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Bevezetés

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

Erre a célra szolgdld tipizalé modszereket (szerotipizalds, fagtipizaldas) mar régoéta
alkalmaznak mind az orvosi mind az 4llatorvosi diagnosztikdban, ezek azonban szdmos
szitudciéban (példaul egy szerotipusba tartozé izolatumok esetén, vagy ha a koérokozéd
szeroldgiailag egységes) nem adnak kielégitd eredményt. Emiatt sziikség van modern, nagy
felbontdsd, molekuldris (DNS-) alapd tipizdlé6 mddszerekre, amelyek lehetdvé teszik a
jarvanytani kapcsolatok pontos elemzését gyakorlatilag minden kérokozé mikroba esetén.

A molekuldris tipizdl6 médszerek alkalmazasaval lehetdség nyilik a fert6zoforrasok
hatékony felderitésére, jarvanyok korai felismerésére és a fertézések pontos nyomon
kovetésére, tehdt alkalmazasukkal javithaté az orvosi, allatorvosi munka hatékonysaga,
javulnak a megeldzés lehetdségei, és esetenként jelentds koltségek takarithaték meg.

A hazai gyakorlatban ezek a technikdk a humadnpatogének diagnosztikdjaban
meghonosodtak, bar nem véltak még szdmos laboratériumban elérhetd rutin médszerekké, a
hazai éllatorvosi diagnosztikaban azonban eddig a molekularis tipizdl6 mddszereket alig vagy
egyaltalan nem alkalmaztdk a baktériumok vonatkozdsiaban. A baktériumok tipizdldsdnak
standard moédszere, a pulzdlé mezejii gél elektroforézis (PFGE) csak nagyon nehezen volt
elérhetd az allategészségiigyi €s az élelmiszeregészségiigyi diagnosztika szdmara. Jelen
munka beszdmol a mdédszerek bevezetésérdl a hazai dllatorvosi diagnosztikai gyakorlatba, és
bemutatja alkalmazhatdsdgukat két fontos baromfipatogén baktérium, a Pasteurella multocida

és a Riemerella anatipestifer laboratériumi diagnosztikdjaban.



Célkitiuzések

1. Baromfikolera jarvanyokbdl izolalt Pasteurella multocida torzsek Osszehasonlitdsa

PFGE és rep-PCR segitségével, retrospektiv jarvanytani nyomozas céljabél.

2. Riemerella anatipestifer specifikus kimutatdsidra alkalmas PCR kidolgozdsa a faj

pontos azonositdsa érdekében.

3. R. anatipestifer tipizalasara alkalmas PFGE protokoll kidolgozdsa és alkalmazdsa

hazai R. anatipestifer torzsek jellemzésére.



Anyagok és modszerek
Izolatumok

A munka sordn a volt Debreceni Allategészségiigyi Intézet és az Avilab Kft. P.
multocida torzsgyljteményében taldlhatd izolatumokat vizsgéltunk. Minden izolatum
moribund vagy elpusztult allatok szerveibdl szdrmazott, tenyésztésiikk és azonositdsuk a
megfeleld protokollok szerint tortént. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat standard
korongdiffiziés médszerrel végeztiikk. Az izoldtumokat a vizsgdlatok elvégzéséig liofilizalt
forméban vagy -80 °C-on taroltuk. Osszesen hdrom visszatérd jarvanysorozatot vizsgaltunk.

Az els6 jarvdnysorozat 6sszesen Ot tulajdonos egy délkelet-magyarorszagi telepiilésen
tartott lddallomanyaiban zajlott, 2001 €s 2003 kozott. A tulajdonosok koziil kettd (B és E) cég,
hdrom maganszemély volt. Osszesen legaldbb 12 jarvanybdl szarmazé 16 izolatumot
vizsgaltunk. A jarvdnyok nagy része (8 jarvany) az egyik cég (B) dllomanydban zajlott, a
tobbi tulajdonos dllomanyaban csak egyetlen (C, D, E), illetve egy esetben két (A) jarvany
zajlott.

A mésodik jarvdnysorozat egy kelet-magyarorszdgi nagyiizemi termeld kiilonbozo,
altalaban egymastdl tavol (akar tobb 10 km tdvolsdgra) elhelyezkedd pulykatelepein zajlott,
1998 és 2003 kozott. Az édllatokat mindegyik telepre ugyanabbdl a keltetobdl telepitették, a
telepek kozott dllatmozgds nem tortént. Osszesen hat telep (A-F) volt érintett, legaldbb 18
jarvanybdl osszesen 27 izolatum tipizalasat végeztiik el.

A harmadik jarvanysorozat egy kelet-magyarorszagi nagyiizemi lidteny€sztd cég
egymdstol foldrajzilag tdvol elhelyezkedd alloményaiban zajlott, két nagyobb részletben. Az
elsé jarvanyok 2003-ban zajlottak, ebbdl a jarvanysorozatbél mindossze kettd, kiillonbozo
teleprdl szarmazd izolatum allt rendelkezésre. A jarvanyok visszatérésének megel6zésére
inaktivalt telepspecifikus vakcinat allittattak eld, amely a teleprdl izolalt torzs mellett két
Magyarorszagon elterjedt P. multocida torzs elleni komponenst is tartalmazott. A vakcina
alkalmazasa mellett a jarvanyok abbamaradtak, és egészen 2006-ig nem tort ki baromfikolera
jarvany. 2006-ban viszont véltozatlan vakcina és vakcindzdsi protokoll mellett silyos, nagy
veszteségeket okozd jarvanyok tortek ki a cég kiilonbozd telepein egymdst kovetden. Bar a
jarvanyok 2006 6szén megsziintek, sporadikus baromfikolera miatti elhullisok még 2006
végén is eléfordultak. Osszesen 19, ezekbdl a jarvanyokbdl szarmazé, valamint négy

jarvanytanilag fiiggetlen (foldrajzilag tdvol tartott dllomanybdl szdrmazd) izoldtumot
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vizsgéltunk meg. Emellett az el6z6 két esetbdl szdrmazo torzsekkel is dsszehasonlitottuk az
izoldtumokat.

A munka sordn a P. multocida izoldtumok mellett a volt Debreceni Allategészségiigyi
Intézet és az Avilab Kft. R. anatipestifer torzsgylijteményében taldlhaté izoldtumokat
vizsgéltunk. Az izolatumok kiilonbozd tiszantili és Duna-Tisza kozi kacsa- és
lidélloméanyokbdl szdrmaztak, az allomanyokbdl helyszinen gy(ijtdtt mintakbdl, moribund
vagy elpusztult éllatok szerveibdl illetve a volt Intézetbe bekiildott allatok szerveibdl
szdrmaztak, tenyésztésiik és azonositdsuk a megfeleld protokollok szerint tortént. Osszesen 38

torzset vizsgaltunk meg.

Moédszerek

A munka sordn species- illetve szerocsoport-specifikus PCR-kat, PCR-alapu tipizal6
eljarasokat és pulzdlé mezeju gélelektroforézist alkalmaztunk.

A bakteridlis genomi DNS-t hokezeléssel illetve Chelex-100 gyanta (Bio-Rad)
segitségével tisztitottuk. A hdkezeléses tisztitdshoz a 24 6rés tiszta levestenyészetbdl (agy-
sziv kivonat leves) egy kacsnyit desztillalt vizben vagy TE-pufferben (100 mM Tris, 10 mM
EDTA) felszuszpendaltunk, 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 mintdkbdl a DNS-t homogenizalds utdn szintén Chelex-100 gyanta alkalmazdsaval
tisztitottuk.

A P. multocida fajhoz tartozast és a buroktipust egy irodalomban leirt multiplex PCR
segitségével hataroztuk meg (Townsend €s mtsai, J Clin Microbiol. 2001;39(3):924-9). A R.
anatipestifer azonositasara egy uj PCR-t dolgoztunk ki. A rendelkezésre all6 R. anatipestifer
izolatumok koziil 6t6t 16S rDNS szekvencia alapjdn pontosan azonositottunk, hogy a
biokémiai azonositds eredményét megerdsitsiik. A génbankban (www.ncbi.nih.gov) in silico
tesztelés utdn nem taldltunk kellden specifikus primerpart tervezésére alkalmas szekvencidt,
ezért az izolditumok bélbaktériumokra jellemz6é repetitiv intergénikus konszenzus
szekvencidkon alapulé (ERIC) -PCR ujjlenyomatiban egy kb. 700 bp hosszii kozos
fragmentumot 6t kiilonb6z6 ERIC-PCR ujjlenyomatot reprezentdlé ot izoldtum esetén
megszekvenaltattunk (Biomi Kft., Godolld). A kapott szekvencidkbol késziilt 669 bp hosszi

konszenzus szekvencidt hasznédltuk a primerek tervezéséhez. A megtervezett primerpar



(669AF: 5’-TTACCGACTGATTGCCTTCTAG-3’

-669AR: 5’-AGAGGAAGACCGAGGACATC-3’) alkalmazisdval optimalizaltuk a PCR
elegy Osszetételét. A PCR reprodukdlhatésiagédnak tesztelését tobb kiilonbozé PCR
késziilékben (Perkin-Elmer DNA Thermal Cycler; Bio-Rad GeneCycler; Bio-Rad MyCycler;
Bio-Rad ICycler) végeztiik, illetve egy masik PCR diagnosztikai laboratériumban, a volt
Orszagos Allategészségiigyi Intézet Bakteriolégia Osztalyan végezték. A médszer specifitdsat
38 R. anatipestifer izoldtumon és néhany heterolég baromfibdl izoldlhaté kérokozon
(Mycoplasma synoviae, M. meleagridis, M. gallisepticum, M. iowae, Ornithobacterium
rhinotracheale, Bordetella avium, Haemophilus paragallinarum, Escherichia coli,
Salmonella Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Virchow, csirke fert6zd bronchitis
virus, P. multocida) végeztiik. A f6 diagnosztikai problémat jelentd P. multocida esetén a 16
Heddleston-szerotipust reprezentald teszttorzsek mindegyikével elvégeztiik a tesztelést. Bar a
PCR kidolgozdsdval eredeti célunk a R. anatipestifer gyakran nehézkes hagyomdnyos
azonositasanak kivéltdsa volt, a médszert 13 Riemerella fertdzésre gyanus allatb6l szdrmazo
klinikai mintan (tiid6-1égcsé kompozit mintdk, agyburok mintak, orrmellékiireg mintak és egy
orrtampon minta) is elvégeztiik.

A P. multocida esetén az izoldtumok tipizdldsdra egyrészt ERIC-PCR-t valamint az
elsd jarvanysorozat vizsgalatakor random amplifikalt polimorf DNS (RAPD) mddszert,
masrészt pulzdlé mezejii gélelektroforézist (PFGE) alkalmaztunk. Mindegyik modszert
irodalmi protokollok alapjan (Amonsin és mtsai. J Clin Microbiol. 2002;40(8):3025-31.;
Chaslus-Dancla és mtsai. Vet Microbiol. 1996;52(1-2):91-102.; Lainson és mtsai. J Clin
Microbiol. 2002;40(2):588-93.) végeztiik. R. anatipestifer tipizdlasira ERIC-PCR-t,
Salmonella Enteritidis repetitiv elem (SERE)-PCR-t és BOX-PCR-t, valamint PFGE-t
adaptaltunk és alkalmaztunk, a R. anatipestifer PFGE soran Smal enzimmel (Promega)
emésztettiink.

A kapott repetitiv elem alapi PCR, RAPD és PFGE mintdzatokat a Fingerprinting II
szoftver (Bio-Rad) segitségével elemeztilkk. A hasonldsdgok leirdsara a Dice koefficienst, a
csoportanalizisre az UPGMA mddszert alkalmaztuk. Mindegyik esetben elvégeztik a

kiilonb6z6 mddszerek eredményeinek egyiittes értékelését lehetdvé tevd kompozit analizist is.



Eredmények és kovetkeztetések

Az elsé baromfikolera jarvanysorozat

A tizenhat izolatum mindegyike A buroktipusba tartozé P. multocida-nak bizonyult.
Mindegyik izoldtum érzékeny volt penicillinre, ceftiofurra, trimethoprim+sulfamethoxazol-ra,
neomycinre és fluorokinolonokra, rezisztens volt nalidixsavra és tetraciklinekre. A buroktipus
meghatdrozasa illetve a rezisztenciakép alapjdn tehdt nem tudtuk elkiiloniteni a torzseket
egymastol. A RAPD alapjan a B tulajdonos allomanyabdl szarmazé izolatumok a 2. szamu
izolatum kivételével teljesen egyforma mintdzatot mutattak, amely megegyezett a C
tulajdonos dllomanyabdl szarmazé 3. szdmu izoldtuméval. Ugyancsak egyformék voltak az 1.,
4., 5. és 6. szamu, A, D és E tulajdonosok allomanyabdl szarmazé izolatumok mintdzatai.
Hasonl6 eredményt kaptunk ERIC-PCR és PFGE alkalmazasaval, bar a PEGE mddszerrel a 2.
szdmu izoldtum mintdzata is a B tulajdonos dllomanyab6l szdrmazé tobbi izoldtum
mintdzatdhoz volt hasonld.

A molekularis tipizalas segitségével tehdt két nagy rokon csoportot lehetett
megkiilonboztetni. Az els6be az dsszes B tulajdonos dlloményabdl szdrmaz6 izolatum és a C
tulajdonos dllomanydbdl szarmaz6 egyetlen izoldtum tartozott. A masik nagy rokon csoportba
a masik harom tulajdonos dlloményaibdl izolélt Pasteurelldk tartoznak.

Az eredmények alapjan retrospektive a kovetkezd jarvanytani kapcsolatrendszert
valészintsitettiik. A teriileten két kiilonb6zé A buroktipusu P. multocida torzs okozott
jarvanyokat. Az egyik az A tulajdonos allomanydban 2001-t61 2002-ig fennmaradva, 2002-
ben tjabb jarvanyt okozott, majd atterjedt D és E tulajdonosok 4dllomdnyaira. A masik térzs B
és C tulajdonosok alloményai kozott terjedhetett, és B tulajdonos dllomdnyaban tartésan
fennmaradva tobbszor is jarvanyt okozott. Mivel az allomanyok k6zott tudomasunk szerint
nem volt allatmozgds, a transzmisszié emberi kozvetitéssel vagy vadallatok segitségével

valésulhatott meg.

A masodik baromfikolera jarvanysorozat

Az els6 harom izolatum és az F jelu teleprol szarmazé Osszesen két izolditum A
buroktipusinak, mig a tobbi 22 izolitum F buroktipusunak bizonyult. Az ERIC-PCR és a
PFGE alapjan harom rokonsdgi csoportot mutattunk ki. Az egyikbe az els6 hdrom (A

buroktipustd, 1998-bdl szarmazd) izoldtum tartozott, a masodikba az F jeli telepen 2001-ben



kitort két jarvanybol szdrmazé két (A buroktipusi) izoldtum, a harmadikba pedig a 2000 és
2003 kozott izolalt 6sszes tobbi (F buroktipusi) izolatum.

Az eredmények alapjan az 1998-as jarvanyokat kdvetden egy 1j, 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 kdzos rezervodarban (rezervoarokban)
tartésan fennmaradt, a telepeket ebbdl a rezervoar(ok)bdl érhette el. A fertézést a rezervodar és
az dllomanyok kozott kozvetithette takarmény vagy a szallitéjarmiivek szennyezett belseje. A
vadallatok kozvetitd szerepe a jarvanyok nagy térbeli €s idobeli tdvolsiga miatt nem
valészinti. A hatodik telepen (F) egymassal rokon, de nem azonos torzs okozott két egymast
kovetd jarvanyt, amelyek az 1998-as torzstdl is kiilonboztek. Utdbbi telepet az F buroktipusi
torzs nem érte el.

Az  izoldtumok  mindegyike  érzékeny  volt  penicillinre,  ceftiofurra,
trimethoprim-+sulfamethoxazol-ra, tertaciklinekre, és rezisztens neomycinre és nalidixsavra.
Az els6 nyolc izolatum, valamint az F teleprdl szarmazé 15 és 16 szamu két izoldtum
fluorokinolonokra érzékeny volt, a tobbi (9-14 és 17-27) izolatum pedig rezisztens. Mivel a
fentiek alapjadn egyazon torzshoz tartozé genetikailag rokon izoldtumokrél van szd, a
fluorokinolon rezisztencia kialakuldsét figyeltiik meg a torzsben.

Az eddig ismertetett két eset egyik tanulsiga, hogy a megeldzés (jarvanyvédelem)
sordn elkovetett hibak felderitésével nagy veszteségek el6zhetéek meg. Az alkalmazott
moédszerek segitségével megkiilonboztethetové tehetd az 1dj torzs behurcoldsa a perzisztens
torzs altal okozott recidivatdl. Perzisztencia esetén megfelelden széles korti mintavételezéssel
a rezervoar felderithetd, igy azonosithaté az a pont a jarvdnyvédelmi intézkedések
folyamatédban, amely elégtelen volta lehetdvé teszi a torzs tarts fennmaradasét.

Ha tehat a fenti két eset retrospektiv analizise helyett az elsé néhany jarvanykitorést
kovetéen a jarvanyokbdl kitenyészett izolatumok tipizdlasat rutinszerien elvégzik, a
perzisztencia igazoldsdval az els6 esetben 6t, a masodikban akar 12 jarvanyt is megel6zhetdvé
lehetett volna tenni. Ha a betegség okozta nagy veszteségeket figyelembe vesszik, a
vizsgélatok komoly kért eldzhettek volna meg, igy alkalmazdsuk, meglehetdsen magas

koltségiik ellenére is, koltséghatékony lett volna.

A harmadik baromfikolera jarvanysorozat

A jarvanysorozatbdl szdrmaz6 mind a 19 izoldtum A buroktipusinak bizonyult. A

jarvanysorozat izolatumai mind ERIC-PCR-rel mind a PFGE-vel megkiilonboztethetetlenek



voltak egymdstSl. Erdekes, hogy a jarvanytanilag fiiggetlen kontroll torzsek koziil kettd
szintén megkiilonboztethetetlen volt a 19 jarvanysorozat alkotta rokonsagi csoporttdl. Ez arra
utalhat, hogy létezik egy a régidban széles korben elterjedt virulens klén. Az elsé és a
maésodik jarvanysorozatot reprezentdlé torzsek és a madsik két jarvanytanilag fiiggetlen

kontroll viszont vildgosan kiilonb6zott a harmadik jarvanysorozatot okozo torzstol.

A harmadik jarvanysorozat egyes izoldtumainak (V1-V5; a tobbi 14 izoldtum mintazatai
mindkét mddszer esetén megkiilonboztethetetlenek voltak), a vizsgdlt négy jarvanytanilag
fiiggetlen izolatumnak (outgroup) és az elsd (TKS, TK10) illetve a méasodik (N1, N10, N15,
N16) jarvanysorozatbdl izoldlt kiilonb6z6 torzseket reprezentdld izolatumnak az ERIC-PCR
és a PFGE mintazatok egyiittes érté€kelésével késziilt torzsfaja.

Ezo-pacs

Vageine pase PFGE ERIC

2003  unknown goose

2006  Nabrad goose

2003 Komoro goose

2008  Szamosszeg goose

2003  Nagyszekeres goose

A outgroup 2006 Totkomlds goose

- v3 2006 Jankmatis goose

N1 1988  unknown turkey

TK1Q 2003 Tdarkeve goose

itgroup 2008 Sarkad goose
outgroup 2006  Hajduboszormeény duck

TKS 2002 Torkeve goose
N15 2001 Nyarzug turkey
N18 2001  Nydrzug turkey
N10 2001 Fozfas turkey

A jarvanysorozat tehét, az el6z0 két esetben tapasztaltakhoz hasonldan, egy torzs
éveken keresztiil fenndll6 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 4dllomdnyban. Bar a perzisztencidt igazoltuk,
adataink alapjan nem donthetd el pontosan, hogy a jarvanyok 2006. évi kidjuldsat mi okozta.
Lehetséges magyardzat, hogy valamilyen djonnan fellépd, szokatlan stressz érte az allatokat,
bér ez ellen szdl 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 vakcinazdsi protokoll
hib4ja is eldidézhette a betegség elterjedését.

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

hatékonysagit vesztette. M4srészt taldn még fontosabb a tartés fennmaraddst eldsegitd



tényezok és a fennmaradds helyének (tiinetmentes édllatok, 6lak berendezési targyai, telepi
ragcsalok vagy mas éllatok) felderitése. Hasonl6an az el6z6 esethez, itt is fontos adat lenne a
telepek kozotti terjedés mddjanak kideritése. Egy valdszinl terjesztdé kozeg lehet a libak
tépését végzd brigdd, az O szerepiikre utal az is, hogy a jarvanyok kitorésének sorrendje

kovette a tépdcsapat teleprdl telepre haladasat.

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 A4ltalunk
alkalmazott hagyomanyos moédszer (biokémiai tesztek) alkalmassdga a R. anatipestifer
azonositdsara.

A megtervezett primerpar (669AF-669AR, 14sd fentebb) miikddése a kovetkezé6 PCR
elegyben volt optimdlis: 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
optimélis PCR program pedig 94 °C-on 4 percig végzett kezdeti denaturdcié utdn 95°C 1 perc,
55°C 1 perc, 72 °C 1 perc héprofila 35 ciklusbdl és az azt kovetd 72 °C 7 perc végsod
lanchosszabbit6 1€pésbdl allt. Ez az elegy és program az Osszes kiprébalt PCR késziiléken
megfeleléen mikodott.

A PCR az 0sszes tesztelt R. anatipestifer izoldtummal a vart 546 bp nagysdgu terméket
adta, mig heterolég korokozokkal, koztik a 16 kiilonbozé P. multocida szerotipust
reprezentdlé referenciatorzzsel minden esetben negativ eredményt adott. A szervmintdkbdl a
PCR eredménye a tenyésztéssel megegyezd volt. Ezek alapjan felvetddik a mddszer
diagnosztikai alkalmazhatésidgdnak lehetésége, azonban ennek tisztdzdsdra tovabbi
vizsgélatok sziikségesek.

Mivel a koérokozé azonositdsa a hagyomanyos tesztekkel nehézkes és néha nem
egyértelmli, a lefrt mddszer pontosabb és gyorsabb lehetdséget adva a R. anatipestifer

azonositasara segiti a betegség diagnosztikajat.

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 masik két PCR nem, igy utébbi kettd optimalizdldsat nem

folytattuk tovabb.



A 38 vizsgalt izolatum kozott ERIC-PCR-rel hat rokon csoportot, egy hasonl6
izolatumpdrt €s 6t a csoportoktdl fiiggetlen izoldtumot mutattunk ki, mig a PFGE 6t rokonsagi
csoportba sorolt Osszesen 23 izoldtumot, kijelolt hdrom hasonl6 izolatumpdart, mig nyolc
izolatumot csoportfiiggetlennek mutatott. A csoportok az izoldlds helyét és idejét tekintve
nem voltak homogének, tehdt a vizsgdlt teriilleten a R. anatipestifer szamos torzse van
egyidejiileg jelen, és ezek a kiilonbozd telepek kozott esetenként nagy tdvolsdgokra is

terjedhetnek. Az endémids klonok terjedéséért leginkabb kiilonb6zd vadmadarak lehetnek

felelosek.
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Az eredmények osszefoglalasa

1. Igazoltuk, hogy mindhdrom jarvanysorozat egy-egy P. multocida torzs
perzisztencidjara volt visszavezethetd, a harmadik esetben a vakcina hatastalansdganak
okdt is megvizsgaltuk. A mddszerek valds id6ben (nem retrospektiv médon) torténd
alkalmazasa kulcsinformaciét szolgéltathatott volna a jarvanysorozat jelentds részének
megel6zéséhez, igy a munka bemutatja a médszerek potencidlis hasznosithatésagét az

allatorvosi diagnosztikdban.

2. A masodik jarvanyeset sordn igazoltuk, hogy a perzisztilé torzs masodlagosan

fluorokinolon rezisztenciat szerzett.

3. Egy kozos ERIC-PCR fragmentumbdl kiindulva R. anatipestifer specifikus PCR-t
dolgoztunk ki, optimalizdltunk és teszteltink. A moddszer pontosan azonositja a
baktériumot, elézetes eredményeink alapjadn alkalmas lehet a baktérium kiilonb6z6

mintakbdl valo kozvetlen kimutatasara is.

4. A P. multocida esetén alkalmazott mddszerekbdl kiindulva R. anatipestifer
tipizalasara alkalmas ERIC-PCR és PFGE mddszert allitottunk be. Ezek segitségével
felmérve Délkelet-Magyarorszagrol szarmazo izolatumok diverzitasat megéllapitottuk,
hogy a torzsek eloszldsa sem térben, sem idoben nem homogén, tehit a kdérokozé

endémids jelenlétét valdsziniisithetd.

5. A munka bemutatja a molekuldris tipizdl6 mddszerek alkalmazhatésdgat az
allategészségiigyi diagnosztikaban, és modellként szolgdlhat  tovabbi

allategészségiiggyel kapcsolatos felhasznélasi teriiletekhez.
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