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A Pasteurellaceae csalad egyes emléspatogén fajainak dsszehasonlito vizsgalata

A Pasteurellaceae csaldd szdmos tagja képes az embert és kiilonféle allatfajokat
megbetegiteni, ¢s alkalmanként jelent0s gazdasagi kartétellel jar6 megbetegedést okozni.
Vizsgalataink sordn a csalad harom, allategészségiigyi szempontbdl kiemelkedden fontos
fajanak, a Mannheimia (Pasteurella) haemolytica-nak, a Histophilus somni-nak (Haemophilus
somnus-nak) és az Actinobacillus pleuropneumoniae-nak az 6sszehasonlito vizsgalatat tliztiik
ki munkénk céljaként. A M. haemolytica torzsek kiilonféle kérddzo fajokban és minden koru
allatban tiidogyulladast, szoposbaranyban septikaemiat és anyajuhokban tégygyulladast
okoznak. A H. somni torzsek borjak tiidogyulladdsédban, throboembolids meningoence-
phalitisében vagy kosbaranyok mellékhere- és heregyulladasaban jatszanak kortani szerepet,
mig az A. pleuropneumoniae torzsek a sertések vérzéses-elhalasos tiidogyulladésat és fibrines
mellhartya-gyulladasat okozzak. Mindharom baktériumfaj jelen van az egészséges,
tiinetmentes allatok légutjainak vagy nemi utjainak nyalkahartyajan, feltételesen korokozok,
az altaluk okozott megbetegedés csak hajlamositdé koriilmények esetén alakul ki.

megbetegedést okoznak éllatokban.

Vizsgélataink kétiranytak voltak, vizsgaltuk a baktérium szénforras-hasznositason alapulo
anyagcsere-ujjlenyomatat és a teljes genom makrorestrikcios mintdzatat pulzald mezejl

gélelektroforézis (pulsed field gel electrophoresis: PFGE) segitségével.

A torzsek szénforras-hasznositd képességét a BIOLOG MICROSTATION™ ID SYSTEM (Biolog
Inc. Hayward, Kanada) rendszerével végeztiik el. A rendszer 96 lyuku lemezen (GN2/GP2
MICROPLATE™), egy negativ kontroll mellett vizsgalja 95-féle szénforras hasznositasat és az
eredmények alapjan anyagcsere-ujjlenyomatot készit a vizsgalt baktériumtorzsrél. A rendszert
sikeresen alkalmaztdk mas dallatorvosi patogén baktériumok jellemzésére, de a jelen
vizsgélatba vont baktériumfajok tulajdonsdgainak 0sszehasonlitasara még nem hasznaltak. A
—80°C-on tarolt baktériumtorzseket 10% juhvért tartalmazd egységesitett BIOLOG agarbol
vagy kazein-szdja agarbdl készitett csokolddéagar lemezekre oltottuk és a vizsgalt
baktériumfaj igényeinek megfelelden inkubdltuk. A tenyészetbdl készitett szuszpenzidbol, a
GN2 MICROPLATE™ 1 negativ kontrollt és 95-féle szénforrast vizmentes formaban tartalmazo
vajulataiba 150 pl-eket mértiink, majd a lemezeket 37°C-on inkubaltuk. Az inkubacios 1d6 16.

és 24. oOrdja kozott a MICROPLATE™ vidjulataiban kialakult szinelvaltozas meglétét vagy
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hianyat szemmel biraltuk el, majd a BIOLOG rendszerhez tartozd6 MicroLog3 (4.20.05)

szoftver adatlapjain torzsenként rogzitettiik az eredményeket.

A vizsgalt baktériumtorzseket hazai szarvasmarha-, juh-, kecske- és sertésallomanyokban
el6forduld megbetegedések kapcsan, klinikai tiineteket mutaté €16 allatokbol vagy jellegzetes
klinikai tiineteket kdvetden elhullott allatok szerveibdl izolaltuk. Osszehasonlitasi célbol a

mindharom vizsgalt baktériumfaj esetében tipustorzseket is bevontunk a vizsgalatba.

Szénforras-hasznositas vizsgalata

H. somni

Osszesen 100 H. somni torzs, ezen beliil 60 szarvasmarha-eredeti, 27 juhbdl szarmazo, 11
kecskébol izolalt és 2 tipustdrzs szénforrds-hasznositasat vizsgaltuk. A BIOLOG
MICROSTATION™ ID SYSTEM a vizsgalt torzsek 83%-at fajszinten azonositotta, 56%-ban a H.
somni-t jelolte meg legvaldszinlibb fajként, a torzsek tovabbi 21%-4t masodik legvaldsziniibb
fajként azonositotta, mig 6%-ban a harmadik helyen vagy ennél hatrébb helyezte el a rendszer
a baktériumot. A vizsgalatokba vont ATCC-43625 és ATCC-700025 szama H. somni
tipustorzseket a rendszer 100%-o0s valoszinliséggel, fajszinten azonositotta. A fennmaradé 17
baktériumtdrzset (17%) 8 esetben (8%) genus-szinten azonositotta a rendszer, mig tovabbi 8
torzset (8%) nem ismert fel, de a H. somni-t adta meg a legvalosziniibb torzsek listdjan az elsé
(5%) vagy masodik (3%) helyen. A torzsek 1%-anak szénforras-hasznositdsi mintazata
alapjan a rendszer nem jelolte meg a H. somni-t a lehetséges torzsek listdjan. Az anyagcsere-
ujjlenyomat vizsgalatok sordn, a 100 H. somni torzs Osszesen 40-féle szénforras
hasznositasara volt képes, amelyek koziil 16-ot a térzsek tobb mint 50%-a tudott
metabolizalni, mig 55 szénforrast a térzsek egyike sem volt képes hasznositani. A torzsek
100%-a tudta hasznositani a dextrint és az a-D-gliikdzt, mig az N-acetil-gliikozamint, a D-
fruktézt, a D-mannitot, a D-szorbitot és a turandzt a torzsek legalabb 90%-a volt képes
metabolizalni. A szarvasmarha 1€gzdszervi eredeti 40 H. somni torzs 28 kiilonbozd
szénforrast tudott hasznositani. A dextrint és az a-D-gliikdzt ebben a csoportban is torzsek
100% bontotta, a tobbi szénforrast hasznositani képes térzsek ardnya azonban nem haladta
meg a 90%-ot. A nem hasznosithatd szénforrdsok szdma ebben a csoportban 67 volt. A
szarvasmarha hiively eredetli H. somni torzsek 35-féle szénforrast metabolizaltak, amelyek

koziil a dextrint, a D-fruktozt, az a-D-gliikozt, a D-mannitot, a D-szorbitot és a D, L-tejsavat,



azaz Osszesen 6 szénforrdst a torzsek 100%-a hasznositott. A juh genitalis eredeti torzsek
100%-a négy (dextrin, a-D-gliikdz, mannodz, turandz), mig a torzsek 90%-a az eldbbieken
kiviil tovabbi négy (N-acetil-glilkozamin, D-mannit, D-szorbit, a-keto-vajsav) szénforrast
metabolizalt. A csoportba tartozd torzsek altal hasznositott 32 kiilonbozd szénforras koziil
kilencet a torzsek legfeljebb 10%-a hasznositotta. A 11 kecske eredetli H. somni torzs 22
kiilonb6z6 szénforrds hasznositasara volt képes, ebbdl a dextrint, az N-acetil-D-gliikdzamint,
a D-cellobiozt, a D-fruktozt, az a-D-gliikdzt, a D-mannitot, a D-mannézt, a D-szorbitot, a
turanozt, az a-keto-vajsavat, a D, L-tejsavat és a D-gliik6z-6-foszfatot a térzsek 100%-a, mig

a D-trehalozt 90%-uk metabolizalta.

M. haemolytica

Osszesen 56, 15 szarvasmarhabél izolalt, 40 juhbol szarmazé és egy sertéseredetii M.
haemolytica torzs keriilt vizsgéalatra. A M. haemolytica torzsek 51 szénforrast tudtak
hasznositani, 5 szénforrast (dextrin, D-fruktdz, a-D-gliik6z, D-szorbit, szachardz) valamennyi
torzs fel tudott hasznalni, 13 tovabbi szénforrast (N-acetil D-gliikozamin, D-cellobioz, D-
galakt6z, D-mannit, D-pszikéz, D-raffindz, turanose, pirosz6ldsav metilészter, a-ketovajsav,
inozin, uridin, timidin, D,L,a-glicerolfoszfat), a torzsek 90%-a hasznositott, igy a metabolikus
ujjlenyomat-technika is igazolta a M. haemolytica torzsek egységességét. A kiilonbozo
allatfajokbol izolalt M. haemolytica torzsek kozott a szénforras-hasznositds alapjan nem

tudtunk kiilonbséget tenni.

A. pleuropneumoniae

A részletes anyagcsereprofil-vizsgalatokba 73 A. pleuropneumoniae torzset vontunk be,
valamennyi sertés tlidogyulladasabol szarmazott. A vizsgalt A. pleuropneumoniae térzsek 61
szénforrast tudtak hasznositani, 34 szénforrast egy torzs sem tudott felhaszndlni. Az A.
pleuropneumoniae térzsek meglehetdsen egységesnek mutatkoztak az anyagcsere-
ujjlenyomat vizsgéalata soran, 20 olyan szénforras volt, a melyet valamennyi torzsiink
hasznositani tudott, igy valamennyi torzs felhasznalta a dextrint, az L-arabinozt, a D-
cellobidzt, a D-fruktdzt, a D-galaktozt, az a-D-gliikozt, az a-D-laktozt, a laktulozt, a maltozt,
a D-mannitot, a D-manno6zt, a D-pszikézt, a D-raffin6zt, a D-szorbitot, a szacharozt, a
hangyasavat, a D,L-tejsavat, az inozint, az uridint és a timidint. Tovabbi 11 szénforrast
hasznositott legalabb a torzsek 90%-a. A szénforras-hasznositds €és az 4. pleuropneumoniae

biotipusai kdzott nem mutatkozott 6sszefiiggés.



A genom makrorestrikciés mintazatanak vizsgalata

Histophilus somni esetében a korabbi jelentésekben irtak alapjan a PFGE bedllitasdhoz 12,
rDSN szekvenalassal Gjraazonositott izolatumot hasznaltunk. A dugokészités és a sejtlizis
optimalizaldsa utan a Smal enzimet alkalmaztuk, de ezzel az izolatumok egy része nem volt
tipizalhato. A kiprobalt Xmal izoskizomer nem bizonyult j6 megoldasnak, mert az emésztés
hatasfoka valtozatos volt, igy a kapott mintazatok nem voltak reprodukalhatoak. Emiatt egy
masik izoskizomer, a Cfr91 (Fermentas) alkalmazasara tértiink at, illetve parhuzamosan mas
szekvenciakat felismerd restrikcios enzimeket (Spel, Sall) is kiprébaltunk. (A felismert
szekvencia alapjan alkalmazhaténak tiind Apal és Notl enzimekrél mar kordbban
a Spel enzim volt a legalkalmasabb, de az 4. pleuropneumoniae esetén tapasztalthoz hasonld
okobdl, végiil a Smal és a vele ekvivalens mintazatokat ado Cfr91 enzmel kapott mintazatokat

tekintettiik az elemzés alapjanak.

Osszesen 98 hazai izolatum és 2 tipustdrzs esetében végeztiik el a vizsgalatokat, ezek koziil
18 nem volt tipizalhatdo Smal enzimmel, koztiik a két tipustorzs sem. A 82 torzs koziil, amely
mind Smal mind Cfr9I enzimmel tipizalhat6 volt, a mintdzatok a legtobb esetben 100%,
néhany esetben >90% hasonlosadgot mutattak. Ez alapjan a két enzimmel kapott mintazatok, a

vartnak megfelelden, egymassal 6sszehasonlithatoak voltak.

A kiilonboz6 allatfajbol szarmazo torzsek jol elkiilontiltek egymastol, de egy allatfajon beliil a
klonalitds altaldban nem volt jellemzd. A klonalis izolatumok 4altaldban egy allomany
szekvencidlis mintdzasabol szarmaztak, egy ilyen esetben pl. egy Ostffyasszonyfai
borjaéllomanybol, beteg allatbol 1997-t6l 2001-ig gyijtétt 5 izoldtum mindegyike egy
genetikai csoportba tartozott, tehat a torzs perzisztencidjat mutattuk ki. Egy esetben talaltunk
ettdl eltérést, ahol Gsszesen 6 allomanybdl, 14 mintdbdl, borju tiidébdl izolalt izolatumok egy
torzsbe tartoztak a két tipustorzzsel egyiitt. Ez annak lehetdségét veti fel, hogy a baktériumnak
virulens klonjai létezhetnek, amely(ek) széles korben elterjedtek a még egy alloméanyon beliil

is diverzitast mutatdo kommenzalis torzsekkel ellentétben (1asd alabb).

Egy allomanyon beliili genetikai valtozatossadg a nyalkahartyarol, tiinetmentes allatbodl izolalt
izolatumok esetében tobb allomanyban (mind juh, mind szarvasmarha allomanyokban) volt

jelentds, 4 allomanyban rendre 2/2, 3/9, 3/4, 7/18 genetikai csoportot talaltunk az allomanyok



osszes izolatuma kozott. Erdekes volt, hogy mindkét mintazott kecskealloméanyban egy-egy

kiilonbozo torzs volt kimutathato.

Osszefoglalva a Histophilus eredményeket, a kifejlesztett PFGE moédszer jol alkalmazhaté a
torzsek tipizalasara. A genitalis kommenzalis torzsek genetikai diverzitdsa nagy mind juh
mind szarvasmarha eredetll torzsek esetében. Ezzel szemben az invaziv fert6zésbol izolalt
szarvasmarha eredetli torzsek genetikai diverzitdsa kisebb, mig a kommenzalista torzsek
esetében tobb allomany esetében is az izolalt térzsek tobb kiillonbozd genetikai csoportba
tartoztak, a szarvasmarha tiidobol izolalt térzsek esetén olyan torzset is azonositottunk, amely

tobb idében és térben elkiiloniilt allomanybol is kimutathato volt.



Actinobacillus pleuropneumoniae esetén az Histophilus somni tipizalasra kidolgozott PFGE
protokollbdl indultunk ki, a restrikcios analizishez az Apal és a Spel enzimeket alkalmaztuk.
Osszesen 79 izolatum tipizalasat végeztiik el, ebbdl 3 tipustdrzs, 5 Koppenhagabol szirmazé
torzs, mig a tobbi izoldtum hazai volt. A két alkalmazott enzim koziil a Spel fragmentumok
mérete nagyon kozel volt egymashoz, igy a Spel enzimmel végzett analizis nehezebben
elemezhetd mintazatokat adott. Emiatt az eredmények alapjaul az Apal enzimmel kapott
mintazatokat illetve a bel6liik rajzolt torzsfat valasztottuk, amelynek eredményeit egyébként a
Spel enzimes analizis altal kirajzolt torzsfa megerdsitette. A harom tipustérzs a fan jol
elkiilontlt. A 2 biocsoporton beliil a genetikai diverzitas sokkal kisebb volt, mint az 1-es
biocsoportba tartoz6 torzsek kozott, ide 2 nagyobb genetikai csoport és két, egymassal
genetikailag rokon izolatum tartozott. Ennek magyarazata kétféle lehet, egyrészt elképzelheto,
hogy a hazai 1-es biocsoportba tartozo torzsek klondlisak, tehat egy-két torzs van jelen az
orszag sertésdllomanyaiban. A tipustdrzsek besorolodésa a genetikai csoportokba azonban
inkdbb azt az alternativ magyarazatot sugallja, hogy a 2-es biotipusba tartozd torzsek
genetikailag rokon csoportot alkotnak. Ennek ellentmond, hogy a 3 izolatum, amely Apal
enzimmel nem volt tipizalhatd, a Spel dendrogramon teljesen elkiiloniilt a tobbi 2-es
biocsoportba tartozo torzstdl. Az 1-es biotipuson beliil a diverzitas sokkal jelentsebb volt, itt
7 genetikai csoportot tudtunk megkiilonboztetni. Ezekbe a csoportokba altalaban egyazon
szerotipusba sorolhato torzsek tartoztak, felvetve, hogy az A. pleuropneumoniae esetében a
szerotipusok, a Salmonella szerotipusokhoz hasonldéan, a PFGE utjan csak alacsony

hatasfokkal kiilonithet6ek el.

Mannheimia haemolytica vizsgalataink soran Osszesen 86 izolatumot, 61 hazai klinikai
1zolatumot ¢€s 25 tipustorzset vizsgaltunk meg. A mddszer alapjaul ismét a Histophilus somni
tipizélasra kidolgozott PFGE protokoll szolgalt, tobb enzim (Smal, Apal) kiprobalasa utan a
Sall enzim alkalmazdsa mellett dontottiink. A torzsfan a kiilonbdzd szerotipusba tartozo
izolatumok 4ltaldban elkiiloniiltek. Két szerotipus, az 1l-es és a 2-es esetében allt
rendelkezésre nagyobb szdmu izolatum, a tipustdrzseket nem szdmolva Osszesen mindkét
szerotipusbol 11-11 izolatum. Ezek vizsgalata alapjan a beallitott PFGE mddszer a torzsek jo
megkiilonboztetését teszi lehetdvé egy szerotipuson beliil. Az egy forrasbol szarmazo
izolatumok altalaban egy genetikai csoportba kertiltek, tehat egy dllomanyon beliil a genetikai
diverzitds nem jellemzé a M. haemolytica-ra. Ellenpéldat egy Kaposvari juhallomany

esetében talaltunk.






