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Roviditések jegyzéke

AFLP amplifikalt fragment hossz polimorfizmus
(amplified fragment length polymorphism)
ARDRA az amplifikalt riboszomalis DNS restrikciés analizise
(amplified ribosomal DNA restriction analysis)
BHI agy-sziv kivonat (brain-heart infusion)
bp bazispar
BSA bovin szérum albumin
CHEF
(contour-clamped homogeneous electric field)
CLSI Clinical Laboratory Standard Institute
DGGE denaturdl6 gradiens gél elektroforézis
(denaturing gradient gel electrophoresis)
DMSO dimetilszulfoxid
DNS dezoxiribonukleinsav
dNTP dezoxiribonukleotid-trifoszfat
EDTA etiléndiamin-tetraecetsav
ERIC enterobaktériumokbdl leirt repetitiv intergénikus konszenzus szekvencia
(enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence)
FIGE térerd-inverzids gél elektroforézis (field inversion gel electrophoresis)
IRS-PCR ritka restrikcios helyek PCR analizise (infrequent restriction site-PCR)
IS inszercids szekvencia
kbp kilobazispar
MALDI-TOF  métrix-asszisztalt 1ézer deszorpcid ionizacio-repiilési id6 analizis
(matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight)
MLEE multilokusz enzim elektroforézis (multilocus enzyme electrophoresis)
MLST multilokusz szekvencia tipizdlds (multilocus sequence typing)
MLVA multilokusz varidbilis szdmu tandem ismétlédés analizis
(multilocus variance analysis)
MRSA meticillin rezisztens Staphylococcus aureus
NCCLS National Comitee for Clinical Laboratory Standards
PCR polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)
PFGE pulzélé mezejl gélelektroforézis (pulsed field gel electrophoresis)
PMSF fenilmetilszulfonilfluorid
RAPD random amplifikdlt polimorf DNS analizis
(randomly amplified polymorphic DNA)
REAG a genom restrikcids enzimes analizise
(restriction enzyme analysis of the genome)
rDNS riboszomélis ribonukleinsavat kédol6 DNS
rRNS riboszomadlis ribonukleinsav
REP repetitiv extragénikus palindrom szekvencia
(repetitive extragenic palindromic)
rep-PCR repetitiv elemeken alapul6 polimeraz lancreakci6
RFEL restrikcids fragmentek végjeloléses analizise
(restriction fragment end labelling)
RFLP restrikcids fragment hossz polimorfizmus

(restriction fragment length polymorphism)



RGE
RNS
SERE
SRF

TAFE
TBE
TE
TGGE

TMP+SMX
UPGMA

VNTR

forgd gél elektroforézis (rotating gel electrophoresis)
ribonukleinsav

Salmonella Enteritidis repetitiv elem

szubtrakcids restrikcids ujjlenyomatozas

(subtracted restriction fingerprinting)

keresztezett valtakoz6 mezejli gél elektroforézis
(tranverse alternating gel electrophoresis)
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

homérsékleti gradiens gél elektroforézis

(temperature gradient gel electrophoresis)
trimethoprim+sulfamethoxazol

sulyozatlan par-csoport mddszer aritmetikai atlagokkal
(unweighted pair group method with arithmetic averages)
varidbilis szdmu tandem ismétlodések

(variable number of tandem repeats)



1. Bevezetés

A kiilonbozo fert6z0 betegségek vizsgdlatdban egyre fontosabb szerepe van a
jarvanytanilag Osszefiiggd esetek nyomon kovetésének, igy a zoondzis ételfertdzések vagy a
nozokomidlis fertdzések esetében ma mar nemcsak a pontos etioldgiai diagndzis feldllitasa,
hanem a jarvanytani elemzés is részévé valt a rutin diagnosztikdnak.

Erre a célra szolgdl6 tipizdld6 moddszereket (szerotipizélds, fagtipizdlds) mér régota
alkalmaznak mind az orvosi mind az dallatorvosi diagnosztikdban, ezek azonban szamos
szitudcioban (példaul egy szerotipusba tartoz6 izoldtumok esetén, vagy ha a kérokozo
szeroldgiailag egységes) nem adnak kielégité eredményt. Emiatt sziikség van modern, nagy
felbontdsd, molekuldris (DNS-) alapu tipizdl6 mddszerekre, amelyek lehetové teszik a
jarvanytani kapcsolatok pontos elemzését gyakorlatilag minden kérokozé mikroba esetén.

A molekularis tipizal6 moédszerek alkalmazasdval lehetdség nyilik a fertézoforrasok
hatékony felderitésére, jarvanyok korai felismerésére és a fertézések pontos nyomon
kovetésére, tehdt alkalmazdsukkal javithatdé az orvosi, dllatorvosi munka hatékonysaga,
javulnak a megeldz€s lehetOségei, €s esetenként jelentds koltségek takarithatok meg.

A hazai gyakorlatban ezek a technikdk a humadnpatogének diagnosztikdjaban
meghonosodtak, bar nem valtak még szamos laboratériumban elérhetd rutin médszerekké, a
hazai éllatorvosi diagnosztikdban azonban eddig a molekuldris tipizal6 mddszereket alig vagy
egyéltalan nem alkalmaztik a baktériumok vonatkozdsiban. A baktériumok tipizdldsanak
standard moddszere, a PFGE csak nagyon nehezen volt elérheté az allategészségiigyi és az
élelmiszeregészségiigyi diagnosztika szdmdéra. Jelen munka beszdmol a mddszerek
bevezetésérdl a hazai allatorvosi diagnosztikai gyakorlatba, és bemutatja alkalmazhatdsagukat
két fontos baromfipatogén baktérium, a Pasteurella multocida és a Riemerella anatipestifer

laboratériumi diagnosztikajaban.



2. Irodalmi attekintés

A mikrobioldgiai diagnosztikai eljarasok elsddleges célja a kérokozé azonositdsa, igy
az etiologiai diagnoézis feldllitdsa. Mivel azonban egy speciesen belill is jelentds eltérések
lehetnek az egyes torzsek kozott, azok kiilonbozhetnek virulencidjukban és/vagy
antibiotikumokkal szembeni rezisztencidjukban, a kérokozo faj szerinti azonositdsa mellett
gyakran van sziikség annak pontosabb jellemzésére is. Igy meg kell hatdrozni az
antibiotikumok irdnti érzékenységet, illetve egyes fajok esetén a korrekt diagnodzis
felallitasanak feltétele (lehet) egyes fontos virulenciafaktorok kimutatésa is (Corynebacterium
diphtheriae, enterohemorragias E. coli, Pasteurella multocida, Yersinia enterocolitica).

A diagnézis ilyen médon vald folallitdsa azonban tobb fontos kérdésre nem adhat
valaszt. Nem tudjuk megéllapitani, hogy az idOben vagy térben halmoz6dé izoldldsok
hatterében ugyanazon torzs jarvanyszerl terjedése, vagy egymastdl jarvanytanilag fiiggetlen
események dllnak, hiszen a kérokozdk szamos kiillonbozd, a hagyomdnyos mikrobioldgia
szdmdara megkiilonboztethetetlen torzse okozhat klinikailag ugyanolyan megbetegedést.
Emiatt az egymadssal jarvanytanilag Osszefliggd megbetegedések esetén gyakran a kiilonboz6

izolatumok faj alatti csoportokba soroldsara, tipizaldsara van sziikség.

2.1. Tipizal6 médszerek

A tipizélas irdnyulhat egy (vagy tobb) fontos jellemz6 (példaul virulenciafaktor)
kimutatdsara, illetve az izolatumok kiilonbozé szempontok szerinti csoportositisira. A
tipizélas kifejezést a tovabbiakban ez utébbi sziikebb értelemben haszndlom.

A koérokozé egyes, egymadstdl eltérd alcsoportjainak jellemzésére mar régota
alkalmaznak kiilonbozd tipizald eljarasokat. A tipizadl6 moédszerek célja a kérokozo izolatum
jellemzése, az adatok segitségével az izolatumok kiillonbozo tipusokba sorolhatéak. A tipusok
térbeli €s idobeli eloszlasa, Osszevetve az izoldtumokkal kapcsolatos jarvanytani adatokkal
tobb fontos probléma vizsgdlatat lehetdvé teszi (lasd alabb).

Ahhoz, hogy egy tipizdl6 mddszer megfeleljen egy adott kérokozd, illetve jarvanytani
helyzet analizisére, kiillonbozd kritériumoknak kell megfelelnie (44, 118). Ezek koziil taldn a
legfontosabb a felbontéképesség (diszkriminativ érték). Ez azt mutatja meg, hogy a mddszer a

vizsgdland6 torzsek koziil mennyit tud egymdstdl elkiiloniteni. Optimdlis a mddszer, ha



elkiiloniti az Osszes jarvanytanilag fliggetlen izoldtumot, de egy csoportba sorolja az
Osszefiiggdeket. Ha tdlsdgosan nagy a felbontoképesség, akkor még a rokon, illetve egy
klénba tartozé izolatumok is kiilonbozni fognak, igy a mddszer alkalmatlan lesz jarvanytani
problémdk elemzésére (ilyen extrém példa lehet nem konzervativ gének szekvencianalizise),
mig ha ez a felbontoképesség kicsi, akkor egymdstdl jarvanytanilag egyértelmiien fiiggetlen
torzsek is egy ,,rokonsagi” csoportba keriilhetnek. A felbontéképességet egy ugynevezett

diverzitasi index-szel (D) jellemezhetjiik (72):

N
_ N: a mintazatok (torzsek) szama
D — 1 a] aj: a j-edik mintdzattal megegyez6

N ( N 1) = mintazatok szama

Minél kozelebb van a D értéke az 1-hez, anndl jobb a mddszer felbontdképessége.

A felbontoképesség mellett 1ényeges a mddszer ismételhetosége €s laboratoriumon
beliili és laboratériumok kozotti reprodukalhatésaga, valamint a kapott mintdzatok stabilitdsa
(véltozékonysdg a sorozatos passzdlds sordn). Fontos az is, hogy a torzsek tulnyomo tobbsége
tipizdlhat6 legyen az adott mddszerrel (44, 118). Természetesen, mint minden laboratériumi
modszer esetében, az egyszerl kivitelezhetdség és a minél alacsonyabb munka-, miiszer- és
koltségigény szintén igen fontos szempontok.

A tipizdl6 modszerek két csoportba sorolhatdéak a tipizdlds céljabol vizsgélt
tulajdonsdg alapjan. A klasszikus tipizdl6 moddszerek dltaldban a koérokozé egy jol
karakterizalt fenotipusban megjelend tulajdonsdgdnak alapos vizsgdlatdn alapulnak, igy
példaul a biokémiai vagy szeroldgiai viselkedés (biotipizdlds, szerotipizdlds), illetve az
antibiotikum-, bakteriocin- vagy fagrezisztencia (rezisztotipizalds, biocintipizalas, fagtipizalas)
alapjan soroljak alcsoportokba az izolatumokat (44).

Ezeknek a moédszereknek szdmos limiticidja ismeretes. FO kozos héatranyuk, hogy
mivel fenotipusos jellemzOkon alapulnak, a rokonsigra nézve csak indirekt kovetkeztetés
vonhato le, és hogy a kornyezet befolyasolhatja a vizsgdlni kivéant tulajdonsdg megjelenését (a
kapott tipust). A fenotipus vizsgalatdn alapulé mddszerekkel gyakran csak a torzsek egy része
tipizdlhatd. Ennek oka lehet 4j varidnsok (4j szerotipus, Uj fagtipus) megjelenése, illetve a
tipizélni kivant tenyészet aktudlis allapota (példaul a csillé elvesztése a tenyésztés sordan
meghiusitja a H antigén meghatirozasit). Nehéz Gjabb, kevéssé ismert kérokozdkra adaptélni,

és a modszerek nagy részénél a kapott adatok nem alkalmasak szamitogépes elemzésre, igy



példaul adatbazis 1étrehozdsara. Biotipizalds €s rezisztotipizdlds esetén a reprodukdlhatdsag
sem optimalis (44).

Béar a szero- és fagtipizdlds reprodukélhatésdga altaldban kivédld, ezen moddszerek
esetében gyakori probléma a kelld felbontoképesség hidnya (44, 114). Egy gazdadllatban a
kiillonboz6d Pasteurella multocida buroktipusok koziil 4ltalaban csak egy-két tipus fordul eld
(32, 159), igy a jarvdnyok nyomon kovetésére a buroktipus vizsgdlata csak korldtozottan
alkalmas. Hasonl6 a helyzet a humén ételfertdzésekbdl gyakran izoldlhaté Salmonella
szerovaridnsok esetén is. A szerotipizalds altalaban alkalmatlan a vad-vakcina elkiilonitésre is,
hiszen éltaldban a vakcina azon szerotipus(ok)at tartalmazza, amely ellen védelmet kivin
nyudjtani. A féagtipizalds elégtelennek bizonyult az erdsen klondlis meticillin-rezisztens
Staphylococcus aureus torzsek megteleld tipizalasara (173).

A szero- és fagtipizdlds tovabbi hatrdnya, hogy minden kérokozora kiilon egyedi
rendszert kell kifejleszteni és miikodtetni, amelyeknek a megfeleld mindségi kontrollja is
nehézkes és draga (44, 114).

A fenti mdédszereken kiviil a fenotipus vizsgalatara alkalmas még a MLEE (18, 61,
133), de ez koérokozok vizsgdlatara kevésbé haszndlatos, inkdbb filogenetikai célu vizsgdlatok
eszkoze (7). Ujabban szofisztikdlt kémiai miiszeres analitikai médszereket (elsGsorban a
MALDI-TOF tomegspektrometriai technikdt) is alkalmaznak (50, 54, 87). Utébbi a
fenotipusos modszerek szdmos  hatrdnydt (gyenge reprodukdlhatésdg, alacsony
felbontoképesség, bonyolult kontroll rendszerek) kikiiszoboli, de a rokonsdg tekintetében ezek
a mddszerek is csak indirekt kovetkeztetések levonasat teszik lehetové.

A DNS-alapu tipizdlo eljardsok segitségével a fent felsorolt hatranyok legtobbje
kikiiszobolhetd. Ezek a mddszerek, mivel magat az 6rokité anyag vizsgalatat hasznéljak fel a
tipizalashoz, lehetové teszik direkt kovetkeztetések levondsiat a rokonsagra nézve, erre a
kornyezeti feltételek heterogenitdsa semmiféle befolyassal nincs. A moédszer(ek) koriiltekintd
megvalasztasdval dltaldban a klasszikus médszerek nyujtotta felbontoképességnél jobb érhetd
el, bar ritkdn kivételek is eléfordulnak (pulzdlé mezejii gélelektroforézis vs. fagtipizalds a
Salmonella Enteritidis esetében; P. Tassios, személyes kozlés). Mar jol miikkodd rendszerek
konnyebben adaptdlhatdak mas korokozok vizsgalatara. Nem sziikséges fenntartani és
folyamatosan validdlni figtenyészeteket és savokat, a mindségi kontrollhoz csak néhany
kontroll torzs rendszeres vizsgalatdra van sziikség. Mindezek miatt a molekuldris modszerek
szamos teriileten jol alkalmazhat6 alternativdiva valtak a klasszikus szero- €s fagtipizdlasnak

(44).



2.2. DNS-alapi tipizal6 médszerek bemutatasa

Az alébb felsorolt médszerek kozos vondsa, hogy a DNS vizsgdlatdn alapulnak. A
vizsgdlt DNS leggyakrabban a genomi DNS, de természetesen vizsgdlhatok
extrakromoszomadlis elemek, illetve mobilis genetikai elemek is. A mddszerek tobb iranybdl
kozelithetik meg a genom valtozatossagdnak vizsgélatit. Elemezhetd a genomban
elhelyezkedo restrikcids hasité helyek mintdzata (RFLP, REAG, AFLP), repetitiv (rep-PCR,
MLVA, IS-tipizdlds) és véletlenszerlien kivalasztott (RAPD) szekvencidk genomi
elhelyezkedése, a telomerek polimorfizmusa, és bizonyos kivalasztott gének szekvencidjaban
jelentkezd kiilonbségek (MLST). (A mikrobidlis 6kolégidban olyan tipizdld6 mddszerek is
ismeretesek, amelyek egy teljes mikrobakozosség diverzitdsanak felmérésére szolgdlnak,
példaul DGGE, TGGE, ARDRA (106), de ezeket a molekuldris epidemioldgidban nem
alkalmazzak).

A moddszerek hidrom nagyobb csoportba sorolhatok aszerint, hogy milyen mdédon
mintdzzak a tipizdlni kivant mikroba DNS-ét. A tipizélas alapjaul szolgdlhat nem genomiélis
DNS (plazmidprofil analizis), egyes mddszerek a genom egy kivdlasztott részét vizsgaljak
(egy kivalasztott gén vagy régié6 RFLP analizise, MLVA, MLST), mésok a teljes genomot
mintdzzak meg restrikcids hasitasi hely polimorfizmusok (teljes genom RFLP, REAG, AFLP)
vagy repetitiv (rep-PCR) illetve random szekvencidk (RAPD) elhelyezkedésében mutatkozd
polimorfizmusok segitségével.

A tovabbiak a teljesség igénye nélkiil attekintést nydjtanak a legfontosabb tipizald
moddszerekrol és azok felhasznalasi teriileteirdl, kiilonos tekintettel a munka soran alkalmazott

modszerekre.

2.2.1. Plazmidprofil analizis

A plazmidprofil analizis kérokoz6 altal hordozott plazmidok vizsgéalatan alapszik, a
tipizélas alapjdul szolgdlé informécidt a hordozott plazmidok méretének valtozatossdga adja
(76, 97, 151, 173). F6 hatranya, hogy mivel a plazmidok mobilis elemek, hidnyukbdl vagy
jelenlétiikb0l a rokonsdgra nézve egyértelmii kovetkeztetés nem vonhaté le, emellett
plazmidokat nem hordoz6 kérokozok (M. tuberculosis, bizonyos eukaridtdk) tipizdldsara nem

alkalmas.



2.2.2. A genom egy Kkitiintetett részét vizsgal6 médszerek

A mddszerek kozos hatrdnya, hogy a rokonsdg megitélése csak a genom egy
viszonylag kicsi részének vizsgalatdval torténik. Ha a kivalasztott régidé a genom egészénél
jelentdsen konzervativabb vagy véltozékonyabb, az torzitja a kapott rokonsdgi adatokat.
Emellett a vizsgalt régio(ka)t igen koriiltekintéen kell megvdlasztani, kiilonben a médszeriink

felbontoképessége til gyenge vagy tilsdgosan nagy lesz.

2.2.2.1. Egy kivélasztott gén (régid) RFLP analizise

A legrégebben alkalmazott molekuléris tipizdl6 modszerek egyike. A lényege, hogy a
genom egy relevans részét (egy fontos gént vagy génszakaszt) restrikcids endonukledzzal
hasitjuk, majd az RFLP mintdzat valtozatossidgit haszndljuk tipizdldsra (49). Ilyen
megkozelitést alkalmaz Campylobacter spp. és Helicobacter pylori tipizaldsa soran
alkalmazott fla (flagellin)-tipizalas (66, 107), a kiilonb6z6 toxin gének (20, 66, 115, 134) és

mas virulenciafaktor gének (43, 66, 81, 173) RFLP analizisén alapul6 tipizal6 mddszerek.

2.2.2.2. Kivalasztott gének (régiok) polimorfizmusa

Ebbe a csoportba tartozik a széles korben elterjedt PCR-ribotipizalas, amely a
genomban tobb kopidban elszortan meglévé rDNS régidok nem kodold régidinak méret-
polimorfizmusat hasznélja fel a tipizdlashoz. Nagy eldnye, hogy egyszerii, egyetlen PCR
elvégzésével eredményt kapunk. Hatrdnya, hogy nem alkalmazhaté olyan organizmusok
jellemzésére, amelyek a rRNS géneket csak kevés kopidban tartalmazzdk (Mycobacteriumok,
Helicobacter), mivel ebben az esetben nem kapunk a megfeleld felbontoképességhez
sziikséges elegendden komplex mintdzatot. Fontos alkalmazdsi teriilete a szdmos maés
modszer szamdra (azok nem kielégitd felbontoképessége miatt) megkozelithetetlen
Salmonella Enteritidis tipizdldsa (83, 85), de szdmos mas példa is ismeretes (56, 64, 152, 159,
173).

Hasonléan egyszerli (egyetlen PCR-t igényel) a telomer-polimorfizmus vizsgalata,

amely természeténél fogva eukaridtdk ujjlenyomatozdsara alkalmas. Kiilonb6zo telomer-
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specifikus primerek segitségével azok valtozatossdga megjelenithetd, a mddszert gombdk és
protozoonok tipizdldsara alkalmazzak (14, 161).

Az MLVA egy hasonl6 elven miikodd, de sokkal munkaigényesebb mddszer. Alapja
az, hogy a genom egyes régidiban valtoz6 szamu, nemkodold tandem ismétlodés taldlhatd
(VNTR vagy mikroszatellitdk; a VNTR elnevezés inkabb baktériumok, a mikroszatellita
pedig eukariotdk esetén elterjedt), amelyek felderitéséhez a teljes genom szekvencidk
meghatdrozdsara volt sziikség (91). Ezek amplifikdcidjaval a tandem szakaszok méretétdl és
szamétdl fiiggden kiilonbozé méreti PCR termékeket kapunk. Ha ezt tobb kivdlasztott
régidban elvégezzilk (MLVA), akkor egy jellemzd, ujjlenyomatozdsra alkalmas mintazatot
kapunk (91, 164). A médszer a PCR-ribotipizdldsnal sokkal munkaigényesebb, mivel itt egy
izolatum tipusdnak meghatdrozasdhoz tobb egymast kovetdé PCR-t kell elvégezni, emellett
minden organizmusra kiilon rendszert kell kidolgozni (91). Eldnye viszont, hogy a 16kuszok
megfeleld megvalasztdsaval organizmus-specifikussa tehetd, igy alkalmas direkten a mintabol
torténd tipizdlasra, nem sziikséges a tipizdland6 organizmus tiszta tenyészetének eldallitasa.
Emiatt gyakran alkalmazzdk nem vagy nehezen tenyésztheté organizmusok, példaul
Anaplasma phagocytophylum (24) vagy Mycobacterium leprae (174) tipizélasara. Tobb
hasonl6 elven miikddo tipizalé médszert alkalmaznak a Mycobacterium tuberculosis komplex
vizsgélatdra is (118), de egyre jobban terjed nozokomidlis patogének (90, 111, 155) és
ételfertdzést okozd baktériumok (91, 110, 177) vizsgdlatira is. Eukariéta kérokozok
tipizalasara is hasznalatos (13).

A mikroszatellita (VNTR) tipizdlasnak tovdbbi eldonye, hogy magasabbrendil
eukariotdk, igy példaul emberek rokonsdgi viszonyainak felderitésére is alkalmas (63, 89,
113). A rokonsdgi viszonyok megallapitisa mellett alkalmazzdk filogenetikai vizsgélatokra
(129), és kiilonbozd betegségek, példaul diabéteszes nefropatia (100), magas vérnyomds
betegség (179) vagy neurodegenerativ betegségek (128) genetikai hatterének vizsgalatéra is.

Szintén a M. tuberculosis komplex vizsgalatiban van szerepe a spoligotipizalasnak
(spacer oligotyping), amely egy a genomban gyakran el6fordul6 rovid szekvencia elvélaszto
(spacer) szekvencidinak polimorfizmusidt haszndlja tipizdlasra. A  vdltozatossag
megjelenitésére a target szekvencidt nagy képiaszdmban és véltozatossaggal tartalmazé
referencia izoldtumbdl készitett, membrianon rogzitett probasorozat szolgél, eredményhez a
tipizélni kivant torzsekbdl amplifikalt szekvencidk a prébdkat tartalmazé membranra vald
hibridiz4cidja dtjan jutunk (9, 77, 118).

Szintén munkaigényes a kiilonboz6 haztartasi (housekeeping) gének szekvencia-

analizisén alapul6 MLST. Fontos a megfeleld gének kivélasztisa, ezeknek elegendden

11



konzervativaknak kell lenniiik ahhoz, hogy egy klonon beliil a szekvencidjuk ne valtozzon,
ugyanakkor kell6 valtozatossdgot kell mutatniuk a megfeleld felbontéképesség érdekében (94,
169). Munkaigényessége mellett hatranya még, hogy a mdédszert minden organizmusra kiilon
ki kell dolgozni, és hogy a rokonsagi fokot csak a bevont gének szdmanak megfeleld
kvantumokban tudja becsiilni. Emellett nem rendelkezik elegendd felbontoképességgel erdsen
klonélis kérokozok, igy Escherichia coli O157 tipizalasdhoz (53).

Rendkiviil jol reprodukalhaté (49), és a legtobb mds tipizdlé6 mddszerrel ellentétben
alkalmas filogenetikai kovetkeztetések levondsara (1, 94). Alkalmas nem tenyészthetd
korokozdék direkt a mintdbdl torténd tipizdlasara is (11), és eukaridta korokozok is
tipizdlhatéak (10, 61). Ezek miatt az elonyos tulajdonsdgok miatt széles korben alkalmazzdk
(170), igy példaul Campylobacter spp. (123), Enterococcus (2), Aspergillus (10),
Cryptosporidium (60) tipizdlasira. Az MLST adatok egy Internetes adatbazisban mindenki

szamara hozzéaférhetoek (1).

2.2.3. A teljes genomot vizsgalé modszerek

Mivel a tipizdlds alapjaul szolgdlé adatok a teljes genom véltozatossagat
reprezentdljak, ezek a modszerek kevésbé érzékenyek a kiilonbozd genomi régidk

evoludcidjanak sebességkiilonbségére.

2.2.3.1. A genom egészét megjelenitd modszerek

2.2.3.1.1. Teljes genom RFLP

A legkonnyebben kivitelezhetd, a genom egészét megjeleniteni képes mddszer a teljes
genom RFLP, amikor a tipizdland6 mikroorganizmus totdl genomi DNS-ét emésztjiik
restrikciés endonukleazokkal (61, 142, 173). Ez egy nagyon komplex, a maga teljességében
legtobbszor elemezhetetlen mintdzatot eredményez, bar rendkiviil egyszert, jelenleg mar igen
ritkdn alkalmazott médszer.

Egy relative 1) technologia, a RFEL képes ezek koziil a kisebb méretlicket

kivalasztani és megjeleniteni, oly mdédon, hogy a restrikcids fragmentek ragadds végeihez
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radioaktivan jelolt nukleotidokat kapcsolva, azok nagyfelbontdsi gélben a radioaktivitds
alapjan megjelenithetéek (169). Hasonld, de a radioaktiv jelolés helyett biotin-streptavidin
rendszert alkalmaz a SRF (153).

Ha a kapott mintazatra specifikus jelolt probdkat hibridizéltatnak (Southern-blot),
akkor egy elemezhetd €s altaldban jol reprodukdlhaté mint4zatot lehet elddllitani, viszont igy
a tovabbfejlesztett modszerek mar nem jelenitik meg az egész genomot (61). A probaként

hasznalt szekvencia dltalaban az rDNS operonbdl szarmazik (ribotipizalas, 1asd aldbb).

2.2.3.1.2. Kariotipizdlds

A Kariotipizalas (kromoszoma hossz polimorfizmus) a kromoszémaméret
polimorfizmusat haszndlja fel a tipizdlasra (61). Természetesen ez csak tobb kromoszoémaval
rendelkezd eukaridta szervezetek vizsgdlatara alkalmas. Mivel a kromoszémak mérete (25
kbp folott) nem teszi lehetdvé a hagyoményos agar6z vagy poliakrilamid gélelektroforézissel
torténd szepardlast, specidlis médszerre (PFGE) van sziikség az elvédlasztasukhoz (16, 118,
142). A kariotipizalast gyakran PFGE néven hivatkozz4k.

Az erre a célra kifejlesztett modszerek kozos tulajdonsiaga, hogy az elvédlasztandé DNS
molekuldkra az elektroforézis sordn haté erdtér irdnya nem dllandd, hanem eldre
meghatdrozott periddusidével valtozik (pulzdl). A mddszereket ezért pulzdlé mezeji
gélelektroforézisnek nevezziik. A pulzdlé er6térben, a hagyoményos elektroforézissel
ellentétben, a DNS molekuldk nem folyamatosan vandorolnak az erdtérben, hanem annak
iranyvéltoztatdsai miatt minden ilyen iranyvéltoztatas utdn konformdciévéltozast szenvednek.
Ennek a konformécidvaltozasnak az iddigénye ardnyos a molekula méretével, tehat a méret
szerinti elvdlasztds els6sorban a periddusidotdl (pulzusidotdl) fiigg, minél nagyobb a DNS
darab, anndl tobb id0 sziikséges a tovdbbhaladdshoz sziikséges konformécié felvételéhez,
tehat a kovetkezo irdnyvaltasig elteld 1d6bdl anndl kevesebb marad az elérehaladédsra. Minél
nagyobb tehat a molekula, anndl lassabban vdndorol azonos pulzusidé mellett. A pulzusidd
mellett az elvédlasztast befolydsolja még a pulzadlé erdterek irdnyai altal bezart szog és az
elvalasztashoz alkalmazott fesziiltség, de a futtatdsi id6 csak a mar elvalt sdvok tdvolsiagat
noveli meg, magdra az elvalasztdsra nincs hatdssal (16).

Az er0tér iranyvaltoztatdsanak eldallitds szerint kiilonb6zd alcsoportokat

kiillonboztetiink meg (CHEF, RGE, FIGE, TAFE stb.) (16), ezek koziil a legelterjedtebb a

13



CHEF mddszer (16, 38), amely hatszog alakban elhelyezett 24 darab elektrdda segitségével
allitja eld az erdtereket és azok pulzélasat.

Az elvdlasztand6 DNS darabok nagy mérete nemcsak az elvdlasztdé modszerrel
szemben tdmaszt kovetelményeket. A megfeleld eredményhez az is sziikséges, hogy ne
kovetkezzenek be spontin DNS torések, amit ekkora darabok esetén vizes fazisban nem lehet
elkeriilni. Emiatt a kariotipizalds (és a REAG, lasd aldbb) kiilonleges DNS kivondsi eljarast
igényel. A mddszer kiilonlegessége az, hogy a DNS tisztitdsa agar6z matrixban torténik, ami
megakadalyozza a DNS spontdn torését. Ez rendkiviil id0- €s munkaigényes folyamat, ami
egyben a mddszer legfObb hatranya is.

A kariotipizdldas mint tipizdlé eljards viszonylag kevés, vdltozatos méretli
kromoszémadval rendelkezd organizmusok, igy protozoonok (19, 143) és gombadk tipizdldsara
alkalmazhatd, a humén patogén gombdk tipizaldsdnak egyik legfontosabb médszere (16, 142).
Felhasznéljak emellett a kiilonb6z0 malignus folyamatokban jelentkezd kromoszdma-

polimorfizmusok vizsgalatara is (108).

2.2.3.1.3. A genom restrikcios analizise (REAG)

A REAG a tipizdlandé organizmus genomjat viszonylag ritkdn hasité restrikcids
endonukledz felismerd helyeinek polimorfizmusat vizsgélja, a kariotipizdldshoz hasonldan a
vizsgalat sordn csaknem a teljes genom vizualizalhatova valik. Ezzel az egy kromoszémaval
rendelkezd baktériumok is vizsgdlhatova valnak (16). A keletkezé nagyméretit DNS darabok
miatt a kariotipizdlashoz hasonléan agaréz madtrixban torténd prepardldst igényel, igy a
restrikcids emésztést is az agarba dgyazott mintdn kell végezni. Ez tovabb ndveli a modszer
id6- €s munkaigényét. A futtaté technikdr6l a REAG moddszert is gyakran PFGE néven
emlegetik. Bar ez az elnevezés a kariotipizdlas és a REAG kozott nem tesz kiilonbséget, a
gyakorlatban ez ritkdn okoz zavart, mivel a kariotipizalast kizarolag eukariotdk jellemzésére
szolgal, a REAG pedig igen ritkdn hasznalatos eukaridtdk vizsgdlatdra, igy baktériumok
esetétn a PFGE mindig REAG-ot jelent, eukaridtdk esetén pedig nagy valdsziniiséggel
kariotipizalast.

A mobdszer 6ridsi eldnye, hogy rendkiviil jol reprodukdlhaté, nemcsak egy
laboratériumon beliil, hanem kiilonb6z6 laboratériumok kozott is (49). Emiatt jelenleg a

//////

figyelohdl6zatok (PulseNet, www.cdc.gov/Pulsenet; PulseNet Europe, www. pulsenet-
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europe.org) milkodését teszi lehetdvé (147, 148). Tovébbi elonyei, hogy a kontamindcidra
kevéssé érzékeny, a prepardlds protokollja a rokon fajok korében gyakorlatilag véltoztatds
nélkiil alkalmazhatd, és hogy az emésztést tobb kiillonbozd restrikcids enzimmel végezve tobb
ujjlenyomat nyerhetd egy prepardldsbol. Hatrdnya, hogy bizonyos kérokozok esetében a
torzsek egy része nem tipizalhat6 (27). Emellett a kapott fragmentek méretazonossdga nem
okvetleniil jelent valodi szekvenciaegyezést, illetve hogy egy esemény (mutdcid) a mintdzat

jelentds megvaltozasat okozhatja (hdrom sdv kiilonbség a két mintazat kozott; 1. dbra).

1. abra: Egy hasit6 hely mutacié miatti eltlinésének hatasa a REAG mintdzatra. A fiiggéleges

nyilak a hasité helyeket jelolik, a varhaté mintdzat a jobb oldalon lathatd.
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2.2.3.2. A genomot megmintazé modszerek

2.2.3.2.1. Ribotipizdlds

A ribotipizalas a PCR-ribotipizdldshoz hasonléan a riboszomadlis gének
elhelyezkedésének valtozatossdgat haszndlja ki, de azok a teljes genom RFLP mint4dzatdhoz
hibridizélt (Southern blot) rDNS prébdval jeleniti meg (15). Hasznélata kiillonosen a PFGE
megjelenése elott volt elterjedt, de jelenleg is gyakran alkalmazzdk, igy példaul egyes

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

A RAPD modszer alapja az egyetlen rovid (tiz-tizenkét tagd) primerrel, megengedd
koriilmények (alacsony anellaciés homérséklet, magas Mg tartalom, magas polimerdz
koncentracid) mellett végzett PCR. A primer nem specifikus semmilyen ismert szekvencidra,
random modon, probalgatassal vélasztjdk ki. A reakcié sordn a random primerrel
amplifikdlhaté sdvok mintdzata adja az ujjlenyomatot (49). Barmilyen mikroorganizmus
esetén alkalmazhaté (27, 28, 34, 138, 142, 173), bar a megfeleld6 mintazatot biztositd
primer(ek) kivalasztdsa hosszi idot vehet igénybe. A mddszer rendkiviil érzékeny a
koriilmények apr6 valtozdsaira is, akdr két azonos tipusui PCR késziilékben futott
parhuzamosok is kiilonbséget mutathatnak. Emiatt f0 héatrdnya a rendkiviil rossz
reprodukélhatésdg, amely alkalmatlannd teszi laboratériumok kozotti, vagy nagy idokozzel

végzett 6sszehasonlito elemzések végzésére (49, 118, 142).

2.2.3.2.3. Repetitiv elemeket célzo PCR

A rep-PCR mddszerek a kiilonbozdé organizmusok genomjiban szdmos kdpidban
elszérva megtaldlhat6 rovid repetitiv szakaszok (93, 171) elhelyezkedését vizsgaljak. A PCR
reakci6 primere(i) a repetitiv elemre specifikusak, de azok rovidsége miatt valdjdban két ilyen

elem kozott elhelyezkedd DNS szakaszokat amplifikalnak.

2. abra: A rep-PCR elvének sematikus abraja. A fekete téglalapok a repetitiv elem kopidit
jelolik, jobb oldalon pedig a varhaté mintazatok lathatdk.
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Az elemek i1smétlodése miatt egyetlen primer is elég lehet. Mivel ezek az elemek
elszérva helyezkednek el, az amplifikdlt szakaszok valtozatosak, és mivel egy-egy ilyen
szakasz eltlinéséhez vagy megjelenéséhez a genom jelentds véaltozdsa (inszercid, delécid)
sziikséges, a kapott mintdzat jOl tiikkrozi a rokonsdgi viszonyokat. A primerek specifitdsa miatt
nem okvetleniil sziikkséges megengedd PCR koriilményeket hasznalni, igy a rep-PCR
reprodukélhatésdga sokkal jobb, mint a RAPD-¢, de még igy sem mindig elegendd a
laboratériumok kozotti 6sszehasonlité vizsgalatokhoz (49).

Mivel tobbféle ilyen repetitiv elem 1étezik, igy tobbféle rep-PCR ujjlenyomat vehetd
fel. A legelterjedtebb a REP és az Enterobacteriaceae-re jellemz6 ERIC szekvencidk
hasznélata (8, 27, 49, 51, 69, 88, 102, 103, 119, 120, 124, 127, 137, 149), emellett ismert a
Streptococcus pneumoniae-ben taldlt BOX (47, 80, 95, 148, 162, 163); kevésbé ismert a
Salmonella Enteritidis genomjdban megtaldlt SERE elem (4, 5, 78, 116) és a Mycoplasma
pneumoniae-bol leirt repetitiv elem (166, 175).

A mddszer, bar viszonylag rossz a reprodukdlhatésiga és a kontaminécidra is
rendkiviill érzékeny (akdr a polimerdzban taldlhat6 DNS szennyezés is a mintdzat
megviltozdsat eredményezheti) (118), egyszeriisége, gyorsasdga, nagy ateresztOképessége és
kis koltsége miatt a legelterjedtebb metodikdk egyike.

Bar a sz6 szoros értelmében nem repetitiv elemek, kiilonb6z6 inszercids szekvencidk
szintén alkalmasak hasonl6 vizsgalatok végzésére, igy példaul a Mycobacterium tuberculosis

IS6110 szekvencidja (82, 154, 167).

2.2.3.2.4. AFLP

Az AFLP két restrikciés enzimmel (egy ritkdn és egy gyakran hasitéval) kettdsen
emésztett genombdl specifikus adapter oligonukleotidok és az adapterekre specifikus
primerekkel végzett PCR segitségével kivédlogatja a két végén kiillonbozd hasitasi helyet
hordoz6, amlifikdcidra alkalmas méretli darabokat. A moddszert altalaban valamelyik primer
fluoreszcens jelolésével teszik vizualizalhatova (126, 142, 172). J6l reprodukalhatd, jo
felbontoképességli (49), de bonyolultsiga miatt nem minden laboratérium szdmdra elérhetd
modszer, szamos kérokozo tipizdldsara alkalmaztak (59, 74, 75, 122, 144, 180). Hasznélhat6
koérokozé (121, 142) és magasabb rendii eukari6tak tipizaldsara is (58).

Az AFLP mellett egy elvében nagyon hasonlé mdédszert (IRS-PCR) is leirtak, de ez

eddig nem terjedt el széles korben (98).

17



2.3. A tipizal6 modszerek eredményének értékelése

A tipizdl6 moédszerek alkalmazdsa sordn nyert adatokbdl csak kevés adatpont esetén
konnyti direkt kovetkeztetést levonni, nagyszamu vizsgélat (izoldtum) esetén, illetve két vagy
tobb, modszer eredményeinek Osszevetéséhez sziikséges az adatok matematikai analizise.

Az egyes izolatumok (adatsorok, mintdzatok) kozotti hasonlésdg (rokonsdg) kétféle
modellel kozelithetd meg. A kladisztikus modellek valamilyen evoliciés modell segitségével
elemzik az adatokat (118), igy inkabb olyan esetekben hasznalhatéak, mikor a tipizalas
eredményébodl kozvetleniil kovetkeztethetiink a rokonsdgra (ilyen modszer a direkt
szekvencia-analizis, amit a virusok tipizdlasara alkalmaznak, illetve az MLST). Mivel a
legtobb tipizdl6 mddszer hasonlésdgot mér, ezért a jarvanytani elemzések sokkal
elterjedtebben alkalmaznak fenetikus moddszereket, amelyek csak a hasonlésagok és
kiilonbségek alapjan, azok szamszeriisitése és matematikai analizise Utjan csoportositja a
mintazatokat (118).

A hasonlésag (similarity) mérésére kiilonb6z6 indexek léteznek, amelyek daltaldban
alkalmasak bonyolult mintdzatok osszevetésére is. A hasonlésdg mértéke 0 és 100% (0 és 1)
kozé eshet, ahol 100% (illetve 1) a tokéletes egyezést jelenti. Az indexek mindig két
mintdzatot hasonlitanak 6ssze egymadssal, tobb mintdzat dsszevetéséhez ezeken az indexeken

alapul6 csoportosité (clustering) modszerek alkalmazasa sziikséges (168).

2.3.1. A hasonlosag mérése

A mintdzat lehetséges elemei (sdvok, mutédcidk, rezisztenciaértékek, stb.) négy
csoportba sorolhaték a két mintdzat Osszehasonlitdsa sordn. i) mindkét Osszehasonlitandé
mintdzatban megvan (a), ii) csak ,,A” mintdzatban van meg (b), iii) csak ,,B” mintdzatban van
meg (¢) iv) egyik mintdzatban sincs meg (d). Ezek szdma alapjan szamolhat6 ki a két mintazat
hasonldsdaga (similarity; S), vagy kiillonbozosége (distance; D). A kiilonb6zd indexek abban
térnek el, hogy melyik csoport kap nagyobb hangsilyt az indexben (168).

Spoligotipizalas esetén példaul, ahol egy elem hidnya a meglétével megegyezd értéki

informdcio (ismert az 6sszes lehetséges elem), érdemes olyan indexet valasztani, ami mind a

18



meglevd, mind a hidnyzé elemeket egyforma sullyal veszi figyelembe, mint az egyszerii
egyezés koefficiens (S):

§=—a*td
a+b+c+d
Olyan esetekben ahol a mintdzat elemeinek nincs eldre meghatdrozott helye, mint
példaul PFGE vagy rep-PCR gélfotok sdvmintdzatinak Osszehasonlitisa esetén jol
alkalmazhatéak a Jaccard (Sj) és a Dice (Sp) koefficiensek, amelyek figyelmen kiviil hagyjak
a mindkét mintdzatbdl hidnyzé elemeket (d). A Dice koefficiens nagyobb silyt helyez a
megegyezo elemekre (a) (168):

2a
DTS . -
2a+b+c
A kiilonb6z6 mintazatparokhoz rendelt hasonldsdgi indexbdl matrixot képezve jutunk
el a hasonldsdgi matrixhoz, ami tartalmazza a mintazatok kozotti hasonldsagi adatainkat. Egy
bizonyos (meglehetdsen kicsi) mintaelemszdm folott azonban a matrixok 4ttekinthetetlenné
valnak, igy tovabbi matematikai elemz6 mddszerekre van sziikség a kiértékelésiikhoz. Ezeket

a modszereket csoportanalizisnek (cluster analysis) nevezziik.

2.3.1. Csoportanalizis (cluster analysis)

A csoportanalizis célja az adatsorunk adatpontjainak hasonldsdgok illetve kiilonbségek
alapjan torténd csoportokba rendezése. A mdédszerek az alkalmazott megkozelités alapjan a
hierarchikus és a nem hierarchikus csoportokba sorolhat6ak. A hierarchikus maddszerek
egymasra épiild csoportokat képeznek, amelyeket egy hierarchikus rend szerint rendeznek,
igy egy lépcsodzetesen felépiild dendrogramhoz (fdhoz) jutunk. A nem hierarchikus médszerek
esetén ilyen struktira nem jon létre, az egyes adatpontok nem egymds részeként dbrdzolt
alcsoport-csoport-focsoport rendben dbrazolédnak (118).

Mig példaul az MLST értékelésére nem hierachikus mddszerek is széba keriilnek, az
elektroforetikus  mintdzatok  kiértékelésére leggyakrabban kiilonb6z0  hierarchikus
modszereket alkalmaznak (118). Ezek koziil a legelterjedtebb az UPGMA mddszer. Ennek
lényege (és 6 hatranya a kapott csoportositas valédisaga szempontjabol), hogy mindig a két
egymadssal aktudlisan leghasonlébb mintdzat atlagdval szdmolva képez egy 1j (egy elemmel

kisebb) hasonlésdgi maétrixot. Tehdt az UPGMA moddszer egy mintdzat (csoport) dtlagos
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tdvolsdgat mutatja meg egy masik mintdzathoz (csoporthoz) képest. Mivel a valdésdgban az
egyes rokon torzsek nem ugyanakkor sebességgel tdvolodnak genetikailag egymastol, ezek a
tavolsagok altaldban nem pontosan a két csoport atlagaval egyenléek. Az UPGMA mddszer
jol alkalmazhaté az adatsorban levé hasonlésdgi csoportok azonositdsira (illetve wjabb
mintdzatok mar ismert csoportokkal valé 0sszehasonlitdsara), emiatt a fent emlitett torzitdsa
ellenére a legelterjedtebb mddszer az elektroforetikus mintdzatok kiértékelése sordn (118,
168).

A fent leirt hasonldsdgi szamitdsok és csoportanalitikai médszerek elvégzésére ma mar

kiilonboz6 szoftverek allnak rendelkezésre (BioNumerics, Foretics, stb.) (117).

2.4. A molekularis tipizal6 moédszerek jelentosége

A tipizdl6 moddszerek célja tehat egy izoldtum csoporton beliil a hasonldésdgok és
kiillonbségek kimutatdsa. A legtobb tipizadl6 mddszer legfobb korldtja, hogy a hasonlésagot
méri, és ebbdl kovetkeztet a genetikai rokonsagra (a hasonlé izolatumok kozott feltételezhetd
a genetikai rokonsdg). Fontos tehdt szem el6tt tartani, hogy a legtobb tipizdlé moddszer
alkalmatlan filogenetikai és taxondmiai kovetkeztetések levondsara (118). Az igy kapott
adatok elsddleges felhaszndlasi teriilete tehat a jarvanytani kapcsolatok felderitése (21, 44, 82).
Ez egyszersmind azt is jelenti, hogy ezek a moddszerek a jarvianytani adatokra épiilve
alkalmazandoék, megfeleld jarvanytani adatok hidnydban kevés informdciét nyudjtanak (82).
Természetesen ezek a modszerek nem kizdrdlag jarvdnytani vizsgdlatra alkalmazhatéak,
hanem példaul mikrobdk vizzel vagy talajban val6 terjedésének vizsgalatara is (101, 131), de
ebben az esetben is az izolatumok kozotti ismert vagy feltételezett térbeli és/vagy iddbeli
kapcsolat elemzésére szolgalnak.

A vizsgédlatok fO alkalmazdsi teriilete a jarvdnytani nyomozds, tehdt egymadssal
jarvanytani osszefiiggésbe hozhat6 izoldtumok (esetek) kapcsolatdnak bizonyitdsa (21, 44, 55,
114, 118, 145). Ez lehetdséget ad a kérokozo terjedésének pontos nyomon kovetésére (source
tracking), amelynek ismerete fényt derit azokra a pontokra, ahol hatékony beavatkozdsra van
lehet8ség (82, 114, 131). Felhivhatja a figyelmet 4ljarvdnyokra is, példaul a laboratériumi
keresztkontaminacio esetére (82)

Emellett a médszerek (megfeleld reprodukalhatésag esetén) alkalmasak a koérokozok

térbeli és/vagy idobeli monitorozasiara (surveillance), megdllapitva a leggyakoribb
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mintdzatokat, igy djak halmozddédsa esetén hamarabb nyilvanvalova vélhat egy jarvany (12,
21, 82).

A tipizdlds segitséget nyujt a betegség (korokozd) datvitelének dinamikdjaval
kapcsolatos vizsgédlatok sordn (44, 82), példdul az adott tipusokkal valé fert6z6dés
rizik6faktorainak illetve a kiillonosen fogékony populdcidk felderitésében (80), vad-vakcina
(48, 73, 135, 141, 150), illetve a virulens és az avirulens torzsek (kolonizacié és infekcid)

elkiilonitésében is (114, 178, 181).

2.5. Az értekezés témajaul szolgalo baktériumok bemutatasa

Jelen munka két fontos baromfipatogén baktérium, a Pasteurella multocida és a
Riemerella anatipestifer vizsgalatdval foglalkozik. Mindkét baktérium jelentds gazdasagi
karokat okoz kiilonb6zd baromfidllomdnyokban, igy az allatorvosi (baromfiegészségiigyi)
diagnosztika szempontjabdl kiemelkedo jelentdségiliek.

A molekuléris tipizdlé6 modszerek alkalmazdsa kiillondsen informativ lehet a két faj
esetében, mert kiillonbozd virulencidju torzsek lehetnek jelen az dllomanyban anélkiil, hogy
klinikai megbetegedést okoznédnak (37, 41), a terjedésben szamos kiillonbozd tényezd szerepet
jatszhat, emellett a megel6zésben jelentds szerepet jatszik kiillonboz6 vakcindk alkalmazdsa

(62), tehat a kiillonboz0 izolatumok pontos azonositdsa bizonyos esetekben 1ényeges lehet.

2.5.1. Pasteurella multocida

A P. multocida apré, nem mozgo, sporatlan, fakultativ anaerob Gram negativ pdlca
vagy coccobacillus. A torzsek nagy része poliszacharid vagy hialuronsav tokkal rendelkezik,
amely fontos virulenciafaktor. A szerocsoportokba sorolds is a tokantigének alapjan torténik,
ezek alapjan A, B, D, E, és F csoportokba sorolhaté (31). Az egyes buroktipusoktdl
fliggetleniil a szomatikus antigének alapjén tovabbi (Heddleston-) tipusok hatdrozhat6ak meg
(68).

Tépigényes, tenyésztésére véres agart hasznilnak, amelyen hemolizist nem mutat. A
telepek 1-2 mm atmérdjiiek, sziirkék, esetenként 6sszefolyok, mukoid jellegliek lehetnek. A
dextrdzt, a szachardzt és a mannitot gazképzOdés nélkiil fermentdljak, kataldz, indol, oxidaz

és nitrat pozitivak. Az indoltermelés esetenként nagyon kis mennyiségl is lehet, ilyenkor
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kimutatdsa nem mindig sikeriil. Kis mennyiségli kén-hidrogént a torzsek egy kis hdnyada
szintén képezhet. Metilvoros, Voges-Proskauer €s uredz negativ (32, 52).

A gazdaspecifitasa szé€les, a legtobb gazdasagilag jelentds hazidllatot megbetegiti. Az
egészséges dllatok hordozzdk a koérokozdok a légutak normdl flérdjdban, a megbetegedés
altalaban stressz hatasara kovetkezik be (62, 67, 160).

Sertésben a dermonekrotikus toxint termeld (féleg D, ritkdbban A csoportba tartozé
torzsek) torzité orrgyulladdst okoznak a Bordetella bronchiseptica-val egyiitt. Sertésben
eléfordulhat még P. multocida okozta pneumonia, ebben az A, ritkdbban a D burokantigént
hordoz¢ térzseknek van kéroki szerepe (67, 160).

Szarvasmarhdban, bivalyban, kiskérédzékben az A és D buroktipusok elsdsorban alsé
léguti fertdzést, ritkdbban szepszist okoznak. A trépusi, szubtrépusi teriileteken a
szarvasmarha és a bivaly esetében hiperakut, tomeges elhulldssal jar6é vérzéses betegség is
eléfordul, Azsidban a B, Afrikdban az E buroktipus elterjedt (67, 160).

Szintén pneumonia €s kovetkezményes szepszis az eredménye a hazinydl P. multocida
fert6zésének, amelyet A és D buroktipusu térzsek okoznak (160).

Ragadoz6 emldsokben gyakori a tiinetmentes hordozds (62, 67, 160), emiatt kutya,
macska 4ltal okozott sériiléseket kovetd sebfertdzésekbdl gyakran kitenyészthetd humén
mintakbdl is (52, 62, 130). Harapas nélkiil torténd atvitele is ismert (22).

Madarakban baromfikolerdt okoz, amely akut formdjdban szepszis, kronikus
form4jaban krénikus felso 1éguti hurut, hasmenés, arthritis képében jelentkezik (62, 160). Az
okozott korkép az adott torzs virulencidjatol, és a gazdadllat ellendllé képességétdl fiigg, bar
vannak olyan hipervirulens torzsek is, amelyek hajlamosité tényezok nélkiil is igen magas
elhulldssal jaré jarvanyokat okoznak. A baromfikolerdra leginkdbb fogékony a pulyka és a
vizibaromfi, de gyakorlatilag minden haziszdrnyasban (hazityik, gyongytyuk, galamb, strucc)
és vadmadarban el6fordulhat. A hézityik fogékonysdga a korral nd, idésebb, tojé- és
tenyészallomanyok a brojlerdllomanyokndl fogékonyabbak. A jarvanyokban az A, D és F
buroktipusok fordulnak eld (37, 67, 160).

A baromfikolera gyors lefolydsa és magas mortalitisa miatt az egyik legnagyobb
gazdasdgi kart okoz6 megbetegedés a nagyiizemi baromfitartds szdmdéra (29, 105). Ez aldl
csak a viszonylag kevésbé fogékony brojlerdllomanyok kivételek (37, 62, 160). Mivel a
korokozot az dllomédny egyes egyedei tiinetmentesen hordozhatjak (37, 41), ezen kiviil szdmos
vadmadar fajban (vadrécék, vadludak, ragadozok, parti madarak) kimutathaté (23, 88, 112,

176), mind zartan, mind nem zértan tartott allomanyokban el6fordulnak ismétl6dd jarvanyok.
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Tobb tanulmany foglalkozik a baromfikolera patogenezisében szerepet jatszo
virulencifaktorokkal. A burok szerepe nyilvanvald, antifagociter és antikomplement hatédsu
(25, 39, 67), fontos még a lipopoliszacharid szerepe a patogenezisben (67). A torzitd
orrgyulladdsban a termelt dermonekrotikus toxinnak van szerepe (67, 90) Emellett felmeriilt a
vaskoto proteinek, fimbridk, és egy hemolitikus észterdz szerepe is (3, 26, 67).

Jelentésége miatt szamos munka foglalkozik a P. multocida epidemiolégidjaval is (71
és referencidi). A szerotipizdlds, a buroktipusok gazdaspecifitisa miatt nem kelléen
diszkriminativ (37). Ribotipizdlds és teljes genom RFLP segitségével tobb munkdban
bizonyitottak atvitelt kiilonb6z6 USA-beli pulykatelepek kozott, illetve a telepeken szabadon
€16 allatok és a pulykak kozott (35, 36, 30, 139, 140). A ribotipizalast alkalmaztdk human eset
(22) és regiondlis diverzitds (18) vizsgdlatira is. Alkalmaztak RAPD-ot (34, 70, 130),
rep-PCR-t (6, 127, 136, 156), AFLP-t is (6, 70). PFGE alkalmazasar6l is tobb szerzo
beszamolt (22, 45, 46, 65, 84, 88, 112, 157).

2.5.2. Riemerella anatipestifer

Sokdig a Pasteurella genusba soroltdk, 1993-ben hoztdk 1étre a Riemerella genust
(132). A baktérium Gram negativ apr6 pdlca illetve coccobacillus, csillétlan, tokot nem képez,
nem spoérdsodik. A P. multocida-t6]l, amelyhez morfoldgiailag és tapigényét tekintve igen
hasonld, nitrdt negativitdsa, a szénhidrazok fermenticidjdnak hidnya és zselatinbontdsa
alapjan kiilonithetd el (32). Eddig 21 szerotipusat kiilonitették el (17, 92).

Baromfipatogén, legfogékonyabbak a kacsdk, emellett a libat és a pulykat képes
megbetegiteni (160). A torzsek virulencidja vdltozatos, emellett az okozott megbetegedés
sulyossdga a gazdafajtdl, az dlloméany koratdl és dltalanos éllapotatol fiigg. Fiatal (2-4 hetes)
kacsadllomanyokban a mortalitds 75% 1is lehet. Vezetd tiinet a fels6 1éguti nydlkahartydk és a
savOs hartydk gyulladdsa, meningitis is meglehetdsen gyakran fordul elo.

Ismeretes néhdny potencidlis virulenciafaktor (40, 146), a kiilonb6zd torzsek
virulencidja eltérd lehet (146). A kérokozo tipizdldsara szerotipizalds all rendelkezésre, de
alkalmazdsat nehézkessége mellett szdmos keresztreagdld tipus megléte neheziti (119).
Leirtak teljes genom RFLP-n (119) és rep-PCR-en (69) alapuldé protokollokat is, de a
kérokozot biztosan kimutaté illetve jol reprodukélhatéan tipizdlé molekularis médszer eddig

nem volt ismeretes.
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3. Célkituzések

1. Baromfikolera jarvdnyokbdl izolélt Pasteurella multocida torzsek Osszehasonlitdsa
PFGE és rep-PCR segitségével, retrospektiv jarvanytani nyomozds céljabol.
2. Riemerella anatipestifer specifikus kimutatdsdra alkalmas PCR kidolgozdsa a faj

pontos azonositdsa érdekében.
3. R. anatipestifer tipizdlasira alkalmas PFGE protokoll kidolgozdsa és alkalmazdsa

hazai R. anatipestifer torzsek jellemzésére.
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4. Anyag és modszer

4.1. Izolatumok

4.1.1. Pasteurella multocida izolatumok

A munka sordn a volt Debreceni Allategészségiigyi Intézet és az Avilab Kft. P.
multocida torzsgyljteményében taldlhaté izoldtumokat vizsgaltunk. Minden izoldtum
moribund vagy elpusztult allatok szerveibOl szarmazott, tenyésztésiilk és azonositdsuk a
megfeleld protokollok szerint tortént (32). Az izoldtumokat a vizsgalatok elvégzéséig
liofilizalt formdban vagy -80 °C-on tdroltuk. Osszesen hdrom visszatérd jarvanysorozatot

vizsgéltunk.

4.1.1.1. Az elsd jarvanysorozat

Az elsO jarvanysorozat 6sszesen 6t tulajdonos egy délkelet-magyarorszégi telepiilésen
tartott lidallomédnyaiban zajlott, 2001 és 2003 kozott. A tulajdonosok koziil kettd (B és E) cég,
hdrom maganszemély volt. Osszesen legalabb 12 jarvanybdl szdarmazé 16 izolatumot
vizsgaltunk (1. tdblazat). (A retrospektiv vizsgdlat miatt az egymdshoz kozeli idOpontban
kitenyészett izolatumokrél nem mindig allapithaté meg, hogy két egymdst gyorsan kovetd
jarvanykitorésbol szarmaznak, vagy egyazon jarvany akut és lecsengd fazisabdl.) A jarvanyok
nagy része (8 jarvany) az egyik cég (B) dllomanydban zajlott, a tobbi tulajdonos

alloménydaban csak egyetlen (C, D, E), illetve egy esetben két (A) jarvany zajlott.
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1. tablazat: Az els6 baromfikolera jarvanysorozat elemzése soran megvizsgalt izolatumok

Izolalds datuma | Jelzés Tulajdonos Izolalas datuma | 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 méasodik jarvanysorozat

A madsodik jarvanysorozat egy kelet-magyarorszagi nagyiizemi termeld kiillonbozo,
altaldban egymastdl tdvol (akdr tobb 10 km tdvolsiagra) elhelyezkedd pulykatelepein zajlott,
1998 és 2003 kozott. Az éllatokat mindegyik telepre ugyanabbdl a keltetobdl telepitették, a
telepek kozott dllatmozgds nem tortént. Osszesen hat telep volt érintett, legaldbb 18
jarvanybol 6sszesen 27 izoldtum tipizalasat végeztiik el (2. tablazat). Fontos tudni, hogy tjabb
jarvanyok kitorését telepspecifikus vakcina alkalmazdsdval probaltdk meggatolni, de ez a
probalkozds sikertelen volt. A vizsgdlat retrospektiv mddja miatt sajnos a vakcina 0sszetételét

és az antigén természetét nem tudtuk kideriteni és a vakcinatorzs sem 4llt rendelkezésiinkre.

2. tablazat: A mdasodik baromfikolera jarvanysorozat elemzése sordn megvizsgalt izolatumok

Izoldl4s datuma Jelzés Telep Izolalas datuma 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 jelzésli izolatum a telepen szabadon tartott baromfikolerds tytukbodl szarmazik
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4.1.1.3. A harmadik jarvanysorozat

A harmadik jarvanysorozat egy kelet-magyarorszagi nagyiizemi ludtenyésztd cég
egymastdl foldrajzilag tavol elhelyezkedd allomédnyaiban zajlott, két nagyobb részletben. Az
els6 jarvanyok 2003-ban zajlottak, ebbdl a jarvanysorozatbol mindossze kettd, kiillonbozod
teleprdl szarmazé izoldtum 4llt rendelkezésre. A jarvanyok visszatérésének megel0zésére
ebben az esetben is inaktivalt telepspecifikus vakcinat allittattak eld, amely a teleprdl izolalt
torzs mellett két Magyarorszagon elterjedt P. multocida torzs elleni komponenst is
tartalmazott. A vakcina alkalmazdsa mellett a jarvdnyok abbamaradtak, és egészen 2006-ig
nem tort ki baromfikolera jarvany. 2006-ban viszont véltozatlan vakcina és vakcindzasi
protokoll mellett stlyos, nagy veszteségeket okozd jarvanyok tortek ki a cég kiillonbozd
telepein egymadst kovetéen. Bar a jarvanyok 2006 6szén megszintek, sporadikus
baromfikolera miatti elhulldsok még 2006 végén is eléfordultak. Osszesen 19, ezekbdl a
jarvanyokbodl szdrmazé (3. tabldzat), valamint négy jarvdnytanilag fiiggetlen (foldrajzilag
tavol tartott dllomanybdl szarmazd) izolatumot vizsgéltunk meg. Emellett az el6z6 két esetbol

szarmazo torzsekkel is 0sszehasonlitottuk az izolatumokat.

3. tdbldzat: A harmadik baromfikolera jarvanysorozatbdl szdrmazé vizsgélt izoldtumok

sorszdm | szarmazasi hely | izoldlds éve
Vi K6moro 2003
V2 Nagyszekeres 2003
V3 Jankmajtis 2006
V4 Szamosszeg 2006
V5 Nabrad 2006
Vo6 Jankmajtis 2006
V7 Csengerujfalu 2006
V8 Csengertjfalu 2006
V9 Csengerujfalu 2006
V10 | Zajta 2006
V11 | Zajta 2006
V12 | Jankmajtis 2006
V13 | Jankmajtis 2006
V14 | Komord 2006
V15 | Komord 2006
V16 | Szamosszeg 2006
V17 | Zsarolyan 2006
V18 | Nabrad 2006
V19 | Nabrad 2006
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4.1.2. Riemerella anatipestifer izolatumok

A munka sordn a volt Debreceni Allategészségiigyi Intézet és az Avilab Kft. R.

anatipestifer torzsgylUjteményében taldlhaté izolatumokat vizsgaltunk. Az izolatumok

kiilonbozo tiszdntdli és Duna-Tisza kozi kacsa- és luddllomanyokbdl szarmaztak, az

allomanyokbdl helyszinen gyilijtott mintdkbdl, moribund vagy elpusztult dllatok szerveibdl

illetve a volt Intézetbe bekiildott allatok szerveibdl szarmaztak, tenyésztésiik és azonositasuk

a megfeleld protokollok szerint tortént (32). Osszesen 38 torzset vizsgaltunk (4. tablazat). Az

egy telepiilésrdl izoldlt torzsek éltaldban egy dlloméanybdl, vagy egymds melletti telepekrol

szdrmaznak, tehat egymadssal jarvanytani kapcsolatban allnak. A kivételt (Kerekegyhdza)

jeloltiik.

4. tdblazat: A megvizsgélt R. anatipestifer izolatumok

sorszam | szarmazasi hely izoldlds éve | sorszdm |szarmazdsi hely izolélas éve

1 Mélykut 2003 20 Hoédmezdvasarhely 2003
2 Mélykuit 2003 21 Mako 2003
3 Kunfehért6 2003 22 Maké 2003
4 Kiskunmajsa 2003 23 Bdcsa 2003
5 Kunfehérto 2003 24 Kerekegyhiza B 2003
6 Mélykuit 2003 26 Rém 2005
7 Moricgat 2003 27 Bdcsa 2005
8 Biharugra 2003 28 Rém 2005
9 Biharugra 2003 29 Kiskunmajsa 2005
10 Biharugra 2003 30 Kiskunfélegyhaza 2005
11 Kiskunfélegyhdza 2003 31 Bocsa 2005
12 Kiskunfélegyhdza 2003 33 Bdcsa 2005
13 Kiskunfélegyhaza 2003 36 Kiskunfélegyhaza 2005
14 Kerekegyhdza A 2003 37 Kiskunhalas 2005
15 Kerekegyhdza A 2003 39 Kiskunmajsa 2005
16 To6tkomlos 2003 40 Mélykuit 2005
17 Té6tkomlos 2003 41 Gyoma 2005
18 Kerekegyhiza B 2003 42 Mélykut 2005
19 Hoédmezb6vasarhely 2003 43 Kiskunhalas 2005

4.2. Az antibiotikum érzékenység meghatarozasa

Csak az elsO két esetbol

szarmazé P. multocida

izolatumok antibiotikum-

érzékenységét vizsgaltuk. A meghatdrozas a CLSI (régebben NCCLS) ajdnldsa szerint,

korongdiffuzids eljardssal tortént. A vizsgdlt antibiotikumok a penicillin, ceftiofur, nalidixsav,
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enrofloxacin, marbofloxacin, trimethoprim+sulfamethoxazol, oxitetraciklin, klértetraciklin és

neomycin voltak.

4.3. PCR modszerek

4.3.1. A DNS kivonasa a sejtekbol

A bakteridlis genomi DNS-t hokezeléssel illetve Chelex-100 gyanta (Bio-Rad,)
segitségével tisztitottuk. A hdékezeléses tisztitishoz a 24 Orés tiszta levestenyészetbdl (BHI
leves) egy kacsnyit desztilldlt vizben vagy TE-pufferben (100 mM Tris, 10 mM EDTA)
felszuszpenddltunk, majd 15 percig 98 °C-on inkubdltuk. A gyantds tisztitishoz a
szuszpenziéhoz 6% Chelex-100-at adtunk, 20 percig 65 °C-on, majd 10 percig 100 °C-on,
végiil 5 percig —20 °C inkubdltuk. A R. anatipestifer-specifikus PCR teszteléséhez hasznalt
klinikai mintdkb6l a DNS-t homogenizalds utdn szintén Chelex-100 gyanta alkalmazdsdval
tisztitottuk.

Centrifugélds utén a feliilisz6 DNS koncentracigjat spektrofotométer segitségével 20
ng/ul-re allitottuk be, és minden PCR esetén ezt haszndltuk a reakcidk templatjaként. A

reakciok elvégzéséig a DNS-t 4 °C-on, hosszabb tarolés esetén -80 °C-on tartottuk.

4.3.2. Pasteurella multocida kimutaté és kapszularis tipizalo PCR

A megbizhaté tipizéldsi eredmények érdekében meg kellett bizonyosodni arrdl, hogy
az izolatumok valéban a P. multocida fajhoz tartoznak, mivel mds morfolégiailag és
biokémiailag hasonlé fajoktdl a klassszikus mikrobiol6giai médszerekkel nem kiilonithetd el
teljes biztonsaggal. Erre a Townsend és mtsai éltal leirt PCR-t alkalmaztuk (158), amely egy
P. multocida-specifikus primerpart (KMT1-F és KMT1-R) és tovabbi 6t, a kiillonbozo (A, B,
D, E, F) buroktipusokra specifikus primerpart (CAPA-F, CAPA-R; CAPB-F, CAPB-R;
CAPD-F, CAPD-R; CAPE-F, CAPE-R; CAPF-F, CAPF-R) tartalmaz6 multiplex PCR (5.
tablazat).

A PCR elegy tartalmazott 2 mM MgCly-ot, 2 mM dNTP mixet, 0,5 M-t mindegyik
primerbdl és 3U/50 ul Amplitag Gold polimerazt (Applera). A bevitt templat mennyisége 400
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ng/50 pl volt. A reakciét MyCycler (Bio-Rad) vagy GeneCycler (Bio-Rad) késziilékben
végeztiikk, hoprofilja a kovetkezd: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturdcié utdn 5
cikluson 4t 94 °C 45s, 50 °C 1 min, 72 °C 2 min, majd 30 cikluson 4t 94 °C 45s, 45 °C 1 min,
72 °C 2 min, ezt 7 perc végso lanchosszabbitas kovette 72 °C-on.

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

3. ébra: A buroktipus meghatdrozdsara alkalmas multiplex PCR lehetséges eredményei.
Mindegyik P. multocida térzs a MTA Allatorvostudomanyi Kutatéintézetének P. multocida
gyljteményébdl szdrmazik. M: 100 bp lambda DNS-Iétra (Fermentas), 1.: A tipus, 2.: A tipus,
3.: D tipus, 4.: A tipus, 5.: E tipus, 6.: A tipus, 7.: A+F tipus, 8.: A tipus, 9.: D tipus, 10.: A

tipus. 11.: negativ kontroll. (C buroktipusu torzs nem 4allt rendelkezésiinkre.)

M1 2730 R8O = 10 11

—
— —— — — — . — — w— —

4.3.3. Riemerella anatipestifer kimutaté6 PCR

A R. anatipestifer kimutatdséara szolgdlé PCR-t az angol nyelvii szakirodalomban nem
taldltunk. A R. anatipestifer azonositisanak megerdsitésére egy specifikus PCR mddszert
terveztiink és probaltunk ki.

A rendelkezésre 4ll6 R. anatipestifer izoldtumok koziil 6t6t 16S rDNS szekvencia
alapjan pontosan azonositottunk (86), hogy a biokémiai azonositds eredményét megerdsitsiik.

A génbankban (www.ncbi.nih.gov) taldlhatd6 OmpA, CAMP és p45 feltételezett
virulenciagének szekvencidit, valamint az elérhetd 16S rDNS szekvencidkat elemeztiik. A
kapott konszenzus szekvencidk alapjdn nyolc primerpar-jeldltet terveztiink a Primer Designer

szoftver (Version 2.0; Scientific and Educational Software, State Line, PA, USA) segitségével,
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majd ezeket a génbankban in silico teszteltik. Mivel mar in silico sem taldltunk kellden
specifikus primerpart, és a génbankban tovabbi alkalmas génszekvencidk nem voltak, mas
megkozelitést valasztottunk.

Az izoldtumok ERIC-PCR (leirasat lasd aldbb) ujjlenyomatdban egy kb. 700 bp hosszi

kozos fragmentumot a taldltunk (4.4bra).

4. dbra: A R. anatipestifer torzsekben talalt k6zos ERIC-PCR fragmentum (bekeretezve).

M 17 2SSy 7 e 19 10 M

Ezt a fragmentumot 6t kiillonb6z6 ERIC-PCR ujjlenyomatot reprezentald 6t izolatum
esetén megszekvendltattuk (Biomi Kft., Godollo). A kapott szekvencidkbdl késziilt 669 bp
hosszui konszenzus szekvenciat hasznéltuk a primerek tervezéséhez.

A kapott primerpar (669AF-669AR; 5. tabldzat) alkalmazdsaval optimalizaltuk a PCR
elegy Osszetételét; kiilonbozd templat (20-500 ng/50 ul), MgCl, (1-20 mM), dNTP mix (1-10
uM; Fermentas), primer (0,1-1 pM; Biomi Kft.) és Taq polimerédz (0,5-2 U/50 pl; Fermentas)
koncentraciokat probéltunk ki. Az anellaciés hdmérsékletet 50 és 60 °C kozott teszteltiik.

A viérhat6é 546 bp hossziisdgi termékben két Mboll hasitéhely taldlhatd, amely azt
harom, 236, 302 és 8 bp hosszu darabra hasitja, igy az amplikon azonositdsara szekvendlas
nélkiil is lehetdség van. Ehhez a termék 4 6rdn at zajlé Mboll-emésztését végeztiik el, a
gyarté (Promega) utasitasait kovetve.

A PCR reprodukdlhatésdganak tesztelését tobb kiilonb6zd PCR késziilékben (Perkin-
Elmer DNA Thermal Cycler; Bio-Rad GeneCycler; Bio-Rad MyCycler; Bio-Rad ICycler)
végeztiik, illetve egy mdsik PCR diagnosztikai laboratériumban, a volt Orszdgos
Allategészségiigyi Intézet Bakteriolégia Osztlyan végezték.

A modszer specifitdsat 38 R. anatipestifer izolatumon €s néhany heterol6g baromfib6l
izoldlhat6 kérokozén (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
fert6z6 bronchitis virus, P. multocida) végeztik. A f6 diagnosztikai problémat jelentd P.
multocida esetén a 16 Heddleston-szerotipust reprezentdld teszttorzsek mindegyikével
elvégeztiik a tesztelést.

Bar a PCR kidolgozdsdval eredeti célunk a R. anatipestifer gyakran nehézkes
hagyomanyos azonositisdnak kivéltdsa volt, a mdédszert 13 Riemerella fertézésre gyants
allatb6ol szarmaz6 klinikai mintdn (tiido-1€gcs6 kompozit mintdk, agyburok minték,

orrmellékiireg mintdk és egy orrtampon minta) is elvégeztiik.

4.3.4. rep-PCR-ek

4.3.4.1. ERIC-PCR

Az ERIC-PCR elvégzéséhez kétféle primer éllt rendelkezésiinkre (ERIC1R és ERIC2;
5. tablazat). Az ujjlenyomatkészitéshez ezek mind parban, mind kiilon-kiilon alkalmazhatdak,
az optimdlis primer illetve primerpar a tipizdland6 organizmustdl fiigg. Mi a két primer
kombinéciéjat (ERIC1-2) alkalmaztuk mindkét vizsgdlt baktérium esetén, a reakcié sordan
Amonsin és mtsai médszerét (6) kovettiik.

Az ERIC-PCR esetén a reakcié 50 pl végtérfogatban, 1x PCR pufferben zajlott, az
elegy 7 mM MgCl,-t, 2 mM dNTP mixet, 0,1 pg/ul BSA-t, 0,35-0,35 puM primert és 2,5U/50
pul Amplitaq Gold polimerazt (Applied Biosystems) tartalmazott. A bevitt templdt mennyisége
100 ng/50 pl volt. A reakciét MyCycler (Bio-Rad) vagy GeneCycler (Bio-Rad) késziilékben
végeztiik, hoprofilja a kovetkezd volt: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturdcié utdn
94 °C 30s, 40 °C 3 min, 72 °C 2 min 35 cikluson &t, ezt 7 perc végso lanchosszabbitds kovette
72 °C-on.

Mindkét vizsgdlt korokozd esetén meghataroztuk a moddszer stabilitdsat egymast
kovetd passzdzsok (P. multocida: 5/A abra; R. anatipestifer 5/C 4bra), valamint P. multocida
esetében egy izoldtum tobb telepének (5/B édbra) parhuzamos vizsgdlata dtjan. A moddszer

mindhdrom vizsgalatban megfeleléen stabilnak bizonyult.
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5. dbra: Az ERIC-PCR stabilitdsdnak vizsgédlata. A.: két P. multocida térzs Ot-6t egymast
kovetd passzazsabol végzett ERIC-PCR eredménye. B.: két P. multocida torzs Ot-6t
kiillonbozd izolalt telepébdl végzett ERIC-PCR eredménye. C.: négy R. anatipestifer torzs

harom-harom passzdzsabdl végzett ERIC-PCR eredménye.

95% 100 %
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4.3.4.2. SERE-PCR

A SERE-PCR elvégzése sordn az irodalomban megjelent primert alkalmaztuk (SERE,
5. tablazat) és az ott leirt modszert kovettiik (116). A PCR elegy 3 mM MgCl,-t, 2 mM dNTP
mixet, 0,1 pg/ul BSA-t, 0,7 uM primert és 2,5U/50 ul Amplitaq Gold polimerazt (Applied
Biosystems) tartalmazott, a reakcié 50 pl végtérfogatban, 1x PCR pufferben zajlott, a bevitt
templat mennyisége 100 ng/50 pl volt. A reakciét MyCycler (Bio-Rad) késziilékben végeztiik,
hdprofilja a kovetkezd volt: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturdcié utdn 94 °C 1 min,

50 °C 1 min, 72 °C 2 min 35 cikluson at, ezt 15 perc végso lanchosszabbitds kovette 72 °C-on.

4.3.4.3. BOX-PCR

A BOX-PCR elvégzése sordn az irodalomban megjelent BOXAIR primert
alkalmaztuk (5. tdbldzat) és az ott leirt modszert kovettiik (163). A reakcidelegy Osszetétele a
kovetkezd volt: 3,5 mM MgCl,, 2 mM dNTP mix, 0,01 pg/ul BSA, 0,5 uM primer és
2U/50 ul Amplitaq Gold polimerdz (Applied Biosystems), emellett adjuvansként 1,25 mM
DMSO-t tartalmazott. A reakcié 50 pl végtérfogatban, 1x PCR pufferben, MyCycler (Bio-
Rad) késziilékben zajlott, a bevitt templat mennyisége 50 ng/50 ul volt.

Mivel a BOX elem egy hajtl alaku struktdra, amplifikdcigjdhoz szokatlan PCR
programra van sziikség: 5 perces 95 °C-on végzett kezdeti denaturdcié utdn 30 cikluson &t

92 °C 30, 50 °C 1 min, 65 °C 8 min.

4.3.5. RAPD

RAPD vizsgdlatot csak az els§ baromfikolerds jarvanysorozat esetén végeztiink.
Ennek az volt az oka, hogy egy PCR-ban végezve jol értékelhetd eredményt kaptunk, ez
azonban nem volt kellden reprodukdlhat6. Mivel a mdsik két esetsorozatban feldolgozott
izoldtumok, valamint a R. anatipestifer izolaitumok nagy szdma miatt azok egy reakcioban
nem voltak feldolgozhatdak, a gyenge reprodukdlhat6sdg miatt a RAPD ezekben az esetekben
kétséges eredményt adott volna.

A RAPD primert (OPG13, 5. tdblazat) és reakcidkoriilményeket szintén irodalmi

adatok alapjan alkalmaztuk (34). A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezo volt: 5,5 mM MgCl,,
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I mM dNTP mix, 0,1 pg/ul BSA, 0,7 uM primer és 1,25U/50 pl Amplitaq Gold polimeréz
(Applied Biosystems). A reakci6 25 ul végtérfogatban, 1x PCR pufferben, Rapidcycler (Idaho
Tech) késziilékben zajlott, a bevitt templdt mennyisége 500 ng/25 pl volt.

A reakci6 hdprofilja a kovetkezd volt: 4 perces 94 °C-on végzett kezdeti denaturacié
utdn 40 cikluson at 94 °C 20 s, 37 °C 20 s, 72 °C 30 s, ezt 10 perc végsO lanchosszabbitas

kovette 72 °C-on.

5. tdblazat: A munka sordn alkalmazott PCR primerek szekvenciéi

primer neve szekvencia (5°-3")

KMTI1-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’
ERICIR 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’
ERIC2 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’
SERE 5’-GTGAGTATATTAGCATCCGCA-3’
BOXAI1R 5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’
OPG13 5’-AGGGCCGTCT-3’

4.3.6. Elektroforézis, dokumentalas

A kapott amplikonokat 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmaz6 2%-os agaréz (Sigma)
gélben 100 V-os fesziiltségen két ordig elektroforetizaltuk. A mintdzatot UV fényben hivtuk
eld, és egy digitdlis kamera (KODAK) segitségével dokumentéltuk.

4.4. PFGE
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A PFGE mdédszert el6szor irodalmi adatok (84) alapjan P. multocida vizsgdlatira
allitottuk be, majd a mar mikodé protokoll optimalizdlasaval parhuzamosan végeztiikk a R.
anatipestifer tipizdlasara alkalmas protokoll kidolgozasat. A végsO protokollok olyan
hasonléak voltak, hogy a tovdbbiakban egy egységesitett protokollt alkalmaztunk.

A PFGE-hez szintén BHI levesben 24 6rdig novesztett levestenyészetbdl indultunk ki.
A tenyészet strtiségét spektrofotométerrel mértiik 600 nm-en, majd TE pufferben (100 mM
Tris, 250 mM EDTA, pH 8,0) 4x10%/ml-re llitottuk be. Ebbdl 100 pl-t pipettaval alaposan
osszekevertiink 100 pl 2%-os alacsony olvaddspontd agarézzal (Bio-Rad) vagy ugyanennyi
2%-0s SeaPlaque agardzzal (Cambrex), amely 1% nétrium lauril-szarkozil szulfitot és 1
mg/ml Proteindz K-t (Sigma) is tartalmazott. A kapott szuszpenziét ontéforméaba pipettaztuk
és 20 percig 4°C-on dermesztettiik.

Dermedés utdn a dugdkat 1 ml lizis pufferben (100 mM EDTA, 1% nétrium lauril-
szarkozil szulfat, 0,2% natrium-dezoxikolat, 1 mg/ml Proteindiz K, pH 8,0) 52 °C-on
emésztettiik legaldbb 18 6ran keresztiil. Ezt kovetéen a dugdkat 15 percig desztillalt vizzel
mostuk, ezt tovdbbi 4, egyenként 1 6rds TE pufferes mosds kovette. Az elsé egy Ords
mosdskor a mosépufferhez 0,35 mg/ml PMSF-et adtunk, a Proteindz K inaktivaldsa érdekében.

A mosast kovetden a dugdkat vagy azonnal emésztettiik, vagy friss mosépufferben
4 °C-on téroltuk a feldolgozasig. A restrikcidés emésztéshez a dugdkat 1 6rdn 4t restrikcids
enzimhez a gyarté 4ltal javasolt 1x pufferben mostuk, majd friss, 20U megfeleld restrikcios
enzimet tartalmazé pufferben egy éjszakan at emésztettiik. P. multocida esetén Apal, mig R.
anatipestifer esetén Smal restrikcids enzimeket (Promega) alkalmaztunk.

A futtatdst az emésztés utdn azonnal megkezdtiik. Ehhez Pulse-Field Certified
Agarose-t (Bio-Rad) vagy SeaKem Gold Agarose-t (Cambrex) hasznéltunk, az agardz
toménysége P. multocida esetén 1%-os, mig R. anatipestifer esetén 1,2% volt. A futtatds
CHEF DRIII PFGE késziilékben (Bio-Rad) 14 °C-on, 0,5x TBE pufferben zajlott. A futtatasi
paraméterek a kovetkezOk voltak mindkét baktérium és mindkét restrikciés enzim esetén:
6V/cm, 120°-0s reorientdcios szog, a futtatds két blokkban zajlott. A pulzusidé az elso, 15
ords blokk sordn 5-r6l 30 masodpercre nétt (linear ramp), ezt a blokkot egy 7 6rds kovette,
amely sordn a pulzusidd 30-rél 90 masodpercre nott.

A futtatast kovetden a gélt 30 percig etidium-bromiddal festettiik, majd legaldbb két

oran keresztiil desztillalt vizzel mostuk. A dokumentélds a PCR-nél leirtak szerint zajlott.
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4.5. A mintazatok kiértékelése

A kapott rep-PCR, RAPD és PFGE mintdzatokat a Fingerprinting II szoftver (Bio-Rad)
segitségével elemeztiik. A hasonldsagok leirdsara a Dice koefficienst, a csoportanalizisre az
UPGMA moddszert alkalmaztuk. Az analizis sordn a poziciétiirés és az optimalizacio értékét,
valamint az ujjlenyomat végén a poziciétiirés valtozasat minden médszer esetében egyedileg
allitottuk be. Mindegyik esetben elvégeztiik a kiilonb6z6 mddszerek eredményeinek egyiittes

értékelését lehetdvé tevé kompozit analizist is.

37



5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Az els6 baromfikolera jarvanysorozat

A tizenhat izoldtum (1. tdbldzat) mindegyike A buroktipusba tartozd P. multocida-nak
bizonyult. A buroktipus meghatdrozdsa alapjan tehdt nem tudtuk elkiiloniteni a torzseket
egymastol.

A RAPD alapjan a B tulajdonos édllomanyabdl szdrmazd izoldtumok a 2. szamu
izolatum kivételével teljesen egyforma mintdzatot mutattak, amely megegyezett a C
tulajdonos dllomanyéabdl szarmazd 3. szamdu izoldtuméval. Ugyancsak egyformdk voltak az 1.,
4., 5. és 6. szamu, A, D és E tulajdonosok dllomanyéabdl szdrmazé izoldtumok mintdzatai (6.

abra).

6. dbra: Az elsO jarvanysorozatb6l szarmazé izoldtumok RAPD analizisének eredménye. A
szamok az izoldtumokat, a betiik az izoldtumok szarmazdsi helyét mutatjdk (1. tdblazat). M:
100 bp lambda DNS-Iétra (Fermentas).
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Az ERIC-PCR és a PFGE eredménye megerdsitette a RAPD eredményét, bar a PFGE
modszerrel a 2. szdmu izoldtum mintizata is a B tulajdonos dllomédnyabdl szarmaz6 tobbi

izolatum mintazatahoz volt hasonld (7. és 8. abra).
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7. ébra: Az els6 jarvanysorozatbdl szarmaz6 izolatumok ERIC-PCR analizisének eredménye.
A szamok az izoldtumokat, a betlik az izoldtumok szdrmazdsi helyét mutatjdk (1. tdblazat).
M: 100 bp lambda DNS-1étra (Fermentas).
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8. abra: Az els0 jarvanysorozatbdl szarmazé izoldtumok PFGE (Apal) analizisének
eredménye. A szdmok az izoldtumokat, a betiik az izoldtumok szarmazasi helyét mutatjak (1.
tablazat). M: lambda konkatamer 1étra (Bio-Rad).
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Az ERIC-PCR és a PFGE mintdzatok alapjan készitett torzsfan (9. dbra) tehat két nagy
rokon csoportot lehet megkiilonboztetni. Az elsObe az 6sszes B tulajdonos allomanyabdl
szarmazd izoldtum és a C tulajdonos dllomanyabdl szdrmazé egyetlen izoldtum tartozott. A
masik nagy rokon csoportba a mdsik hdrom tulajdonos dllomdanyaibdl izolalt Pasteurellak

tartoznak. A 2. szamu izolatum esetén a RAPD és ERIC-PCR, illetve a PFGE eredményének
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kiillonbsége utalhat az eredeti (2. szdmu) torzs mikroevoldcidjdra, bar nem zdrhaté ki az

izoldtum kontaminécidja sem.

9. dbra: Az els6 jarvanysorozat izoldtumainak az ERIC-PCR és a PFGE mintdzatok egyiittes
értékelésével késziilt torzsfija.

ERIC+PFGE
Case 1

1zolélas
Sorszdim diatuma  Tulajdonos
TK1 .02.10.01. A
.TK4 .05.07.02.
.TK5 .22.09.02.
L .TK6 .29.09.02.
TK3 .18.02.02.
TK7 .15.10.02.
.TK8 .02.12.02.
.TK9 .16.12.02.
.TK10 .03.01.03.
TK11 .20.01.03.
TK12 .20.01.03.
TK13  .19.02.03.
.TK14 .21.02.03.
.TK15 .10.03.03.
.TK16 .25.04.03.
L TK2 .30.01.02.
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Mindegyik izoldtum érzékeny volt penicillinre, ceftiofurra, TMP+SMX-ra,
neomycinre €s fluorokinolonokra, rezisztens volt nalidixsavra és tetraciklinekre.

Az eredmények alapjdn retrospektive a kovetkezd jarvdnytani kapcsolatrendszert
valészintisitettiik. A teriileten két kiilonb6z0 A buroktipusi P. multocida torzs okozott
jarvanyokat. Az egyik az A tulajdonos allomanyaban 2001-t61 2002-ig fennmaradva, 2002-
ben yjabb jarvanyt okozott, majd atterjedt D és E tulajdonosok dlloményaira. A masik torzs B
és C tulajdonosok dllomdnyai kozott terjedhetett, és B tulajdonos édllomdnyédban tartésan
fennmaradva tobbszor is jarvanyt okozott. Mivel az dllomdnyok kozott tudomdsunk szerint
nem volt adllatmozgds, a transzmisszid0 emberi kozvetitéssel vagy vaddllatok segitségével
val6sulhatott meg.

A vadillatok altal kozvetitett 4tvitelt tobb tanulmdany bizonyitotta (42, 139, 140). Ha a
P. multocida bejutott egy dllomdnyba, ott az alomban, kiilonboz6 berendezési targyakon, vagy
tiinetmentes hordozé egyedekben sokdig fennmaradhat (41). Ujabb jarvany akkor keletkezik,

ha az dllomanyt stressz €ri, igy legalabb néhany egyed fogékonysidga megnd. E néhany egyed
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altal iiritett nagyobb kérokozémennyiség mér elegendd lehet a kevésbé fogékony egyedek

fert6z0déséhez.

5.2. A masodik baromfikolera jarvanysorozat

Az azonosit6 PCR mind a 27 izolatum (2. tdblazat) esetén megerdsitette a P.
multocida eredményt. Az elsé harom és az F jelii teleprdl szarmazé Osszesen két izolatum A

buroktipustinak, mig a tobbi 22 izoldtum F buroktipusinak bizonyult (10. dbra).

10. dbra: Az azonosité és a buroktipus meghatdrozdsiara alkalmas multiplex PCR (158)
eredménye. A 460 bp hosszu amplikont minden P. multocida torzs esetében megtaldlhato, az
1044 bp és a 851 bp hosszi pedig az A illetve az F buroktipusért felelos gének egy-egy
szakasza. A szdmok az izoldtumokat, a betlik az izolditumok szarmazasi helyét mutatjak (2.
tdblazat). M: 100 bp lambda DNS-Iétra (Fermentas).

25 =3
5 v 1044 b
P 851 bp
s e e e eoes Ty e Ty ey Ty S 460 bp
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
MDEFFBBCBDDCDEESC
— Ll ol o Rendin B B o BNl 1044 bp 851 bp

gt 1. 1. 1L L L L T . L T T Y e 460Dbp

Az ERIC-PCR és a PFGE alapjan hiarom rokonsdgi csoportot mutattunk ki. Az
egyikbe az elsd harom (A buroktipusd, 1998-bdl szarmazd) izoldtum tartozott, a masodikba az
F jelt telepen kitort két jarvanybdl szarmazd két (A buroktipust) izoldtum, a harmadikba

pedig a 2000 és 2003 kozott izoldlt dsszes tobbi (F buroktipust) izoldtum (11. 4bra).

41



11. dbra: A madsodik jarvdnysorozat izoldtumainak az ERIC-PCR és a PFGE mintazatok
egyiittes értékelésével késziilt torzsfija.

ERIC+PFGE
Case 2

1zolalas

g e w© g 8 g g 3Sorszim dituma  Telep
Y 191099 B
N5 24.02.00. B
N6 24.02.00. B
N7 .09.08.00. .C
N9 .06.10.00. B
N10  21.0201. C
N11 220201. C
N13  .05.03.01. .D
N14  .05.07.01. E
N17 121001, B
N18  .30.10.01. B
N19 121101 .
N20  .16.11.01. B
N21 16.11.01. D
N22  19.11.01. D
N23  .30.11.01. C
N24  .10.01.02. D
N25  11.0202. E
N26  .11.02.02. E
r N27  .11.08.03. C
L N8 04.10.00. B
N1 240398 A
N2 07.09.98. A
N3 28.09.98. A
— N15 100701 F
L N16 07.0801. F

Az eredmények alapjdn az 1998-as jarvdnyokat kovetden egy uj, F buroktipusu torzs
behurcoldsa tortént meg. Ez a cég hat érintett pulykatelepe koziil 6ton elterjedt, és tobb
visszatérd jarvanyt okozott. Ez a torzs egy ismeretlen kozos rezervodrban tartésan fennmaradt,
a telepeket ebbdl a rezervoarbdl érhette el. A fertdzést a rezervoar és az dllomanyok kozott
kozvetithette takarmany vagy a széllitéjarmiivek szennyezett belseje. A vadallatok kozvetitd
szerepe a jarvanyok nagy térbeli és idObeli tdvolsdga miatt nem valdszinii. A hatodik telepen
két egymadssal rokon, de nem azonos torzs okozott két egymdst kovetd jarvanyt, amelyek az
1998-as torzstdl is kiilonboztek. Utdbbi telepet az F buroktipust térzs nem érte el.

Az izolditumok mindegyike érzékeny volt penicillinre, ceftiofurra, TMP+SMX-ra,
tertaciklinekre, és rezisztens neomycinre €s nalidixsavra. Az elsd nyolc izoldtum, valamint az
F teleprdl szdrmazd 15 és 16 szamu két izoldtum fluorokinolonokra érzékeny volt, a tobbi

(9-14 és 17-27) 1zolatum pedig rezisztens. Mivel a fentiek alapjan egyazon torzshoz tartozo
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genetikailag rokon izoldtumokrdl van sz6 (11. dbra), a fluorokinolon rezisztencia kialakulasat
figyeltik meg a torzsben. A fluorokinolon rezisztencia hdétterében 4ll6 mechanizmus
kimutatdsara nem tettiink kisérletet.

Carpenter és mtsai (30) szerint hasonld, egy cég kiillonbozd telepei kozotti
transzmisszi6 nem ritka esemény, és gyakran valamilyen jarvdnyvédelmi hiba eredménye.
Mivel a baromfikolera gyors lefolydsu, nagy gazdasagi kart okoz6é megbetegedés (29, 105), a
megeldzés elsOrendli fontossagu.

Az eddig ismertetett két eset egyik tanulsiga, hogy a megeldzés (jarvanyvédelem)
sordn elkovetett hibdk felderitésével nagy veszteségek elozhetbek meg. Az alkalmazott
modszerek segitségével megkiillonboztethetévé tehetd az 1j torzs behurcoldsa a perzisztens
torzs altal okozott recidivatol. Perzisztencia esetén megfelelden széles korti mintavételezéssel
a rezervoar felderithetd, igy azonosithaté az a pont a jarvinyvédelmi intézkedések
folyamatdban, amely elégtelen volta lehetOvé teszi a torzs tartés fennmaraddsat.

Ha tehat a fenti két eset retrospektiv analizise helyett az elsd néhany jarvanykitorést
kovetden a jarvanyokbdl kitenyészett izoldtumok tipizaldsat rutinszeriien elvégzik, a
perzisztencia igazoldsdval az elsd esetben 6t, a masodikban akdr 12 jarvanyt is megel6zhetové
lehetett volna tenni. Ha a betegség okozta nagy veszteségeket figyelembe vessziik, a
vizsgdlatok komoly kart eldzhettek volna meg, igy alkalmazdsuk, meglehetésen magas

koltségiik ellenére is, koltséghatékony lett volna.

5.3. A harmadik baromfikolera jarvanysorozat

A jarvanysorozatbdl szarmaz6é mind a 19 izoldtum A buroktipusinak bizonyult. A
jarvanysorozat izoldtumai mind ERIC-PCR-rel mind a PFGE-vel megkiilonboztethetetlenek

voltak egymastdl (12. dbra).
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12. dbra: A harmadik jarvanysorozat izoldtumainak (V1-V35; a tobbi 14 izoldtum mint4zatai
mindkét mddszer esetén megkiillonboztethetetlenek voltak), a vizsgdlt négy jarvanytanilag
fliggetlen izolatumnak (outgroup) és az elsé (TKS, TK10) illetve a masodik (N1, N10, N15,
N16) jarvanysorozatbdl izolalt kiillonbozd torzseket reprezentdld izolatumnak az ERIC-PCR
és a PFGE mintdzatok egyiittes értékelésével késziilt torzsfdja. A keret a jarvanysorozatot
okoz6 torzsekbdl kialakult csoportot mutatja.

ERIC+PFGE
Vaccine case PFGE ERIC

mmmmmm
b/ L L VI A

jos
100

outgroup 2003  unknown goose
V5 2006  Nabrad goose
V1 2003  Komoro goose
Va4 2006  Szamosszeg goose
V2 2003  Nagyszekeres goose
outgroup 2006  Tétkomlés goose

V3 2006 Jankmaitis 00se
N1 1998  unknown turkey
TK10 2003  Turkeve goose
outgroup 2006  Sarkad goose

outgroup 2006  HajdUbészérmény duck

TKS 2002  Turkeve goose
N15 2001 Nyérzug turkey
N16 2001 Nyérzug turkey
N10 2001 Flzfas turkey

Erdekes, hogy a jarvanytanilag fiiggetlen kontroll torzsek koziil kettd szintén
megkiilonboztethetetlen volt a 19 jarvanysorozat alkotta rokonsdgi csoporttol (12. dbra). Ez
arra utalhat, hogy létezik egy a régiéban széles korben elterjedt virulens klén. Az els6 és a
masodik jarvdnysorozatot reprezentdlé torzsek és a madsik két jarvanytanilag fliggetlen
kontroll viszont vildgosan kiilonb6zott a harmadik jarvanysorozatot okozd torzstol.

A jarvanysorozat tehat, az el6z0 két esetben tapasztaltakhoz hasonldan, egy torzs
éveken keresztiill fenndlld perzisztencidjara volt visszavezethetd. Jelen harmadik eset
érdekessége, hogy a torzs a telepspecifikus (az egyik 2003-as izolatumbdl készitett) vakcina
rendszeres alkalmazdsa mellett maradt fenn az dllomdnyban. Bar a perzisztenciat igazoltuk,
adataink alapjan nem donthetd el pontosan, hogy a jarvanyok 2006. évi kidjuldsat mi okozta.
Lehetséges magyardzat, hogy valamilyen Gjonnan fellép0, szokatlan stressz érte az allatokat,
bar ez ellen sz6l az, hogy tobb telep is érintett volt, valamint hogy a jarvanyokat hénapokon
keresztiil sporadikus esetek kovették. Elképzelhetd, hogy a 2006-ban alkalmazott vakcina
nem volt megfeleld (példaul nem megfeleld tarolds miatt), illetve a vakcindzdsi protokoll
hib4ja is eldidézhette a betegség elterjedését.

A vizsgdlatok tanulsdga kettds. Egyrészt mindenképpen sziikséges a vakcina és a
vakcindzdsi protokoll ellendrzése, hiszen az adott torzs ellen addig jol védd vakcina

hatékonysagat vesztette. Masrészt talan még fontosabb a tartés fennmaradast eldsegitd
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tényezOk és a fennmaradds helyének (tiinetmentes dllatok, 6lak berendezési targyai, telepi
ragcsalok vagy mas allatok) felderitése. Hasonléan az el6zd esethez, itt is fontos adat lenne a
telepek kozotti terjedés moédjanak kideritése. Egy valdszinl terjesztd kozeg lehet a libak
tépését végzd brigdd, az 6 szerepiikre utal az is, hogy a jarvanyok kitdrésének sorrendje
kovette a tépOcsapat teleprdl telepre haladdsat.

Hasonlo, a vakcina védo hatdsanak csokkenésének hatterében allé okokat a torzsek
rokonsagi viszonyainak vizsgdlatdnak utjdn kutat6 tanulmdnyok inkdbb virusok okozta
betegségek esetében ismertek (33, 79, 96, 109). Baktériumok okozta betegségek koziil a
pertussis (104, 165) és az erysipeloid (48, 73), valamint a szarvasmarha Mycoplasma
mycoides ssp. mycoides (99) és Mannheimia haemolytica (182) okozta pneumonidja esetében
torténtek hasonl6 célu vizsgélatok.

P. multocida esetén is ismertek teljes genom RFLP-t illetve AFLP-t és RAPD-t
alkalmaz6 tanulmédnyok (lasd fentebb), amelyek vakcindzott baromfidllomdnyokbdl szairmazé
torzsek és vakcinatorzsek rokonsagat vizsgaljak, de ezek felmérd jellegli vizsgalatok, nem
pedig egy jarvanysorozat feldolgozdsabdl nyert adatok.

A vakcindci6 hatdstalannd valasanak lehetséges f6 okai i) dj torzs behurcolésa (57), ii)
€16 vakcina reverzidja (79, 96, 109, 182), vagy iii) a kérokozé vakcina miatti mikroevoliciéja
(104). Ezek teljesen eltérd ellenintézkedéseket kovetelnek, hiszen reverzié és mikroevolicié
esetén a vakcindzas protokolljdban kell keresniink a hibat, mig 0j torzs behurcoldsa esetében a
jarvanyvédelem hibdjaval éllunk szemben. A bemutatott eset és a fenti hivatkozdsok jol
demonstrdljdk az ujjlenyomat technikdk alkalmazhatésdgidt a beavatkozds mddjanak

megallapitdsa soran.

5.4. A Riemerella anatipestifer kimutaté PCR

A 16S rDNS szekvendldsdval azonositott 6t torzs mindegyike 99% egyezést mutatott a
génbanki R. anatipestifer 16S rDNS szekvencidkkal. Ezzel igazolddott az éltalunk
alkalmazott hagyomdnyos mddszer (biokémiai tesztek) alkalmassiga a R. anatipestifer
azonositasara.

A megtervezett primerpar (669AF-669AR; 5. tdbldzat) miikodése a kovetkezd PCR
elegyben volt optimélis: 50 pl végtérfogatban 1x PCR pufferben 2,5 mM MgCl,, 2mM dNTP
mix, 0,1 pg/ul BSA, 0,5-0,5 uM primerek, 1U/50 pl Taq polimerdz enzim (Fermentas). Az

optimalis PCR program pedig 94 °C-on 4 percig végzett kezdeti denaturaci6 utan 95°C 1 perc,
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55°C 1 perc, 72 °C 1 perc hoprofild 35 ciklusbol és az azt kovetd 72 °C 7 perc végsod
lanchosszabbitd 1épésbdl éllt. Ez az elegy és program az Osszes kiprébalt PCR késziiléken
megfeleléen mikodott.

A PCR az 0sszes tesztelt R. anatipestifer izolatummal a vart 546 bp nagysagu terméket
adta. A terméket hdrom egymadssal genetikailag rokon (ERIC-PCR és PFGE alapjén, 1asd fent)

izolatum kivételével az Mboll a vart méretii szakaszokra hasitotta (13. abra)

13. dbra: A R. anatipestifer-specifikus PCR Mboll hasitdsdnak eredménye. A marker (100 bp
1étra; Fermentas) mellett a hasitatlan PCR termék, a tobbi minta az Mboll-vel hasitott
termékek elektroforetikus képét mutatja.

546 bp

302 bp
236 bp

A PCR a heterolég kérokozokkal, koztikk a 16 kiilonbozd P. multocida szerotipust
reprezentdld referenciatdrzzsel minden esetben negativ eredményt adott. A szervmintakbdl a
PCR a tenyésztéssel megegyezd eredményt adott. Ezek alapjan felvetddik a mddszer
diagnosztikai alkalmazhatésdgdnak lehetOsége, azonban ennek tisztizdsdra tovabbi
vizsgélatok sziikségesek.

Mivel a kérokozd azonositdsa a hagyomdnyos tesztekkel nehézkes és néha nem
egyértelmii, a leirt mddszer pontosabb és gyorsabb lehetOséget adva a R. anatipestifer

azonositdsdra segiti a betegség diagnosztikdjat.

5.5. A Riemerella anatipestifer izolatumok vizsgalata

Az ERIC-PCR, a SERE-PCR és a BOX-PCR koziil az ERIC-PCR jdl kiértékelhetd
ujjlenyomatokat adott, mig a mdésik két PCR nem, igy utébbi kettd optimalizdldsat nem
folytattuk tovdbb. A 38 vizsgdlt izoldtum kozott ERIC-PCR-rel hat rokon csoportot, egy
hasonlé izolatumpart és 6t a csoportoktol fiiggetlen izoldtumot mutattunk ki (14. dbra), mig a
PFGE 6t rokonsdgi csoportba sorolt 0Osszesen 23 izoldtumot, kijelolt hiarom hasonld
izolatumpdrt, mig nyolc izolatumot csoportfiiggetlennek mutatott (15. dbra). A 43. szamu

izolatum esetén a PFGE sikertelen volt.
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14. dbra: A R. anatipestifer izoldtumok ERIC-PCR mintdzata alapjan késziilt torzsfdja. A
kiillonboz6é szinli keretek a kiillonbozé rokonsiagi csoportokat jelolik. Az Osszetartozéd
csoportokat azonos szinnel jeloltem a 14., 15. és 16. dbrdkon.
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15. dbra: A R. anatipestifer izolatumok PFGE (Smal) mintdzata alapjan késziilt torzsfdja. A
kiillonboz6é szinli keretek a kiillonbozé rokonsiagi csoportokat jelolik. Az 0Osszetartozd
csoportokat azonos szinnel jeloltem a 14., 15. és 16. dbrdkon. Az ovdlis piros keret a
bizonytalan, de valészinli csoportot jelzi.
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A 14. és 15. dbra Osszevetésével lathatd, hogy a két moddszerrel kapott rokonsagi
csoportok kozott vannak eltérések. Ez demonstrdlja, hogy mindig legaldbb két fiiggetlen

tipizdl6 modszer eredményének egyiittes vizsgalatat kell elvégezni ahhoz, hogy helytdlld
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kovetkeztetést vonhassunk le. Ennek eredményét a mindkét mddszer eredményeinek

figyelembe vételével késziilt torzsfa mutatja (16. dbra).

16. dbra: A R. anatipestifer izolatumok ERIC-PCR és PFGE mintdzatainak alapjan késziilt
torzsfdja. A kiillonbozd szinli keretek a kiilonboz0 rokonsdgi csoportokat jelolik. Az
Osszetartozd csoportokat azonos szinnel jeloltem a 14., 15. és 16. dbrdkon. Az ovdlis piros
keret a bizonytalan, de valdszinii csoportot jelzi.

Rigmarella PFGE ERIC12

Medykut
Kiskunmajsa

Mélykut

kerekegyhaza ()
Bacea
Kurfehértd
Mitykiit
Hunfehértd
Biharugra
Biharugra

Binarugra
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A csoportok az izoldlds helyét és idejét tekintve nem voltak homogének, tehat a
vizsgalt teriileten a R. anatipestifer szamos torzse van egyidejiileg jelen, és ezek a kiillonbozo

telepek kozott esetenként nagy tdvolsdgokra is terjedhetnek (17. dbra).

17. ébra: A kiillonbdz6 nagyobb rokonsdgi csoportokba tartozé R. anatipestifer izoldtumok
eloszlasa az izoldlas helye szerint. A kiillonboz6 szinl jelek a k6zos, ERIC-PCR és PFGE
mintdzatok figyelembe vételével késziilt (kompozit) dendrogramon lathaté csoportokat
reprezentaljak. A fekete keresztek a nagyobb csoportba nem sorolhaté izolatumokat (hasonlé
parok tagjai és fiiggetlen izolatumok) jelzik. A sirga foltok a megyeszékhelyek.

A kapott adatok szerint a R. anatipestifer tobb torzse lehet egyidejileg egy
allomanyban (illetve tobb, de egy jarvanytani egységet képezd dallomanyban). Hasonl6
eredményre jutottak szerotipizdldson alapulé tanulmanyok is (125). A R. anatipestifer
esetében tehat tobb, a vizsgdlt teriileten endémids klont taldltunk, amelyeknek a terjedéséért
kiillonbozé vadmadarak lehetnek feleldsek, ha figyelembe vessziik, hogy mekkora iddbeli és

térbeli tavolsdg van egyes rokonnak bizonyult izoldtumok kozott.
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6. Osszefoglalas

Jelen munkdban a modern molekularis epidemiolégia modszerek els6 alkalmazasardl
szdmolok be a hazai dllategészségligyi diagnosztikdban. Két fontos baromfikérokozé
baktérium, a Pasteurella multocida és a Riemerella anatipestifer vizsgalatat tiztiik ki célul
irodalombdl adaptalt €s sajat fejlesztésti modszerek segitségével.

Az izoldtumok azonositdsit PCR alapi mddszerekkel és rDNS szekvendldssal
erdsitettik meg, a R. anatipestifer azonositdsira alkalmas PCR mddszert dolgoztunk ki. Az
izolatumok genetikai rokonsdganak vizsgdlatdra kiilonb6z6 PCR-alapu (RAPD, rep-PCR)
tipizdl6 moédszereket és PFGE moddszert vezettiink be, a R. anatipestifer tipizéldsara szolgélé
PFGE mddszer sajat magunk dolgoztuk ki a P. multocida tipizéldsara alkalmas irodalmi
modszer felhasznédldsaval.

A modszerek segitségével harom baromfikolera jarvdnysorozatot dolgoztunk fel
retrospektiv  mddon, illetve felmértik a hazai, kelet-magyarorszagi R. anatipestifer
izolatumok genetikai diverzitdsat.

Igazoltuk, hogy a harom jarvanysorozat egy P. multocida torzs perzisztencidjara volt
visszavezethetd, a harmadik esetben a vakcina hatdstalansdganak okat is megvizsgaltuk. A
modszerek valds idoben (nem retrospektiv médon) torténd alkalmazasa kulcsinforméaciot
szolgéltathatott volna a jarvdnysorozat jelentds részének megel6zéséhez, igy a munka
bemutatja a mddszerek potencidlis hasznosithatésdgat az dllatorvosi diagnosztikdban. A R.
anatipestifer torzsekkel kapcsolatos eredmények alapjan a torzsek eloszldsa sem térben, sem
idében nem volt homogén, tehat a kérokoz6 endémids jelenlétét valoszintisitettiik.

A munka bemutatja a molekuldris tipizdl6 moddszerek alkalmazhatésigat az
allategészségiigyi diagnosztikdban, és modellként szolgdlhat tovédbbi allategészségiiggyel
kapcsolatos felhaszndldsi teriiletekhez. Igy példdul a mddszerek rendkiviil hasznos
informdcidkat szolgdltathatnak a zoondzist okozd, valamint a bioterrorizmus szempontjabol
fontos baktériumok elleni megel6z6/védekezd eszkozok kidolgozasdhoz is. Ezek koziil
kiemelt fontossdgiak az élelmiszer-biztonsdghoz kapcsolédd vizsgélatok, ahol a
bemutatottakhoz hasonléan a fertdzé€s forrdsanak azonositdsdban és terjedésének
felderitésében hasznosithatéak ezek a modszerek. (Egy ilyen, a leggyakoribb Salmonella
szerovariansok és a termotolerans Camyplobacter fajok farmtdl a fogyasztéig torténd nyomon

kovetésére irdnyulé modellvizsgdlat jelenleg is folyik.)
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8. Targyszok

Molekuldris epidemioldgia; Rep-PCR; Pulzdlé mezejii gélelektroforézis; Pasteurella

multocida; Riemerella anatipestifer; Baromfikolera

9. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Kiss Istvan témavezetomnek, aki a molekularis tipizalds allatorvosi
diagnosztikdba valé alkalmazdsara irdnyitotta a figyelmemet és mindvégig inspirdlt és
tdmogatott jelen és szdmos mds munka sorén.

Koszonom Rendesné Székely Evanak, Szedldk Erzsébetnek és Incze Attilinak a kivald
technikai segitséget és a mindig viddm munkahelyi hangulatot, Dr. Bistydk Andrednak,
Tiindének és a Baromfiosztdly tobbi dolgozdjanak a Pasteurella multocida izolatumok
biztositasat, illetve Turcsdnyi Ibolydnak és a Bakteriologiai Osztdly minden dolgozéjanak az
izoldtumok azonositdsdban nydjtott segitséget. Kszondm a volt Debreceni Allategészségiigyi
Intézet minden dolgozdjdnak, hogy baratsdggal fogadtak, és ha sziikség volt rd, mindenben
segitettek.

Ko6szonom Dr. Magyar Tibornak az ismert buroktipusd P. multocida torzseket. K6szonom
Toldy Tiindének a Riemerella anatipestifer izolatumok gyiijtésében nyujtott segitséget.
Koszonettel tartozom belsé témavezetOmnek Prof. Dr. Gergely Lajosnak, aki lehetdvé tette,
hogy az Orvosi Mikrobiolégiai Intézet dolgozéjaként a volt Debreceni Allategészségiigyi
Intézetben is dolgozhassak és mindvégig tdimogatott a munka sordn.

Koszondm az Intézet, és kiilondsen a Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratérium minden
dolgozéjanak, hogy segitettek abban, hogy sok mas teenddm mellett elkésziilhessen a
dolgozatom.

Kiilon koszonet illeti kollegdimat, Dr. Szarka Krisztindt, Dr. Majoros Laszl6t, Miszti Cecilidt
és Dr. Farkas Tibort, akik sok hasznos tanaccsal lattak el.

Végezetiil koszonom Dr. Szarka Krisztindnak, Dr. Majoros Ldaszlonak és Dr. Noégrady

Noéminek, hogy a dolgozat elkésziilését kritikai megjegyzéseikkel segitették.
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10. Fiiggelék
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