén megszekvenáltattuk (Biomi Kft., Gödöllı). A kapott szekvenciákból készült 669 bp 

hosszú konszenzus szekvenciát használtuk a primerek tervezéséhez. 

 A kapott primerpár (669AF-669AR; 5. táblázat) alkalmazásával optimalizáltuk a PCR 

elegy összetételét; különbözı templát (20-500 ng/50 µl), MgCl2 (1-20 mM), dNTP mix (1-10 

µM; Fermentas), primer (0,1-1 µM; Biomi Kft.) és Taq polimeráz (0,5-2 U/50 µl; Fermentas) 

koncentrációkat próbáltunk ki. Az anellációs hımérsékletet 50 és 60 °C között teszteltük. 

 A várható 546 bp hosszúságú termékben két MboII hasítóhely található, amely azt 

három, 236, 302 és 8 bp hosszú darabra hasítja, így az amplikon azonosítására szekvenálás 

nélkül is lehetıség van. Ehhez a termék 4 órán át zajló MboII-emésztését végeztük el, a 

gyártó (Promega) utasításait követve. 

 A PCR reprodukálhatóságának tesztelését több különbözı PCR készülékben (Perkin-

Elmer DNA Thermal Cycler; Bio-Rad GeneCycler; Bio-Rad MyCycler; Bio-Rad ICycler) 

végeztük, illetve egy másik PCR diagnosztikai laboratóriumban, a volt Országos 

Állategészségügyi Intézet Bakteriológia Osztályán végezték. 

 A módszer specifitását 38 R. anatipestifer izolátumon és néhány heterológ baromfiból 

izolálható kórokozón (Mycoplasma synoviae, M. meleagridis, M. gallisepticum, M. iowae, 

Ornithobacterium rhinotracheale, Bordetella avium, Haemophilus paragallinarum, 
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Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Virchow, csirke 

fertızı bronchitis vírus, P. multocida) végeztük. A fı diagnosztikai problémát jelentı P. 

multocida esetén a 16 Heddleston-szerotípust reprezentáló teszttörzsek mindegyikével 

elvégeztük a tesztelést. 

 Bár a PCR kidolgozásával eredeti célunk a R. anatipestifer gyakran nehézkes 

hagyományos azonosításának kiváltása volt, a módszert 13 Riemerella fertızésre gyanús 

állatból származó klinikai mintán (tüdı-légcsı kompozit minták, agyburok minták, 

orrmelléküreg minták és egy orrtampon minta) is elvégeztük. 

 

4.3.4. rep-PCR-ek 

 

4.3.4.1. ERIC-PCR 

 

 Az ERIC-PCR elvégzéséhez kétféle primer állt rendelkezésünkre (ERIC1R és ERIC2; 

5. táblázat). Az ujjlenyomatkészítéshez ezek mind párban, mind külön-külön alkalmazhatóak, 

az optimális primer illetve primerpár a tipizálandó organizmustól függ. Mi a két primer 

kombinációját (ERIC1-2) alkalmaztuk mindkét vizsgált baktérium esetén, a reakció során 

Amonsin és mtsai módszerét (6) követtük. 

 Az ERIC-PCR esetén a reakció 50 µl végtérfogatban, 1x PCR pufferben zajlott, az 

elegy 7 mM MgCl2-t, 2 mM dNTP mixet, 0,1 µg/µl BSA-t, 0,35-0,35 µM primert és 2,5U/50 

µl Amplitaq Gold polimerázt (Applied Biosystems) tartalmazott. A bevitt templát mennyisége 

100 ng/50 µl volt. A reakciót MyCycler (Bio-Rad) vagy GeneCycler (Bio-Rad) készülékben 

végeztük, hıprofilja a következı volt: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturáció után 

94 °C 30s, 40 °C 3 min, 72 °C 2 min 35 cikluson át, ezt 7 perc végsı lánchosszabbítás követte 

72 °C-on. 

 Mindkét vizsgált kórokozó esetén meghatároztuk a módszer stabilitását egymást 

követı passzázsok (P. multocida: 5/A ábra; R. anatipestifer 5/C ábra), valamint P. multocida 

esetében egy izolátum több telepének (5/B ábra) párhuzamos vizsgálata útján. A módszer 

mindhárom vizsgálatban megfelelıen stabilnak bizonyult. 
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5. ábra: Az ERIC-PCR stabilitásának vizsgálata. A.: két P. multocida törzs öt-öt egymást 

követı passzázsából végzett ERIC-PCR eredménye. B.: két P. multocida törzs öt-öt 

különbözı izolált telepébıl végzett ERIC-PCR eredménye. C.: négy R. anatipestifer törzs 

három-három passzázsából végzett ERIC-PCR eredménye. 

A. 

 

B. 

 

C. 
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4.3.4.2. SERE-PCR 

 

 A SERE-PCR elvégzése során az irodalomban megjelent primert alkalmaztuk (SERE, 

5. táblázat) és az ott leírt módszert követtük (116). A PCR elegy 3 mM MgCl2-t, 2 mM dNTP 

mixet, 0,1 µg/µl BSA-t, 0,7 µM primert és 2,5U/50 µl Amplitaq Gold polimerázt (Applied 

Biosystems) tartalmazott, a reakció 50 µl végtérfogatban, 1x PCR pufferben zajlott, a bevitt 

templát mennyisége 100 ng/50 µl volt. A reakciót MyCycler (Bio-Rad) készülékben végeztük, 

hıprofilja a következı volt: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturáció után 94 °C 1 min, 

50 °C 1 min, 72 °C 2 min 35 cikluson át, ezt 15 perc végsı lánchosszabbítás követte 72 °C-on. 

 

4.3.4.3. BOX-PCR 

 

 A BOX-PCR elvégzése során az irodalomban megjelent BOXA1R primert 

alkalmaztuk (5. táblázat) és az ott leírt módszert követtük (163). A reakcióelegy összetétele a 

következı volt: 3,5 mM MgCl2, 2 mM dNTP mix, 0,01 µg/µl BSA, 0,5 µM primer és 

2U/50 µl Amplitaq Gold polimeráz (Applied Biosystems), emellett adjuvánsként 1,25 mM 

DMSO-t tartalmazott. A reakció 50 µl végtérfogatban, 1x PCR pufferben, MyCycler (Bio-

Rad) készülékben zajlott, a bevitt templát mennyisége 50 ng/50 µl volt. 

 Mivel a BOX elem egy hajtő alakú struktúra, amplifikációjához szokatlan PCR 

programra van szükség: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturáció után 30 cikluson át 

92 °C 30 s, 50 °C 1 min, 65 °C 8 min. 

 

4.3.5. RAPD 

 

 RAPD vizsgálatot csak az elsı baromfikolerás járványsorozat esetén végeztünk. 

Ennek az volt az oka, hogy egy PCR-ban végezve jól értékelhetı eredményt kaptunk, ez 

azonban nem volt kellıen reprodukálható. Mivel a másik két esetsorozatban feldolgozott 

izolátumok, valamint a R. anatipestifer izolátumok nagy száma miatt azok egy reakcióban 

nem voltak feldolgozhatóak, a gyenge reprodukálhatóság miatt a RAPD ezekben az esetekben 

kétséges eredményt adott volna. 

 A RAPD primert (OPG13, 5. táblázat) és reakciókörülményeket szintén irodalmi 

adatok alapján alkalmaztuk (34). A reakcióelegy összetétele a következı volt: 5,5 mM MgCl2, 
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1 mM dNTP mix, 0,1 µg/µl BSA, 0,7 µM primer és 1,25U/50 µl Amplitaq Gold polimeráz 

(Applied Biosystems). A reakció 25 µl végtérfogatban, 1x PCR pufferben, Rapidcycler (Idaho 

Tech) készülékben zajlott, a bevitt templát mennyisége 500 ng/25 µl volt. 

 A reakció hıprofilja a következı volt: 4 perces 94 °C-on végzett kezdeti denaturáció 

után 40 cikluson át 94 °C 20 s, 37 °C 20 s, 72 °C 30 s, ezt 10 perc végsı lánchosszabbítás 

követte 72 °C-on. 

 
5. táblázat: A munka során alkalmazott PCR primerek szekvenciái 
 
primer neve szekvencia (5’-3’) 
KMT1-F 5’-ATCCGCTATTTACCCAGTGG-3’ 
KMT1-R 5’-GCTGTAAACGAACTCGCCAC-3’ 
CAPA-F 5’-TGCCAAAATCGCAGTCAG-3’ 
CAPA-R 5’-TTGCCATCATTGTCAGTG-3’ 
CAPB-F 5’-CATTTATCCAAGCTCCACC-3’ 
CAPB-R 5’-GCCCGAGAGTTTCAATCC-3’ 
CAPD-F 5’-TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC-3’ 
CAPD-R 5’-CATCTACCCACTCAACCATATCAG-3’ 
CAPE-F 5’-TCCGCAGAAAATTATTGACTC-3’ 
CAPE-R 5’-GCTTGCTGCTTGATTTTGTC-3’ 
CAPF-F 5’-AATCGGAGAACGCAGAAATCAG-3’ 
CAPF-R 5’-TTCCGCCGTCAATTACTCTG-3’ 
669AF 5’-TTACCGACTGATTGCCTTCTAG-3’ 
669AR 5’-AGAGGAAGACCGAGGACATC-3’ 
ERIC1R 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ 
ERIC2 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’ 
SERE 5’-GTGAGTATATTAGCATCCGCA-3’ 
BOXA1R 5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’ 
OPG13 5’-AGGGCCGTCT-3’ 
 

4.3.6. Elektroforézis, dokumentálás 

 

 A kapott amplikonokat 0,5 µg/ml etidium-bromidot tartalmazó 2%-os agaróz (Sigma) 

gélben 100 V-os feszültségen két óráig elektroforetizáltuk. A mintázatot UV fényben hívtuk 

elı, és egy digitális kamera (KODAK) segítségével dokumentáltuk. 

 

4.4. PFGE 
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 A PFGE módszert elıször irodalmi adatok (84) alapján P. multocida vizsgálatára 

állítottuk be, majd a már mőködı protokoll optimalizálásával párhuzamosan végeztük a R. 

anatipestifer tipizálására alkalmas protokoll kidolgozását. A végsı protokollok olyan 

hasonlóak voltak, hogy a továbbiakban egy egységesített protokollt alkalmaztunk. 

 A PFGE-hez szintén BHI levesben 24 óráig növesztett levestenyészetbıl indultunk ki. 

A tenyészet sőrőségét spektrofotométerrel mértük 600 nm-en, majd TE pufferben (100 mM 

Tris, 250 mM EDTA, pH 8,0) 4x108/ml-re állítottuk be. Ebbıl 100 µl-t pipettával alaposan 

összekevertünk 100 µl 2%-os alacsony olvadáspontú agarózzal (Bio-Rad) vagy ugyanennyi 

2%-os SeaPlaque agarózzal (Cambrex), amely 1% nátrium lauril-szarkozil szulfátot és 1 

mg/ml Proteináz K-t (Sigma) is tartalmazott. A kapott szuszpenziót öntıformába pipettáztuk 

és 20 percig 4°C-on dermesztettük. 

 Dermedés után a dugókat 1 ml lízis pufferben (100 mM EDTA, 1% nátrium lauril-

szarkozil szulfát, 0,2% nátrium-dezoxikolát, 1 mg/ml Proteináz K, pH 8,0) 52 °C-on 

emésztettük legalább 18 órán keresztül. Ezt követıen a dugókat 15 percig desztillált vízzel 

mostuk, ezt további 4, egyenként 1 órás TE pufferes mosás követte. Az elsı egy órás 

mosáskor a mosópufferhez 0,35 mg/ml PMSF-et adtunk, a Proteináz K inaktiválása érdekében. 

 A mosást követıen a dugókat vagy azonnal emésztettük, vagy friss mosópufferben 

4 °C-on tároltuk a feldolgozásig. A restrikciós emésztéshez a dugókat 1 órán át restrikciós 

enzimhez a gyártó által javasolt 1x pufferben mostuk, majd friss, 20U megfelelı restrikciós 

enzimet tartalmazó pufferben egy éjszakán át emésztettük. P. multocida esetén ApaI, míg R. 

anatipestifer esetén SmaI restrikciós enzimeket (Promega) alkalmaztunk. 

 A futtatást az emésztés után azonnal megkezdtük. Ehhez Pulse-Field Certified 

Agarose-t (Bio-Rad) vagy SeaKem Gold Agarose-t (Cambrex) használtunk, az agaróz 

töménysége P. multocida esetén 1%-os, míg R. anatipestifer esetén 1,2% volt. A futtatás 

CHEF DRIII PFGE készülékben (Bio-Rad) 14 °C-on, 0,5x TBE pufferben zajlott. A futtatási 

paraméterek a következık voltak mindkét baktérium és mindkét restrikciós enzim esetén: 

6V/cm, 120°-os reorientációs szög, a futtatás két blokkban zajlott. A pulzusidı az elsı, 15 

órás blokk során 5-rıl 30 másodpercre nıtt (linear ramp), ezt a blokkot egy 7 órás követte, 

amely során a pulzusidı 30-ról 90 másodpercre nıtt. 

 A futtatást követıen a gélt 30 percig etidium-bromiddal festettük, majd legalább két 

órán keresztül desztillált vízzel mostuk. A dokumentálás a PCR-nél leírtak szerint zajlott. 
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4.5. A mintázatok kiértékelése 

 

 A kapott rep-PCR, RAPD és PFGE mintázatokat a Fingerprinting II szoftver (Bio-Rad) 

segítségével elemeztük. A hasonlóságok leírására a Dice koefficienst, a csoportanalízisre az 

UPGMA módszert alkalmaztuk. Az analízis során a pozíciótőrés és az optimalizáció értékét, 

valamint az ujjlenyomat végén a pozíciótőrés változását minden módszer esetében egyedileg 

állítottuk be. Mindegyik esetben elvégeztük a különbözı módszerek eredményeinek együttes 

értékelését lehetıvé tevı kompozit analízist is. 
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5. Eredmények és értékelésük 

 

5.1. Az elsı baromfikolera járványsorozat 

 

 A tizenhat izolátum (1. táblázat) mindegyike A buroktípusba tartozó P. multocida-nak 

bizonyult. A buroktípus meghatározása alapján tehát nem tudtuk elkülöníteni a törzseket 

egymástól. 

 A RAPD alapján a B tulajdonos állományából származó izolátumok a 2. számú 

izolátum kivételével teljesen egyforma mintázatot mutattak, amely megegyezett a C 

tulajdonos állományából származó 3. számú izolátuméval. Ugyancsak egyformák voltak az 1., 

4., 5. és 6. számú, A, D és E tulajdonosok állományából származó izolátumok mintázatai (6. 

ábra). 

 
6. ábra: Az elsı járványsorozatból származó izolátumok RAPD analízisének eredménye. A 
számok az izolátumokat, a betők az izolátumok származási helyét mutatják (1. táblázat). M: 
100 bp lambda DNS-létra (Fermentas). 
 

 
 
 Az ERIC-PCR és a PFGE eredménye megerısítette a RAPD eredményét, bár a PFGE 

módszerrel a 2. számú izolátum mintázata is a B tulajdonos állományából származó többi 

izolátum mintázatához volt hasonló (7. és 8. ábra). 
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7. ábra: Az elsı járványsorozatból származó izolátumok ERIC-PCR analízisének eredménye. 
A számok az izolátumokat, a betők az izolátumok származási helyét mutatják (1. táblázat). 
M: 100 bp lambda DNS-létra (Fermentas). 
 

M M1 2 3 4 5 6 87 109 1211 13 161514

A B C A D E BB BB BB B BBB

 
 
8. ábra: Az elsı járványsorozatból származó izolátumok PFGE (ApaI) analízisének 
eredménye. A számok az izolátumokat, a betők az izolátumok származási helyét mutatják (1. 
táblázat). M: lambda konkatamer létra (Bio-Rad). 
 

M M1 2 3 4 5 6 87 109 1211 13 161514M M
A B C A D E BB BB BB B BBB

 
 
 Az ERIC-PCR és a PFGE mintázatok alapján készített törzsfán (9. ábra) tehát két nagy 

rokon csoportot lehet megkülönböztetni. Az elsıbe az összes B tulajdonos állományából 

származó izolátum és a C tulajdonos állományából származó egyetlen izolátum tartozott. A 

másik nagy rokon csoportba a másik három tulajdonos állományaiból izolált Pasteurellák 

tartoznak. A 2. számú izolátum esetén a RAPD és ERIC-PCR, illetve a PFGE eredményének 
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különbsége utalhat az eredeti (2. számú) törzs mikroevolúciójára, bár nem zárható ki az 

izolátum kontaminációja sem. 

 
9. ábra: Az elsı járványsorozat izolátumainak az ERIC-PCR és a PFGE mintázatok együttes 
értékelésével készült törzsfája. 
 

 
 
 Mindegyik izolátum érzékeny volt penicillinre, ceftiofurra, TMP+SMX-ra, 

neomycinre és fluorokinolonokra, rezisztens volt nalidixsavra és tetraciklinekre. 

 Az eredmények alapján retrospektíve a következı járványtani kapcsolatrendszert 

valószínősítettük. A területen két különbözı A buroktípusú P. multocida törzs okozott 

járványokat. Az egyik az A tulajdonos állományában 2001-tıl 2002-ig fennmaradva, 2002-

ben újabb járványt okozott, majd átterjedt D és E tulajdonosok állományaira. A másik törzs B 

és C tulajdonosok állományai között terjedhetett, és B tulajdonos állományában tartósan 

fennmaradva többször is járványt okozott. Mivel az állományok között tudomásunk szerint 

nem volt állatmozgás, a transzmisszió emberi közvetítéssel vagy vadállatok segítségével 

valósulhatott meg. 

 A vadállatok által közvetített átvitelt több tanulmány bizonyította (42, 139, 140). Ha a 

P. multocida bejutott egy állományba, ott az alomban, különbözı berendezési tárgyakon, vagy 

tünetmentes hordozó egyedekben sokáig fennmaradhat (41). Újabb járvány akkor keletkezik, 

ha az állományt stressz éri, így legalább néhány egyed fogékonysága megnı. E néhány egyed 
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által ürített nagyobb kórokozómennyiség már elegendı lehet a kevésbé fogékony egyedek 

fertızıdéséhez. 

 

5.2. A második baromfikolera járványsorozat 

 

 Az azonosító PCR mind a 27 izolátum (2. táblázat) esetén megerısítette a P. 

multocida eredményt. Az elsı három és az F jelő teleprıl származó összesen két izolátum A 

buroktípusúnak, míg a többi 22 izolátum F buroktípusúnak bizonyult (10. ábra). 

 
10. ábra: Az azonosító és a buroktípus meghatározására alkalmas multiplex PCR (158) 
eredménye. A 460 bp hosszú amplikont minden P. multocida törzs esetében megtalálható, az 
1044 bp és a 851 bp hosszú pedig az A illetve az F buroktípusért felelıs gének egy-egy 
szakasza. A számok az izolátumokat, a betők az izolátumok származási helyét mutatják (2. 
táblázat). M: 100 bp lambda DNS-létra (Fermentas). 
 
 

 
 
 Az ERIC-PCR és a PFGE alapján három rokonsági csoportot mutattunk ki. Az 

egyikbe az elsı három (A buroktípusú, 1998-ból származó) izolátum tartozott, a másodikba az 

F jelő telepen kitört két járványból származó két (A buroktípusú) izolátum, a harmadikba 

pedig a 2000 és 2003 között izolált összes többi (F buroktípusú) izolátum (11. ábra). 
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11. ábra: A második járványsorozat izolátumainak az ERIC-PCR és a PFGE mintázatok 
együttes értékelésével készült törzsfája. 
 

 
 
 Az eredmények alapján az 1998-as járványokat követıen egy új, F buroktípusú törzs 

behurcolása történt meg. Ez a cég hat érintett pulykatelepe közül ötön elterjedt, és több 

visszatérı járványt okozott. Ez a törzs egy ismeretlen közös rezervoárban tartósan fennmaradt, 

a telepeket ebbıl a rezervoárból érhette el. A fertızést a rezervoár és az állományok között 

közvetíthette takarmány vagy a szállítójármővek szennyezett belseje. A vadállatok közvetítı 

szerepe a járványok nagy térbeli és idıbeli távolsága miatt nem valószínő. A hatodik telepen 

két egymással rokon, de nem azonos törzs okozott két egymást követı járványt, amelyek az 

1998-as törzstıl is különböztek. Utóbbi telepet az F buroktípusú törzs nem érte el. 

 Az izolátumok mindegyike érzékeny volt penicillinre, ceftiofurra, TMP+SMX-ra, 

tertaciklinekre, és rezisztens neomycinre és nalidixsavra. Az elsı nyolc izolátum, valamint az 

F teleprıl származó 15 és 16 számú két izolátum fluorokinolonokra érzékeny volt, a többi 

(9-14 és 17-27) izolátum pedig rezisztens. Mivel a fentiek alapján egyazon törzshöz tartozó 
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genetikailag rokon izolátumokról van szó (11. ábra), a fluorokinolon rezisztencia kialakulását 

figyeltük meg a törzsben. A fluorokinolon rezisztencia hátterében álló mechanizmus 

kimutatására nem tettünk kísérletet. 

 Carpenter és mtsai (30) szerint hasonló, egy cég különbözı telepei közötti 

transzmisszió nem ritka esemény, és gyakran valamilyen járványvédelmi hiba eredménye. 

Mivel a baromfikolera gyors lefolyású, nagy gazdasági kárt okozó megbetegedés (29, 105), a 

megelızés elsırendő fontosságú. 

 Az eddig ismertetett két eset egyik tanulsága, hogy a megelızés (járványvédelem) 

során elkövetett hibák felderítésével nagy veszteségek elızhetıek meg. Az alkalmazott 

módszerek segítségével megkülönböztethetıvé tehetı az új törzs behurcolása a perzisztens 

törzs által okozott recidívától. Perzisztencia esetén megfelelıen széles körő mintavételezéssel 

a rezervoár felderíthetı, így azonosítható az a pont a járványvédelmi intézkedések 

folyamatában, amely elégtelen volta lehetıvé teszi a törzs tartós fennmaradását. 

 Ha tehát a fenti két eset retrospektív analízise helyett az elsı néhány járványkitörést 

követıen a járványokból kitenyészett izolátumok tipizálását rutinszerően elvégzik, a 

perzisztencia igazolásával az elsı esetben öt, a másodikban akár 12 járványt is megelızhetıvé 

lehetett volna tenni. Ha a betegség okozta nagy veszteségeket figyelembe vesszük, a 

vizsgálatok komoly kárt elızhettek volna meg, így alkalmazásuk, meglehetısen magas 

költségük ellenére is, költséghatékony lett volna. 

 

5.3. A harmadik baromfikolera járványsorozat 

 

 A járványsorozatból származó mind a 19 izolátum A buroktípusúnak bizonyult. A 

járványsorozat izolátumai mind ERIC-PCR-rel mind a PFGE-vel megkülönböztethetetlenek 

voltak egymástól (12. ábra). 
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12. ábra: A harmadik járványsorozat izolátumainak (V1-V5; a többi 14 izolátum mintázatai 
mindkét módszer esetén megkülönböztethetetlenek voltak), a vizsgált négy járványtanilag 
független izolátumnak (outgroup) és az elsı (TK5, TK10) illetve a második (N1, N10, N15, 
N16) járványsorozatból izolált különbözı törzseket reprezentáló izolátumnak az ERIC-PCR 
és a PFGE mintázatok együttes értékelésével készült törzsfája. A keret a járványsorozatot 
okozó törzsekbıl kialakult csoportot mutatja. 

 
 
 Érdekes, hogy a járványtanilag független kontroll törzsek közül kettı szintén 

megkülönböztethetetlen volt a 19 járványsorozat alkotta rokonsági csoporttól (12. ábra). Ez 

arra utalhat, hogy létezik egy a régióban széles körben elterjedt virulens klón. Az elsı és a 

második járványsorozatot reprezentáló törzsek és a másik két járványtanilag független 

kontroll viszont világosan különbözött a harmadik járványsorozatot okozó törzstıl. 

 A járványsorozat tehát, az elızı két esetben tapasztaltakhoz hasonlóan, egy törzs 

éveken keresztül fennálló perzisztenciájára volt visszavezethetı. Jelen harmadik eset 

érdekessége, hogy a törzs a telepspecifikus (az egyik 2003-as izolátumból készített) vakcina 

rendszeres alkalmazása mellett maradt fenn az állományban. Bár a perzisztenciát igazoltuk, 

adataink alapján nem dönthetı el pontosan, hogy a járványok 2006. évi kiújulását mi okozta. 

Lehetséges magyarázat, hogy valamilyen újonnan fellépı, szokatlan stressz érte az állatokat, 

bár ez ellen szól az, hogy több telep is érintett volt, valamint hogy a járványokat hónapokon 

keresztül sporadikus esetek követték. Elképzelhetı, hogy a 2006-ban alkalmazott vakcina 

nem volt megfelelı (például nem megfelelı tárolás miatt), illetve a vakcinázási protokoll 

hibája is elıidézhette a betegség elterjedését. 

 A vizsgálatok tanulsága kettıs. Egyrészt mindenképpen szükséges a vakcina és a 

vakcinázási protokoll ellenırzése, hiszen az adott törzs ellen addig jól védı vakcina 

hatékonyságát vesztette. Másrészt talán még fontosabb a tartós fennmaradást elısegítı 
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tényezık és a fennmaradás helyének (tünetmentes állatok, ólak berendezési tárgyai, telepi 

rágcsálók vagy más állatok) felderítése. Hasonlóan az elızı esethez, itt is fontos adat lenne a 

telepek közötti terjedés módjának kiderítése. Egy valószínő terjesztı közeg lehet a libák 

tépését végzı brigád, az ı szerepükre utal az is, hogy a járványok kitörésének sorrendje 

követte a tépıcsapat teleprıl telepre haladását. 

 Hasonló, a vakcina védı hatásának csökkenésének hátterében álló okokat a törzsek 

rokonsági viszonyainak vizsgálatának útján kutató tanulmányok inkább vírusok okozta 

betegségek esetében ismertek (33, 79, 96, 109). Baktériumok okozta betegségek közül a 

pertussis (104, 165) és az erysipeloid (48, 73), valamint a szarvasmarha Mycoplasma 

mycoides ssp. mycoides (99) és Mannheimia haemolytica (182) okozta pneumoniája esetében 

történtek hasonló célú vizsgálatok. 

 P. multocida esetén is ismertek teljes genom RFLP-t illetve AFLP-t és RAPD-t 

alkalmazó tanulmányok (lásd fentebb), amelyek vakcinázott baromfiállományokból származó 

törzsek és vakcinatörzsek rokonságát vizsgálják, de ezek felmérı jellegő vizsgálatok, nem 

pedig egy járványsorozat feldolgozásából nyert adatok. 

 A vakcináció hatástalanná válásának lehetséges fı okai i) új törzs behurcolása (57), ii) 

élı vakcina reverziója (79, 96, 109, 182), vagy iii) a kórokozó vakcina miatti mikroevolúciója 

(104). Ezek teljesen eltérı ellenintézkedéseket követelnek, hiszen reverzió és mikroevolúció 

esetén a vakcinázás protokolljában kell keresnünk a hibát, míg új törzs behurcolása esetében a 

járványvédelem hibájával állunk szemben. A bemutatott eset és a fenti hivatkozások jól 

demonstrálják az ujjlenyomat technikák alkalmazhatóságát a beavatkozás módjának 

megállapítása során. 

 

5.4. A Riemerella anatipestifer kimutató PCR 

 

 A 16S rDNS szekvenálásával azonosított öt törzs mindegyike 99% egyezést mutatott a 

génbanki R. anatipestifer 16S rDNS szekvenciákkal. Ezzel igazolódott az általunk 

alkalmazott hagyományos módszer (biokémiai tesztek) alkalmassága a R. anatipestifer 

azonosítására. 

 A megtervezett primerpár (669AF-669AR; 5. táblázat) mőködése a következı PCR 

elegyben volt optimális: 50 µl végtérfogatban 1x PCR pufferben 2,5 mM MgCl2, 2mM dNTP 

mix, 0,1 µg/µl BSA, 0,5-0,5 µM primerek, 1U/50 µl Taq polimeráz enzim (Fermentas). Az 

optimális PCR program pedig 94 °C-on 4 percig végzett kezdeti denaturáció után 95°C 1 perc, 
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55°C 1 perc, 72 °C 1 perc hıprofilú 35 ciklusból és az azt követı 72 °C 7 perc végsı 

lánchosszabbító lépésbıl állt. Ez az elegy és program az összes kipróbált PCR készüléken 

megfelelıen mőködött. 

 A PCR az összes tesztelt R. anatipestifer izolátummal a várt 546 bp nagyságú terméket 

adta. A terméket három egymással genetikailag rokon (ERIC-PCR és PFGE alapján, lásd fent) 

izolátum kivételével az MboII a várt mérető szakaszokra hasította (13. ábra) 

 

13. ábra: A R. anatipestifer-specifikus PCR MboII hasításának eredménye. A marker (100 bp 
létra; Fermentas) mellett a hasítatlan PCR termék, a többi minta az MboII-vel hasított 
termékek elektroforetikus képét mutatja. 
 

 
 
 A PCR a heterológ kórokozókkal, köztük a 16 különbözı P. multocida szerotípust 

reprezentáló referenciatörzzsel minden esetben negatív eredményt adott. A szervmintákból a 

PCR a tenyésztéssel megegyezı eredményt adott. Ezek alapján felvetıdik a módszer 

diagnosztikai alkalmazhatóságának lehetısége, azonban ennek tisztázására további 

vizsgálatok szükségesek. 

 Mivel a kórokozó azonosítása a hagyományos tesztekkel nehézkes és néha nem 

egyértelmő, a leírt módszer pontosabb és gyorsabb lehetıséget adva a R. anatipestifer 

azonosítására segíti a betegség diagnosztikáját. 

 

5.5. A Riemerella anatipestifer izolátumok vizsgálata 

 

 Az ERIC-PCR, a SERE-PCR és a BOX-PCR közül az ERIC-PCR jól kiértékelhetı 

ujjlenyomatokat adott, míg a másik két PCR nem, így utóbbi kettı optimalizálását nem 

folytattuk tovább. A 38 vizsgált izolátum között ERIC-PCR-rel hat rokon csoportot, egy 

hasonló izolátumpárt és öt a csoportoktól független izolátumot mutattunk ki (14. ábra), míg a 

PFGE öt rokonsági csoportba sorolt összesen 23 izolátumot, kijelölt három hasonló 

izolátumpárt, míg nyolc izolátumot csoportfüggetlennek mutatott (15. ábra). A 43. számú 

izolátum esetén a PFGE sikertelen volt. 

546 bp 

236 bp 
302 bp 
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14. ábra: A R. anatipestifer izolátumok ERIC-PCR mintázata alapján készült törzsfája. A 
különbözı színő keretek a különbözı rokonsági csoportokat jelölik. Az összetartozó 
csoportokat azonos színnel jelöltem a 14., 15. és 16. ábrákon. 
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15. ábra: A R. anatipestifer izolátumok PFGE (SmaI) mintázata alapján készült törzsfája. A 
különbözı színő keretek a különbözı rokonsági csoportokat jelölik. Az összetartozó 
csoportokat azonos színnel jelöltem a 14., 15. és 16. ábrákon. Az ovális piros keret a 
bizonytalan, de valószínő csoportot jelzi. 
 

 
 
 A 14. és 15. ábra összevetésével látható, hogy a két módszerrel kapott rokonsági 

csoportok között vannak eltérések. Ez demonstrálja, hogy mindig legalább két független 

tipizáló módszer eredményének együttes vizsgálatát kell elvégezni ahhoz, hogy helytálló 



 49 

következtetést vonhassunk le. Ennek eredményét a mindkét módszer eredményeinek 

figyelembe vételével készült törzsfa mutatja (16. ábra). 

 

16. ábra: A R. anatipestifer izolátumok ERIC-PCR és PFGE mintázatainak alapján készült 
törzsfája. A különbözı színő keretek a különbözı rokonsági csoportokat jelölik. Az 
összetartozó csoportokat azonos színnel jelöltem a 14., 15. és 16. ábrákon. Az ovális piros 
keret a bizonytalan, de valószínő csoportot jelzi. 
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 A csoportok az izolálás helyét és idejét tekintve nem voltak homogének, tehát a 

vizsgált területen a R. anatipestifer számos törzse van egyidejőleg jelen, és ezek a különbözı 

telepek között esetenként nagy távolságokra is terjedhetnek (17. ábra).  

 
17. ábra: A különbözı nagyobb rokonsági csoportokba tartozó R. anatipestifer izolátumok 
eloszlása az izolálás helye szerint. A különbözı színő jelek a közös, ERIC-PCR és PFGE 
mintázatok figyelembe vételével készült (kompozit) dendrogramon látható csoportokat 
reprezentálják. A fekete keresztek a nagyobb csoportba nem sorolható izolátumokat (hasonló 
párok tagjai és független izolátumok) jelzik. A sárga foltok a megyeszékhelyek. 
 

 
 
 A kapott adatok szerint a R. anatipestifer több törzse lehet egyidejőleg egy 

állományban (illetve több, de egy járványtani egységet képezı állományban). Hasonló 

eredményre jutottak szerotipizáláson alapuló tanulmányok is (125). A R. anatipestifer 

esetében tehát több, a vizsgált területen endémiás klónt találtunk, amelyeknek a terjedéséért 

különbözı vadmadarak lehetnek felelısek, ha figyelembe vesszük, hogy mekkora idıbeli és 

térbeli távolság van egyes rokonnak bizonyult izolátumok között. 
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6. Összefoglalás 

 

 Jelen munkában a modern molekuláris epidemiológia módszerek elsı alkalmazásáról 

számolok be a hazai állategészségügyi diagnosztikában. Két fontos baromfikórokozó 

baktérium, a Pasteurella multocida és a Riemerella anatipestifer vizsgálatát tőztük ki célul 

irodalomból adaptált és saját fejlesztéső módszerek segítségével. 

 Az izolátumok azonosítását PCR alapú módszerekkel és rDNS szekvenálással 

erısítettük meg, a R. anatipestifer azonosítására alkalmas PCR módszert dolgoztunk ki. Az 

izolátumok genetikai rokonságának vizsgálatára különbözı PCR-alapú (RAPD, rep-PCR) 

tipizáló módszereket és PFGE módszert vezettünk be, a R. anatipestifer tipizálására szolgáló 

PFGE módszer saját magunk dolgoztuk ki a P. multocida tipizálására alkalmas irodalmi 

módszer felhasználásával. 

 A módszerek segítségével három baromfikolera járványsorozatot dolgoztunk fel 

retrospektív módon, illetve felmértük a hazai, kelet-magyarországi R. anatipestifer 

izolátumok genetikai diverzitását. 

 Igazoltuk, hogy a három járványsorozat egy P. multocida törzs perzisztenciájára volt 

visszavezethetı, a harmadik esetben a vakcina hatástalanságának okát is megvizsgáltuk. A 

módszerek valós idıben (nem retrospektív módon) történı alkalmazása kulcsinformációt 

szolgáltathatott volna a járványsorozat jelentıs részének megelızéséhez, így a munka 

bemutatja a módszerek potenciális hasznosíthatóságát az állatorvosi diagnosztikában. A R. 

anatipestifer törzsekkel kapcsolatos eredmények alapján a törzsek eloszlása sem térben, sem 

idıben nem volt homogén, tehát a kórokozó endémiás jelenlétét valószínősítettük. 

 A munka bemutatja a molekuláris tipizáló módszerek alkalmazhatóságát az 

állategészségügyi diagnosztikában, és modellként szolgálhat további állategészségüggyel 

kapcsolatos felhasználási területekhez. Így például a módszerek rendkívül hasznos 

információkat szolgáltathatnak a zoonózist okozó, valamint a bioterrorizmus szempontjából 

fontos baktériumok elleni megelızı/védekezı eszközök kidolgozásához is. Ezek közül 

kiemelt fontosságúak az élelmiszer-biztonsághoz kapcsolódó vizsgálatok, ahol a 

bemutatottakhoz hasonlóan a fertızés forrásának azonosításában és terjedésének 

felderítésében hasznosíthatóak ezek a módszerek. (Egy ilyen, a leggyakoribb Salmonella 

szerovariánsok és a termotoleráns Camyplobacter fajok farmtól a fogyasztóig történı nyomon 

követésére irányuló modellvizsgálat jelenleg is folyik.) 
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