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Kitlizott célok

A Bordetella bronchiseptica vilagszerte elterjedt Gram-negativ baktérium, széles
gazdaspektruma egyedulallé a Bordetella nemzetségen belll. Kiemelkedd szerepe
van a sertések torzitd orrgyulladasanak és a kutyak kennel kohogésének
kéroktanaban, szamos hazi és vadon él6 allatfaj léguti megbetegedéseiben (pl.
macska, nyul, tengerimalac). A B. bronchiseptica fert6zés tébbnyire nem jar sulyos
klinikai tunetekkel vagy nagyaranyu elhullasokkal, de tetemes gazdasagi
veszteségeket okozhat az allattarté telepeknek és a tenyésztéknek. Az egyedileg vagy
kis csoportban tartott hazi kedvencek fert6z6dése az egyre gyakoribb emberi
megbetegedések miatt valhat fontossa; a megndvekedett human esetek szama a B.
bronchiseptica zoonotikus jelent6ségére hivja fel a figyelmet.

Munkank célja kildnb6z6 gazdafajokbdl izolalt és eltéré foldrajzi terlletekrdl szarmazoé
B. bronchiseptica torzsek feno- és genotipizald mdédszerekkel torténd jellemzése volt,
kulonds tekintettel a B. bronchiseptica virulencia tényezdinek pontosabb
megismerésere és gazdaadaptacioéra utalo jegyek keresésére.

Vizsgalataink nemcsak az alapkutatas szamara szolgalhatnak uj eredményekkel, de
fontosak lehetnek az Aallattartok igényeit kielégité gyorsdiagnosztikaban és a
betegségek elleni célzott kezelésben és a prevencidban is. Eredményeink a human
gyoégyaszat szamara is értékesek lehetnek, mivel a B. bronchiseptica a B. pertussis (a
szamarkohogés kérokozoja) modelljeként is hasznalhaté mikroorganizmus.

Eredmények

Vizsgalatainkban ujonnan izolalt (206 mintabdl az azonositasi vizsgalatokat kdvetéen
23 sertés, 30 nyul és 24 kutya eredet(i térzset izolaltunk) és az MTA ATK AOTI
torzsgyljteményében megtalalhatd, hazai és kulféldi eredetd, kuldonféle gazdafajokbdl
(sertés, kutya, nyul, macska, tengerimalac, 16, koala, pulyka és ember) szarmazé,
0sszesen 152 db reprezentativ B. bronchiseptica torzset hasznaltunk fel.

Fenotipizal6 médszerekkel toértént vizsgalatok

Biokémiai vizsgalatok. A torzsek biokémiai tulajdonsagainak vizsgalata (glukoz-,
szacharoz-, laktéz-, urea-, indol- és nitrat-prébaban) azok egységességét, az irodalmi
adatokkal valé egyezdségét mutatta ki. Egyedi kildnbségeket (8%) csupan a nitrat
redukcios prébaban tapasztaltunk, de e tulajdonsag nem mutatott dsszefliggést a
gazdafajjal.

B. bronchiseptica térzsek hemolizalo képességének vizsgalata. A torzsek hemolitikus
tulajdonsagainak vizsgalatara 6 kulonb6z6 6sszetételi (5 vagy 15%-o0s juh- vagy
I6véres agar) és pH-ju (6,8 vagy 7,2) taptalajt hasznaltunk fel. Az alacsonyabb pH-ju
véres agaron hatarozottabb B-hemolizist tapasztaltunk, akarcsak a lévér tartalmu
taptalajon a juhvérhez képest. A kulonb6z6 gazdafajokbdl szarmazé torzsek kozel 90
%-a B-hemolizist mutatott, azonban 40 db kutyakbdl szarmazoé térzs (38 hazai és 2
kulféldi) esetén azonban nem lattunk feltisztulast semelyik taptalajon.

B. _bronchiseptica _térzsek _hemaggqlutinacios _képessegének vizsqgalata. A
hemagglutinaciés vizsgalatokat 9 gazdafajbdl szarmazd, 6sszesen 79 (hazai és
kalféldi) B. bronchiseptica torzzsel végeztik el alvadasban gatolt szarvasmarha-,
sertés-, 16-, juh-, kutya- és csirkevér, illetve human ,A”, ,B” és ,0” vércsoportu vérek
felhasznalasaval. A harom eltérd tipusu (A, B és 0) human vérrel kapott reakcidok kozott
szamottevd kulonbséget nem talaltunk. Legerésebb reakcidkat kutya és sertés eredeti
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vvt-kel adtak a baktériumok, a hemagglutinacié hianyat szarvasmarha-, 16- és csirkeveér
mellett tapasztaltuk nagy szamban. Szarvasmarha, juh és 16 vvt-k mellett a torzsek egy
része valtozé hemagglutinacios képesseggel rendelkezett.

A baktériumtérzsek antibiotikumokkal szembeni érzékenységének vizsgalata.
Munkank soran Kirby-Bauer korongdiffuziés modszert alkalmaztunk, az eredmények
értékelésére a Clinical and Laboratory Standards Institute ajanlott hatarértékei alapjan,
a NEBIH ADI altal kidolgozott hatarértékeket vettiik figyelembe. Nyul (n=40) és sertés
(n=15) eredetli torzsek elemzésével kimutattuk, hogy a tdérzsek rezisztensek
penicillinre, ceftiofurra, vankomicinre és linkomicinre, de érzékenyek kolisztinre,
neomicinre, valamint az alkalmazott quinolonokra. Ampicillinnel és eritromicinnel
szemben mindkét gazdafajbol szarmazd torzsek esetén valtozatos eredményeket
kaptunk. Tetraciklinre és szulfonamidokra a torzsek tébbsége érzékenyen reagalt, de
a nyul eredetl torzsek 5%-a, a sertés eredetl torzseknek pedig egyharmada
szulfonamid-rezisztens volt, és talaltunk egy sertés eredeti tetraciklin-rezisztens B.
bronchiseptica térzset is. A kulénb6zdé gazdafajbdl szarmazd torzsek kozott
szamottevd kulonbséget csak neomicin és flumequin antibiotikumokkal szembeni
viselkedéslkben talaltunk. Nyul eredetl torzseknél az érzékenység aranya rendre
100% és 92,5% volt, viszont a sertésekbdl izolalt torzseknél mindkét antibiotikumra
nézve a mersekelten érzékeny torzsek aranya volt a legmagasabb (67%).

7 s

Genotipizal6 médszerekkel torténé vizsgalatok

A dermonekrotoxin [dnt], a flagellin [flaA], a fimbria [fimA], az adenilat ciklaz-hemolizin
toxin [cyaA] és a peptid transzport protein [ptp]) adott génszakaszanak polimeraz
lancreakcioval (PCR) torténé vizsgalatara részben a szakirodalombol vett, részben
sajat tervezésl primereket hasznaltunk fel. A fimA gén PCR-RFLP vizsgalatahoz
Hincll és Sall enzimeket, a flaA génszakasz hasitdsahoz Hincll, Bgll és Mspl
endonukleazokat alkalmaztunk. A cyaA génszakaszt Narl és Sall, a ptp operont Narl
és Bgll enzimek hasznalataval vizsgaltuk. Eredményeinket az 1. tablazatban mutatjuk
be. A nukleinsav sorrendek meghatarozasat négy gén kijelolt szakaszan végeztuk el
(fimA, flaA, cyaA és ptp). A kapott kromatogramokat Chromas LITE 2.01 programmal
értékeltik ki, a két iranybdl leolvasott szekvenciakat a SeqMan — Lasergene 7.1.0.
(DNASTAR) programmal illesztettiik 6ssze. Az altalunk vizsgalt torzsek szekvenciait a
GenBank adatbazisaban szereplé B. bronchiseptica szekvenciakkal hasonlitottuk
O0ssze BioEdit 7.1.3.0 és MegAlign — Lasergene 7.1.0. (DNASTAR) programok
segitségeével. A nukleinsav sorrend és az ebbdl szarmaztatott aminosav szekvencia
tavolsagokat Clustal W algoritmussal szamoltuk ki. Az illesztés eredményeként
filogenetikai fat készitettink, a filogenetikai analizist a MEGA 6.06 szoftver
NeighborJoining modszer alkalmazasaval hajtottuk végre. Az evolucios tavolsagokat
JukesCantor korrekcios rata figyelembevételével szamitottuk ki, a térzsfa topoldgiajat
1000 ismétléses bootstrap analizissel vizsgaltuk.

Dermonekrotoxin. A vizsgalatokba bevont torzsek 97%-anal kimutattuk a 224 bp
hosszusagu DNT-génszakaszt PCR segitségével. Az 5 darab dnt-negativ torzs kozul
3 human (5390, Bb VAL és MBORD 675), 1 sertés (PV6), 1 pedig pulyka (MBORD
901) gazdafajbdl szarmazott.

Fimbria. A fimA génre sajat tervezésl primereket alkalmazva, PCR segitségével
kimutattuk az 549 bp-nyi szakaszt minden vizsgalt torzsnél. A PCR-RFLP analizis
soran az dsszes torzs — eredetuktdl fuggetlenil —, azonos hasitasi mintazatot adott. A
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szekvencia elemzéshez 21 torzset valasztottunk ki, melyeknek 456 bp hosszu fimA
szakaszat a GenBank adatbazisba KF211375-KF211395 kédszammal helyeztuk el. A
29 sajat és génbanki fimA szekvencia egymashoz illesztésekor a paronkénti genetikai
tavolsag nukleotid és aminosav szinten is 0,0% és 3,0% ko6zott mozgott, a legnagyobb
értéket két human eredetl térzs (Bb DEL és 5390) kozott talaltuk.

1. tablazat. Bordetella bronchiseptica torzsek virulencia génjeivel kapcsolatos
vizsgalataink eredménye

Gazdafaj (n) Eredet (n) PCR—RFLP tipusok (n) PCR (n)

fimA flaA cyaA ptp dnt
sertés (36)  H(23) A(23) B (22); G (1) A(22); B (1) —(23) +(23);-(1)
K (13) A(13) B (13) A(13) -(13) +(13)
kutya (47)  H(38) A (38) A (38) -(38) +(38) +(38)
K(9) A(9) A(5);B(2);D(2)  A(5);B(1);C(1);-(2) +(2);-(7) +(7)
nydl (43) H (37) A(37) A(13); B (24) A(37) -(37) +(37)
K{(6) A(6) A(4);B(2) A(6) —(6) +(6)
tm (6) H(3) A(3) C(3) A(3) -(3) +(3)
K(3) A(3) c@3) A(2);D(1) -(3) +(3)
macska (4)  H(2) A(2) C(2) A(2) -(2) +(2)
K(2) A(2) A(1);C(1) A(2) -(2) +(2)

16 (5) H (0)
K(5) A(5) A(5) A(5) -(5) +(5)

koala (2) H (0)
K(2) A(2) C(2) A(2) -(2) +(2)

pulyka (2) H (0)

K(2) A(2) E(1);G(1) B(1);C(1) -(2)  +(1);-(1)
ember (7)  H(1) A(1) F(1) B (1) -(1) -(1)
K (6) A (6) A(1);C(1);D(3); H (1) A(2);B(3);D (1) =(6)  +(4);-(2)

tm: tengerimalac; n= a térzsek darabszama;, H = Magyarorszag, K = Kiilfold; +: pozitiv reakcid;
—: negativ reakcid; A-H: az egyes géneknél talalt hasitasi tipusok; =: nincs adat

Flagellin. A flagellint kdédol6 flaA gén 1165 bp hosszu szakaszat az 6sszes torzsnél
kimutattuk. A PCR-RFLP-vel 8 kilénb6zé tipust (A-tol H-ig) irtunk le. Leggyakoribb
hasitasi tipus az A tipus volt (44%), majd a B (41%) és a C (8%), ezeket hazai és
kulfoldi torzseknél is kimutattuk, viszont a D, az E és a H tipus kizardlag kulfoldi
torzseknél fordult el6. Az E, az F és a H tipust csupan 1-1 torzs reprezentalta, a G
tipushoz egy kulféldi pulyka (MBORD 901) és egy hazai sertés (PV6) eredetl torzs
tartozott. Az egyes hasitasi tipusok hazai torzsek esetén Osszefuggést mutattak a
gazdafajjal; kutya eredetli torzsek A, sertés eredetli toérzsek B, macskak és
tengerimalacok C tipusu mintazatot adtak. Nyul eredetl térzseknél A és B tipust is
kimutattunk, a human térzsek (n=7) viszont valtozatos RFLP-tipussal rendelkeztek (A,
C, D, F, H). (1. abra).



FLHHm =

Hincll

FEEH
L EREHN

1. dbra: Kilénb6z6 gazdafajbdl
szarmazd B. bronchiseptica torzsek
flaA génjének PCR-RFLP mintdzata.
M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific); a szamok az egyes
endonukledzok altal kialakitott
fragmentmintazatokat jelolik, a
mintazatok alapjan Osszesen 8 RFLP
tipust talaltunk (A: 1-1-1, B: 2-2-2, C: 33-
3, D: 1-4-4, E: 3-3-5, F: 1-5-4, G: 4-5-4,
H: 3-3-6).

A flaA szekvencia elemzéséhez Osszesen 36 darab torzset valasztottunk, a
szekvenciakat JX673952-JX673981 és KF211396-KF211401 szamokon helyeztlink el
Génbankba. A flaA-gén kozbllsd, hipervariabilis régidjaban (kb. 500 bp) tobb

nukleotidara kiterjedé szubsztituciokat,

inszerciokat és deléciokat detektaltunk,

amelyek aminosav szinten tObb nem-szinonim valtozast is létrehoztak. Az egyes
szekvenciak kozti paronkénti tavolsag max. 15% volt. A flaA gén valtozatai és a torzsek
gazdafaja kozotti Osszefuggés a nukleinsav alapu filogenetikai fan is nyomon
kovethetd, ugyanis a kilonb6zé RFLP-tipusok (gazdafajok) kilénbdzé klaszterekben

helyezkednek el (2. abra).
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2. abra: B. bronchiseptica térzsek 1042 bp hosszu flaA génszakaszara Neighbor-Joining modszerrel,

szerkesztett filogenetikai fa.

A filogenetikai fa csomépontjaiban a 80%-nal magasabb bootstrap értékek lathatok. A fa mellett a torzsek RFLP tipusat
is feltiintettiik. *: ismert RFLP tipusi macska eredet( génbanki szekvencidk; @: génbanki szekvenciak
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Adenilat ciklaz-hemolizin. Az adenilat ciklaz-hemolizin toxint kédoléo cyaA gén
vizsgalatakor a torzsek 73,5%-anal (n=112) kimutattuk a sajat tervezési primerekkel
a 2151 bp-nyi PCR terméket, de a fennmaradd 40 tdrzs esetében nem kaptunk
specifikus terméket. A cyaA-negativ torzsek kivétel nélkil kutya eredetli mintakbdl
szarmaztak, és megegyeztek a nem-hemolizalé torzsekkel. A cyaA PCR-RFLP 4
tipusba (A, B, C és D) sorolta a torzseket, melyek 90%-a A tipusu hasitasi mintazatot
mutatott. A masodik leggyakoribb (6%) B tipus a human térzsekre volt jellemzé (57%),
mig a C és a D tipust csak 2-2 kulfoldi torzs képviselte. A szekvencia meghatarozast
25 torzsdn végeztuk el, ennek eredménye (2007 bp) a Génbankban KF220450-
KF220474 adatsorokban érhetd el. A nukleotida és a szarmaztatott aminosav
szekvenciak paronkénti illesztésekor 0,0% és 3,8% kozotti kuldnbségeket talaltunk,
néhany torzs egyedi hasitasi mintazattal rendelkezett. A cyaA génszakasz filogenetikai
elemzése soran két kulonallé csoportot kaptunk, az 1. csoportba inkabb allati, mig a 2.
csoportba inkabb human eredetl torzsek kertiltek (3. abra).

— @ 5356 (sertés)
@ By (sertés)
@ 5653 (nyul)
@ 5500 (sertés)
Bb BIE (human)*
@ 5024 (nyul)
@ KM22 (sertés)
@ 5594 (sertés)
@ MBORD 704 (nyul)
@ M48 (macska)
Bb CAT1 (macska)*
g7 @ 5495 (tengerimalac)
@ Bb DEL (human) 1
1289 (majom)*
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—99| O Bb REM (human) 1b
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99( | @ Bb9.73 (nyul)
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@ Bb CVI (I0)
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961 A\ PV6 (sertés)
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@ Bb 286 (kutya)

99 Bb FR2011 (human)*
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3. &bra: B. bronchiseptica tdérzsek 2007 bp cyaA szakaszara Neighbor--Joining médszerrel készilt
filogenetikai faja.

A filogenetikai fa csomdpontjaiban a 80%-nél magasabb bootstrap értékek lathatok.

*: génbanki adatok; e: A hasitasi tipus; A: B hasitasi tipus; ¢: C hasitasi tipus; o: D hasitasi tipus



Peptid transzport protein. A ptp operon vizsgalatakor csupan 40 toérzsnél tudtuk
kimutatni a keresett 958 bp nagysagu termeéket. A ptp-pozitiv torzsek mindegyike kutya
eredetl mintakbol szarmazott, és ezek azonosak voltak a cyaA-negativ torzsekkel. A
ptp PCR-RFLP soran homogénnek bizonyult a vizsgalt torzsek kérében. Szekvencia
analizisre 3 magyarorszagi, és a 2 kulfoldi torzset valasztottunk ki, GenBank
adatbazisaba azokat KF220475-KF220479 szammal helyeztuk el. Az altalunk vizsgalt
ptp szekvenciak teljes mértékben megegyeztek egymassal és a génbanki
adatbazisban egyediiliként elérhet6, 253 (HE965806) szekvenciaval is.

Teljes vagy részben teljes (contigokbdl allé un. draft) genomszekvenciak
elemzése

Munkank kezdetekor egyetlen teljes genomszekvencia (RB50) allt rendelkezésulinkre,
melyrdl késobb kiderllt, hogy valdjaban nem is tekintheté a B. bronchiseptica
referencia szekvencidjanak. AzoOta az adatbazis, egy konzorcidlis kutatas
eredményeként, kdzel 60 un. draft genomszekvenciaval bévilt. Mivel az altalunk
vizsgalt gének kozll csak a flaA és (részben) a cyaA hordozott gazdafaj adaptaciora
utaléo jegyeket, és az ujabb irodalmi adatokbdl valdszindsithet6, hogy ezeknek
protektiv hatasuk o6nalléan nincs, kutatasainkat genomszekvenciak in silico
elemzésével folytattuk a MAUVE genome alignment program segitségével. Ezekbél az
elemzésekbdl ujabb, feltehetéen a gazdafajhoz valé adaptalodasban kulcsfontossagu
gént, géneket szerettiink volna megtalalni. Azonban ujabb, funkcidval is ellatott
géneket nem tudtunk bevonni a vizsgalatainkba, mert a ,draft” genomszekvenciak (100
vagy afélétti contig-ot tartalmazva) esetében sokszor hianyzott egy adott génrél
szarmazo fehérjetermék (,putative protein”), és azok BLAST-al torténé azonositasa
sem adott megfelel6 talalatot. A masik tévedési lehetéség abban rejlett, hogy ha a
nukleinsav szekvencia adatok alapjan megallapithaté volt a szarmaztatott aminosav
sorrendje, nem biztos, hogy arrdl egy aktiv fehérjetermék is keletkezik a transzlacio
folyaman. Eppen ezért célszer(i lenne egy esetleges kdvetkezd projektben a B.
bronchiseptica torzsek gazdafaj adaptacios vizsgalatait transzkriptum analizisekkel
folytatni (de novo szekvenalassal), annak eldontésére, hogy léteznek-e kiilonbségek a
kilonb6z6 gazdafajokbol szarmazo térzsek mRNS allomanyai, a gének kifejezédései
kozott.

Osszegzés

A széles gazdaspekirum, melyhez feltehetéen a virulencia faktorok (adhezinek és
toxinok) is hozzajarulnak, a Bordetella nemzetségen bellul kizarélag a B.
bronchiseptica jellemzéje. A kulonb6zd gazdafajokbdl, eltéré idészakbdl és foldrajzi
terlletekrél szarmazo B. bronchiseptica torzsek biokémiai probakban, néhany
kivételtdl eltekintve, homogénnek bizonyultak. A hemagglutinaciés képességuk
kildnb6z6 vérekkel szemben eltérd volt. A hemolizist nem mutatd térzsek kizardlag
kutya eredetliek voltak. Munkank soran két adhezin (fimA, flaA), valamint két toxin
(cyaA, dnt) tulajdonsagait vizsgaltunk. A dnt jelenlétét néhany torzs kivételével
kimutattuk a vizsgalt torzsek kozott. A legnagyobb eltéréseket a vizsgalt torzsek kozott
a flagellint kdol6 génszakasz (flaA) elemzésekor mutattuk ki: PCR-RFLP-vel nyolcféle
mintazatot kaptunk. A human térzsek esetében nagyfoku valtozatossagot tapasztaltuk,
ami arra utal, hogy az ember kilonboz6 allatfajoktol fert6zédhet (zoondzis veszélye).
A hazai térzsek kozll a sertés (B-tipus), kutya (A-tipus) és tengerimalac eredeti
torzsek (C-tipus) tlintek egységesnek, és egy szlikebb fdldrajzi kdrnyezetben a



gazdaadaptacio jegyei felismerhetok voltak. A flaA gén hipervariabilis szakaszan az
egyes csoportokra jellemzd egyedi aminosav mintazatokat mutattunk ki. A cyaA gén
PCR-RFLP vizsgalataban négy hasitasi tipust tartunk fel, azonban a gazdafajhoz valé
kapcsolat nem volt igazolhato. Kivételt jelentettek a f6képpen kutya és human eredeti
torzsek, melyeknél a cyaA gén hianyzott, melynek helyére egy un. peptid transzportért
felelés gén épdlt be. A fimbriat kédolé génszakasz (fimA) PCR-RFLP és szekvencia
vizsgalata a torzsek homogenitasat mutatta ki.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt virulencia faktorok kozll a
flaA bizonyult legalkalmasabbnak a gazdaadaptacié vizsgalatara. Eredményeink
felhivjak a figyelmet arra, hogy a flagellin nemcsak a mozgasképességhez
nélkulozhetetlen a baktérium szamara, hanem az adhézio folyamataban is aktivan
részt vesz. Mdédszerunk alkalmas tovabba B. bronchiseptica torzsek kozotti finomabb
differencialasra, ami segitséget nyujthat epidemioldgiai vizsgalatok elvégzéséhez.

Budapest, 2016. februar 26.

Wehmann Enikd, témavezetd



