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Osszefoglalas

A torzitd orrgyulladds a sertés széles korben elterjedt és tetemes gazdasagi
veszteségeket okozd fertdz6 betegsége. Koroktana Osszetett, a Bordetella bronchiseptica
€s Pasteurella multocida toxikus torzsei mellett kiilonbozd hajlamosité tényezdk is
jelentds szerepet jatszanak kialakuldsaban. Kutatdsaim célja az volt, hogy az altalam
vezetett vagy meghatdrozo részvételemmel végzett munkdkkal a betegség koroktana,
korfejlodése és az immunvédelem egyes kérdéseirdl szerezziink dj ismereteket.

Az els6 kisérletsorozatban a B. bronchiseptica dermonekrotikus toxin (DNT) kértani
jelentdségét vizsgaltuk. Ehhez DNT— mutdns torzseket allitottunk eld, majd az igy nyert
izogén DNT— mutans és virulens DNT+ sziil6i torzsparok (B58 — B5S8GP és KM22 —
KB24) megbetegitd képességét hasonlitottuk dssze laboratdriumi egerekben €s a baktérium
egyik természetes gazddjaban, a sertésben.

A DNT- B. bronchiseptica mutans torzsek eldallitasat kétféle modon oldottuk meg. A
B. bronchiseptica B58 jelu torzs esetében a klonozott dnt gén egy belsd fragmentjét
deletaltuk, melynek helyére egy kanamicin-rezisztencia kazettat helyeztiink, majd az igy
nyert konstrukcidt kicseréltiik az anyatorzs dnt génjével (igy kaptuk a B. bronchiseptica
B58GP jelii mutans torzset). A B. bronchiseptica KM22 jel torzs esetében a B. pertussis
dnt gén egy megfelelden jelolt fragmentjét tartalmazé mutacids plazmidot inszertaltunk a
szillotorzs dnt génjébe (B. bronchiseptica KB24). A DNT termelés megsziintetésének
sikerét mutatta, hogy a mutdns torzsekbdl készitett kivonatok nem reagéltak az
immunoblotban a DNT specifikus monoklondlis ellenanyagokkal, mig a sziil6i torzsek
tiszta csikot adtak a reakcidban.

A két sziildi B. bronchiseptica torzs, a B58 és KM22 ultrahanggal feltart sejtmentes
kivonatai az egér léptesztben letdlisnak bizonyultak, mig a mutéans torzsek (BS8GP és
KB24) kivonatai egyaltalan nem mutattak toxikus hatast. Masrészrél az €16 sejt formajaban
intravéndsan beoltott sziiléi (B58) és mutins (B58GP) B. bronchiseptica torzsek
egymdshoz hasonlé mértékii virulencidval rendelkeztek. Ezek az eredmények igazoltdk,
hogy a B. bronchiseptica B58GP torzs esetében sikeresen megsziintettik a DNT
termelését, mig a korokozé képességhez nélkiilozhetetlen egyéb fontos virulencia tényezok
a sziil6i torzshoz hasonlé mértékben termelddtek.

A DNT+ B. bronchiseptica B58 jelii torzs kifejezett orrkagyld sorvadast idézett el6 az
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(B58GP) fertdzott tarsaikban. Ez arra utal, hogy a DNT felelds az egerekben kialakuld
orrkagylé sorvadas kialakuldsaért, €s nem az 1. fazisi (bvg+) B. bronchiseptica tdrzsek
altal termelt egyéb virulencia tényezOk valamelyike. Vizsgdlataink azt is megerdsitették,
hogy a B. bronchiseptica DNT-nek 1éptoxikus hatdsa van egérben, mig DNT hidnydban a
nyirokszervek stimuldcidjanak jelei lathatok. A B. bronchiseptica B58GP jeli DNT-
torzzsel fertdzott egerekben jellegzetes lympho-histiocytds, peribronchialis és
perivascularis infiltraciéval kisért hurutos tiidégyulladas fejlédott ki. A B. bronchiseptica
B58 jelt DNT+ torzzsel fertdzott egerekben viszont gyulladdsos reakcidval ovezett nagy
nekrotikus teriiletek voltak lathatdk, utalva arra, hogy a DNT képes kozvetleniil karositani
a tidészovetet, legalabbis egerekben.

A kovetkezo kisérletben a B. bronchiseptica BS8 — BS8GP és a KM22 — KB24 izogén
torzsparok megbetegitd képességét hasonlitottuk Ossze szopds malac modellben. Ennek
sordn a torzsek adhézids (kolonizédcids) képességét, valamint a torzsek altal a tiidoben és az
orriiregben eldidézett patoldgiai elvéltozdsokat tanulmdnyoztuk. Mind a négy torzs
nagyszamban megtelepedett a felsd €s az alsé 1égutakban, bar az orriiregben a DNT+
torzsek kolonizacidja valamivel nagyobb mértékii volt, mint a DNT- torzseké. Orrkagyld
sorvadds csak a DNT+ torzzsel fertozott malacokban fejlodott ki. Ugyanezen allatok
tiidejében a hurutos folyamatok mellett fibrines-elhaldsos jellegli elvéltozasok is
mutatkoztak, melyekben a B. bronchiseptica immun-hisztokémiai eljarassal kimutathat6
volt. A kisérlet eredményei megerdsitették feltevésiinket, hogy a B. bronchiseptica DNT
nélkiilozhetetlen a B. bronchiseptica éltal indukalt orrkagylé sorvadds kialakitasdban. Ugy
tlinik, hogy a B. bronchiseptica okozta hurutos pneumonidt kisérd alveolaris nekrézisért —
Osszhangban az egér kisérletekben kapott megfigyelésekkel — szintén a DNT tehetd
feleldssé.

A sertés orriireg csontos képleteinek megjelenitésére alkalmas nem invaziv képalkotd
eljards, a komputertomografia (CT) haszndlhatésdganak lehetdségeit az orrkagyl6 sorvadas
kiilonbozo6 fokozatait reprezentald 27 hetes koru sertésekben vizsgéltuk. Eredményeink azt
igazoltdk, hogy ez a képalkoté eljards kivdléan megfelel a torzité orrgyulladas
tanulmanyozasara. Szignifikdns korreldciot taldltunk az orrkagyldé és orrsovény
elvéltozasok hagyomanyos korbonctani pontozasa és a CT felvételek vizudlis értékelése
kozott. Elsoként vizsgaltuk CT felhasznaldsaval és kontrollalt koriilmények kozott végzett
fertdzéses modellkisérletekben a betegség progredidlé (progressziv) €s nem progredidld
(nem progressziv) formdjanak korfejlodését. Megerdsitettilk azt a kordbbi, indirekt

megfigyeléseken alapul6 feltételezést, hogy a B. bronchiseptica fertdzés dnmagaban csak
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kozepesen sulyos orrkagyld sorvadast 1déz eld, és ezek az elvéltozasok iddvel teljes
mértékben regenerdlddhatnak. Az elvéltozdsok az dllatok 6 hetes életkordig stlyosbodtak,
majd 30 nappal késébb jelentds javuldst észleltiink, amelyet a fertdzés utdni harmadik
hénap végére teljes gydgyulds kovetett.

Az altalanosan elfogadott nézet szerint a toxikus P. multocida stlyos és irreverzibilis
orrkagylé sorvadast idéz el (progredidld, progressziv kérforma). Igy meglepd és varatlan
eredmény volt, hogy B. bronchiseptica és toxikus P. multocida kombindlt fertézésnek
kitett malacok tobbségében szintén a teljes csontstruktira tokéletes regeneracidjat
figyelhettiik meg a fertézést kovetd 60. naptdl kezdddden, annak ellenére, hogy a csoport
egyedeinek nagy részénél silyos foku orrkagyld sorvadds alakult ki a hathetes életkor
eléréséig.

Jelenlegi irodalmi ismereteink alapjan a torzitd orrgyulladas kisérletes eldidézésére
harom fertéz€si modell alkalmas: B. bronchiseptica fertdzés Onmagdban, ecetsavas
elOkezelést kovetd P. multocida fertézés és B. bronchiseptica - P. multocida kombinalt
fertdzés. Munkank kovetkezd részében arra kerestiink valaszt, hogy a rendelkezésre allo
fertdzési modellek kozotti kiilonbségek hogyan befolyasoljak a torzitd orrgyulladés elleni
kombindlt vakcindk hatékonysdgi vizsgalatait.

A kisérletekben két kiillonbozd 0Osszetételli, kereskedelmi forgalomban kaphat6
oltéanyagot haszndltunk fel. Az ,,A” jelii vakcina sertés eredetli inaktivalt toxikus
B. bronchiseptica és toxikus D tipusi P. multocida torzset, valamint 2% aluminium-
hidroxid adjuvénst tartalmazott. A ,B” jelll vakcina sertés eredetli inaktivélt toxikus
B. bronchiseptica torzseket és formalinnal inaktivalt, D tipusi toxikus P. multociddbol
szarmazo tisztitott P. multocida toxint (PMT), valamint olaj-a-vizben emulziés adjuvanst
tartalmazott. A két kiilonbozd Osszetételli oltdanyagot alkalmazva megvizsgéltuk, hogy a
fertdzési modellek mennyiben alkalmasak a betegség elleni kombindlt vakcindk
hatékonysaganak mérésére. A két vakcina kiilonboz6 szintl védelmet nyujtott a
B. bronchiseptica és az ecetsav — P. multocida fertdzésekkel szemben, aszerint, hogy
melyik komponens volt a jobb immunogén a kombindciéban (,,A” jelii vakcina:
B. bronchiseptica antigén, ,,B” jelii vakcina: P. multocida antigén). EbbOl az kovetkezik,
hogy a torzitd orrgyulladas elleni kombinalt oltdanyagok legjobb értékmérd modszere az
alkotoéelemenkénti specifikus vizsgalatok (B. bronchiseptica, illetve ecetsav — P. multocida
fertdzéses modell) kiilon-kiilon elvégzése. Az eldzdekkel szemben a B. bronchiseptica —
P. multocida kombindlt fertézéses modellben a két oltdanyag egyformdn teljesitett,

valésziniileg azért, mert ebben az esetben a komponensek eldnyds és hatranyos
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tulajdonsdgai kiegyenlitették egymdst. Mindez arra utal, hogy a P.multocida -
B. bronchiseptica fert6zési modell inkabb a torzit6 orrgyulladas elleni kombindlt vakcinak
védoképességének gyakorlati jellegli kiprobdlasdban nydjthat hasznos informaciot.

A torzité orrgyulladds elleni vakcindk tovabbfejlesztésének lehetOségeit vizsgalo
kisérleteink eredményei azt mutatjdk, hogy az adjuvdns tipusa és a vakcina antigén
Osszetétele jelentésen képes befolydsolni az &dthangolédds mértékét. A torzitd
orrgyulladds szempontjab6l fontos specifikus ellenanyagok szintje novelhetd,
amennyiben az aluminium-hidroxid helyett d4svanyi olaj adjuvéanst vagy valamelyik 4j
tipusi immunstimuldnst haszndlunk. Ebbdl a szempontbdl az egyik Uj tipusu
immunstimuldns, a Montanide IMS 1313 (SEPPIC; Paris, France) bizonyult a
legsikeresebbnek. Tisztitott és formalinnal inaktivdlt PMT (fPMT) hozzaaddsaval
jelentdsen fokozddott a torzitd orrgyulladas korfejlodése szempontjabol kulcsfontossagi
szerepet jatsz6 PMT specifikus dthangolddds mértéke. Madsrészt massziv
B. bronchiseptica és P. multocida kombindlt fert6zés esetén a monovalens fPMT
tartalmi vakcina nem biztositotta a klinikai védettség vart szintjét, megerdsitve azt,
hogy a B. bronchiseptica fertézés is fontos szerepet jatszik a torzité orrgyulladds
kivaltasidban. Ugyanakkor azt is megéllapitottuk, hogy a szeroldgia profil és a betegség
elleni védettség kozott nincs feltétlen Osszefiiggés. Ennek egyik érdekes
megnyilvanuldsa volt az a megfigyelésiink, miszerint a vakcina P. multocida bakterin
komponense ugyan negativ hatdssal volt a PMT specifikus ellenanyag titer alakuldsara,
B. bronchiseptica — P. multocida kombindlt fertdzés esetén tokéletesebb védelmet
kaptunk, ha az oltéanyag az fPMT mellett egész sejt P. multocida alkotd elemet is
tartalmazott. Ez arra utal, hogy a P. multocida teljes-sejt antigéneknek is szerepe lehet a

torzit6 orrgyulladas elleni hatékony immunitds kialakitasdban.



Roviditések jegyzéke

AA

B. bronchiseptica

Bb

BG taptalaj
bp
Bvg
BvgAS
CFU
CT
CyaA
DNT
EDTA
FIM
fPMT
H-E

kb
LDso
NF
NN
PBS

P. multocida
Pm
PMT
SPF
vag

vrg
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acetic acid (ecetsav)

Bordetella bronchiseptica
Bordetella bronchiseptica
Bordet-Gengou téptalaj

bazispar

Bordetella virulencia gén
kétkomponensii szabalyozé rendszer
telepformal6 egység
komputertomografia

adenilét-cikldz hemolizin toxin
dermonekrotikus toxin
etilén-diamin-tetraecetsav

fimbria

formalinnal inaktivalt P. multocida toxin
hematoxilin-eozin

kilobazis

50 %-os letélis dozis

nem vakcinazott, fertozott

nem vakcinazott, nem fertozott
phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt séoldat)
Pasteurella multocida

Pasteurella multocida

P. multocida toxin

specifikus kérokozoktol mentes

vir activated genes

vir repressed genes
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1. Bevezetés

A sertés torzit6 orrgyulladdsa egy meglehetdsen régen ismert fertdz6 betegség (elsd
leirdsa 1830-bdl szarmazik), amely a nagylizemi sertéstartds megjelenésével terjedt el
viladgszerte, igy hazdnkban is, és tett szert nagyobb jelentOségre. Tobbnyire nem jar
megrdzd klinikai tiinetekkel, latvdnyos elhulldsokat pedig egyéltalin nem idéz eld,
mégis tetemes gazdasigi karokat okozhat az allattart6 telepeknek, elsdsorban a csokkent
sulygyarapodas, a kezelési és/vagy megeldzési koltségek és a vele jaré kereskedelmi
korlatozasok kovetkeztében.

A jellemzden mar egész fiatal korban bekovetkezett fertdzodés kezdetben felsd
Iéguti tiinetekben (tlisszogésben, orrfolydsban, orrvérzésben) nyilvanul meg. Ekézben
az érintett dllatok orrcsontjainak fejlddése zavart szenved, a korkép sulyos formajaban
az orrkagylok egyik vagy mindkét oldalon teljesen elsorvadnak, ennek megfeleléen az
orr a beteg oldal felé elcsavarodik, eltorzul (innen ered a kérkép hazai elnevezése) vagy
megrovidiil. Kovetkezményképpen csokken az déllatok takarményfelvétele, az orr
szlirészerepének kiesése miatt pedig né a masodlagos fert6zések veszélye.

Jelenlegi ismereteink szerint két baktériumfaj, a Bordetella bronchiseptica és a
Pasteurella multocida képes az orrkagylok sorvadasat eldidézni, de ugy tlinik, nem
egyforma mértékben. Az dltaldnosan elfogadott nézet szerint a B. bronchiseptica okozta
elvaltozasok kozepes mértékiiek és regenerdléddsra hajlamosak, mig a P. multocida
toxikus torzseivel fert6zott malacokban a betegség silyos és tartés formdja alakul ki.
Ennek megfelelden jelenleg két korkép elkiilonitését javasoljak a szakemberek:
progredidlé forma (progressziv torzité orrgyulladds) és nem progredidlé forma
(bordetellosis).

A kérdést bonyolitja azonban az a tény, hogy a P. multocida megtelepedéséhez és
elszaporoddsdhoz viszont valamilyen, a nydlkahartyat kdrosité hajlamosité hatdsra van
sziikség, melyek koziil — gyakorlati szempontbdl — a B. bronchisepticdval tortént
elozetes fertézés a legismertebb és a legvaldszinlibb. A B. bronchiseptica, miutan
bejutott az orriiregbe, az adhéziét szolgald feliileti képletei segitségével hozzéatapad a
nyélkahartya csillés hamsejtjeihez, majd elszaporodik a nyalkahartya feliiletén. Mindez
elofeltétele annak, hogy anyagcseretermékei révén kdrosithassa a szervezetet. Ez
utobbiak koziil a dermonekrotikus toxin (DNT) latszik a legfontosabbnak. Felteheto

ugyanis, hogy a DNT felel6s mind a B. bronchiseptica altal eldidézett orrkagyld
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sorvadasért, mind azon nydlkahartya elvaltozdsokért, melyek asszisztdlnak a
P. multocida sikeres kolonizdcidjdhoz. A nydlkahartydn megtelepedett P. multocida
szintén kivalaszt egy hoérzékeny toxint (P. multocida toxin, PMT), amely megzavarja
az orrkagylok csontosoddsi folyamatait, valamint csontlebomlast is el6idéz, ami az
orriireg csontos képleteinek sulyos sorvadasdnak kialakuldsat eredményezi.

A korkép felismerése 6ta nagyszdmu, a betegség kiilonbdz6 vonatkozdsait targyald
kozlemény jelent meg a szakirodalomban. Ennek ellenére mindig meriilnek fel Gjabb,
még tisztdzasra vard kérdések, melyek idordl idore kidjuld vitdkhoz vezetnek. Ennek
egyik f0 oka, hogy a sertés torzitd orrgyulladdsa az Osszetett oku és a polimikrobidlis
betegségek kategoridjaba egyardnt beleillik, igy tobb szempontbdl is modell értékiinek
tekinthetd korkép, amely Osszetettsége miatt a nehezebben megismerhetd bantalmak
kozé tartozik.

Intézetiinkben a torzitdé orrgyulladds kutatdsa 30 éves multra tekint vissza, azt a
babolnai SPF és a mezohegyesi magas egészségi statuszu sertés dallomanyok
létrehozdsat célzé programok hivtdk életre. A magyar sertéstartd — sertéstenyésztod
hagyomanyok megkovetelték, kiilonosen a mar emlitett kereskedelmi korlatozasok
hatranyaira és az egyéb gazdasdgi veszteségekre tekintettel, hogy ezzel a fontos
betegséggel nemzetkozileg is elismert kutatdsokat folytassunk. Ez alatt szdmos, a torzito
orrgyulladéds koéroktanaval, koérfejlodésével, jarvanytandval és az ellene valo védekezés
lehetdségeivel kapcsolatos vizsgdlatot végeztiink, melyek egy része érdekes Uj
megéllapitasokhoz vezetett. Kandidétusi értekezésemben (1993) a B. bronchiseptica
virulencidjat meghatirozé tényezOk és a B. bronchiseptica és a P. multocida KOzotti
kolcsonhatés kisérletes vizsgdlata teriiletén elért eredményeket mutattam be. Az utdna
kovetkezO iddszakban a torzitdé orrgyulladdssal kapcsolatos kutatémunka elsOsorban a
koéroktan, a korfejlodés és a betegség elleni immunvédelem néhdny sajatossdganak
tanulmanyozdsa teriiletén tart fel 4j ismereteket. Az értekezésben ezek koziil szamolok
be néhany, nemzetkdzi szinten is kiemelkedOnek vélt és kelld részletességgel

targyalhaté eredményrol.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A torzité orrgyulladas

A sertés torzité orrgyulladdsa a vildgon mindeniitt el6fordul6 fert6zo betegség, amely
kiilondsen az iparszerli sertéstartdssal rendelkezd orszagok szdmara jelent egészségiigyi
kockazatot. A betegség jellemzdje egy kezdeti heveny orrgyulladds, melyet az orriireg
csontos elemeinek kronikus sorvaddsa kovet. Az egyéb fertézésekkel szembeni fokozott
fogékonysdg, a megnovekedett gyogyszerkoltség, a rosszabb takarmanyértékesitésbol
fakadé hosszabb elkésziilési id6 és a tenyészdllatok forgalmazdsanak korldtozottsaga
tetemes gazdasagi veszteségeket eredményezhet az dllattenyésztésnek.

A korképet Franque (1830) irta le el0szor Németorszagban (“Sniiffelkrankheit”
néven), tobb mint 180 évvel ezeldtt. A torzitdé orrgyulladds elsé hazai irodalmi
osszefoglalé ismertetését Osz Gyula (1956) jelentette meg a Magyar Allatorvosok
Lapjaban. A betegség magyarorszagi felbukkandsdrél Alddsy és Vényi (1962) szdmoltak
be elsOként, akik import sertések utddaiban figyelték meg a kérképre jellemzd
elvaltozasokat. Kiilon ki kell emelni Elids Béla nevét, aki hosszabb idén keresztiil
foglalkozott a torzitd orrgyulladdssal, és szamos cikket publikalt, kiilonosképpen a
B. bronchiseptica tulajdonsagair6l ¢és a megfelel6 immunvédelem kialakitasdnak
lehetdségeirdl (Eliés és mtsai, 1990a, 1990b, 1993).

A betegség kialakulasat kezdetben takarméanyozasi (nem megfeleld kalcium és foszfor
diéta, A- vagy D-vitamin hidnya) és/vagy genetikailag ©6rokl6dd rendellenességekkel
magyaraztik (Franque, 1830; Brown és mtsai, 1966; Seifert, 1971; Horvéth és mtsai, 1972,
Elids és Héamori, 1975). Késébb ezeket -elvetették, mint elsddleges korokokat
(Logomarsino, 1974; Switzer, 1981), és helyettiik a bantalomnak a fert6z6 jellege keriilt az
érdeklodés eloterébe. A korai kutatdsok kiilonféle baktériumok (Pseudomonas,
Actinomyces,  Spherophorus, = Corynebacterium és  mycoplasmdk),  virusok
(cytomegalovirus) és trichomonasok szerepét probéltdk bizonyitani (Osszefoglalva:
Switzer, 1956; Switzer és Farrington, 1975). Az emlitett kérokozok tiszta kultdrdival
azonban nem sikeriilt a jellemz6 elvéltozasokat eldidézni.

Jelenlegi ismereteink szerint csupdn két baktériumfaj, a B. bronchiseptica és a
P. multocida bizonyos torzsei képesek arra, hogy jelentds mértékii orrkagyl6 sorvadast

idézzenek eld sertésben. A B. bronchiseptica ilyen irdnyu képességét Switzer (1956) irta
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le eldszor, amit késobb Cross és Claflin (1962) megerdsitett. A P. multociddt Gwatkin
€s mtsai (1953), majd roviddel ezutan Braend és Flatla (1954) hozta kapcsolatba a
torzit6 orrgyulladdssal, bar ennek bizonyitasara tobb mint hisz évet kellett varni.

A B. bronchiseptica sertés orriiregébdl tortént els6 izolalasat kovetden Switzer (1956)
azt is bebizonyitotta, hogy a baktérium képes az orrkagylok sorvaddsat onélléan eléidézni.
KésObb szdmos kutatd jutott még ugyanerre a kovetkeztetésre (Brassine €s mtsai, 1976;
Cross and Claflin, 1962; Kemeny, 1972; Ross €s mtsai, 1963, Shimizu és mtsai, 1971),
ami azt eredményezte, hogy hosszabb idOn keresztiil a B. bronchisepticdt tekintették a
bantalom egyediili kérokozdjanak. Ugyanakkor kétségek is felmeriiltek, melyeket a
kovetezd megfigyelések tdmasztottak ala:

1. Tobben megéllapitottak (Tornoe €s mtsai, 1976; Giles és mtsai, 1980), hogy a
B. bronchiseptica elterjedtsége sokkal nagyobb a sertésallomanyokban, mint a stlyos
klinikai torzit6 orrgyulladés el6fordulds ardnya. Ennek egyik lehetséges magyarédzata az,
hogy a természetben taldlhatd torzsek kozott virulencia kiilonbségek vannak. Errdl
szamoltak be kutatok az Egyesiilt Allamokbél (Ross és mtsai, 1967; Skelly és mtsai,
1980), Kanadabdl (Miniats és Johnson, 1980) és Nagy-Britannidbol (Collings és Rutter,
1985). Skelly és mtsai (1980) allitdsukat arra alapoztdk, hogy az altaluk vizsgalt
izoldtumoknak csupdn 50%-a eredményezett jelentds mértékii orrkagyld sorvadést orron
at fertézott SPF malacokban. Vizsgélataikat 4-6 hetes malacokban végezték, ami a
B. bronchisepticdval szembeni igazi fogékonysdg korhatdrdn mar tdl van, emellett
torzseik jellemzése is elégtelen, igy nincs mire visszavezetni a virulencidban
feltételezett kiilonbségeket. Az utébbi mondhatéo el Miniats és Johnson (1980)
munkdjardl is, akik ugyan mér hétnapos korban fertdztek gnotobiotikus malacokat, a
kialakult elvaltozasok sulyossdgdban kiilonbségeket is taldltak, de torzseiknek csak
novekedési €s biokémiai jellemzdit irtdk le, melyekben semmiféle eltérést nem tudtak
kimutatni. Ross és mtsai (1967) kiillonboz6 allatfajokbdl (sertés, kutya, macska, nyul,
patkdny) szarmazé izolatumok megbetegitd képességét hasonlitottak 0ssze haromnapos
korban orron 4t fert6zott malacokban. A nem sertés eredetli torzsek kozott taldltak
ugyan sertéssel szemben mutatott virulencia kiilonbségeket, a sertésbol izolalt torzsek
azonban hasonlé mértékben hoztak létre orrkagylé sorvadast. Rutter és mtsai (1982)
szintén ugy taldltdk, hogy a torzitd orrgyulladdssal terhelt, illetve att6l mentes
allomanyokbdl szdrmazd B. bronchiseptica izolatumok virulencidja meglehetdsen
egyontetll: sem a sertést megbetegité képességiikben, sem az egerekben mutatott LDs

értékeikben nem tudtak szignifikans kiilonbségeket kimutatni.
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2. Annak ellenére, hogy a B. bronchisepticdval kisérletesen fertdzott malacokban
kifejezett orrkagylé sorvadds alakulhat ki, ezek az elvaltozdsok a kérokozo tartds orrbeli
megtelepedése mellett sem silyosbodtak és mutattdk a betegség progredidlé forméjara
jellemzd képet (Pedersen és Barfod, 1981). Még a 10 legvirulensebbnek tartott Egyesiilt
Kirdlysdgban izoldlt B. bronchiseptica torzs sem produkdlt szignifikdns orrkagyl6
sorvadast (Rutter és mtsai, 1982). Ugyanakkor azt is hangsulyozni kell, hogy a malacok
B. bronchiseptica fertdzéssel szembeni érzékenysége alapvetden fiigg az életkortdl. A
jellemzd elvéltozasok csak az élet elsd heteiben fert6zodott allatokban alakulnak ki
(Rutter, 1985).

3. A B. bronchiseptica kivaltotta elvéltozdsok regenerdléddsra hajlamosak
(Rutter, 1981; Tornoe és Nielsen, 1976). Ugy tiinik, hogy az ehhez sziikséges idétartam
szintén az életkorral all Osszefiiggésben. A négyhetes korban fertdzott malacok
orrkagyldinak regeneracidja mar a fertozés utan 6-8 héttel bekovetkezett. Ugyanez a 3
napos korban fert6zott malacok esetében 5 honapot vett igénybe (Ross és mtsai, 1963).

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a B. bronchiseptica fertdzottség 6nmagéban
nem magyardzza a torzitd orrgyulladds megjelenését, kiilonosen nem a heveny
jarvanykitorések sordn tapasztalt sulyos elvaltozasok kialakuldsat.

A felmeriilt kétségek arra 0sztonozték a kutatdkat, hogy mas tényezOk utan nézzenek.
Igy keriilt a betegséggel kordbban mar Osszefiiggésbe hozott P. multocida ismét az
érdeklddés eldterébe.

A P. multocida torzité orrgyulladdssal kapcsolatos jelentdségének tisztdzasa akkor
vélt lehetové, amikor felfedezték, hogy a torzsek egy része toxintermeld képességgel
rendelkezik (Iljina és Zasukhin, 1975, de Jong és mtsai, 1980). Azt is megéllapitottdk,
hogy kizarélag a toxint termeld torzsek képesek silyos és irreverzibilis orrkagyld sorvadést
eléidézni kisérletes fert6zések sordn (Pedersen és Barfod,1981, Rutter és Rojas, 1982,
Pedersen és Elling, 1984). A toxintermeld P. multocida koroktani jelentOségét segitettek
tisztdzni azok a kisérletek, amikor orrba csepegtetett (Iljina és Zasukhin, 1975) vagy
izomba oltott (Rutter és Mackenzie, 1984) toxintartalmu sejtkivonatokkal sikeriilt a
jellegzetes elvaltozasokat 1étrehozni. A P. multocida toxin szerepét megerdsitette, mikor D
szerocsoportd P. multociddbdl tisztitott €s orrba juttatott (Dominick és Rimler, 1986), vagy
hastiregbe oltott (Chanter és mtsai, 1986) fehérje toxin sulyos orrkagyl6 sorvadast idézett
eld gnotobiotikus malacokban. A P. multocida toxin (PMT) — legaldbbis mesterséges

fertdzési kisérletekben jatszott — kulcsszerepének végsd bizonyitékat Lax és Chanter
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(1990) szolgaltatta, akik rekombindns PMT segitségével sikeresen reprodukéltik a torzitd
orrgyulladas jellemz0 elvéltoz4sait.

Az ismertetett eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a két baktérium altal
eldidézett elvaltozasok stlyossaga és lefolydsa kiilonbozik egymastdl. A B. bronchiseptica
enyhe-kozepes mértékii elvaltozdsokat idéz elo, melyek 1dovel képesek regeneralddni, mig
a PMT termeld P. multocida silyos és tartésan megmarad6 orrkagyld sorvadast képes
l1étrehozni. Ezen az alapon sziiletett meg a javaslat, hogy kiilonboztessiink meg progrediald
(progressziv) és nem progredidld (nem progressziv) kérformat, aszerint, hogy milyen
elsddleges koroktani tényezd taldlhaté az adott dllomanyban (de Jong és Nielsen, 1990).

Tovabb bonyolitja azonban a kérdést, hogy a P. multocida egymagéban fertézve csak
kis szamban képes megtelepedni a kisérleti allatok sértetlen orrnyalkahartyajan, és az ilyen
malacokban csupdn enyhe orrkagyld elvaltozasokat észleltek (Rutter és Rojas, 1982). A
P. multocida ép orrnydlkahdrtydhoz valé gyenge affinitdsdt mds szerzOk vizsgdlatai is
alatdmasztjdk (Frymus és mtsai, 1986, Jacques és mtsai 1988, Nakai és mtsai, 1988).
Mindez arra utal, hogy a P. multocida akkor tud az orriiregben a betegség eldidézéséhez
szilkséges mennyiségben megtapadni és elszaporodni, ha el6zdleg a nyélkahdrtya
megfeleld elvaltozasai jonnek létre. Eddig ezt kétféle mddon sikeriilt mesterségesen
eldidézni: az orrnyédlkahdrtya 1%-os ecetsavval torténd ecsetelésével (Pedersen és Elling,
1984), illetve a P. multociddt megel6z6 B. bronchiseptica fertézéssel (Pedersen és Barfod,

1981, Rutter és Rojas, 1982). Gyakorlati szempontbdl az utébbi tiinik jelentdsebbnek.

2.1.1. A torzité orrgyulladas jellemzoi
2.1.1.1. Klinikai tiinetek

A torzité orrgyulladds klinikai tiinetei kozé tartozik a fiatal dllatok tiisszogése, a
savos, stlyosabb esetben savds-gennyes orrfolyds, konnyezés, a belsd szemzugbdl
kiindul6 félhold alaku elszinezddés, esetenként orrvérzés, végiil az egyik vagy mindkét
oldali orrkagyld, illetve egyéb csontos elemek nagymértékil, vagy teljes elsorvaddsa, ami
ennek megfeleléen az orr egyik irdnyban torténd elferdiilését, vagy pedig megrovidiilését
eredményezi (Rutter, 1985). Az érintett sertések gyakran rosszul értékesitik a takarmdnyt,
és fejlodésiikben visszamaradnak. A torzitd orrgyulladds klinikai tiinetei altalaban 4-12
hetes kort6l kezdddden jelennek meg (de Jong, 1999). Sulyos esetekben a malacok egy
részében az Osszes felsorolt tiinet lathatd, mig méasokban csupan egy résziik. Masrészrol, a

tiinetek tobbsége egyéb tényezOk hatdsdra is kialakulhat, egyediil az orr tipikus torzuldsa
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tekinthetd korjelzd értékii elvaltozasnak, amely az orrcsontok fejlodésének zavarai miatt
alakul ki. Ennek egyik jele a brachygnathia superior, amikor a fels6 allcsont megrovidiilése
kovetkeztében az alsé dllcsont tdlnydlik azon, és igy a metsz6fogak nem taldlkoznak (1.
abra). A megrovidiilt orr folott a bor vaskos rancokba rendezddik. Amikor a csontosoddsi
zavar az egyik oldalt nagyobb mértékben érinti, mint az ellenoldalit, akkor az orr
oldaliranyu elferdiilése kovetkezik be (2. 4dbra), ami a betegség legfeltiinobb
megnyilvanuldsi formdja. Mindkét oldali sorvadas az orr rovidiiléséhez vezet (3. dbra), ami

altaldban kevésbé latvanyos, mint az egyik oldalra korlatoz6dé forma.

1. abra: Brachygnathia superior
A felsé allcsont megrovidiilése kovetkeztében a metszéfogak nem taldlkoznak.

2. abra: A torzit6 orrgyulladas klinikai képe
Az orr jobbra csavarodott.
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3. abra: A torzit6 orrgyulladas Kklinikai képe
Az orr megrovidiilt, az orrhat bdre durva rancokat vet.

2.1.1.2. Korbonctani elvdltozdsok

A torzitd orrgyulladds legszembetlindbb koérbonctani elvédltozdsa az orrkagylok
sorvaddsa, amit az orriireg elsd-mdsodik el6-zdpfogak vonaldban készitett hardntmetszetén
szokds értékelni, ahol a felsd és az als6é orrkagylok a legfejlettebbek. Az orrelvaltozasok
leggyakrabban a malacok 6-12 hetes kordban jelennek meg (Rutter, 1985). Enyhe —
kozepes esetekben az alsé orrkagyldk ventralis csavarulatai a leginkdbb érintettek, az
elvéltozds az enyhe zsugoroddstdl a teljes sorvadasig terjedhet (4-6. dbra). Siulyosabb
esetekben az als6 orrkagylok dorsalis csavarulatai, a fels6 orrkagylok €s a rostacsont is
sorvadnak. A bdantalom legsilyosabb formdjaban az orrszerkezet teljes hidnya figyelhetd
meg. Gyakori lelet az orrsovény oldalirdnyu elferdiilése is. Az orr feltlind elvéltozdsai a
figyelmet fOleg erre a teriiletre irdnyitottdk. Ugyanakkor lehetséges, hogy koros
elvéltozdsok a test egyéb részein is el6éfordulhatnak, amik azért maradtak észrevétlenek,
mert nem keresték Oket. Hoskins és mtsai (1997) példaul a higyhdlyag faldnak

elvéltozasat figyelték meg egy kisérleti fertéz€s sordn.
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4. abra: Egészséges sertésorr harantmetszete
Az orrszerkezet normélis képet mutat.

5. abra: A torzité orrgyulladas silyos formajat mutaté sertés orranak
harantmetszete
Az orrkagyldk teljes sorvadasa és nagyfoku orrsovényferdiilés alakult ki.
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6. abra: A torzité orrgyulladas egyik oldalra korlatozodé
formajat mutaté sertés orranak harantmetszete
A baloldali ventralis orrkagyldk silyos foku sorvadasa figyelhetd
meg.

2.1.1.3. Korszovettani elvaltozdsok

A betegségre jellemz0 az orrnyalkahdrtya hamsejtjeinek hiperpldzidja és metapldzidja,
a sejtek tobbrétegli kobhamsejtekké alakuldsa és a submucosa gyulladdsos sejtekkel
torténd infiltracidja. Stlyos esetekben a hamsejtek rendezettsége felborul, és papilldkat
vagy tarajokat képeznek, néhol laphdmsejtes metapldzia jelenik meg, melyet a csillok
elvesztése kisér. Az orrkagyld csontos trabeculdinak felszivoddsa szintén megfigyelhetd,
melynek helyén 0Osszezsugorodott rostszovet massza jelenik meg. Sulyos toxikus
P. multocida fert6zést kovetden a parenchymalis szervek elvéltozasait is lefrtdk mar (de

Jong, 1983; Rutter, 1983).

2.1.1.4. Gazdasagi jelentéség

A torzitd orrgyulladds gazdasagi jelentOségét elsOsorban az a feltételezés adja,
miszerint rontja az 4llatok sdlygyarapoddsit (Pedersen és Barfod, 1981). Ez a kérdés
azonban még ma is vita targyat képezi, mivel egymadsnak gyokeresen ellentmondd
eredmények latnak napvildgot (Bickstrom és mtsai, 1985, Kabay és mtsai, 1992, Straw és

mtsai, 1983, 1984). Ezzel egyiitt nagyon valdsziniinek latszik, hogy a silyosabb torzitd
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orrgyulladas jarvanyok nem elhanyagolhatd veszteségeket okoznak a sertéstartoknak
(Muirhead, 1979; Penny és Penny, 1976). Donké és mtsai (2005) kifejezett Osszefiiggést
taldltak egy sertésallomanyban az orrkagyl6 elvaltozdsok silyossdga és a sulygyarapodds
csokkenése kozott.

Kisérletes fertdzések esetében szintén zavaros a kép. B. bronchiseptica és toxikus
P. multocida kombindlt fertéz€s gyakran eredményez sulygyarapodds csokkenést (Foged
és mtsai, 1989, Pedersen és Barfod, 1981, 1982; Riising és mtsai, 2002). Pedersen és
Barfod (1981, 1982) arrdl szdmolt be, hogy B. bronchiseptica fertdzés sem dnmagéiban
sem nem toxikus P. multocida fertdzéssel kombindlva nem okozott torést az éllatok
fejlodésében, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a toxikus P. multocida felelds a fejlodési
erély megrendiiléséért. Ezt a nézetet tdmasztottdk ald van Diemen és mtsai (1994), akik
szerint az alacsonyabb sulygyarapodds az orrelvaltozasok sdlyossdgdval mutatott

Osszefiiggést ecetsavval kezelt és toxikus P. multocida torzzsel fert6zott malacokban.

2.1.1.5. A betegség lekiizdésének lehetiségei

2.1.1.5.1 Gydgykezelés

A klinikai formdban jelentkezd torzité orrgyulladds lekiizdésére a lehetséges
beavatkozasok komplex alkalmazdsa a megfelel6 megkozelités. A legfontosabb cél a fiatal
malacok fertézottségének csokkentése a kocdk szakszerli vakcindzdsdval, a malacok
antibiotikumos kezelésével és sziikség esetén gydgyszeres takarmany etetésével.
Ugyanilyen fontos, hogy a tartdsi és menedzsment koriilmények javitdsdval minél jobb
feltételeket teremtsiink kiilonosen a malacoknak, ami csokkenti a betegségekkel szembeni
fogékonysagukat.

Azonnali antibiotikum terdpia alkalmazhatd, amikor egy hevenyen jelentkezd torzitd
orrgyulladds jarvanykitorés ellen szeretnénk fellépni, esetleg megel6zésképpen is, ha egy
allomdnyban nagy a veszélye a heveny megbetegedésnek. A torzitd orrgyulladés
kezelésére elsoként hatékonyan haszndlt antibiotikumok a szulfonamidok voltak (Switzer,
1963), melyeket ma is széles korben alkalmaznak akdr egymagédban, akdr egyéb
antibiotikumokkal kombindltan, illetve trimethoprimmel potencidlt formdban. A sertés
eredetli B. bronchiseptica torzsek altaldban érzékenyek a kiilonféle tetraciklinekre (Sisak
€s mtsai, 1978; Pijpers és mtsai, 1989, Kadlec és mtsai, 2004), melyeknek a parenteralisan
adagolt hosszi hatdsi formuldi kiilonosen alkalmasnak bizonyultak a fiatal malacok

B. bronchiseptica  okozta  megbetegedéseinek  gydgykezelésére, hasonléan a
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fluorokinolonokhoz, melyeket szintén ajanlanak a betegség lekiizdésére (Hannan és
mtsai.,1989). A legtobb P. multocida izolitum érzékeny penicillinre, tetraciklinekre és
kléramfenikolra (Sisak és mtsai, 1978). Egyéb, a P. multocida fertdzottség lekiizdésére
altalanosan hasznalt antibiotikumok ko6zé tartozik még a tilozin, linkomicin/spektinomicin,
ampicillin, amoxicillin, spiramicin, kinolon szarmazékok, cephalosporinok €s a tiamulin. A
torzitd orrgyulladds elleni alkalmazdsukkor szdmitisba kell azonban venni a
B. bronchiseptica sziikebb antibiotikum érzékenységi spektrumat.

Kinai B. bronchiseptica izoldtumok antibiotikum rezisztencidja (furazolidon,
ampicillin, cefazolin, streptomicin és az amoxicillin/klavuldnsav) meghaladta a 70%-ot.
Ezért ezen a foldrajzi teriileten ezek az antimikrobidlis szerek nem alkalmazhaték
terapids céllal (Zhao és mtsai, 2011). Tang és mtsai (2009) szerint az antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia mértéke sertés eredetli P. multocida izoldtumok esetében Kindban
magasabb, mint mds orszidgokban, és az izoldtumok 93,1%-a mutat tobbszords
rezisztenciat. A multirezisztencia 2003-2007 kozott csaknem négyszeresére ndvekedett.
A torzit6 orrgyulladdst okoz6 P. multociddval szemben leghatékonyabbnak
cefalosporinok, a florfenikol, valamint a fluorokinolonok mutatkoztak. Sertésekbdl
szarmaz6 hazai P. multocida izolatumok vizsgélata a fentiekkel ellentétben apramicin,
szulfonamid és tetraciklin rezisztencidrdl szamol be (Sellyei és mtsai, 2009).

Altaldnos gydgykezelési stratégia a kocdk antibiotikumos takarmdnnyal etetése a
vemhesség utolsé hdénapjdban, a malacokra nehezedd fert6zési nyomds csokkentése
céljabol. Emellett a malacok is kezelhetdk koriiltekintéssel megvélasztott injekcids
készitmények terdpids adagjaival az élet elsdé 3-4 hetében. Leirtak spray formdban
orriiregbe juttatott oxitetraciklin kezelést is (de Jong, 1983). Gyakorlati tapasztalatok azt
mutatjadk, hogy a malacokban kialakulé heveny betegség potencidlt szulfonamidokkal,
ampicillinnel, tetraciklinekkel, ceftiofurral vagy enrofloxacinnal eredményesen
kezelhetd.

Hazai fejlesztésii, széles spektrumu antibakteidlis készitményt (Vetricin) 1989-ben
kezdtek el haszndlni a torzitd orrgyulladds megel6zésére és kezelésére. A Getroxel,
klérkinadol €s oxitetraciklin kombindciéjaval SPF malacokon végzett kisérletekben a
fertézést kovetd 30. napra a P. multocida nem volt kimutathaté az orriiregekbdl, mig a
B. bronchiseptica csak kis szamban volt visszaizoldlhat6 (Varga és mtsai, 1991).

Altaldnosan elfogadott, hogy a torzité orrgyulladds kialakuldst elSsegiti a nagy
alloméanystiriiség, az alacsony higiéniai szint és a nem megfeleld menedzsment is. Ezek

javitasa nagymértékben segiti a specifikus gyogykezelési eljarasok hatékonysagat.
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2.1.1.5.2 Immunizalas

A vakcindzas éltaldnosan haszndlt eszkoz arra, hogy a torzit6 orrgyulladas altal sdjtott
alloméanyokban csokkentsék a betegség eldforduldsi ardnyat. A torzité orrgyulladés elleni
vakcindk fejlodése a betegség koéroktanardl alkotott nézetek valtozasat tiikrozi. Az 1960-
70-es években, amikor a B. bronchiseptica szerepelt elsddleges kérokként, a monovalens
B. bronchiseptica vakcindk haszndlata terjedt el. Bar az endémidsan fert6zott
alloméanyokban a klinikai tiinetek jelentds visszaszoruldsat figyelték meg az oltéanyag
hasznélatat kovetden, jelentOs hatékonysagbeli eltérésekrdl is beszamoltak (Giles és Smith,
1983). A jelenlegi ismereteink fényében egy monospecifikus B. bronchiseptica vakcina
kétféle modon csokkentheti az orrkagyld sorvadds sudlyossdgat: (1) gatolja a
B. bronchiseptica megtelepedését, és igy az éltala eldidézett orrkagyld karosodast, (2)
rontja a P. multocida kolonizéci6jahoz sziikséges koriilmények kialakuldsat, és igy indirekt
modon csokkenti az orriiregben jelenlevd PMT mennyiségét. Masrészrdl, ez a vakcina
nem ad direkt (specifikus) védelmet a toxikus P. multocida aktivitasaval szemben. Ez az
indirekt védelem tovabb csokkenhet, ha a B. bronchisepticdn kiviil egyéb tényezok is
segitették a P. multocida sikeres megtelepedését. EbbdOl kovetkezden, a betegség
polimikrobidlis természetének altalanos elfogaddsat kovetdn, egy korszerii oltdanyagtdl azt
vérjuk, hogy mindkét kérokozé karos hatdsa ellen nyujtson specifikus védelmet. Ennek
megfeleléen, a jelenleg forgalmazott vakcindk egyarant tartalmaznak P.multocida és
B. bronchiseptica antigéneket. Annak ellenére, hogy mara mar meglehetdsen sokat tudunk
a B. bronchiseptica virulencia tényezOir6l, ez a komponens tovdbbra is teljes sejt
form4jdban szerepel a legtobb oltéanyagban. A PMT-nek a progredidlé torzitd
orrgyulladas koérfejlodésében jatszott kulcsszerepének felismerése ota dltaldnossa valt a
tisztitott és inaktivalt PMT szerepeltetése a vakcindban, akar egymagdban, akar teljes sejt
P. multocida bakterinnel kombinalt formaban, s0t monovalens PMT vakcindk is
megjelentek a piacon.

Az immunizalas altaldnos gyakorlata a kocak vakcinazdsa, amikor a kocdkat kétszer
oltjak az els0 vemhességiik alatt, majd minden tovabbi vemhességiik sordn egy-egy
emlékeztetd oltdsban részesiilnek. Az athangolédott kocdk malacaikat az anyai
ellenanyagok tejen keresztiil torténd passziv atvitelével lagjdk el immunvédelemmel.
Vannak orszdgok, ahol a kocdk immunizdldsidt a malacok vakcindzasaval ajanljak
kiegésziteni. Kétségtelen, hogy a malacok vakcindzdsa athangolddéast eredményez, de

ennek haszna kérdéses, mivel a jellemzd elvaltozasok kialakuldsdhoz a fertézésnek
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egészen fiatal (1-2 hetes) korban (az anyai ellenagyagok jelenléte idején) kell
megtorténnie.

Egyes gyartok a malacok 1-3 napos korban torténd vakcinazasét javasoljak, de sajat
vizsgélataink sordn a malacok vakcindzdsa nem mutatott semmi eldnyt a csupdn kocak

vakcindzéasihoz képest (Kovécs és Magyar, 1996).

2.1.1.5.3 Megel6zés

A vakcindk onmagukban csak a torzité orrgyulladas klinikai megjelenését képesek
géatolni, de nem elimindljak a kéroktani tényezdket az dllomanybol. A B. bronchiseptica
altalanosan elterjedt a sertések korében, és képes a természetes vizekben is fennmaradni
egy ideig (Porter és mtsai, 1991), a teljes kiirtdsa nehezen elképzelhetd. A P. multocida
toxikus torzsei kevésbé elterjedtek a sertésdllomanyokban, és lehetségesnek tartjak
eltavolitasukat a fertdzott telepekrdl, egy legaldbb 6t évig tartd intenziv vakcindzast
kovetden (de Jong, 1999), amit sajat tapasztalatok is megerdsitettek (Mester és Magyar,
2007). A torzité orrgyulladds mentesség elérésének jelenleg ismert legbiztosabb mddja a
meghatarozott kérokozoktdl mentes (Specified Pathogen Free, SPF), vagy gydgyszeres
kezeléssel kombinalt korai valasztas utan elkiilonitetten felnevelt (Alexander és mtsai,
1980) malacokbdl kialakitott dllomadnyok létrehozdsa. Itt is nélkiilozhetetlen azonban egy
hatékony mikrobioldgiai barrier létesitése és fenntartdsa, amit alapos és folyamatos

monitorozasnak kell kisérnie.

2.2. A korfejlodés szempontjabol fontos ismeretek
2.2.1. A B. bronchiseptica virulenciajat meghatarozo tényezok

A Bordetella nemzetség tagjai 1égzdszervi kérokozok. A B. bronchiseptica széles
korben elterjedt a természetben. ElsO izoldlasanak idején (Ferry, 1911) a szopornyica
koérokozdjanak hitték, késébb ugy gondoltik, hogy a kutya virusos fertézései sordn
kialakul¢ sulyos szovodményekért felelds. Végiil kimutattak, hogy fontos szerepet jitszik a
kutya un. kennel kohogésének koroktanaban (Bemis, 1977). A B. bronchiseptica jarvanyos
megbetegedéseket képes eldidézni tengerimalacban, nyidlban, patkdnyban és majmokban.
A macska és a 16 fogékonysdgit szintén megéllapitottdk. (Goodnow, 1980). A
B. bronchiseptica iranti érdekl6dést jelentOsen fokozta, amikor a kdérokozoét a sertések

torzit6 orrgyulladasaval hoztdk kéroktani Osszefiliggésbe (Switzer, 1956). Az utébbi idében
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szaporodnak az ember megbetegedéseirdl szOlo leirdsok is, ami a B. bronchiseptica
esetleges kozegészségiigyi jelentdségére hivja fel a figyelmet (Woolfrey, 1991).

A B. bronchiseptica rovid pdlcika alakd, Gram-negativ, aktiv mozgdsra képes
baktérium. A virulens torzsek szdmos virulencia faktort termelnek, melyek koziil a

legfontosabbak az adhezinek €s a toxinok.

2.2.1.1. Adhezinek

A nydlkahartydt megbetegitd baktériumok okozta fertézések elofeltétele a
nyalkahdrtya sejtjeihez valo tapadas (adhézid), és az azon torténd elszaporodas (egyszdval
kolonizacid) képessége, hogy a korokozo elkeriilhesse a szervezet fizikai védekezd
mechanizmusai altal torténd kisodrodast (Beachey, 1981; Isaacson, 1983). Ehhez az illetd
mikrobanak a megtapadast szolgdl6 mechanizmussal (adhezinnel) kell rendelkeznie, amely
biztositja a célsejthez torténd specifikus kotddést (az adhézidt). A B. bronchiseptica —
ellentétben a P. multociddival — nagy affinitdssal kotddik a fels6légutak csillés
hamsejtjeihez (Yokomizo és Shimizu, 1979; Magyar és mtsai, 1983; Nakai és mtsai, 1988;
Jacques és mtsai, 1988; Chung és mtsai, 1990). A B. bronchiseptica tobb terméke, koztiik
a filamentézus hemagglutinin, a pertaktin és kiillonboz6 fimbridk tartoznak a feltételezett
adhezinek kozé, de a kolonizacidban jatszott pontos szerepiik még tisztdzasra var.

A B. bronchiseptica adhezinjei koziil kiillondsen nagy jelentdsége van a
filament6zus hemagglutininnek, amely kiilonbozé kotohelyeket felismerd régioi
segitségével vesz részt az adhézidban. Igy a filamentézus hemagglutinin szerepet jtszik
a makrofdgokhoz és egyéb leukocytdkhoz vald kotddésben, és fontos a csillos
nyédlkahartya hamsejtekhez kapcsolodasban is, mig a heparin-kotd helyének a
hemagglutindcioban €s a nem csillézott epithel sejtvonalakhoz torténé adhézidban van
jelentdsége. Nagyfokid immunogenitidsa miatt a filamentézus hemagglutinin a
sejtmentes vakcindk egyik f6 komponense (Cotter és Miller, 2001). A pertaktin
autotranszporter kiils6 membrinfehérje, amely az eukariéta sejtekhez vald
kapcsolddasban fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitdsa révén vesz részt. Ezen kiviil
ismert, hogy a pertaktin a B. bronchiseptica bakteriofagjanak receptora (Jacob-
Dubuisson és Locht, 2007). Ahogy a legtobb Gram-negativ baktérium, a
B. bronchiseptica is expresszal fimbridkat. A fimbria helikalis szerkezetli polimer
fehérje, amely rendelkezik heparin-koté régiéval. Ezeknek a  vékony

fehérjecsovecskéknek szintén a gazdasejthez valé kotddés a feladatuk, és
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elengedhetetlenek az epithel sejtekhez valo koétddésben és a tartés kolonizédcidban

(Cotter és Miller, 2001).

2.2.1.2. Toxinok

A B. bronchiseptica virulencia faktorainak masik fontos csoportjét a toxinok képezik,
melyek koziil a legfontosabbak az adenilat-ciklaz hemolizin toxin (CyaA), trachedlis
citotoxin és a dermonekrotikus toxin (DNT).

A CyaA nagymértékben konzervalt, 200 kDa-os fehérjetermészetii toxin. Az
egyetlen eddig ismert szekretalt protein, melyet mind a B. pertussis, a B. parapertussis
€s a B. bronchiseptica is expresszdl, ezért is tulajdonitanak a CyaA toxinnak
meghatdroz6 szerepet a Bordetella fajok 1égzdszervi patogénként elért evolicids
sikerében (Buboltz és mtsai, 2008). A CyaA toxinnak Iényeges szerepe van a sikeres
koloniz4ciéban, ugyanis késlelteti a gazdaszervezet immunvalaszdnak kialakuldsat.
Giétolja mind a velesziiletett immunitds, mind az adaptiv immunitds effektor funkcidit,
igy példdaul a kemotaxist, a fagocitézist és az oxidativ ,burst”-ot. Csokkenti a
gyulladaskeltd citokinek, és eldsegiti a szuppressziv citokinek termelddését.
Makrofagokban apoptézist indukal, és megakaddlyozza a dendritikus sejtek érését, igy
gitolva az antigén prezentdcid folyamatit. Mindezek kovetkeztében akadédlyozza a T-
sejtek aktivdlodasat is (Lebrun és mtsai, 2009). A trachedlis citotoxin a bakteridlis
sejtfal ujraépitése sordn keletkezd toxin, amelynek citopatogén hatdsa a csillos
nydlkahartya hdmsejtek nagymértékii elhaldsit okozza. A trachedlis citotoxin
glikopeptid természetli molekula, mely minden Gram-negativ baktériumban
megtaldlhatd, de csak a Neisseria gonorrhoeae, illetve a Bordetella nemzetség tagjai
tiritik kornyezetiikbe. A B. pertussis ezzel okozza a szamarkohogésre jellemzo

epithelidlis citopatogén hatdst (Cotter és Miller, 2001).

2.2.1.2.1 Dermonekrotikus toxin (DNT)

A holabilis toxinnak is nevezett DNT volt a Bordetella nemzetség elsének azonositott
virulencia tényezdje (Bordet és Gengou, 1909). DNT-t a Bordetella nemzetségbe tartozé
baktériumok termelnek, igy a B. bronchiseptica, B. parapertussis és B. pertussis, valamint
az ezekkel tdvolabbi rokonsagban all6 B. avium is. A DNT elnevezés az intradermadlisan

oltott allatokndl tapasztalt, a toxin altal létrehozott jellegzetes borelvaltozdsokra utal (Livey
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€s Wardlaw, 1984). A mesterségesen feltart baktérium sejtbdl kiszabadulé DNT kisérleti
allatokba oltva letalis hatast fejt ki. Természetes koriilmények kozott azonban a DNT
elsddlegesen a baktériumok citoplazmajaban taldlhatd, ahonnan csak a baktérium szétesése
kozben jut ki (Cowell és mtsai, 1979). Igy érthetd, hogy teljes sejt baktériummal kezelt
allatok esetében kevesebb toxint lehet kimutatni, mint azokndl, amelyeket ultrahanggal
feltart baktérium kivonattal kezelnek. Weiss és Goodwin (1989) a DNT expresszidjaban
géatolt B. pertussis mutans torzzsel szopds egereket fertdztek intranasalisan, €s azt az
eredeti torzshoz hasonlé mértékben virulensnek taldltak, amibdl arra kovetkeztettek, hogy
a DNT nem nélkiilozhetetlen a virulencidhoz. Hasonl6 jelenséget figyeltek meg masok is,
amikor egy sertésbdl izoldlt és DNT-t nem termeld B. bronchiseptica torzset egérbe
intravéndsan (Magyar, 1990) vagy intracerebrdlisan (Lendvai és mtsai, 1992) oltottak. A
DNT-expressziéban mutans B. avium avirulens volt egy pulyka modellkisérletben (Temple
€s mtsai, 1998), de ez a mutdns kevésbé jol jellemzett, mint a B. pertussis mutansok.
Val6szinli, hogy a DNT kifinomult szerepet jitszik a szervezetben. Minden bizonnyal
hatdst gyakorol a bordetelldk és egyéb kdrokozokkal szembeni védekezo
mechanizmusokra €s immunitisra. Az immunfunkcidk géatldsanak képessége nem is
annyira meglepd egy olyan toxin esetében, amely megzavarja az Rho fehérjék normalis
miikodését. Ezek a hatdsok eldsegitik a mdsodlagos fert6zéseket, ami nagyon is jellemzd a
bordetelldk okozta megbetegedések soran. Mindemellett a jelek szerint a DNT kozvetleniil
is befolydsolja a csontképzddési folyamatokat.

A DNT-t mar elég kordan kapcsolatba hoztdk a sertés torzitd orrgyulladdsa
korfejlodésével. A gyanut Hanada és mtsai (1979) munkaja ébresztette fel, akik egy
toxikus B. bronchiseptica torzs ultrahanggal feltart sejtmentes kivonatat juttattdk
ismételten malacok orriiregébe, amellyel a természetes esetekben latott elvaltozdsokat
produkaltak, bar azt 6k is hozzateszik, hogy kivonatuk a DNT-n kiviil mds bakteriélis
komponenseket (endotoxint, hemagglutinint, K-antigéneket) is tartalmazhatott. Tovabbi
bizonyitékot szolgdltatott egy sertésbdl izoldlt természetes DNT-t nem termeld és egy
ugyancsak sertés eredeti DNT pozitiv B. bronchiseptica torzs Osszehasonlité vizsgalata
(Magyar és mtsai, 1988, Magyar, 1990). A természetes DNT— torzs a DNT+ torzshoz
hasonlé mértékben termelt adenilat-ciklaz hemolizin toxint €s legaldbb egy adhezinnel is
rendelkezett, egérben virulensnek bizonyult, és a malacok orriiregében a DNT+ t6rzshoz
hasonl6 szamban telepedett meg. Ugyanakkor orrkagyl6 sorvadést csak a DNT+ torzs volt
képes eldidézni. Itt is meg kell azonban emliteni, hogy nem zarhat6 ki teljesen, hogy a

torzsek kozott mds, nem azonositott kiillonbségek is lehettek.
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A DNT nagyméretii, intracelluldrisan haté toxin, amit a célsejtek pH-fliggd
folyamat sordn vesznek fel (Lacerda és mtsai, 1997). A toxin 1464 aminosavbodl allé
egylancu polipeptid, amely mérete kb. 160 kDa (Kashimoto és mtsai, 1999). A DNT-t
kodolo génszakasz konzervalt, a tobbi virulencia génhez hasonléan a BvgAS rendszer
szabdlyozdsa alatt 4ll (Nakase, 1957; Walker és Weiss, 1994; Weiss és Falkow, 1984).
A DNT-gén szekvencidjat eloszor B. pertussisban azonositottadk (Walker és Weiss,
1994), bar az elsé rekombindns DNT-t B. bronchisepticdabdl éllitottak eld (Pullinger és
mtsai, 1996). A DNT-gén nem tartalmaz szignilszekvenciit, és nem ismertek olyan
kapcsolddo fehérjék, amik a szekréciot segitenék. Bar lehetséges, hogy a szekrécidonak
egy eddig nem ismert mechanizmusa van jelen, minden rendelkezésre all6 bizonyiték
arra utal, hogy a DNT csak a bakteridlis sejtlizis sordn szabadul fel (Cowell és mtsai,
1979; Nakai és mtsai, 1985), azaz a DNT-t a haldokl6 baktériumsejtek iiritik, hogy az
€10 baktériumokat segitsék a fert6zés sordn.

A toxin N-termindlis régidja, ami 30 aminosavat foglal magdba, segiti el6 a
célsejtekhez vald kotddést; mig a C-termindlis régié, ami 300 aminosavat foglal
magdba, katalitikus aktivitdssal rendelkezik. Utébbi régié homoldgidt mutat az
Escherichia coli vagy Yersinia pseudotuberculosis eredetli citotoxikus nekrotizald
faktorok C-termindlis régidjaval (Walker és Weiss 1994; Lemichez és mtsai, 1997;
Kashimoto és mtsai, 1999; Matsuzawa és mtsai, 2002, Hoffmann és Schmidt, 2004;
Knust és Schmidt, 2010; Fukui-Miyazaki és mtsai, 2011). A 45-166 AS régié egy
feltételezett transzmembran domént tartalmaz, a toxin proteolitikus hasitison megy
keresztiil az Arg(44) és Glu(45) kozott egy furinszerli protedz hatdsdra (Matsuzawa és
mtsai, 2004). Tehat a DNT kotédik a célsejtekhez az N-termindlis région at, majd
intramolekuldris hasitdson megy keresztiil, és az enzimatikusan aktiv régid
transzlokdlodik a citoplazmaba (Fukui és Horiguchi 2004; Fukui-Miyazaki és mtsai,
2011). A DNT az Rho csaladba tartoz6 fehérjékre hat (Horiguchi és mtsai, 1995b;
1997). Ezek kis, GTP-koto fehérjék, melyek a GTP-hez kotddve effektor proteinekkel
keriilnek kolcsonhatdsba, ugyanakkor GTPaz enzimet is tartalmaznak (Ridley, 1996).
Feladatuk a sejtfunkcidk sok aspektusdnak, igy a citoszkeletdlis rendszer, a
génexpresszidhoz és a sejtciklushoz kapcsolddo jeldtviteli utak szabdlyozdsa. A DNT a
GIn(63) deamindcidjat (Horiguchi és mtsai, 1997), illetve transzglutamindcidjat
(Masuda és mtsai, 2000; Schmidt és mtsai, 1999) katalizdlja, igy gatolja a G-protein
GTPaz aktivitdsat. Ez folyamatos aktiviciét eredményez, ami a tirozin

foszforildcidjdhoz és a fokdlis adhézids kindz aktividlasahoz vezet (Lacerda és mtsai,
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1997), ami a citoszkeleton €s intracelluldris jeldtviteli utak masik kulcsfontossagu
szabdlyozdja. A kapcsolat a DNT 4ltal el6idézett Rho GTP-kotd fehérjék GTPaz
aktivitdsnak gétlasa és a dermonekrotikus elvaltozasok kozott nem teljesen vildgos, de a
citoszkeleton atrendezddések és az alakvaltozdsok vezethetnek a zonula occludens
toréseihez az endotheliumban, ami kisérleti modellekben is lathaté érrendszeri
szivargast €s kék-fekete zuzddasszerl elvaltozasokat eredményez.

Cellularis szinten a DNT megvaltoztatja a sejtmorfolégiat (Horiguchi és mitsai,
1991), stimuldlja a DNS- és fehérjeszintézist (Horiguchi és mtsai, 1993, 1994), tovabba
géitolja az osteoblastok differencidloddsat (Horiguchi és mtsai, 1991). A DNT-indukalt
morfoldgiai véltozasokat a célsejtekben kialakult aktin stresszrostok és fokdlis adhéziok

jelzik (Horiguchi és mtsai, 1995b).

2.2.2. A B. bronchiseptica virulencia tényezdinek genetikai szabalyozasa

A B. bronchiseptica virulencia faktorainak expresszidjat a BvgAS (Bordetella
virulence gene) kétkomponensi transzdukcids rendszer, kiilonboz6 kornyezeti ingerekre
adott vdlasz alapjdn szabdlyozza. A bels6 membrdanon taldlhaté 135 kDa-os
transzmembrdn BvgS szenzor kindz kornyezeti stimulus hatisara egy négylépcsOs
foszforilacids kaszkadot indit el, ezéltal aktivdlja a citoplazmdban taldlhaté 23 kDa-os
BvgA transzkripciés aktivatort. Ennek kovetkeztében az aktivalt BvgA kapcsolddik a
specifikus virulencia gének promoéteréhez és megindul az adhezinek és toxinok
transzkripcidja, igy filamentézus hemagglutinin, fimbria, pertaktin, tovabba adenilat-
ciklaz hemolizin és dermonekrotikus toxin termelddik (Matto és Cherry, 2005). (7.4bra)

Meghatéarozott in vitro tenyésztési koriilmények kozott (37 °C-on, MgSOy és/vagy
nikotinsav hidnydban) a BvgAS rendszer aktivélja a vag (vir activated genes [a BvgAS-t
eredetileg vir-nek jelolték] és gatolja a vrg (vir repressed genes) lokuszon taldlhatd
gének transzkripcidjat. Ilyen koriilmények kozott a baktérium virulens, tn. Bvg+
fazisban van. A vag l6kuszon taldlhaté gének kédoljdk az adhézidért felelds fehérjéket,
a toxinokat és a kiilsé membran fehérjéket (8. dbra). Cotter és Miller (1994) igazoltak,
hogy a Bvg+ fazis sziikkséges €s elégséges feltétel a B. bronchiseptica szaméra a
1égzdszerv hdmjanak kolonizacidjdhoz. Amikor a hdmérséklet 26 °C-nal alacsonyabb,
tovabbd millimdlos mennyiségli MgSO, és/vagy nikotinsav van jelen, a mikroba
avirulens Bvg— fazisba keriil. Az avirulens fazisban a vag 16kusz funkciéja gétolt, a vrg

I6kuszé pedig aktivalt (Cotter és Miller, 2001). B. pertussis esetében a vrg gének
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ismeretlen funkciéjui kiills6 membran proteineket kddolnak, mig B. bronchisepticdban
feltehetéen nem {rdédnak &4t ezek a gének. A B. bronchiseptica torzsekben ekkor a
motilitdsért (flagellin) és - tobbek kozott - az uredz termelésért felelds gének

expresszidja maximalis (8. dbra).

Stimulus
Phosphorelay >

&.4‘) > . s I }5\: ~ _/IS\
_ v
BvgS ngSm’/ P)
7 BVgA BwgA\P)  BvgA(P)

7. abra: A BvgAS rendszer miikodése
(Forras: Preston és mtsai, 2004)

Cotter és Miller (1994) vad tipusu és Bvg— fazisban 1évé mutdns B. bronchiseptica
torzseket vizsgélva kimutattdk, hogy tdpanyag-limitalt kornyezetben csak az avirulens
fazisban 1év6 mikrobdk tudtak fennmaradni. Vagyis mig a Bvg+ fazisban a 1égzdtraktus
kolonizacidjahoz sziikséges virulencia faktorok (adhezinek és toxinok) expresszalodnak,
addig a Bvg— fazisban a kiilvilagban val¢ tilélésnél elonyos tulajdonsdgok fejezodnek
ki (Ottemann és Miller, 1997). Az 1990-es évek elején leirtak egy dtmeneti (Bvg') fazist
is, amit az adhezinek megjelenésével és a toxinok hidnyaval jeloltek (Scarlato és
Rappuoli, 1991). Napjainkra kideriilt, hogy ez az intermedier fazis sokkal bonyolultabb,
€s az elozok mellett a Bvg-represszdlt fenotipus, valamint szdmos, magas
immunogenitésd faktor maximalis termel6dése jellemzi. Az elséként jellemzett Bvg'-
fazisd gén a bipA volt, ami egy kiilsé membran fehérjét kodol, és az Escherichia coli
intimin, valamint a Yersinia spp. invasin aminosav Osszetételével nagymértékii
homolégiat mutat (Stockbauer és mtsai, 2001). Az atmeneti fazisban néhiany Bvg
aktivalt virulencia gén (fhaB, fim) kifejezddése, valamint a csak erre a fazisra
karakterisztikus egyedi gének (bipA, bcfA) és fenotipusos tulajdonsdgok megjelenése
jellemz6 (Nicholson és mtsai, 2011) (8. dbra). Irie és mtsai (2004) kimutattdk, hogy a

B. bronchiseptica képes biofilm képzésre in vitro, és ezt is a BvgAS rendszer
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szabdlyozza. A filament6zus hemagglutinin és a fimbridk részt vesznek a biofilm
képzésében, mig az adenilat-cikldz hemolizin toxin gatolja azt, igy a biofilm
fenotipusénak a Bvg' fazis kedvez.

A fent leirt szabdlyozdsi mechanizmus az tun. fenotipusos (antigén) modulacio
(Lacey, 1960), amely a virulencia faktorok szintézisének reverzibilis gdlasat jelenti (a
transzkripcid szintjén), €s bizonyos kornyezeti hatdsokra adott vélaszként jelenik meg.
Egy maésik szabdlyoz6 mechanizmus az un. fazisvaltds, melynek alapja egy frameshift
mutici6, amely a kornyezeti hatdsoktdl fiiggetlen (irreverzibilis) Bvg— varidnsokat
eredményez. A moduldlé kornyezeti hatisok kozott nevelt virulens (Bvg+) torzsek
fenotipusosan hasonléak a Bvg— torzsekhez (Passerini de Rossi és mtsai, 1997).

A Bordetella fajokat a BvgAS rendszer nagyfoku hasonlésaga jellemzi. A BvgA és
BvgS fehérjék aminosav szekvencidja 100 és 96 %-os hasonldésagot mutat a B. pertussis
€s a B. bronchiseptica kozott (Martinez de Tejada €s mtsai, 1996), mig a filament6zus
hemagglutinin, pertaktin és CyaA fehérjék vizsgalataval 92, 91 és 97 %-os aminosav
szekvencia hasonlésagot mutattak ki a két faj kozott (Parkhill és mtsai, 2003). Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy a nemzetség virulencia faktorai hasonlé funkciét toltenek be
a fertdzés folyamatdban, tovdbbd a fellépd polimorfizmusok specifikus

gazdaadaptaciora utalhatnak.

- 100 1 "k'éséii" Bvg-aktivalt

ﬁ gének (pl. cyaA)

()

2 2 "korai" Bvg-aktivalt

N gének (pl. fhaB, bvgAS)
g 3 Bvgifazis génjei

3 (pl. bipA)

2

% 4 Bvg-gatolt gének

o« 0 (pl. flaA)

8. abra: A BvgAS rendszer miikodése az egyes fazisokra jellemzé relativ
expresszios szintek tiikrében

2.3. A P. multocida toxin

A P. multocida toxin (PMT) felfedezése a torzito orrgyulladds kutatasdhoz kotodik.
A P. multocida szerepének tisztazasat eleinte zavarossa tette a gyakorlatban el6fordul6
esetek és a P. multocida jelenlétének Osszefiiggésbe hozasa (Gwatkin és mtsai, 1953),

amit az a felismerés oldott fel, hogy csak egyes torzsek termelnek toxint. Toxikus
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P. multocida tisztitatlan, illetve részben tisztitott kivonata, valamint tisztitott
rekombindns PMT intraperitonealisan beadva a 1ép- és hugyszervek hiperplazids
elvaltozasat okozta (Chanter és mtsai, 1986; Lax és Chanter, 1990; Rutter és
Mackenzie, 1984).

A PMT nagyméretii (146 kDa) fehérje (Lax és mtsai, 1990; Petersen, 1990), és
génszekvencidjdnak elemzése vildgitott rd miikodésének egyes elemeire. Az N-
termindlis régidhoz kozel taldlhaté egy hidroféb régid, ami valdszinlileg helikalis
szerkezetll (Pullinger és mtsai, 2001). Ilyen tulajdonsdgok a transzmembran régidkra
jellemzoek, és ez a régid nagy hasonlésidgot mutat az E. coli citotoxikus nekrotizdld
faktor transzmembran régidjaval (Lemichez és mtsai, 1997). Kimutattdk azt is, hogy a
C-termindlis régiérol expresszalédott fragmentumok sejtbe juttatdsa DNS-szintézist
indukal (Busch és mtsai, 2001; Pullinger és mtsai, 2001).

A PMT-aktivélt jelatviteli utak tanulmdnyoz4dsat az osteoblastokban akadalyozta az
a tény, hogy a toxin szubsztritja ismeretlen volt. Feltételezték, hogy a PMT a sejtek
feliiletén taldlhaté gangliozid receptorokhoz kapcsolddik. Az nem valészinli, hogy
magdanak a toxin kotddésének és felvételének barmi hatdsa lenne a sejtre. Ezt tdmasztja
ala, hogy a C-termindlis kozelében, a 1165-0s pozicidban cisztein helyett szerint
tartalmazé moédositott PMT, ami az eredetihez képest nem mutatott strukturdlis
véltozdst (Ward és mtsai, 1998), és a célsejtekhez képes volt kapcsolédni és azokba
bejutni, dallatkisérletekben nem mutatott toxikus hatdst (Ward és mitsai, 1998).
Nemrégiben hatdroztdk meg a PMT miikodését molekuldris szinten. A toxin serkenti a
heterotrimer G-fehérje jelatvitelét. A heterotrimer G-fehérjék o-alegységének "switch"
(kapcsolo) II régidjaban a PMT dezamindl egy specifikus glutamint, ami részt vesz a
GTP-hidrolizisben (Orth és mtsai, 2009; Orth és Aktories, 2012). Ennek
kovetkezményeként tobbszoros jelatviteli utak aktivdlodnak, ami sejttipus-specifikus
erds mitogenitdshoz, anti-apoptotikus hatdshoz vagy a citoszkeleton datalakitisahoz
vezet (Seo és mitsai, 2000; Preuss és mtsai, 2010). A PMT hatdsa nagyon erds; 10%
szérumhatdssal megegyezd mértékii DNS-szintézist indukdl, és alacsonyabb

koncentracioban hatékony, mint barmely ismert novekedési faktor.
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2.4. A torzito6 orrgyulladas és a csontanyagcsere

A csont Osszetett szovet, mely az élet sordn folyamatosan atépiil. A szdvetet alkotd
két f6 sejttipus a csontépitd osteoblastok és a tobb sejtmaggal rendelkezd,
csontlebontdsért felelés osteoclastok. Ezek a sejtek kiilonbozé eredetiiek: az
osteoblastok a mesenchymalis Ossejtekbdl, az osteoclastok pedig a monocyta/makrofag
sejtvonalbdl fejléddnek (Suda és mtsai, 1999). A csontépiilés €s -reszorpcidé szorosan
egylittmiikodé folyamatok, az osteoblastok és az osteoclastok differencidlédasa és
aktivitdsa szigortan szabdlyozott folyamat Az osteoblast differencidlédast kiillonbozd
tényezOk stimuldljdk (pl. BMP [bone morphogenic protein], PTH [parathyroid hormon]
vagy novekedési faktorok [IGF vagy TGF]) kiilonb6zd tipusu receptorokhoz kotédve
(Chen és mtsai, 2012.) A kordbbi vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a kiilénb6zo
heterotrimer G-fehérjék és a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok részt vesznek az
osteoblast differencidl6dds szabalyozasdban.

Ismert tény, hogy a B. bronchiseptica DNT és a P. multocida PMT hatéssal vannak
a csontanyagcserére. Ezeket tobb szinten vizsgaltdk: (i) él6 4llatban, elsdsorban
sertésben, de kisebb részben egérmodellen is; (ii) csontszovet-tenyészeteken és (iii)
izolalt sejteken. A gyakorlat szdmdra ezek koziil az a legrelevdnsabb, ami az él6
allatban torténik, de ebben az esetben a molekuldris és sejtszintli valtozasok vizsgalata
lehetetlen. Mdasrészrol, bar a sejtek vizsgalata lehetdvé teszi az ilyen szintli elemzést, az
in vivo helyzetnek megfeleld koriilmények megteremtése nehéz. Mig kordbban él6
baktériumokkal dolgoztak, tjabban bakteridlis kivonatokat vagy tisztitott toxinokat
haszndlnak. A PMT hatdsait sokkal részletesebben vizsgéltdk, részben azért, mivel a
PMT-t tartjdk a torzité orrgyulladds f6 kialakité tényezdjének, részben pedig, mert
jobban hozzéférhetd.

Torzit6 orrgyulladas esetekbdl szarmaz6 orrkagyldk hisztoldgiai vizsgélata feltarta,
hogy mind csontreszorpcid, mind az osteoblastok ¢és osteocytdk degenerécidja
eléfordulhat (Rutter, 1985). Patkdnyokat szubletdlis mennyiségli DNT-vel oltva a
koponyacsonton a periostealis sejtek €s osteoblastok nekrdzisat, valamint a csontmatrix
szintézisének sulyos visszaesését idézték eld (Horiguchi és mtsai, 1995a). Kisérleti
modellekben a B. bronchiseptica baktérium vagy a DNT dltal kivaltott koros
elvaltozasokat csak az osteoblastokban vagy az osteocytdkban figyeltek meg (Fetter és
mtsai, 1975; Silveira és mtsai, 1982; Horiguchi és mtsai, 1995a). Ezzel szemben a

P. multocida baktérium vagy PMT stimuldlta osteoclastok aktivitdsat és karosodott az
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osteoblastikus csontképzés (Foged és mtsai, 1987; Kimman és mtsai, 1987; Martineau-
Doizé és mtsai, 1993; Ghoshal és Niyo, 1993; Mullan és Lax, 1996).

Alacsony, szubletdlis (1 pg kg testtomeg™') dézisi PMT-vel inokuldlt kisérleti
allatokban csonttomeg-csokkenés alakult ki (Lax és Chanter, 1990). Kisérletes
allatfertozé€s sordn a hugyhdlyag €és az ureter epitheliumédnak proliferacidja is
el6fordulhat (Lax és Chanter, 1990; Rutter és Mackenzie, 1984, Hoskins és mtsai,
1997), de az nem ismert, hogy a gyakorlatban el6forduld torzitd orrgyulladds esetén
jelentkezik-e ilyen elvéltozds. Az intraperitonetalisan beadott PMT silyos madj- és
veseelvaltozasokhoz vezet, de az nem vildgos, hogy ez mitogén folyamatok eredménye-
e. A nem mitogén C1165S mutdns még a letélis dozis ezerszeres adagjdban sem toxikus
(Ward és mtsai, 1998), ami azt tdmasztja ald, hogy a PMT-nek csak egyféle hatdsa van.
Az in vitro szoveti kultdrdkat haszndlé tanulmdnyok azt taldltdk, hogy a PMT
csontreszorpcidt okozott (Felix és mtsai, 1992; Kimman és mtsai, 1987; Sterner-Kock
€s mtsai, 1995), de az nem volt egyértelmii, hogy ez a hatds az osteoclastokon vagy az
osteoblastokon keresztiil jott-e 1étre.

A PMT a primer osteoblastokra erds mitogénként hat. A PMT-kezelés hatdséra az
osteoblast-szerli sejtekben csokken az alkalikus foszfatiz aktivitds és ez a primer
osteoblastokra is igaz (Mullan és Lax, 1996; Sterner-Kock és mtsai, 1995). A PMT
gatolja a preosteoblastokat abban, hogy mineralizdlédott csomdkat hozzanak létre
(Gwaltney és mtsai, 1997). Ezekben a sejtekben citoszkeletélis dtrendezddést okoz, igy
ravilagit arra, hogy a Rho-csalad fehérjéinek 1is lehet szerepe az osteoblast
differencidléoddsban és csontépiilésben. A PMT osteoclastokra valé hatdsa kevésbé
ismert. Bar az altaldnosan elfogadott, hogy a PMT befolydsolja az osteoclast aktivitast,
de az nem vildgos, hogy ezt direkt hatdsként vagy az osteoblastokon keresztiil teszi.
Néhany adat az utébbit tdmasztja ald (Mullan és Lax, 1998), de az sem kizart, hogy
mindkét mechanizmus miikodik. Tovabbd a PMT tobb tanulmany szerint serkenti az
osteoclast aktivitdst (Gwaltney és mitsai, 1997; Jutras €s Martineau-Doizé, 1996;
Kimman és mtsai, 1987; Martineau-Doizé és mtsai, 1993), mig legalabb egy munkaban

ennek ellenkezdjét figyelték meg (Ackermann és mtsai, 1993).
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2.5. Kovetkeztetések

A kérdés tovabbra is aktudlis marad: mi is valdjaban a torzité orrgyulladas? A
betegség legfontosabb 4ltaldnosan elfogadott tiinetei a stlyos fokd, huzamos ideig
fenndllé orrkagyl6 sorvadds, az arcorri rész deformécidja, €s a mar ellentmondédsosabb
csokkent novekedési erély. Jelenlegi tuddsunk alapjan a PMT domindns szerepet jatszik
a torzit6 orrgyulladdsra jellemz6 elvaltozasok kialakitdsaban, igy a toxikus P. multocida
a betegség elsddleges korokanak tekinthetd. Masrészrdl, az is biztosnak latszik, hogy a
P. multocida nem tudja ezt a szerepet betolteni hajlamosité koriilmények, a
nyélkahartya egyel0re pontosabban nem meghatéarozott elvéltozasai nélkiil, melyek a
megtelepedéséhez megfeleld feltételeket teremtenek. Tekintettel a széba johetd segitd
tényezok hosszu sordra, a torzité orrgyulladas tobbtényezds betegségként hatdrozhatd
meg, a P.multociddt pedig joggal soroljuk a fakultativ koérokozok kozé. A
B. bronchiseptica és a P. multocida kozott 1€vo specifikus egyiittmiikodés alapjan a
betegség a polimikrobidlis korképek kozé is sorolhatd, amely hasznos modellje lehet az
ilyen jellegli komplex megbetegedéseknek.

Tovéabbi kutatdsok sziikségesek a lezajlé molekulédris folyamatok pontosabb
megértéséhez és Ujabb terdpids lehetdségek feltardsdhoz. A PMT-vel és a DNT-vel
kapcsolatban még szdmos kérdést kell tisztdzni. Példdul, a P. multocida és a
B. bronchiseptica toxin gének transzkripcié szabdlyozdsa és a fehérje szekrécidja
kevésbé ismert folyamat. E toxinok receptor molekuldit sem azonositottdk még
egyértelmiien, pedig fontos lenne kiillonbséget tenni a toxin-érzékeny és rezisztens
sejtek kozott a gazdaszovetekben. A PMT és a DNT, amelyek specifikus kis GTP-
azokra vagy heterotrimer GTP-dzokra vannak hatdssal, a csontképzddés jelatviteli
Gtjaira hatva okoznak csontelviltozdsokat. Igy ezek a toxinok nemcsak protektiv
antigéneket jelenthetnek a betegségekkel szemben, hanem az osteogenezis és a
jelatviteli utak kozotti kapcsolatok felderitéséhez is hasznos informacidkkal

szolgalhatnak.
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3. A kutatomunka indokoltsaga és céljai

Amint az a kordbbiakbdl kideriilt, a sertés torzité orrgyulladdsa tobb szempontbol
is sajatos, modellértékli betegségnek tekinthetd: Osszetett kéroktanu, soktényezds és
polimikrobidlis koérkép. Torténete sordn nemegyszer felmeriilt mar, hogy sikeriilt a
probléma végsd megolddsidt megtaldlni. Legutébb a téma egyik kiemelkedd holland
szakértdje nyilatkozott ugy, hogy a kocdk szakszerli vakcindzdsa mellett nem kell a
bantalommal szdmolnunk (szébeli kozlés). Sajat tapasztalataim ezt a dertilatd
allaspontot nem tdmasztjdk ald. A betegség barmikor és barmelyik allomanyban
felbukkanhat, az Osszetett kéroktanban altaldban szerepet jatsz6 fert6z6 és nem fert6zo
tényezok is dllanddan valtoznak (pl.: mig kordbban kizardlag a D kapszula tipust
P. multocida torzsek kozott fordult eld toxintermeld, mara a legtobb helyen mar az A
kapszula tipus domindl a PMT-t produkdlé torzsek kozott). Raadasul, a sertés
1égz0szervi betegség komplex fogalmanak bevezetése a torzitd orrgyulladast is egy
szélesebb  Osszefliggés-rendszerbe helyezi. Az utébbi id6ében Orvendetesen
megnovekedett tenyészallat export szintén novelte a betegség jobb megismerésének és
lekiizdésének igényét, mivel a vevok tobbnyire ragaszkodnak a torzité orrgyulladastdl
val6 mentességhez. Mindezek alapjén, a betegség kutatdsa mindenképpen megalapozott
volt, és a jovoben is indokoltnak nevezheto.

A bemutatott kutatdsok sordn a kovetkezd kérdéseket kivantuk kozelebbrdl
tanulmanyozni:

® B. bronchiseptica DNT jelentésége a sertés torzitd orrgyulladdsa
korfejlodésében: a DNT szerepének vizsgdlata természetes esetbdl izoldlt DNT termeld
bvg+ virulens torzs €s az abbdl mesterségesen eldallitott DNT-t nem termeld izogén
mutans torzs segitségével laboratériumi egérben €s sertésben.

e A  betegségre jellemzd elvaltozdsok alakuldsdnak nagyobb felbontdsu
megjelenitése és preciz nyomon kovetése korszerli, nem invaziv képalkoté eljaras
(komputertomografia) alkalmazéasaval.

® A torzité orrgyulladds elleni vakcindk hatékonysdgdnak mérésekor a betegség
kisérletes eldidézésére hasznalt fertdzési modellek 0sszehasonlité vizsgélata, valamint a
fertdzési modell, a vakcina-Osszetétel, a szeroldgiai profil és a betegség elleni védettség

kozotti Osszefiiggések felderitése.

34



dc_834 14

4. A B. bronchiseptica dermonekrotikus toxin (DNT) kortani
szerepének vizsgalata egérben és sertésben

Baér a B. bronchiseptica potencidlis virulencia tényezdinek szerepe még nem tisztazott
kelloképpen, nagy bizonyossdggal feltételezhetd, hogy sertésekben az orriireg
kolonizécidja és a baktériumtorzsek DNT termeld képessége a legfontosabb tényezd a
B. bronchiseptica altal okozott orrkagyld sorvadéds korfejlodésében. A B. bronchiseptica
DNT meghatdrozé szerepére mar tobb kisérletes bizonyiték is napvilagot latott (Roop és
mtsai, 1987, Magyar és mtsai, 1988), azonban a természetben el6forduldé DNT-negativ
torzsek DNT-pozitiv mezei torzsekkel torténd Osszehasonlitdsa felveti azt a lehetdséget,
hogy in vitro nem azonositott egyéb tényezd vagy tényezdk is szerepet jitszhatnak az
orrkagyl6 hipoplazia kialakuldsaban. Eddig az elegendé mennyiségli, nagy tisztasagi DNT
vagy az izogén DNT-negativ mutdns torzs eldallitdsanak nehézségei akadélyoztak, hogy
felderitsiik a DNT pontos szerepét az orrkagyl sorvadas korfejlodésében.

Az egér ugyan nem természetes gazddja a B. bronchisepticdnak, mégis tobbféle
modon lehet haszndlni a virulencia jellemzésére. Az egér 1éptoxicitasi tesztben (Kriiger és
Horsch, 1982) ultrahanggal feltirt és intravéndsan oltott sejtmentes kivonatokkal a
B. bronchiseptica DNT termeld képessége pontosan meghatdrozhat, mig a
B. bronchiseptica teljes sejt szuszpenzidk az adott torzs DNT termeléstdl fiiggetlen
virulencidjdnak meghatdrozaséra alkalmasak (Magyar, 1990). Ujsziilott egerek intranasalis
fertdzése pedig az orrkagyld sorvadds korfejlodésének modellezésére mutatkozott
megfelelonek (Sawata és Kume, 1982, Magyar és mtsai, 1985, Kielstein és mtsai, 1987),
mivel a DNT termeld bvg+ B. bronchiseptica torzzsel fertdzott egerekben az orriiregben
észlelt elvaltozasok hasonldak voltak a sertések torzit6 orrgyulladasanal leirtakhoz.

Az itt bemutatott kisérletek célja az volt, hogy DNT— muténs B. bronchiseptica
torzseket konstrudljunk, majd az izogén DNT— mutans és virulens DNT+ sziil6i torzsparok
megbetegitd  képességét laboratériumi egér- és malacfertéz€si modellekben
Osszehasonlitsuk, és igy egyértelmiien meghatdrozzuk a B. bronchiseptica altal termelt

DNT koroktani szerepét.
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4.1. Anyagok és modszerek
4.1.1. Baktérium torzsek és tenyésztési koriilmények

A B58 (Magyar és mtsai, 1988) és KM22 jelli B. bronchiseptica torzseket torzitod
orrgyulladas klinikai tiineteit mutato sertésallomanyokbol izolédltuk. Egerekben mindkét
torzs virulensnek és toxikusnak bizonyult, és az 1. fazisi (bvg+) torzsekre jellemzo
virulencia faktorokat termeltek.

A B. bronchiseptica torzseket 10% juhvérrel kiegészitett Bordet-Gengou (BG) agar
tiptalajon (Oxoid, Basingstoke, UK) inkubdltuk, 37°C-on 48 6ran at. A
B. bronchiseptica B58 és KM22 DNT- mutdnsait (B58GP és KB24) hasonl6
koriilmények kozott, kanamicinnel (50ug/ml), illetve gentamicinnel (100ug/ml)
kiegészitett BG t4ptalajon tenyésztettiik.

A fertdzéshez haszndlt baktérium szuszpenzidkat foszfattal pufferelt séoldat (PBS)
felhaszndlasdval készitettiik el. A malacok fert6zéséhez hasznalt B. bronchiseptica B58
szuszpenziobol készitett higitasi sort kanamicint nem tartalmazé BG tiptalajra oltottuk,
a csiraszamot milliliterenként 3x10° telepformélé (CFU/ml) egységre allitottuk be, és a
telepmorfologia (domboru telepek, hemolizis jelenléte) alapjan a telepek 100%-a 1.
fazisa (bvg+) volt. A B. bronchiseptica BS8GP inokulumbdl készitett higitdsi sort
kanamicinnel (50ug/ml) kiegészitett BG tdptalajra oltottuk, a csiraszdm ebben az
esetben is 3x10° CFU/ml volt, azonban a telepeknek csak mintegy 58%-a ldtszott 1.
fazistinak. A B. bronchiseptica KM22 és KB24 inokulumok higitdsait gentamicin
nélkiili, illetve azzal kiegészitett BG tdptalajra oltottuk, a csiraszdm mindkét esetben
1x10° CFU/ml volt, és a telepek 100%-a bizonyult . fazisinak.

Az értekezésben felhaszndlt torzsek leirdsét az 1. tdblazat mutatja be.

1. tablazat: Az értekezésben szereplé baktérium torzsek leirasa

Torzs Faj Eredet Bvg DNT PMT
B58 B. bronchiseptica  sertés orr + + -
B58GP B. bronchiseptica  labor + - -
KM22 B. bronchiseptica  sertés orr + + -
KB24 B. bronchiseptica  labor + - -
LFB3 P. multocida sertés orr + - +

B. = Bordetella, P. = Pasteurella, Bvg = Bordetella virulencia gén
DNT = dermonekrotikus toxin, PMT = P. multocida toxin
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4.1.2. A B. bronchiseptica BS8 DNT— mutansanak (B58GP) eloallitasa

Munkank soran a rekombinans DNS technikdknal a Sambrook és Russell (2001)
altal lefrtak szerint jartunk el.

A B. bronchiseptica B58 DNT-negativ mutans eldallitdsanak alapjit a kordbban
leirt (Pullinger és mtsai, 1996), a B. bronchiseptica B58 teljes DNT génjét hordoz6
pBluescript alapu plazmid (pBH1) képezte. A pBH1-et Nsil restrikciés endonukledzzal
hasitottuk, az igy kapott fragmenteket agardéz gélelektroforézissel valasztottuk el
egymastol. A nagyobb méretli fragmenthez hozzdkapcsoltuk a pUC4K jelli plazmidbdl
(Amersham Pharmacia) szdrmazd, Pstl-el torténd hasitdst kovetden elektroelicioval
kinyert, kanamicin rezisztenciat kédolé gént (1.2 kb), ilyenképpen az tjonnan kapott
plazmid mérete mintegy 600 bp-al csokkent (9. dbra). Ezt a plazmidot E. coli XLI-Blue
kompetens sejtekbe transzformaltuk, végiil ampicillin (100 pg/ml), tetraciklin (20
pg/ml) és kanamicin (25 pg/ml) rezisztens telepeket szelektdltunk ki.

— DNT gén
|

A |
1 J I
3 g :2 S
~. P
T a T
P L
Kanamicin
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B |
1
= =
= 3 3 =
2, =

9. abra: A DNT mutans B. bronchiseptica BS8GP torzs eléallitasa
(A): Fizikai térkép a pBH1 plazmid 5 kb-os inszertjérdl, ami tartalmazza a teljes
DNT gént.

(B): Fizikai térkép az inszertr6l, melyben az Nsil hasitéhelyek kozotti szakaszt
(1,8 kb) a kanamicin rezisztencia gén helyettesiti (1,2 kb).

A harmas rezisztencidval rendelkez6 telepekbdl plazmidtisztitast és BamHI hasitéast
kovetden az inszertet BamHI-el felnyitott ampicillin rezisztencia gént hordozé pRTP1
jelti plazmidba (Stibitz és mtsai, 1986) ligaltuk, majd e plazmidot az E. coli SM10 jelii
torzsébe transzformdltuk, ampicillin és kanamicin szelekciét alkalmazva. A DNT-
mutans baktérium eldallitdsara konjugaciét hasznaltunk, amelyben a recipiens torzs egy
spontdn mutdcioval 1étrejott nalidixinsav rezisztens B. bronchiseptica BS8 volt, donor

torzsként pedig az inszert-plazmidot hordozé E. coli SMI10 szerepelt. A
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transzkonjugansokat szelekci6 utdn (40 pg/ml kanamicin és 40 pg/ml nalidixin sav) 30
mM MgSO, tartalmu BG taptalajra oltottuk, majd ampicillin €s kanamicin tartalmi BG
taptalajon "replica plating" technikdval azonositottuk az ampicillin rezisztens telepeket.
A feltételezett mutansokbdl genomidlis DNS-t tisztitottuk (Wizard genomic DNA
purification kit, Promega), majd a mutaciot tartalmaz6 DNT szakaszt standard PCR
modszerrel felsokszoroztuk az aldbbi primereket alkalmazva: DNTS (5'-
GTTCGCCTACGACGAATTGG- 3") és DNTAS (5'-CTCCTGCAGGTATCGATATG-
3"). A teljes DNT-t tartalmaz6 pBHI1 esetében 2,3 kb méretii PCR termék keletkezett,
mig a mutdns genom esetében csak 1.7 kb méretii PCR terméket mutattunk ki; vagyis a

mutans hordozta a deléciét (10. abra).

2027

1584 —
1375 —

10. abra: DNT-PCR eredményei agaroz gélelektroforézissel
A polimerdz lancreakciéban templédtként (1): pBH1 kontrollt és (2): BS8GP
genomidlis DNS-t alkalmaztunk. A kép bal oldaldn a molekulatdmeg markert
(Lambda DNA/EcoRI+Hindlll marker, Fermentas) tiintettiik fel (bp).

4.1.3. A B. bronchiseptica KM22 DNT- mutiansanak (KB24) eléallitasa

A B. bronchiseptica KM22 DNT- mutansat hiromsziiloés keresztezéssel hoztuk
létre, a koradbban leirtak szerint (Walker és Weiss 1994). A donor E. coli torzs a
pKEW42 plazmidot, a helper E. coli torzs a pPRK2013 mobilizal6 plazmidot hordozta, a
recipiens torzs pedig a B. bronchiseptica KM22 volt a konjugacié sordn. A donor
baktériumban 1évé plazmid a B. pertussis dnt génjének Notl €s BamHI restrikcids
endonukledzokkal torténd hasitdssal kapott 1,8 kb-os szakaszat tartalmazta, amibe a 3,7
kb-os GenR/oriT génkazettat inszertdltuk a rekombindlédds és a rekombindnsok
szelekcidjanak eldsegitésére. A donor és helper torzsek elleni szelekciora E. coli
DM1178 (pCLB1)-bdl tisztitott Colicin B-t hasznaltunk (Bullock és mtsai, 1990). A

transzkonjugansok esetében a dnt génbe val6 inszerciét Southern-blottal igazoltuk. Az
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altalunk vizsgalt transzkonjugdnsok mindegyike tartalmazta a donor plazmidot. Tovabbi
vizsgalatainkhoz egy olyan transzkonjugdnst (KB24) valasztottunk ki, ami

antibiotikumot nem tartalmaz6 taptalajon tiz atoltds utdn is stabil maradt.

4.1.4. Hemagglutinaciés proba

Targylemez agglutindciéos moddszert alkalmaztunk, melyet a kordbban leirtak
alapjan végeztiink el (Semjén és Magyar, 1985). A B. bronchiseptica torzseket BG
tiptalajon 24 o6ran at 37°C-on tenyésztettiik, és azok hemagglutinicids aktivitasat

szarvasmarha vorosvértestek 5%-os szuszpenzidjaval vizsgéltuk.

4.1.5. A baktériumtorzsek virulencia faktorainak immunoblottal torténd
azonositasa

A torzsek fehérje expresszidjat immunoblot moédszerrel vizsgédltuk. A teljes sejt
kivonatokbdl szdrmazé fehérjéket natrium-laurilszulfat tartalmi poliakrilamid
gélelektroforézis segitségével kiilonitettilk el a Doucet é€s mtsai (1990) altal leirtak
alapjan, 10% poliakrilamid tartalmud gélben. A nitrocellulézra valé transzferdlds utdn a
kordbban leirtak (Register és Ackermann, 1997) szerint immunoblottot végeztiik. A
DNT, filamentézus hemagglutinin, pertaktin és adenildt-cikliz hemolizin toxin
termelését a mar kordbban leirt AE9 (Pullinger és mtsai, 1996), X3C (Leininger és
mtsai, 1993), BPE3 (Brennan és mtsai, 1988) és 9D4 (Hewlett és mtsai, 1989)

monoklondlis ellenanyagok segitségével mutattuk ki.

4.1.6. Virulencia és toxicitas vizsgalata egérben (egér lépteszt)

A virulencidt és a toxicitast egér léptesztben vizsgdltuk, a kordbban leirtaknak
megfeleléen (Magyar, 1990). Roviden: teljes-sejt szuszpenzidkat és ultrahanggal feltért
sejtmentes kivonatokat készitettiink. Csoportonként 6t fehér CFLP (LATI, Go6dollo,
Magyarorszag), 16-18 g testtomegli egeret oltottunk intravéndsdn a vizsgdlando
anyagok 0,2 ml-ével, harmas 1éptékli sorozatos higitdsokbdl. Az elhulldsokat az oltast
kovetd 7 napig jegyeztik fel, amikor a tdléloket kiirtottuk é€s meghatdroztuk a
léptomegeket. Osszehasonlitdsképpen a relativ 1éptomegeket szamitottunk ki 10g

testtomegre vonatkozéan (1ép tomeg (mg)/testtomeg (g) x 10).
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4.1.7. Egérfertozés

A vizsgélatban két csoportba 5-5 alombdl, egy csoportba pedig hiarom alombdl
vontunk be egereket. Az 1. csoportot, amely 51 ujsziilott egeret tartalmazott, a
B. bronchiseptica B58 jell torzzsel fertoztiik. A 2. csoportot, amely 50 ujsziilott egérbol
allt, B. bronchiseptica BS8GP jelli torzzsel fertdztiik. A harmadik csoport tartalmazta a
kezeletlen kontroll egereket (27 db).

A B. bronchiseptica torzseket 10% juhvérrel kiegészitett BG agar téptalajon
tenyésztettik 37°C-on 48 6rdn 4t, majd azokbdl PBS-ben (pH=7,2) 5x10° CFU/ml
toménységll szuszpenzidt készitettiink. Az egereket 1-2 napos korban oltottuk, 0,003 ml
baktérium szuszpenziét cseppentve mindkét orrnyildsba Hamilton precizids
fecskenddvel. 21 nappal a fert6zés utan éter tiladagoldssal kiirtottuk az egereket, és
korbonctani vizsgalatot végeztiink. Minden alombdl két, véletlenszertien kivalasztott
egér jobboldali tiidélebenyébdl mintat vettiink baktériumtenyésztésre; az orr, a tiido és a
1ép szovetmintdit pedig 10%-os pufferelt formalinban fixédltuk a koérszovettani

vizsgalatokhoz.

4.1.8. Sertések kisérletes fert6zése

Két hasonléan kivitelezett kisérletet végeztiink. Az els¢ kisérletben a
B. bronchiseptica B58/B58GP torzsparral, a masodik kisérletben a B. bronchiseptica
KM22/KB24 torzsparral dolgoztunk. Mindkét kisérlet sordn a csdszarmetszéssel vilagra
hozott, kolosztrumot nem kapott malacokat harom csoportra osztottuk, és egyhetes
korukban intranasalisan fertdztiikk 6ket 6sszesen 1 ml (0,5 ml/orrnyilds) DNT+ sziiloi,
illetve DNT— mutdns B. bronchiseptica torzsbol késziilt szuszpenzié valamelyikével
vagy PBS oldattal (placebo). Az elsd kisérlet soran 6 malac volt minden csoportban; a
masodik kisérlet sordn a B. bronchiseptica KB24-gyel és PBS oldattal inokulalt
csoportokban 8-8, a B. bronchiseptica KM22-vel fert6zott csoportban pedig 6 allat volt.
A kisérlet kezdete el6tt minden éllatb6l mandula és orrtampon mintat vettiink, hogy
ellendrizziik a B. bronchiseptica fertdzottségtol mentes dllapotukat. A klinikai tiineteket
és testhOmérsékletet naponta, a testtomeget heti két alkalommal rogzitettiik. A fertzést
kovetd 28. napon a sertéseket barbiturdt adagoldsaval tulaltattuk, majd az &llatokat

koérbonctani vizsgalatnak vetettiik alé.
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4.1.9. A kolonizaciéo mértékének meghatarozasa

Az orriireg &tmosasat a B. bronchiseptica fertézés utani elsd, masodik és harmadik
héten (az elsé kisérlet sorin még a negyedik héten is) végeztik el az orriireg
kolonizécidjanak vizsgdlatara. Ez ugy tortént, hogy 5 ml PBS oldatot fecskendeztiink az
orriiregbe az egyik orrnyildson keresztiil, a visszadramlo folyadékot pedig f6z6pohdrba
gyljtottiilk ossze. Ebbdl a moséfolyadékbodl tizes alapu higitasi sort készitettiink, majd
minden higitdsbol 100-100 ul-t szélesztettiink 2-2 20 upg/ml penicillint, 10 pg/ml
amphotericin B-t, 10 pg/ml sztreptomicint és 10 pg/ml spektinomicint tartalmazé véres
agar tiptalajra. A fertdzést kovetd negyedik héten, miutan az édllatokat tdlaltattuk, ismert
sulyd orrkagyld, 1égcsé és tiidomintit Ten Broeck homogenizdléban PBS oldattal
eldorzsoltiink. A B. bronchiseptica mennyiségét (CFU/gramm szovet) gy hatdroztuk
meg, hogy a homogenizatum tizes alapu higitdsaibol 100-100 pl-t 2-2 szelektiv véres
agar taptalajra szélesztettiink. A B. bronchiseptica telepeket Bordetella specifikus
hibridizaciés proba (Register €s mtsai, 1995) segitségével azonositottuk. Ezen kiviil, a
megfeleld higitdsokbdl az elsé kisérletben kanamicinnel, a masodik sordn gentamicinnel
kiegészitett BG taptalajra is oltottunk ki, és Osszehasonlitottuk a csiraszdmot a véres
agar tdptalajon taldlt telepszdmmal, annak bizonyitdsdra, hogy ténylegesen a mutdns,

illetve a szuiloO1 torzs kolonizalta-e az allat szerveit.

4.1.10. Kérbonctani vizsgalat

Az éallatok orrdbdl az elsé praemoldris fog magassdgdban hardntmetszetet
készitettiink. A bal €s jobb oldali ventralis orrkagylok dorsalis €s ventralis csavarulatait

kiilon-kiilon pontoztuk (0 — 4 kozotti értékkel), a kovetkezoképpen:

0 = nincs elvaltozas,

1 = az orrkagyld csavarulat kis része (maximum fél csavarulat) hidnyzik,

2 = enyhe atréfia — tobb mint egy fél csavarulat hidnyzik,

3 = kozepes atrofia — az orrkagylé kiegyenesedett, csak egy kis darabja taldlhat6
meg,

4 = sulyos atréfia — az orrkagyld eltiint.
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Az orrsOvény deformalddésdra adott pont 0 — 2 kozotti érték lehetett:

0 = nincs elvaltozas,
1 = enyhe deformélédas,

2 = sulyos elferdiilés.

A négy orrkagyl6 csavarulat és az orrsovény pontjait minden dllat esetében
Osszeadtuk, igy a maximalis érték 18 lehetett.

A boncolds sordn a tiido érintettségét az egyes lebenyek érintettségének szdzaléka
€s az adott lebeny teljes tiid6hoz viszonyitott szdzalékos ardnya alapjin hataroztuk meg.
Az egyes lebenyek teljes tiidotérfogat szazalékat a kovetkezOképpen vettiik figyelembe:
bal felsé lebeny 5%, bal kozépso lebeny 6%, bal als6é lebeny 29%, jobb felsd lebeny
11%, jobb koz€psd lebeny, 10%, jobb alsé lebeny 34%, jarulékos lebeny 5%.

Az orrkagylokbol, 1é€gcsobdl €s a tiidObol korszovettani vizsgdlatokhoz is vettiink
mintdt, amit 10%-os pufferelt formalinban fixdltunk 24 6rdn keresztiil, majd 90%-os
etanolba helyeztiink 4at. Az orrkagylokat a fixdlast kovetéen EDTA oldatban
dekalcifikéltuk 24 6ran keresztiil. A mintdkat ezutdn paraffinba dgyaztuk, metszeteket

készitettiink, majd hematoxilin-eozinnal festettiik oket.

4.1.11. B. bronchiseptica kKimutatasa immun-hisztokémiai eljarassal

A B. bronchiseptica KM22/KB24 torzsparral végzett (masodik) fertdzési kisérlet
végén, a B. bronchiseptica antigén jelenlétét a szovettani metszetekben egy alkalikus
foszfatdz kimutatdsi médszerrel (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg, USA)
vizsgaltuk (Ackermann és mtsai, 1997). Roviden: a metszeteket normdl (higitatlan)
kecske szérumban 4ztattuk 10 percig, majd rovid oblités utdn az 1:5000 ardnyban
higitott elsddleges (nyulban termelt B. bronchiseptica specifikus poliklonalis)
ellenanyagban inkubdltuk Oket egy 6rdn keresztiil szobahOmérsékleten. A kontroll
metszetek esetében vagy hidnyzott az elsddleges ellenanyag, vagy B. bronchiseptica
negativ nyulsavot alkalmaztunk. Mindezeken til, a B. bronchiseptica specifikus
elsddleges ellenanyag nyomokban sem adott jelet, amikor B. bronchiseptica
fertdzottségtdl mentes malacokbol szarmazé tiido é€s orrkagyld szovetekkel teszteltiik.
Ezutdn a targylemezeket 1:40 ardnyban higitott masodlagos ellenanyaggal (biotinnal

jelolt anti-nyul kecskesavo) kezeltiik 30 percen at. Végiil a metszeteket streptavidin-
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foszfatazzal €s foszfatdz szubsztrattal inkubdltuk, majd Mayer-féle hematoxilinnel

festettiik.

4.1.12. Statisztikai elemzés

Az orron keresztiil fertdzott egerek korében tapasztalt letalitds statisztikai elemzése
Tukey-Kramer teszttel tortént. A kisérletesen fertdzott sertések esetében kétmintds, nem
parositott Student-féle t-prébaval hasonlitottuk Ossze a kolonizdcié mértékét, az
orrkagylé-elvéltozasok pontértékeit €s a tiidoelvaltozasok kiterjedését a sziildi és a
mutans torzsekkel fertdzott csoportok kozott, nem egyenld variancidt feltételezve,

P<0,05 szignifikancia szinttel.

4.2. Eredmények
4.2.1. A B. bronchiseptica B58/B58GP és KM22/KB24 torzsparok jellemzoi

Mindkét muténs torzs — a sziildi torzsekhez hasonléan — B. bronchiseptica 1. tazisu
(bvg+) telepmorfolégiat mutatott: BG agar taptalajon sima, kicsiny, éles széli, a fajra
jellemzd médon hemolizal6 telepeket képezett, ez utobbival bizonyitva, hogy a mutans
torzsek is megorizték az adenilat-ciklaz hemolizin toxint termeld képességiiket. Mind a
négy torzs agglutindlta a szarvasmarha vorosvértesteket, ami az 1. (bvg+) fazisd
torzsekre szintén jellemz6 adhézids képességre utal.

A teljes sejt kivonatokkal végzett immunoblot alapjan mind a négy torzs termelt
filamentézus hemagglutinint, pertaktint és adenildt-cikldz hemolizin toxint, de csak a
B58 és KM22 torzsek allitottak el6 DNT-t (11. dbra).

A B. bronchiseptica B58/B58GP torzsparral az egér Iéptesztben kapott
eredményeket az 2. tdbldzat mutatja be. A B. bronchiseptica B58 teljes sejt szuszpenzid
€s annak sejtmentes sziirlete egyarant letdlis hatdssal volt az egerekre, szubletélis
dézisban pedig a 1ép tomegének csokkenését idézték eld. A B. bronchiseptica BS8GP a
sziil0torzshoz hasonld mértékben letdlisnak bizonyult teljes sejt szuszpenziét
alkalmazva, azonban a taléld egerekben jelentds 1ép hipertréfia volt megfigyelheto.
Ezzel szemben a B. bronchiseptica B5S8GP jelti torzsbdl készitett sejtmentes sziirlet
semmilyen kdros hatdst nem gyakorolt az egerekre, csupan a 1ép tomegének enyhe

novekedését valtotta ki.
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A B. bronchiseptica KM?22 ultrahanggal feltirt sejtmentes kivonata az egér
Iéptesztben szintén letdlisnak bizonyult, mig a mutédns térzsé (KB24) nem mutatott ilyen

hatast (az adatok nincsenek feltiintetve).

4.2.2. Egérfertozési kisérlet
4.2.2.1. Klinikai megfigyelés

A B. bronchiseptica B58, illetve B58GP tenyészetekkel orron keresztiil fertdzott
Ujsziilott egerek esetében a haromhetes megfigyelési idoszakban kapott eredményeket a
3. tablazat foglalja Ossze. A kezeletlen kontroll egerek mind életben maradtak, és
B. bronchisepticat nem izolaltunk ezekbdl az dllatokbdl. Ezzel szemben, mindkét
fertdzott csoport egereinél kozel 50%-os letalitdst tapasztaltunk, melynek mértéke
fiiggetlennek bizonyult a fert6zéshez hasznalt B. bronchiseptica torzs DNT termelési
képességétdl. Masrészrol viszont, koriilbeliil 20-szor kevesebb B. bronchiseptica

B58GP-t izolaltunk vissza a tiid6bdl, mint B. bronchiseptica B58-t.
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11. abra: A DNT, a filamentézus hemagglutinin, az adenilat-ciklaz
hemolizin toxin és a pertaktin expresszidja
A B58(1.,3.,5.,8s7. oszlop), illetve a BS8GP torzsbdl (2., 4., 6., és 8. oszlop) (A),
valamint a KM22 (1., 3., 5., és 7. oszlop), és a KB24 t6rzsbdl (2., 4., 6., és 8. oszlop)
(B) készitett kivonat fehérjéit natrium-laurilszulfat tartalmu poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk szét, majd nitrocellulézra vittiik 4t. A DNT-t, a
filamentézus hemagglutinint, az adenilat-cikldz toxint és a pertaktint AE9 (1. és 2.
oszlop), X3C (3 és 4. oszlop), 9D4 (5. és 6. oszlop), és BPE3 (7. és 8. oszlop)
monoklondlis ellenanyagokkal mutattuk ki.
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2. tablazat: B. bronchiseptica B58 és B58GP torzsekbdl késziilt teljes sejt szuszpenziok
(TSS) és ultrahanggal kezelt, sejtmentes kKivonatok (SK) vizsgalata egér 1éptesztben

Higitas BS58 B58GP

TSS SK TSS SK

let rlt let rlt let rlt let rlt
UD 5/5 - 5/5 - 5/5 - 0/3 64
3 5/5 - 5/5 - 5/5 - 0/3 69
9 3/5 38 0/5 32 5/5 - 0/3 58
27 0/5 44 0/5 28 0/5 136 NV NV
81 0/5 53 0/5 49 0/5 103 NV NV

let = letalitds (elhullott / 6sszesen)

rlt = relativ 1éptomeg (10 g testtomegre szamitva: 1ép tomege (mg)/testtdmeg (g) x10)

UD = higitatlan

NV =nem vizsgélt

A kontroll relativ Iéptomege = 59 (6t kontroll egeret oltottunk baktériummentes BG lemez
PBS oldattal torténo lemosasa utan)

3. tablazat: Elhullasok ¢és a tiidébol izolalt B. bronchiseptica atlagos szama
B. bronchiseptica B58, illetve B58GP tenyészetekkel orron keresztiil fertozott ajsziilott
egerekben

Csoport Atlagos alomszam Elhulldsok atl. szima (%) Bb CFU atlag*

1 (B58) 10.2 48.1° 3.7x 10*
2 (B58GP) 10.0 44.0° 7.8x 10°
3 (Kontroll) 9.0 o° 0

*B. bronchiseptica atlagos szama/ tidészovet g

a, b : az oszlopon beliil az értékek szignifikdnsan kiillonboznek (p <0,05)
CFU = telepformal6 egység

Bb = Bordetella bronchiseptica

4.2.2.2. Korszovettani vizsgdlat

A korszovettani vizsgalatok sordn talalt jellemzd elvaltozdsokat, illetve azok

eléforduldsi gyakorisagat a 4. tablazat foglalja Ossze.
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4. tablazat: Korszovettani elvaltozasok a B. bronchiseptica B58 és B58GP torzsekkel
fert6zott egerekben

Torzs B58 B58GP kontroll
Tiinet

Orrkagylok:
- hdmszovet hiperpldzia
- hdmszovet diszplazia
- hdmsejtek csilldinak elvesztése
- csontfelszivodds
- fibroblasztok szdimdnak emelkedése
- orrkagyld-sorvadds
- lymphocyta és plazmasejt gbcok kialakuldsa
- gyulladésos izzadmany az orrkagyl6k csavarulataiban
Tiido:
- elhalasos tiidogyulladas + - -
- peribrochialis és perivascularis lympho-histiocytas - + -
infiltracidval kisért hurutos tiidogyulladas
Lép:
- lyphocyta deplécié + - -
- az extramedullaris vérképzés intenzitdsanak csokkenése + - -
- lymphoid hiperplazia - + -

+ 4+ + + + + + +
1
1

A DNT+ B. bronchiseptica B58 torzzsel tortént fertdzés okozta a legsilyosabb
elvédltozasokat. Ezekben az egerekben az orrkagylok hamjdnak sejtjei rendezetlenné
valtak. Hiperpldzia, diszplazia és hamlevalds egyarant kimutathat6 volt a hamrétegben.
A legfeltinébb kiilonbséget a B. bronchiseptica B58 jell torzzsel fertdzott és a tobbi
csoport kozott a hamsejtek csilldinak elvesztése, valamint a csontfelszivodas jelenléte
képezte, ami a kizdr6lag ebben a csoportban el6fordulé orrkagylé sorvadas
kialakuldsdhoz vezetett (12. és 13. dbra). A DNT- B. bronchiseptica B58GP torzzsel
fertozott egerek orrkagyldinak hamszovetében csupdn kismértékii lympho-histiocytds
beszilirddés, az orriiregben pedig gyulladdsos izzadmany felhalmozddasa volt
megfigyelhetd, egyéb, az orr szerkezetét érintd elvaltozdsok megjelenése nélkiil (14. és

15. abra).
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12. és 13. abra: DNT+ B. bronchiseptica B58 torzzsel fert6zott egér orriirege
Az orrkagyldk sorvadasa, a hdmréteg elvaltozasi (csillok elvesztése, diszplazia, hamsejtek
levélasa), csontfelszivodas és a kotdszoveti réteg lympho-histiocytas beszlirédése
figyelheté meg. Hematoxilin-eozin (H-E), 40x (12. dbra), 200x (13. dbra)

A B. bronchiseptica B58 torzzsel fert6zott csoportban nagy elhaldsos teriileteket
figyeltiink meg a tiidében (16. 4dbra), a lépben pedig silyos fokd lymphocyta deplécié
volt lathat6 (17. dbra). Ezzel szemben a B. bronchiseptica B58GP torzzsel fertézott
csoportban hurutos tiidogyulladds jelentkezett, jellegzetes lympho-histiocytds,
peribronchialis és perivascularis besziirédéssel — de nekrdzis nélkiil (18. dbra). A 1épben
lymphoid hiperplédzia és az extramedulldris haematopoiesis intenzitdsdnak ndvekedése

(19. 4bra) volt megfigyelhetd.

14. és 15. abra: DNT- B. bronchiseptica B58GP torzzsel fert6zott egér orriirege
Enyhe foku lympho-histiocytas besziirddés (egyéb elvaltozasok nélkiil). H-E, 40x (14.
abra), 200x (15. abra)
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16. abra: Gyulladasos reakciéval dvezett elhalasos teriiletek a DNT+
B. bronchiseptica B58 torzzsel fertozott egér tiidejében. H-E, 40x

17. abra: Silyos fokd lymphocyta depléci6é (a Malpighi testek sorvadasa)
a DNT+ B. bronchiseptica B58 torzzsel fert6zott egér 1épében. H-E, 200x

18. abra: Peribronchialis és perivascularis lympho-histiocytas
infiltracioval kisért hurutos tiidégyulladas a DNT- B. bronchiseptica
B58GP torzzsel fert6zott egér tiidejében. H-E, 40x
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19. abra: Lymphoid hiperplazia a Malpighi testekben és sejtben gazdag
voros pulpa a DNT- B. bronchiseptica BS8GP torzzsel fert6zott egér
1épében. H-E, 40x

4.2.3. Sertések Kisérletes fert6zése
4.2.3.1. Klinikai tiinetek

A B. bronchisepticdval fertdzott dllatok — fliggetleniil attél, hogy a DNT+ sziil6i
vagy a DNT- mutins torzzsel tortént a fertdzés — a vadtorzsre jellemzd klinikai
tiilneteket (tiisszogés, kohogés, orrdugulds, konnyezés, orrfolyds) mutattdk. A beteg
allatok szdma és a lefolyds hossza alapjdn a sziil6i torzzsel fertdzott malacok Kkis
mértékben betegebbek voltak, mint a DNT- mutdnssal fertézott tarsaik. Az elsd
(B58/B58GP) kisérlet sordn a B. bronchiseptica fertdzésnek tulajdonithatd klinikai kép
mellett a B. bronchiseptica B58 vagy B58GP torzzsel fertdzott csoportokban egyéb
tilnetek is megfigyelhetéek voltak: iziiletgyulladds, sdntasag, fokozott bigyadtsag és
anorexia. A B. bronchiseptica B58-as torzzsel fertdzott csoportban az egyik dllat a
fertézést kovetd 12. napon elhullott. A csak PBS oldattal inokuldlt dllatok egyik

kisérletben sem mutattak klinikai tiineteket.

4.2.3.2. A testhomérséklet alakuldsa

Az els6é (B5S8/B58GP) kisérlet sordn mindkét B. bronchisepticdval fertézott csoport
egyedei beldzasodtak. Az egészséges malacok normadlis testhdmérséklete 40°C alatt
marad. A B. bronchiseptica B58-as torzzsel fertdzott dllatok atlagos testhomérséklete az

elsd 7 napban >40°C volt, mig a DNT— mutins B58GP torzzsel fertézott dllatok
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testhomérsékletének atlaga csak két napig volt >40°C. A PBS oldattal kezelt kontroll
csoportban az 4tlagos testhomérséklet sohasem érte el a 40°C-t, azaz az éllatok
laztalanok maradtak. A masodik (KM22/KB24) kisérletben a B. bronchiseptica KM22-
vel fertézott csoportbdl egy malac homérséklete volt két napig >40°C, a madsik két

(KB24 és kontroll) csoportban nem fordult el6 h6emelkedés.

4.2.3.3. Testtomeg gyarapodds

Az els6é (B58/B58GP) kisérletben mindkét B. bronchisepticdval fertdzott csoport
testtomeg gyarapoddsdnak atlaga alacsonyabb volt (3,61 kg a B58GP-vel és 4,02 kg
B58-cal fert6zott csoportban), mint a PBS oldatot kapott csoporté (5,32 kg). A
B. bronchiseptica B58GP torzzsel fert6zott csoport dtlagos testtomeg gyarapoddsa
szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a PBS oldatot kapott kontroll csoporté (P=0.009).
A B. bronchiseptica B58 torzzsel fertdzott csoport testtomeg gyarapoddsa statisztikailag
nem volt szignifikdnsan alacsonyabb, mint a kontroll csoporté (P=0.074), amit az
értékek kozotti nagyobb variancia és a kisebb elemszam magyardzhat (egy malac a
kisérlet befejezése elott elhullott ebbdl a csoportbdl). A B58 illetve BS8GP torzsekkel
fertézott csoportok atlaga kozott nem volt statisztikailag szignifikdns kiilonbség
(P=0.62). A méasodik, a KM22/KB24 torzsekkel végzett kisérlet sordn nem taldltunk

kiilonbséget a csoportok testtomeg gyarapodasiban.

4.2.3.4. A légutak kolonizdcidja

4.2.3.4.1 Orriireg

A 20. édbra az orriiregben kimutathatd B. bronchiseptica baktérium szamok
alakuldsdt mutatja be, melyet a heti orriireg atmosdsok sordn nyert orrmosé
folyadékokbdl végzett csiraszamldlasok eredményei alapjan allapitottuk meg. A sziil6i
torzseket mindkét kisérletben nagyobb szdmban nyertiik vissza, mint a DNT— muténs
torzseket. Ez a kiilonbség a B. bronchiseptica B5S8 és B58GP torzsekkel végzett elso
kisérletben a 14., 21. és 28. napon, a B. bronchiseptica KM22 és KB24 torzsekkel
végzett masodik kisérletben pedig a 7., 14. és 21. napon szignifikdns volt. A koloniz4cid
mértéke nagyobb volt a B. bronchiseptica KM22 és KB24 torzsek esetében, mint a
B. bronchiseptica B58 és B58GP torzseknél. A PBS oldattal inokuldlt &allatokbdl

egyetlen alkalommal sem sikeriilt B. bronchisepticdt izolélni.
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20. abra: B. bronchiseptica B58, BS8§GP, KM22 vagy KB24 torzsekkel
fert6zott malacok orriiregének kolonizacidja, a 7., 14., 21. (és az elsé
kisérletben még a 28.) napon végzett orriireg atmosasok alapjan
A B58/B58GP kozotti kiilonbség a 14., (P=0.046), 21., (P=0.016) és 28. napon (P=0.003), a
KM22/KB24 esetén a 7., (P=0.001), 14., (P=0.001) és 21. napon (P=0.01) szignifikdns volt.

4.2.3.4.2 Szoveti koloniz4cié

A 21. abra a kiillonboz6 1éguti szervek szoveti kolonizaciéjat mutatja be a fertdzés
utan 4 héttel végzett korbonctani vizsgélatkor. Bar az egy grammnyi szovetbol izolalt
baktériumok 4tlagos szama 4dltaldban magasabb volt a DNT+ sziil6i torzzsel fertozott
malacok esetében, mint a DNT- mutans torzsekkel fert6zott malacokban, ez a
kiilonbség az orrkagyldk esetén csak az elsé (BS8/B5S8GP) kisérletben volt szignifikdns
(P=0.013). A kolonizicié mértéke itt is nagyobb volt a KM22 és KB24 torzsek
esetében, mint a B5S8 és B5S8GP torzseknél. A PBS oldatot kapott dllatokbdl egyetlen
alkalommal sem izoldltunk vissza B. bronchisepticdit.

Az els6 (B58/B58GP) kisérletben az orriireg dtmosasbol és szovetek bakteriologiai
vizsgédlatdbol nyert torzsekbOl véletlenszertien kivélasztottunk néhdnyat, melyeket
kanamicines BG agar tdptalajra dtoltva igazoltuk, hogy csak a sziildi, illetve mutdns
torzset izoldltuk vissza a megfeleld csoportokbdl. Ehhez hasonléan a masodik
(KM22/KB24) kisérlet sordn az orriireg atmosassal nyert folyadék megfeleld higitasait
gentamicinnel kiegészitett BG agar tdptalajra oltva megerdsitettiik, hogy csak a

fertdzésre haszndlt torzs telepedett meg a megfeleld allatok 1égzdszerveiben.
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21. abra: B. bronchiseptica B58, BS8GP, KM22 vagy KB24 torzsekkel
fert6zott malacok orrkagyloinak, légcsovének és tiidejének kolonizacidja 28
nappal a fert6zést kovetoen
A B58 és B58GP torzzsel fertdzott csoportok kozott a kolonizacié mértékének kiilonbsége
az orrkagyléban szignifikans volt (P=0.013).

4.2.3.5. Korbonctan

4.2.3.5.1 Orrkagylok

A korboncoldsok sordn a DNT+ B. bronchiseptica B58 és KM?22 torzsekkel
fertdzott malacok orrkagyléi a sorvadds jeleit mutattdk, a DNT- B. bronchiseptica
B58GP és KB24 torzsekkel fertdzott allatok orrkagyléi azonban kitoltotték az orriireget,
€s a kontroll csoporthoz voltak hasonléak (22. 4dbra). A DNT+ torzsekkel fertdzott
malacok orrkagylé-elvaltozas pontértékeinek édtlaga statisztikailag magasabb volt, mint
a DNT- torzsekkel fert6zott csoportoké (5. tablazat). A DNT+ torzsekkel fertézott
allatok szovettani mintdiban rhinitis, valtoz6 mennyiségii intraluminaris mucopurulens
exsudatum, a submucosdban lymphocytds, plazmasejtes infiltracié és intraepithelialis
neutrofil granulocyta aggregatumok voltak megfigyelhetok. Az epiheliumban a csillok
pusztuldsa, hiperpldzia és metaplazia volt leirhatd. A csontszovet részben felszivodott, a
periosteum fibrocitds rétegében a fibroblasztok szdma megnétt. A DNT- mutédns
torzsekkel fert6zott dllatok orrkagyldinak vizsgélata sordn szintén jelen voltak rhinitisre
utal6 elvéltozdsok, a submucosiban lymphocytds, plazmasejtes infiltricié és
intraepithelialis neutrofil granulocyta aggregatumok, intraluminaris mucopurulens
exsudatum volt megfigyelhetd, de az epiheliumban és a csontszovetben nem volt

elvaltozas.
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22. abra: B. bronchiseptica KM22 (A) és KB24 (B) torzsekkel fertézott malac
orrarél késziilt harantmetszet, amely az orrkagylé sorvadas mértékét mutatja
28 nappal a fertézést kovetoen

4.2.3.5.2 Légcsd

A kontroll és a DNT— B. bronchiseptica torzsekkel fertézott dllatok 1égcsove nem
mutatott elvaltozast. A DNT+ B. bronchiseptica torzsekkel fertdzott allatok
trachedjdban véltozé mértékl csilldpusztulds, az epithelium elvékonyoddsa, metapldzia

€s intraluminaris mucopurulens exsudatum volt megfigyelhetd.
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5. tablazat: Az orrkagylé elvaltozasok pontértékeinek atlaga és a tiidégyulladas altal
érintett tiidéteriilet szazaléka a fert6zést koveto 4. héten

Atlagos orrpontsziam Tiidégyulladas atlagos
Torzs (s261s 661tk ) Kiterjedése (%)
1. kisérlet
B58(DNT") 8,80(3-13) 14,2
B58GP(DNT) 0,33(0-1) 0
P érték 0,011 0,071
2. kisérlet
KM22(DNT 8,00(8) 16,8
KB24(DNT) 0,75(0-4) <1
P érték 0,00003 0,0031

* Orrkagyl6 pontozdsa = 0-2 normél, 3-6 enyhe sorvadds, 7-10 kozepes sorvadds, 11-16
stlyos foku sorvadds, 14sd bovebben az Anyagok és médszerek (4.1.10) részben.

® Tiidé pontozdsa = tiidégyulladds altal érintett tiidSteriilet szdzaléka, 1dsd bévebben az
Anyagok és médszerek (4.1.10) részben.

4.2.3.5.3 Tudo

A nem fertdzott kontroll &llatok tiidejében sem makro- sem mikroszképos
elviltozds nem volt megfigyelhetd. A B. bronchiseptica B58GP torzzsel fert6zott
malacok koziil egynek sem, a B. bronchiseptica KB24 torzzsel fertézottek koziil pedig
csak egy tiidejében volt lathatdé makroszkopos elvaltozas. Ennél az éallatndl egy
koriilirhat6 teriilet, ami a teljes tiid0 kevesebb, mint 2%-at tette ki, a normalisndl
vorosebb €s tomottebb volt. Korszovettani vizsgdlattal enyhe hisztiocytds €s neutrofil
granulocytés tiidogyulladds volt megéllapithatd. A DNT+ B. bronchiseptica torzsekkel
fert0zott malacok esetén, a hat B58-as torzzsel fertozott allatbol 4, a hat KM22-vel
fertdzott 4llatbdl pedig mindegyik esetében makroszképos és szovettani vizsgalattal is
tiidogyulladést allapitottunk meg (4. tdbldzat). MakroszkOpos vizsgalat sordn az
elvaltozasok tomott, sargdsbarna, a felsé és kozépso lebenyeken elhelyezkedd teriiletek
voltak (23. dbra). Korszovettanilag az elvaltozdsokat fibropldzia, az alveolusok
makrofagokkal és neutrofil granulocytdkkal val6 valtozé mértékl kitoltottsége, IlI-es
tipusi pneumocyta hiperpldzia és az alveoldris szeptumok kozepes mértékli fibrinnel
vagy kollagénnel val6 megvastagoddsa jellemezte. Egyes metszeteken fokalis, jol

demarkalddott tdlyogok voltak jelen, melyek részben mineralizalédott, szdmos elhalt
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neutrofil granulocytét tartalmazé nekrotikus z6ndkbdl és az azokat koriilvevd vastag,
érett kollagén kotdszovetbdl alltak (24. dbra). A bronchusok lumenét valtozé mértékben
valadék és neutrofil granulocytdk toltotték ki, a bronchusok epithelje hipertréfidt és

hiperpldzidt mutatott (25. dbra).

23. abra: B. bronchiseptica KM22 torzzsel fert6zott malacok
tiidejének korbonctani vizsgalata 28 nappal a fert6zést kovetéen
A makroszképos vizsgdlat sordn a jobb felsd, kozépsd lebenyen és az alséd
lebeny egy részén sargasbarna, fibrzus, tomott teriilet lathato.

24, abra: B. bronchiseptica KM22 torzzsel fert6zott malacok

tiidejének korszovettani vizsgalata 28 nappal a fertozést kovetoen
Eltalyogosodott lobulus, a nekrotikus géc koriil vastag kollagénes kotoszovet
kérszovettani képe. H-E festés. 1cm = 350um.
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25. abra: B. bronchiseptica KM22 torzzsel fert6zott malacok tiidejének

koérszovettani vizsgalata 28 nappal a fert6zést kovetéen
Az alveolaris lumenek neutrofil granulocytdkkal val6 extenziv, fokalis
kitoltottségének és a neutrofil granulocytas bronchiolitis kérszovettani képe. H-E
festés. lcm = 110um.

4.2.3.6. Immunhisztokémia

A B. bronchiseptica KB24 (26. 4dbra) és KM22 (27. ébra) torzsekkel fertdzott
malacok orrkagyldjabol, 1égcsovébdl  és  tiidejébdl  késziilt metszeteken a
B. bronchiseptica antigén jelen volt az epithel sejtek csilldin. A KM22 torzzsel fertdzott

allatok tiidejének talyogjaibdl is kimutathat6 volt a B. bronchiseptica antigén (28. 4bra).

- o..g_-k‘\;y“,l.l‘ht "
vh\ S s.ﬁg_,.:
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Skl ;

26. abra' B bronchiseptica KB24 torzzsel fert6zott malac

tiidejének immunhisztokémiai vizsgalata
Baktériumok egy bronchus hamsejtjének csill6in.
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27. abra: B. bronchiseptica KM22 torzzsel fert6zott malac
tildejének immunhisztokémiai vizsgalata
Baktériumok egy bronchus hamsejtjeinek csilldin (nyil)

28. abra: B. bronchiseptica KM22 torzzsel fert6zott malac
tiiddejének immunhisztokémiai vizsgalata
Baktériumok egy tiid6talyog teriiletén.

4.2.3.7. Egyéb elviltozdsok

Az els6 kisérlet soran mindkét B. bronchisepticaval fert6zott csoportban hat
allatbol négynél fibrines polyserositis volt jelen. Ilyen elvéltozds nem volt
megfigyelhetd a kontroll csoportban. Az érintett malacok peritonedlis, perikardidlis,

illetve iziileti folyadékabdl nem sikeriilt baktériumot izol4lni.
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4.3. Megyvitatas

A Bordetella dermonekrotikus toxin (DNT) egy olyan hatékony molekula, amely
modositja €s aktivédlja a jelatviteli fehérjék Rho csalddjanak tagjait (Masuda €s mtsai,
2000). Az Rho fehérjék elengedhetetlenek a sejt citoszkeleton szabdlyozasaban,
kronikus aktivdlasuk sok szempontbdl hatdssal van a sejtmiikodésre, beleértve az
intracelluldris jeldtviteli dtvonalakat €s a sejtciklus progresszidjét is (Ridley, 1996). Az
azonban kevéssé tisztazott még, hogy milyen szerepet is jatszik a DNT in vivo, mivel
példaul a B. pertussis DNT gén delécidja nem befolydsolta az egérben mért letalitast
(Weiss és Goodwin, 1989).

Az itt bemutatott kisérletsorozatunk eloszor egér modellben irja le a
B. bronchiseptica DNT expresszi6 hatdsat, Osszehasonlitva egy vad tipusu
B. bronchiseptica torzs (B58) és annak izogén DNT— mutans parjat (BS8GP), amelyben
a strukturdlis gén egy részét egy antibiotikum rezisztencia kazetta valtotta fel. Mig az
intravéndsan bevitt feltrt és sejtmentes B. bronchiseptica B58 kivonatok toxikusnak
bizonyultak az egerekben, a B. bronchiseptica B58GP torzsbdl készitett hasonld
kivonatok egyaltalin nem mutattak toxikus hatdst. Ugyanakkor az €16 sejt formdjaban
intravéndsan beoltott sziiléi (B58) és mutins (B58GP) B. bronchiseptica torzsek
egymashoz hasonlé mértékll virulencidval rendelkeztek. Ezek az eredmények igazoltdk,
hogy a B. bronchiseptica BS8GP torzsben sikeresen megsziintettilk a DNT termelését,
mig a kérokoz6 képességhez nélkiilozhetetlen egyéb fontos virulencia tényezok a sziildi
torzshoz hasonlé mértékben termelddtek. Egy korabbi vizsgdlatunk (Magyar, 1990)
szerint egy sertés eredetli DNT-t nem termel0 B. bronchiseptica mezei izolatum (PV6)
hasonléképpen viselkedett intravéndsan oltott egerekben, amibdl mar akkor is arra
kovetkeztettiink, hogy a DNT nem befolydsolja az egérben mért virulencidt. Ezt a
feltételezést erdsitették meg a jelenlegi eredmények is, az eldbbinél egzaktabb mddon,
egy B. bronchiseptica DNT+ és DNT- izogén torzspar vizsgélatdnak segitségével.

A DNT+ B. bronchiseptica BS8 torzs kifejezett orrkagyl6 sorvadast idézett elé az
orron keresztiil fertdzott egerekben, ami viszont nem volt megfigyelhet6 a DNT-
B. bronchiseptica BS8GP torzzsel fertdzott tarsaikban. Az egér orriiregének kis mérete
miatt nem volt lehetséges szamszerlsiteni a két B. bronchiseptica torzs kolonizicigjat.
Ennek ellenére, a letalitdis mértékének Osszehasonlithatésdga a két, B. bronchiseptica
torzzsel fert6zott csoportok kozott, €s az orr nyalkahartydjaban szovettani vizsgalattal

megfigyelhetd gyulladés jelei a BS8GP torzzsel fert6zott egerekben azt valdszintisitik,
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hogy a B58GP torzs elegendd szamban volt jelen az orriiregben az egyéb virulencia
faktorok megfeleld mértékii prezentdldsdhoz. Ez arra utal, hogy a DNT felelds az
egerekben kialakulé orrkagylé sorvadds létrehozasaért, és nem az I. fazisu (bvg+)
B. bronchiseptica torzsek éltal termelt egyéb virulencia tényezdk valamelyike.

Vizsgalatunk azt is meger0sitette, hogy a B. bronchiseptica DNT-nek lienotoxikus
hatdsa van egérben, mig a DNT termelés hianyaban a nyirokszervek stimuldcigjanak
jelei lathatok, csakigy, mint azt a mar emlitett munkakban feltételeztiik (Magyar, 1990).
A B. bronchiseptica DNT-r0l leirtdk, hogy egerekben gatolja az antigénekre adott
ellenanyagvalaszt (Horiguchi és mtsai, 1992). A szerzok ugy vélték, hogy ez az
immunszuppresszié a DNT 4ltal elsorvasztott 1ép zavardnak tulajdonithaté. Magyar és
Glavits (1990) viszont arra gondoltak, hogy a B. bronchiseptica DNT tigynevezett
lienotoxikus hatdsa 1ényegében a lymphoid, mieloid és vérlemezke rendszerhez tartozé
sejtek osztddasdnak szelektiv gatldsan alapszik. Jelen eredményeink megerdsitik, hogy a
B. bronchiseptica DNT karos hatdst gyakorol a gazdadllat immunrendszerére.

Bar mind a sziiléi (B58), mind a mutins (B58GP) B. bronchiseptica torzs
tiidogyulladast idézett eld az intranasalisan fert6zott egerekben, a két eset patoldgidja
alapvetden kiillonbozott egymdstél. A BS8GP jeli DNT— B. bronchiseptica torzzsel
fertdzott egerekben jellegzetes lympho-histiocytds, peribronchialis és perivascularis
infiltracidval kisért hurutos tiidogyulladds fejlodott ki. A B58 jeli DNT+
B. bronchiseptica torzzsel fertézott egerekben gyulladdsos reakcidval Ovezett nagy
nekrotikus teriiletek voltak ldthatok. Mindez azt sugallja, hogy a DNT képes
kozvetleniil karositani a tiidoszovetet, legaldbbis egerekben. A tiidoszovetbdl végzett
csiraszamldlds eredménye pedig arra utal, hogy a DNT okozta elvaltozdsok
tamogathatjdk a B. bronchiseptica szaporodasat a tiidében, feltehetden azaltal, hogy
sulyos kdrokat okoznak a tiiddszovetben, és csokkentik a helyi ellendll6 képességet.

Korédbbi vizsgédlatok eredményei alapjdn mér sz€les korben feltételezték a kutatok,
hogy a B. bronchiseptica DNT fontos koéroktani szerepet jatszhat a kdérokozdval
fertozott sertésekben kialakulé orrkagylé sorvadasban és esetleg a tiidogyulladds
1étrejottében is (Ackermann és mtsai, 1991; Magyar és mtsai, 1988; Roop és mtsai,
1987). Azt itt kozolt eredmények egzakt médon megerdsitik, hogy a DNT termelése
sziikkséges ezeknek az elvédltozdsoknak a kialakitdsdhoz. Orrkagylé sorvadds és
tiidogyulladés csak a DNT termel6 sziildi torzsekkel fert6zott malacokban alakult ki.

Eredményeink nem zarjdk ki annak lehetoségét, hogy a DNT mellett egyéb

tényezOk is hozzdjarulhatnak, legaldbbis indirekt médon, az emlitett elvaltozasok
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kialakitdsdhoz, illetve azt sem, hogy a mds allatfajokban jelentkezé B. bronchiseptica
okozta megbetegedések sordn tapasztalt elvéltozdsok hatterében mds tényezdok is
allhatnak. Bar a DNT- torzsek orrkagylé sorvadast nem produkaltak, és tiidogyulladast
okoz6 képességiik is jelentés mértékben csokkent a sertésben, mégsem voltak teljesen
avirulensek. A DNT- torzsekkel fert6zott malacok kohogtek, tiisszogtek €s orrgyulladds
is megfigyelhetd volt. A fert6zés létrejottéhez minden bizonnyal a megtapadést
biztositd, a DNT- torzsekben is jelenlevé adhezinekre van sziikség, a tovabbra is
produkélt egyéb toxinok pedig -elésegithetik a baktérium gazdadllatban val6
fennmaraddsat. B. pertussis baktériummal fertozott egerekben kimutattak, hogy az
adenilat-cikldz hemolizin toxin és pertussis toxin a kolonizdcié fokozdsan és/vagy a
kérokozé elimindldsdnak megakadadlyozdsan keresztiil, indirekt médon hozott 1étre
elviltozasokat a tiidében (Khelef és mtsai, 1994). Ugy latszik, hogy a DNT nem jatszik
jelentds szerepet az egér letalitdsi modellben mért virulencidban, mivel a DNT-
B. bronchiseptica és B. pertussis torzsek ugyanolyan virulensnek bizonyultak, mint a
DNT+ torzsek (Gueirard és Guiso, 1993; Magyar, 1990; Weiss és Goodwin, 1989).

A sertés modellben végzett elsé (B5S8/B5S8GP) kisérlet soran a B. bronchiseptica
torzsekkel fertdzott malacokban tapasztalt 14z és csokkent testtomeg gyarapodds oka
lehetett a torzsek kozotti kiillonbség, esetleg egy masik kérokozéval valé parhuzamos
fertdzottség is. Az utébbi ellen szdl, hogy mas kérokozot nem izoldltunk ezekbdl az
allatokbdl, de az ilyen jellegli elvéltozdsokbdl jellemzden nehéz fert6zo
mikroorganizmust kitenyészteni. Nem ismert, hogy a B. bronchiseptica polyserositist
okozna, de a kontroll dllatokon nem észleltiink ilyen elvaltozasokat. Masrészrol viszont
ismert, hogy a B. bronchiseptica fertézottség eldsegitheti a Streptococcus suis
megtelepedését, ami sertésekben okozhat polyserositist (Vecht és mtsai, 1989, 1992).

Erdekes — az egérkisérletben tapasztaltakkal osszecsengd — kiilonbséget talaltunk
az orriregben kimutathat6 DNT+ ¢és DNT- B. bronchiseptica baktériumok
mennyiségében: az adott DNT+ torzs el6forduldsi ardnya mindig meghaladta a parjat
képezd megfelel6 DNT— mutdns torzs el6fordulési ardanyat. Kovetkezésképpen a DNT
termelés pozitivan befolydsolhatja a fels6 légutak B. bronchiseptica 4ltali
kolonizécidjat. Ez valdsziniileg nem direkt hatds, hiszen a DNT-nek nincsenek ismert
adheziv tulajdonsdgai, nagyobb a valdszinlisége annak, hogy a légzéham karosoddsa
indirekt médon vezet fokozott kolonizdciéhoz. Felmeriilhet a gondolat, hogy az orriireg
csokkent kolonizacidja all a sziil6i és mutdns torzsekkel fert6zott csoportok kozott az

atr6fia mértékében tapasztalhaté eltérések hétterében. Ez azonban nem valdszin,
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tekintve, hogy a mutdns torzsekkel fertdzott csoportok kozott a legnagyobb kolonizdciét
mutato allatok és a sziildi torzsekkel fertdzott csoportok leggyérebb kolonizaciét mutatd
allatainak eredményei egybeestek, és az azonos mértékii kolonizaciét mutatd allatok
esetében is szignifikans kiilonbség mutatkozott az orrkagyl6 sorvadas mértékében.

Az orrkagylokban a leggyakrabban tapasztalt elvdltozas a gyulladds volt (ami
enyhébb formaban a DNT—- B. bronchiseptica torzsekkel fertozott allatokban is jelen
volt), valamint az epithelium elvaltozdsai €s a lamina propria fibrézisa voltak, ami
megegyezik a kordbban leirtakkal (Duncan és mtsai, 1966b). A B. bronchiseptica 4ltal
okozott jellegzetes elviltozasok a tiidoben az itt és kordbban leirtak szerint is korai
gyulladasos és vascularis elvéltozdsok, amit fibrézis kévet (Duncan és mtsai, 1966a).
Az elvéltozéasok kialakitdsdnak pontos mddja egyelOre ismeretlen. Azt mar tudjuk, hogy
a B. bronchiseptica DNT hatéast gyakorol a sejtkultirdkra, igy példaul gatolja az
alkalikus foszfatdz aktivitdst, és csokkenti az I-es tipusi kollagén felhalmozddast,
amelyek koziil mindketté az osteoblast differencidlédashoz kotheté az MC3T3-El
osteoblast sejtvonalban. gy a csont 8ssejtek differencidléddsra valé képtelensége
csokkent csonttermelddéshez vezethet, és — legaldbbis részben — magyardzhatja az
orrkagylé sorvadas kialakulasat (Horiguchi €s mtsai, 1991). A DNT serkenti a DNS és
fehérje szintézist az MC3T3-El1 sejtekben, de gatolja a sejtosztéddst, igy
polinukleotikus sejtek kialakuldsiat eredményezi (Horiguchi és mtsai, 1993, 1994). A
DNT mddositja az Rho csalddba tartozé G-fehérjéket is, deaminacié vagy poliaminéacid
altal. Mindkét valtozds a fehérje aktivdloddsdhoz vezet, igy egy hibds aktivalasu
szigndaltranszdukcids kaszkddot indit be (Horiguchi és mtsai, 1997, Masuda és mitsai,
2000). Még nem ismert, pontosan hogyan vezetnek ezek a folyamatok a kialakuld
elvaltozasokhoz. A gyulladés és fibrézis a hibds szigndltranszdukcids jel altal okozott
citokin iiriilés eredménye lehet. Erdekes lehet annak vizsgélata is, hogy a citokinek,
vazoaktiv komponens és/vagy fibrozist kivalto faktorok termelése fokozddik-e a

B. bronchiseptica hatdséra, kiilonos tekintettel a DNT jelenlétére.
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5. A torzit6 orrgyulladasra jellemzo6 elvaltozasok alakulasanak nyomon
kovetése komputertomografia alkalmazasaval

Az irodalmi 4ttekintésben mar emlitett indirekt megfigyelések alapjan az a nézet
alakult ki, hogy a B. bronchiseptica fertézés enyhe-kozepes foku orrkagyld
elvéltozasokat képes eloidézni sertésben, amik regeneralodhatnak a vagosuly elérésének
idejére (Rutter, 1981; Tornoe és Nielsen, 1976), mig a toxikus P. multocida torzseket
sulyosabb és visszafordithatatlan elvaltozasok kialakitasara tartjdk képesnek (Pedersen
és Barfod, 1981; Rutter és Rojas, 1982). Ez a feltételezés vezetett a torzitd orrgyulladds
progredidlé (progressziv) és nem progredidldé (nem progressziv) formajanak
megkiilonboztetéséhez, attdl fiiggden, hogy melyik meghatirozé kérokozo taldlhatd
meg a kérdéses allomanyban (de Jong, 2006). A szakirodalomban azonban nem
taldlhaté részletekbe mend leirdsa annak, hogyan is alakulnak a betegség kiilonboz6
formai soran a kérfolyamatok a fiatal korban bekovetkezett fert6z6déstdl a vagasi sily
eléréséig.

Hagyomdényosan az orrkagyld sorvadas mértékének vizsgalata a sertés orranak az
elsé/mésodik praemoldris fogak magassdgdban valé keresztbe metszésével torténik,
ahol egészséges allatban a dorsalis €s ventralis orrkagyldk a legteljesebb fejlettségiiket
érik el. A torzit6 orrgyulladas lefolydsdanak jobb megismerését célz6 kordbbi vizsgdlatok
sordn nagyszamu kisérleti éllatra volt sziikség, hogy meghatirozott idépontokban
feldldozva Oket, kovetkeztetések levondsara alkalmas mennyiségli orrkeresztmetszetet
lehessen elbirdlni. Rédadasul, ez a megkozelités nem szolgdltathatott adatokat a
betegségnek az egyes dllatokban lezajlé egyedi torténéseirdl, mivel ugyanazon 4allat
vizsgélata csak egyszeri alkalommal volt lehetséges. Ezeket a problémakat hidalja at a
korszerii képalkoté eljardsok Kkifejlesztése, ami lehetdséget teremtett kiilonféle
betegségek, igy a torzité orrgyulladds korfejlddésének nem invaziv médon torténd
nyomon kovetésére egy adott allaton beliil, annak feldldozasa nélkiil (Jolie és mtsai,
1990; Shryock és mtsai, 1998).

Az orrkagylé sorvadds in vivo tanulmédnyozdsara tett korai prébalkozdsok sordn
rontgenes vizsgdlatot (Schoss és Siggel, 1973; Done, 1976; Eikelenboom €s mtsai,
1978; Plonait és mtsai, 1980), vagy rhinoszképidt (Plonait és mtsai, 1980) kiséreltek
meg felhasznalni. Ezek azonban csak korlatozottan alkalmasak fiatal dllatok hosszu tava

nyomon kovetésére vagy enyhe lefolydsi megbetegedések vizsgalatara (Schoss, 1983).
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Attorést a komputertomografia (CT) megjelenése hozott, amely médszer alkalmasnak
igérkezett a sertés orriireg csontos képleteinek vizsgdlatira (Jolie €s mtsai, 1990;
Shryock és mtsai, 1998).

A fejezetben bemutatott vizsgélataink sordn eldszor CT segitségével kapott
orrkeresztmetszeti felvételeket hasonlitottuk 0Ossze a hagyomdnyos értékelési
modszerrel, majd a torzité orrgyulladds korfolyamatat kovettiik nyomon kisérletesen
fertézott malacokban az éllatok orriiregének CT-vel végzett tobbszori leképezésének

alkalmazasaval.

5.1. Anyagok és modszerek
5.1.1. Kisérleti allatok

A CT alkalmazhatésdganak vizsgélatdhoz Osszesen 23 magyar nagyfehér fajtaja
sertést hasznéltunk a kisérletben, melyeket egy torzité orrgyulladds elleni vakcina tizemi
hatékonysdgi vizsgédlatdban szereplé egyedek koziil valogattunk ki, az orrkagyld
sorvadas kiilonboz0 fazisait reprezentdl6, nem vakcinazott kontroll dllatokkal egyiitt. Az
allatokat 27 hetes korukban vetettiik ald CT vizsgédlatnak, ezt kovetden tulaltattuk Oket
€s vizudlisan értékeltiik az orriireg makroszkopos elvaltozasait.

A kisérletesen indukalt torzité orrgyulladds vizsgdlata sordn kisérletenként
huszonnyolc, zart allomanybol szarmazé Ujsziilott malacot valasztottunk ki. Az
allomédnyban torzitd orrgyulladds klinikai tiinetei nem fordultak eld, toxikus
P. multocidadt soha nem izolaltak, és a telepen sohasem vakcindztak torzit6 orrgyulladas
ellen. Az allatok toxikus P. multocida baktériumt6l mentes allapotét a kisérlet kezdete
elott bakterioldgiai vizsgalattal igazoltuk. A B. bronchiseptica mentesség biztositdsa
érdekében gyogyszeres kezeléssel kombindlt korai valasztist alkalmaztunk. Az
anyadllatokat 1 ml/40 kg tulathromicinnel (Draxxin inj., Pfizer, New York, USA)
kezeltik az ellés elott egy héttel. A malacokat 1-2 napos korukban izolalt, flitott
kutricdkba helyeztilk 4. Az dallatok Sprayfo tejpotld tapszert (Sloten, Deventer,
Hollandia) kaptak 28 napos korukig, melyet Mambo itat6 (Sloten, Deventer, Hollandia)
segitségével adagoltunk a gyartd eldirdsa szerint. A malacokat 28 napos korukban
elvalasztottuk, és a tejpotld helyett prestarter tdpot kaptak, majd 6 és 10 hetes koruk
kozott starter tdpra tértiink at, végiil a kisérlet befejezéséig hizétapot adagoltunk

Onetetdbdl ad libitum. Az ivovizhez mindvégig szabadon hozzafértek. Nem részesiiltek
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olyan kezelésben, ami befolydsolta volna a kisérlet kimenetelét, igy nem kaptak

immunszuppressziv gyogyszereket, vagy légutakban hat6 antibiotikumokat sem.

5.1.2. Baktérium torzsek

A torzité orrgyulladds klinikai tiineteit mutaté allomdnybodl izoldlt KM22 jeli
toxikus B. bronchiseptica torzset hasznaltuk. Az LFB3 jelt toxikus P. multocida torzset
Dr. J. M. Rutter (Institute for Animal Health, Compton, UK) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A B. bronchiseptica KM?22 torzset BG agar taptalajon tenyésztettiik,
37°C-on 48 6ran at, majd PBS-ben (pH 7.2) 1x10° CFU/ml toménységll szuszpenziot
készitettiink beldle. A P. multocida 1LFB3 torzset 5% juhvéres agaron tenyésztettiik,
37°C-on 24 6réan at, majd agy-sziv (brain heart infusion broth) levesben (Difco, Detroit,
USA) 1x10® CFU/ml toménységii szuszpenzi6t készitettiink beléle. A P. multocida
LFB3 torzs toxintermeld képességét egy kordbban leirt membran proba segitségével

vizsgéltuk (Magyar és Rimler, 1991).

5.1.3. Kisérleti elrendezés

Két kisérletet végeztiink. Mindkét kisérlet soran két, egyenként 14 random mdédon
kivalasztott allatot tartalmazd csoportot hoztunk létre. Az elsd kisérlet 1. csoportjanak
malacait B. bronchisepticdval, a masodik kisérlet 1. csoportjanak malacait pedig
B. bronchiseptica és P. multocida kombindcidval fertoztiik. A 2. csoport malacait nem
fertdztiikk (negativ kontroll) egyik kisérletben sem. Mindkét esetben a B. bronchiseptica
fert6zés volt az adott kisérlet 0. napja (DO).

Az elso kisérlet 1. csoportjdnak malacait 4 napos korukban orrnyilasonként 0,5 ml
B. bronchiseptica szuszpenzidval fertdztilk. A masodik kisérlet 1. csoportjanak malacait
4 napos korukban orrnyilasonként 0,5 ml B. bronchiseptica szuszpenzidval, 8 napos
korukban pedig hasonlé médszerrel P. multocida szuszpenzidval inokulaltuk.

Az elso kisérlet a malacok 132 napos kordban, a masodik kisérlet pedig a malacok
128 napos kordban ért véget. A kisérlet befejezésekor a malacokat tdlaltattuk, és a
csoportbeosztist nem ismerve, vakon vizsgdltuk az orrkagylé sorvadas,

orrsovényferdiilés és tiido elvaltozasok jelenlétét és mértékét.
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5.1.4. Orrvaladék gyiijtése és bakteriologiai vizsgalata

A malacokbdl minden CT vizsgdlat alkalmdval orrtampon mintat gytjtottiink. A
mintdkban a B. bronchiseptica jelenlétét MacConkey agar téptalajon (BBL, Sparks,
USA), a kordbban leirtak szerint vizsgiltuk (Magyar és mtsai, 1988). A P. multocida
toxin jelenlétét a tamponbdl leoltott vegyes kultirdban egy PMT ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) teszt (Oxoid, Hampshire, UK) segitségével mutattuk ki, a gyartéd

altal javasolt protokoll szerint.

5.1.5. Komputertomografia

A sertéseket a vizsgalat idejére torténd immobilizaldsdhoz 4 mg/ttkg azaperon
(Stresnil, Janssen Pharmaceutica) intramuscularis beadasaval boditottuk, az anesztéziat
pedig 9 mg/ttkg ketamin hidroklorid (SBH-Ketamin inj., SelBruHa) adagolédsdval
biztositottuk.

Az altatott sertéseket nyujtott testhelyzetben, egy erre a célra kialakitott eszkozben
rogzitettiik a vizsgalat idejére. A CT felvételek Somatom Plus 40 (Siemens, Erlangen,
Németorszdg) harmadik generdciés késziilékkel késziiltek. A felvételkészités
kezddépontja az elsé felsé praemolaris fog eldtt koriilbeliil 10 mm-re volt, majd egymast
kovetd 3 mm rétegvastagsdgi képeket készitettiink az asztal 5 mm-es 1éptetésével. A
képalkoté protokoll tgynevezett ,,magas” algoritmus volt, ami a slrli struktirdk
tartomanyaban érzékeny. A zoom faktor 3,5 volt.

Az elso kisérlet soran a CT felvételek minden allatrél a 0., 9., 41., 70., 101. és 132.
napon késziiltek, a mésodik kisérletben pedig a 0., 4., 18., 25., 32., 60., 88. és 128.
napon. A keresztfertozés elkeriilése érdekében a nem fert6zott malacokat minden

esetben a fertdzottek elott vizsgaltuk.

5.1.6. Az orrelvaltozasok pontozasa

A 4.1.10 pontban leirtak szerint tortént.

5.1.7. A CT felvételek értékelése

Az orr elvaltozdsainak szamszerli ért€kelését az orriireg struktdrainak vizudlis

vizsgélata és pontozdsa mellett a CT felvételek megfeleld régidinak morfometrias
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analizise alapjdn is elvégeztiik. Az orr szerkezetének szabad szemmel tortén6 vizsgalata
és pontozdsa a CT felvételeken is az els6 praemolaris fog sikjaban tortént, ugyanazon
értékelési skdla szerint, mint a post mortem vizsgalatok esetében.

A CT felvételeken lathat6 orrkagyld €s orrsovény elvéltozdsok pontozdsa mellett a
szovet-levegd teriilet ardnyt is meghataroztunk, ami az orriiregrol készitett felvételeken
lathaté denzitdsbeli kiillonbségek alapjdn tortént. Erre a célra ugyanazt a képet
hasznaltuk, aminek alapjan a vizudlis pontozast is elvégeztiik. A szovet-levegd teriilet
meghatdrozasa két 1épésben tortént. El0szor az orriiregben taldlhatd teljes levegd
teriiletet (cm?) hatdroztuk meg (29. dbra "b" jelli koriilhatarolt teriilet sotét része); a
Hounsfield (HU) skélan -1000 — (-)200 értéket felvevd teriileteket tekintettiik ilyennek.
Ezutédn a ventralis orrkagylé (HU 200 — 1000 denzitdsu szovet teriilet) kiterjedését (sz)
mértiik meg (29. dbra "a" jell koriilhatérolt teriilet vilagos része). A két érték ardnyat az
orriireg jobb és a bal oldalanak esetében is kiszamoltuk, amelynek segitségével végiil az
adott allatra vonatkoz6 teljes szovet-levego teriilet aranyt is meghataroztuk. A teriiletek
mérését €s az aranyok szamitdsat a Kaposvari Egyetem Diagnosztikai és Onkoldgiai

Intézete altal fejlesztett szamitégépes program segitségével végeztiik.

29. abra: Szovet-levegé arany meghatarozasa

5.1.8. Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzés sordn Spearman korreldciét haszndltunk SPSS 10

felhasznalasaval.
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5.2. Eredmények
5.2.1. Az orrelvaltozasok vizsgalhatésaga CT alkalmazasaval

Az orrelvaltozasok kiillonbozé modszerekkel elvégzett értékelésének eredményeit
az 6. tdblazat foglalja Ossze. A vizudlis vizsgélat sordn adott orrelvaltozas pontértékek
véaltozatossdga azt jelzi, hogy a kivélasztott sertéspopulacié az orrkagylé elvéltozdsok
széles skaldjat reprezentalta, a teljesen egészséges orrtdl kezddédden az orrkagylok teljes

felszivodasat képviseld esetekig.

6. tablazat: Orrelvaltozas pontértékek és a szovet-levego teriilet aranyok alakulasa 27
hetes malacokban

A sertéseket a kérbonctani vizsgalat sordn meghatarozott orrelvéltozds pontok alapjan rendeztiik sorba,
novekvd sorrendet kovetve.

Orrelvaltozas pontérték teriilet arany
sertés szam PM CT CT*
64 0 0 0 0.32
145 0 1 1 0.27
150 0 0 0 0.21
247 0 1 1 0.24
130 1 0 0 0.36
82 3 5 4 0.34
142 3 2 2 0.19
206 3 2 2 0.18
63 4 4 4 0.05
45 5 6 6 0.17
128 5 5 4 0.27
243 5 5 4 0.17
46 6 7 6 0.28
70 7 7 5 0.09
50 8 8 8 0.13
121 8 7 5 0.12
164 12 12 10 0.05
187 15 13 12 0.02
262 17 16 16 0.00
87 18 17 16 0.00
89 18 16 16 0.00
186 18 18 16 0.00
266 18 17 16 0.04

PM = post mortem vizsgélat
CT = komputertomografia
*Orrsovényferdiilés nélkiili pontértékek
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A 30. abran lathaté CT felvételeken a normal orrszerkezet (30A. dbra) és az
orrkagyl6 sorvadds kiillonboz6 stadiumai (30B-F. abra) figyelhetok meg. A képek nagy
részletgazdagsdggal mutatjdk meg az arcorri rész anatomiai viszonyait, igy nagyon jol
megitélhetdk az orriiregben ¢és kornyékén kialakult elvaltozdsok, koztik az

orrkagyloknak a betegség koveztében létrejott sokszor igen bizarr deformitésai is.

30. abra: 27 hetes sertések orranak keresztmetszeti CT felvételei az els6
praemolaris fog magassagaban

A: az orr normdal anatémidja (64 sz. sertés),

B: a ventralis orrkagylé csavarulatainak szdma és hossza megtartott, de mind a dorsalis,
mind a ventralis orrkagylék szovete elvékonyodott (63 sz. sertés),

C: a baloldali ventralis orrkagyl6 dorsalis csavarulatinak enyhe atréfidja, a jobboldali
ventralis orrkagylé ventralis csavarulatdnak nagyfoku atréfidja és az orrsévény enyhe
elferdiilése figyelhetd meg (243 sz. sertés),

D: a baloldali ventralis orrkagyl6 enyhe atréfidja, a jobboldali ventralis orrkagylé sulyos
atréfidja, az orrsovény normdlis (50 sz. sertés),

E: mindkét ventralis orrkagyl6 silyos foku atréfidja, a jobboldali ventralis orrkagyld
ventralis csavarulata felszivodott, az orrsovény enyhén elferdiilt (187 sz. sertés).,

F: az orrkagyldk teljesen hidnyoznak, az orrsovény sulyosan elferdiilt (186 sz. sertés).

Erdekes esetet mutat be a 30B 4bra, amelyen egy olyan sertésorr dtmetszete lathato,
ahol az orrkagyl6k csavarulatainak szdma és hossza megtartott, de mind a dorsalis, mind
a ventralis orrkagylok szovete elvékonyodott, a csontos elemek pedig gyakorlatilag

eltlintek. Szabad szemmel vizsgdlva ez az elvéltozas igen enyhének tiint, és minddssze 4

pontot kapott (6. tdbldazat). Ugyanezen szempontok alapjan (a csavarulatok szamdt és
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hosszit figyelembe véve), a CT felvételek szabad szemmel valé elbirdldsa szintén
hasonl6 eredményre vezetett. Ugyanakkor a vizudlis vizsgdlat pontjai és a szovet-levegd
teriilet ardny kozott nagy eltérés alakult ki (6. tdblazat). A szovet-levegd teriilet arany
alapjan ez az dllat azok kozé az esetek kozé sorolhatd, amelyeknél a legnagyobb
mértékii szovetfelszivodas alakult ki.

Kifejezetten szignifikdns Osszefiiggés volt a CT felvételek szabad szemmel val6
értékelése €s a korboncolds sordn valé megtekintéskor adott pontértékek kozott (r =

0,98, p<0,0001).

5.2.2. Kisérletes fertozések
5.2.2.1. Klinikai megfigyelés és bakteriologia vizsgdlat

Az els6 kisérletben a csak B. bronchisepticdval fert6zott malacok nem mutattak
emlitésre méltd klinikai tiineteket: csupan sporadikus tiisszogés, enyhe orrfolyds és
konnyezés volt megfigyelheté az dallatok egy részénél. A madsodik kisérletben a
B. bronchiseptica fertdzés utan hasonl6 volt a helyzet, a P. multocida fert6zés utini 2.
naptol kezdddden azonban kifejezett tiisszogés jelentkezett, amely kb. egy héten
keresztiil tartott, azutdn fokozatosan megsziint.

Héarom malacot allatjolléti okokbdl el kellett altatnunk, mivel az elsdé élethetek
sordn erds fogyas és gyengeség jeleit mutattdk. Az &dllapotuk és a fert6zés kozott
azonban nem volt kimutathat6 kapcsolat.

Az elsO kisérletben, a B. bronchisepticdval fertdzott allatokbdl vett orrtampon
mintdkbol a kérokozo a 41. napig volt visszaizoldlhatd, ugyanakkor a malacok PMT
negativak maradtak a teljes megfigyelési iddszak alatt. A masodik kisérletben, a
B. bronchiseptica — P. multocida kombinélt fertdzésnek kitett allatok tobbségébdl a
B. bronchisepticat a 60. napig tudtuk visszaizoldlni. A P. multociddval fertdzott
allatokbdl vett mintdkbol a PMT jelenléte nem volt konzisztensen kimutathaté (7.
tdblazat). A kontroll allatokbdl egyik kisérletben sem izoladltunk B. bronchisepticdt, és

PMT-t sem tudtunk beldliik kimutatni.

5.2.2.2. A CT felvételek értékelése

A nem fertdzott kontroll &llatok felvételein patoldgidas elvdltozds nem volt

megfigyelhetd.
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Mindkét fertézott csoport (elsé €s mdsodik kisérlet) egyedeinél az orrstruktirdk

regressziv elvdltozasait észleltiik (8. és 9. tabldzat).

7. tablazat: P. multocida toxin (PMT) kimutatasa a 2. kisérlet 1. csoportjanak malacaibol
A malacokat intranasalisan fertdztiik, 4 napos korukban (DO) B. bronchisepticdval, majd 8 napos
korukban (D4) P. multociddval. A PMT-t PMT ELISA (Oxoid, Hampshire, UK) segitségével mutattuk ki.

Allatszam Fertdzés utani nap
0 4 18 25 32 60 88 128
4 - - + - + - - -
5 - - + + - - - -
9 - - + + - - - -
12 - - - + + - - -
13 - - - + + - - -
16 - - - + - + - -
19 - - + - + - - -
21 - - + - + + - -
22 - - + + + - - -
25 - - - + - + - -
27 - - - + + - - -
29 - - + - + - - -
30 - - - + + - - -
32 - - + - - - - -

8. tablazat: Az 1. kisérlet 1. csoportjanak orrelvaltozas pontértékei
A malacokat 4 napos korukban (DO) fertéztiik B. bronchisepticdval intranasalisan.

Allatszam Fert6zés utani nap
0 9 41 70 101 132

1 0 8 Elhullott
2 0 Elhullott
3 0 Elhullott
4 0 3 3 2 1 0
5 0 3 3 0 0 0
6 0 1 1 0 0 0
7 0 0 12 5 1 0
9 0 4 11 3 1 0
10 0 3 8 4 3 2
13 0 0 2 1 0 0
16 0 0 0 1 0 0
21 0 6 8 2 1 1
22 0 1 0 0 0 0
24 0 4 6 0 0 0

Atlag 0 2,8 4,9 1,6 0,6 0,3
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9. tablazat: A 2. kisérlet 1. csoportjanak orrelvaltozas pontértékei
A malacokat intranasalisan fertdztiik, 4 napos korukban (DO) B. bronchisepticdval, majd 8 napos
korukban (D4) P. multociddval.

Allatszam Fert6zés utani nap

0 4 18 25 32 60 88 128
4 0 2 12 15 15 3 2 0
5 0 3 12 12 10 0 0 1
9 0 0 2 6 6 1 1 0
12 0 0 11 14 13 12 12 7
13 0 0 6 8 7 1 0 0
16 0 1 13 13 14 11 9
19 0 1 15 14 14 9 3 3
21 0 2 13 15 15 15 11 11
22 0 3 14 14 16 17 18 16
25 0 3 14 14 16 8 5 9
27 0 4 14 14 14 5 3 4
29 0 5 9 12 12 4 5 3
30 0 4 14 14 14 15 11 6
32 0 0 9 12 10 1 0 0

Atlag 0,0 20 11,3 12,6 126 73 56 49

A korfolyamatok alakuldsa azonban nagy egyedi eltéréseket mutatott. A
B. bronchisepticdval fert6zott malacokban alacsonyabb pontértékii elvaltozasok
alakultak ki, és ezek az elvéltozdsok nagyobb vadltozatossdgot mutattak, mint a
B. bronchiseptica — P. multocida baktériumokkal kombindlt mddon fertézott
csoportban, ahol egyenletesebb képet kaptunk, és magasabb pontértékli sorvaddsos
folyamatokat regisztraltunk (31. dbra).

A B. bronchisepticdval fertdzott csoportban, a kisérlet 41. napjan, a 11 életben
maradt malac koziil csak négynek volt 8, vagy anndl magasabb az Osszesitett
orrelvédltozas pontszdma. A 41. nap utdn az elvéltozasok regenerdlédni kezdtek, és a
132. napra, azaz a kisérlet befejezésére gyakorlatilag minden dallat elvaltozasoktdl
mentesnek bizonyult. A 32. dbrdn a hetes szamu malac felvételsorozata latszik, amelyik
a csoportban a legsulyosabb elvaltozast produkalta a 41. napon (orrelvéltozads pontszam

= 12), ugyanakkor teljesen ép orrszerkezetet mutatott a kisérlet befejezésekor.
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31. abra: Az orrelvaltozas pontértékek alakulasa a fertozott malacokban
A malacokat B. bronchisepticdval (1. kisérlet, 1. csoport) illetve B. bronchisepticdval és
P. multociddval (2. kisérlet, 1. csoport) fertdztiik. A diagram az atlagos Osszesitett
orrelvaltozas pontokat mutatja, amit a megfigyelési idészak alatt nyert komputertomografias
felvételek egyedi pontértékeibdl szamitottunk ki.

A B. bronchiseptica — P. multocida baktériumokkal kombindlt médon fertézott
csoportban (masodik kisérlet, 1. csoport) a kisérlet 25. napjdn a 14 malacbdl
tizenkettonek volt 12, vagy ennél magasabb Osszesitett orrelvaltozas pontszdma, ami az
egész csoportban jelentkezd gyors lefolydsi és silyos fokd orrkagylé sorvadas
kialakuldsat jelzi. Ugyanakkor meglepd6 moédon a malacok nagy része nem vért
gyogyulds jeleit mutatta a 60. naptdl kezdddden, és a kisérlet végén (128. nap) a 14-bdl
7 allat pontértéke volt 3, vagy anndl kisebb. A 33. dbra egy ilyen, a 25. és 32. napon 15
pontot kapott, €s utdna teljes mértékben regenerdlédott orrkagylé sorvadds esetét
illusztralja. A 34. 4dbran pedig az egyetlen olyan esetet mutatja be, ahol a sulyos foku

orrkagyl6 sorvadas és orrsovényferdiilés a kisérlet végéig fennmaradt.
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d70 d101 d132

32. abra. Kiilonbozo életkorban késziilt CT felvételek az 1. kisérletben
A 7 sz. malacot 4 napos kordban (DO) fertéztiik B. bronchisepticdval. A csoportban ennél a
malacndl alakult ki a legstilyosabb orrkagyl6 sorvadds (orrelvaltozas pontérték: 12), ami a
kisérlet 101. napjéra teljesen regenerdlddott.

d32 d60 dd8 d128

33. abra. Kiilonboz6é életkorban késziilt CT felvételek a 2. kisérletben
A 4 sz. malacot 4 napos kordban (DO) fertdztiik B. bronchisepticdval, majd 8 napos korban
(D4) P. multociddval. Az orrkagyldk teljes regenerdcidja volt megfigyelheté annak
ellenére, hogy a 18.-t6] a 23. napig sulyos foku orrkagyl6 sorvadés (orrelvdltozas
pontérték: 15) volt megfigyelhetd.
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34. abra. Kiilonbo6z6 életkorban késziilt CT felvételek a 2. kisérletben
A 22 sz. malacot 4 napos kordban (DO0) fertdztiik B. bronchisepticdval, majd 8 napos
korban (D4) P. multociddval. Kifejezett orrkagyl6 sorvadas és orrsovényferdiilés
(orrelvaltozds pontérték: 16-18) alakult ki, amely a megfigyelési id6szak alatt végig
fennmaradt.

5.3. Megyvitatas
5.3.1. Az orrelvaltozasok vizsgalhatésaga CT alkalmazasaval

Az orrkagylé elvdltozdsok széles skaldjat reprezentdlé sertéspopuldcio
véletlenszertien kivéalasztott egyedeinek CT alkalmazasaval végzett vizsgédlata azt
igazolta, hogy ez a képalkot6 eljards kivdléan alkalmazhaté a torzité orrgyulladds
vizsgélatdra. Eredményeinket a kordbban publikalt leirdsokkal (Jolie és mtsai, 1990,
Shryock és mtsai, 1998) Gsszevetve az is megéllapithatd, hogy a képek felbontdsa sokat
javult a régebben bemutatottakhoz képest, valdszinlileg a CT késziilékek folyamatos
fejlodésének koszonhetden. A nagyobb felbontds részletekben gazdagabb képet
eredményez, ami a torzitd orrgyulladds koérfejlddésnek pontosabb megértését teszi
lehetové. J6 példa erre a 30B dbran bemutatott eset, ahol egy elsd latasra enyhének {télt
elvaltozasrol kideriilt, hogy a szovet-levego teriilet ardny alapjan a legnagyobb mértéki
szovetfelszivodast elszenvedd esetek kozé sorolhatd, ami a szerkezetiiket latszolag
megtartott orrkagylok csontos elemeinek felszivoddsaval kisért jelentés mértékil
elvékonyodasdnak koszonhetd. Nagyon valdszinli, hogy bar az orrkagyldk felszine

normalis maradt, a szoveti struktirakban bekovetkez6 valtozasok hatdssal vannak az
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orrkagylok mitkddésére is. Tovabbi vizsgédlatok sziikségesek a szOvettani elvdltozasok
részletesebb lefrdsara és az ilyen jellegli elvaltozasok jelentdségének megértéséhez.

A CT segitségével végzett nem invaziv vizsgdlatok tovabbi elonye, hogy nem
sziikséges az dllatokat feldldozni az értékeléshez, illetve, hogy egy dllatot tobbszor is
vizsgalhatunk egy hosszabb megfigyelési periddus alatt. Mindez a CT-t a post mortem
pontozdsndl sokkal jobban hasznalhaté vizsgélati médszerré teszi.

A CT vizsgalat szabad szemmel valo elbirdldsa és a szovet-levego teriilet arany is
j6 korrelaciét mutattak egymadssal (r = -0,82, p<0,0001). A szovet-levegé teriilet aranyt
a CT képen mérhet6 denzitds kiillonbségek adjék, és ez a strukturdlis viltozdsok objektiv
mérését teszi lehetdvé a szubjektiv pontozdssal szemben. A mddszernek azonban
legalabb egy komoly hatranya van: az igy kapott értéket az orrsovényferdiilés nem
befolydsolja, mivel az deformdldédott pozicidji orrsovény dltaldban megtartja a
térfogatdt, azaz a képen ugyanakkora teriiletet foglal el, mint az eredeti helyzetét
megtartd egyenes orrsovény. Masrészrol viszont a szovet-levegd teriilet ardny alapjan az
orrkagylok térfogata megbecsiilhetd az egymast kovetd felvételeken. Ezt az informéciét
az orrsovényferdiiléssel kiegészitve mar teljes képet kaphatunk az orriireg allapotarol,
anélkiil, hogy az allat post mortem vizsgalatara lenne sziikség.

A kisérletes fert6zések sordn kapott eredményeink aldtdmasztjak tobb mds szerzd
(Pedersen és Barfod, 1981; Rutter, 1981; Tornoe és Nielsen 1976) feltételezését, amely
szerint a B. bronchiseptica fert6zés Onmagaban legfeljebb csak kozepesen silyos
orrkagylé sorvadast idéz eld, és ezek az elvéltozdsok idOvel teljes mértékben
regenerdlddhatnak. Az itt leirt elvéltozdsok az allatok 6 hetes életkordig sulyosbodtak,
majd 30 nappal késébb jelentds javuldst észleltiink, amelyet a kisérlet végére
bekovetkezo teljes gyogyulds kovetett.

A kordbbi B. bronchiseptica fertdzési kisérletek ellentmondasos eredményt hoztak
az orrkagyld sorvadas mértékét illetden. Az egyik lehetséges magyardzat az lehet, hogy
a fertézésre hasznalt B. bronchiseptica torzsek virulencidgja kozotti kiillonbségek
befolyasoltdk a kisérletek kimenetelét. Azonban Rutter és mtsai (1982) nem tudtdk
igazolni ezt a feltételezést, amikor torzité orrgyulladastdl mentes, illetve attél szenvedd
allomanyokbdl izolalt B. bronchiseptica torzsek kozotti kiillonbségeket vizsgdltak.
Val6szinlibbnek latszik, hogy a kialakul6 elvaltozasok stlyossdga nagymértékben fligg
a kisérleti allatok altalanos egészségi statuszatol. Ugyanazt a B. bronchiseptica torzset
(B58) haszndlva, csdszarmetszéssel vildgra hozott €s kolosztrum mentesen felnevelt

(4.3.2.5.1 fejezet, 5. tdblazat), illetve gnotobiotikus malacokban (Magyar és mitsai,
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1988) a kisérleti fert6zés kozepes mértékii orrkagylé sorvadast eredményezett, mig
torzité orrgyulladdstl mentes, de konvencionalis malacok esetében sulyos elvaltozasok
alakultak ki (6.2.1 fejezet, 13. tdblazat). Lehetséges, hogy a konvenciondlis allatok
érzékenyebbek a B. bronchiseptica fertdzéssel szemben, esetleg a sertés 1égzdszervi
betegség komplex egy kozelebbrol nem meghatdrozott masik eleme vesz részt a
folyamatban, amely eldsegitheti a B. bronchiseptica fertdzés patoldgiai hatdsainak
teljesebb kibontakozdsat. Az itt bemutatott kisérletben mi is az Alexander és mtsai
(1980) 4ltal leirt alapelvek alapjan elddllitott magas egészségligyi stdtuszd &llatokat
hasznaltunk, ami magyardzattal szolgdlhat az alacsonyabb orrelvaltozds pontértékek
altal jelzett kevésbé sulyos elvaltozasok kialakuldsara.

Altaldnosan elfogadott az a nézet, hogy a toxikus P.multocida silyos és
visszafordithatatlan orrkagylé sorvaddst idéz el6. Igy meglepé eredmény volt, hogy a
fertdzott malacokban a teljes csontstruktura tokéletes regenerdcigjat figyelhettiik meg
annak ellenére, hogy a B. bronchisepticdval és toxikus P. multociddval fertdzott dllatok
nagy részénél silyos foku orrkagyl6 sorvadas alakult ki a kisérlet 25. és 32. napjara. A
bakterioldgiai vizsgilat ugyan nem erdsitette meg egyértelmiien a nyédlkahartya toxikus
P. multociddval val6 folyamatos kolonizacidjat, a jellegzetes elvaltozasok kialakuldsa a
kombindlt fert6zés sikerességét jelzi. Harminc nappal késobb azonban a 14 fertozott
allatbol 9 esetében az elvdltozdsok jelentds mértékll regenerdlédésa latszott, mikézben
egy allatban a jellegzetes, stlyos foku orrkagylé sorvadds és orrsovényferdiilés
fennmaradt a megfigyelési id6szak végéig. Semmilyen egyéb vizsgélt paraméter -
ideértve a bakteriol6giai vizsgdlat eredményét is - nem tért el a tobbi allatban
tapasztalttol, ami magyardzhatnd, miért maradtak fenn ezek az elvaltozasok a kisérlet
végéig ezen dllat esetében.

Az is figyelemreméltd, hogy a legnagyobb mértékii atlagos orrkagylé sorvadas
hathetes korban jelentkezett mindkét fert6zott csoportban, ami az Eurdpai
Pharmacopoeia (2005) el6irdsainak megfeleléen a vakcina hatékonysigi vizsgalatok
értékélésénél haszndlatos életkor. Ez azt jelenti, hogy a hatékonysdgi vizsgéalatokat
abban az életkorban végzik, mikor az elvaltozdsok a legsilyosabbak, ami optimaélis a
torzito orrgyulladas elleni vakcindk vizsgédlatdra. Masrészrol viszont kérdéses, milyen
lenne a betegség lefolydsa ez utdn az életkor utdn, és taldn érdemesebb lenne tovabbi
kisérletekben vizsgdlni, hogyan hat ez a jelenség a vakcindk védohatasanak

értékmérésére.
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Jolie és mtsai (1990), akik eldszor alkalmaztak CT vizsgalatot a torzitd
orrgyulladds diagnosztizdldsara, egy torzitd orrgyulladds klinikai tiineteit mutat6
kommersz dllomanybdl szarmazd, haromhetes koratdl a vagasig vizsgalt malacban irtak
le az orriiregbeli elvaltozasok hasonlé gydégyuldsit. Az ebbdl az allatbdl szarmazd
orrtampon mintdkbol azonban sem P. multociddt sem B. bronchisepticdt nem sikeriilt
izolalni, igy sem a torzité orrgyulladds pontos koéroktana, sem a torzité orrgyulladas
tipusa nem volt megdllapithaté. fgy az itt bemutatott kisérlet az elsé megfelelden
dokumentélt bizonyitdsa annak, hogy az orrkagylék még a progredidlé (progressziv)
torzit6 orrgyulladasra jellemzd legsilyosabb esetekben is regenerdlédhatnak. Egyben ez
azt is jelentheti, hogy a progredialé (progressziv) torzité orrgyulladds definicidjat
érdemes lenne atgondolni. Eredményeink ugyanis arra utalnak, hogy egy korabbi
B. bronchiseptica fertdzés éltal timogatott massziv PMT termeld P. multocida fertdzés
sem feltétleniil elégséges a torzitd orrgyulladdssal sujtott sertésdllomédnyokban a
vagohidi vizsgélatok sordn megfigyelt silyos €s visszafordithatatlan orrkagyl6 sorvadés
kialakuldsdhoz. A torzité orrgyulladést, mint a sertés 1égz0szervi betegség komplexének
részét, az Osszetett oku betegségek kozé soroljak, ahol két, régéta ismert patogén (a
B. bronchiseptica és a toxikus P. multocida) milkodik egyliitt szdmos hajlamosito
tényezdvel, mint pl. tovdbbi kérokozdok, nem megfeleld tartdsi koriilmények és/vagy
rossz menedzsment viszonyok jelenléte. Tovéabbi vizsgélatok sziikségesek mas tényezd
vagy tényezOk felismeréséhez, és annak tisztazdsara, hogy mi lehet a szerepiik a torzitd
orrgyulladas korfejlodésében.

A CT vizsgélat jol haszndlhaté médszernek bizonyult ezekhez a vizsgdlatokhoz. A
CT késziilékek folyamatos fejlodésének eredményeként a képek felbontasa fokozatosan
javul, ami az egyre gyorsabb képalkotdssal egyiitt egyre finomabb részletek vizsgalatat
teszi lehetdvé. Nagy a jelent0sége annak is, hogy a betegség nyomon kovethetd az allat
felaldozdsa nélkiil, igy mas betegségek longitudindlis tanulmdnyozasédra is alkalmas,
ahogy ezt a tiidogyulladds korai felismerése €s a betegség lefolydsanak tanulmanyozésa

esetében is lathattuk (Pésa és mtsai, 2011, 2013).
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6. A fertozési modell, a vakcina-osszetétel, a szerologiai profil és a
betegség elleni védettség kozotti osszefiiggések felderitése

A vakcindzas széles korben haszndlt médszer a torzité orrgyulladds megelozésére. A
legtobb vakcina mind B. bronchiseptica mind P. multocida antigéneket tartalmaz. A
vakcindk hatékonysédgat fertézéses éllatkisérletekben vizsgaljak, melyek sordn a betegség
tiineteit kontrollalt koriilmények kozott, mesterségesen idézik eld. A jelenleg érvényes
Eurépai Pharmacopoeia monogrifia (2005) szerint a PMT tartalmu vakcindkat (attdl
fiiggetleniil, hogy tartalmaznak-e vagy sem teljes P. multocida sejteket) P. multocida
fertdzéses dallatkisérletben kell vizsgdlni. Az olyan vakcindkat amik PMT-t (attél
fiiggetleniil, hogy tartalmaznak-e vagy sem teljes P.multocida sejteket) és/vagy
B. bronchiseptica antigéneket tartalmaznak, kombindlt B. bronchiseptica — P. multocida
fertdzéses kisérletben kell vizsgalni. Kizardlag B. bronchiseptica specifikus fert6zést egyik
esetben sem {irnak eld, bar a szabdlyozasi irdnyelvek kombindlt vakcindk esetében
altalaban az egyes alkotéelemekre specifikus kiilon-kiilon fertézéses kisérleteket
kovetelnek meg. Ennek az eltérésnek az a magyardzata, hogy a jelenlegi Eurdpai
Pharmacopoeia (2005) szabalyozds, ami kotelezd erejli jogszabdly, a B. bronchisepticdt
csak a toxikus P. multocida ,,segitd” tényezdjének tekinti a progressziv torzitd orrgyulladas
patogenezisében.

Jelent6s mértékii orrkagyl6 sorvadds hdaromféle mddon idézhetd eld az ismert
koérokozokkal:  B. bronchiseptica — P. multocida kombindlt fert6zéssel, ecetsavas
elokezeléssel kombindlt P. multocida fertdzéssel (Pedersen €s Elling, 1984), és 6nmagdban
B. bronchiseptica fertézéssel. Arrdl viszont nincs 0sszehasonlité adat a szakirodalomban,
hogy a rendelkezésre all6 fertézési modellek kozotti kiillonbségek hogyan befolyasoljdk a
torzitd orrgyulladas elleni kombindlt vakcindk hatékonysagi vizsgdlatait. Elméletileg
lehetséges, hogy példaul a B. bronchiseptica — P. multocida kombinalt fertdz¢s tilbecsiili
az olyan vakcindk esetén a P. multocida elleni védelmet, amikben a B. bronchiseptica
komponens kiemelkedden j6 immunogén tulajdonsagokkal rendelkezik. Forditott esetben
viszont el6fordulhat, hogy az ecetsav — P. multocida és B. bronchiseptica — P. multocida
modellek nem megfelelden hatdrozzak meg a B. bronchiseptica komponens hozzdjarul4sat
a kombinadlt vakcina védderejéhez. Annak ellenére, hogy a B. bronchiseptica bizonyitottan
kiilonallé kérok ebben a betegségben (Giles, 1992), a jelenlegi torzitd orrgyulladés elleni

vakcindk vizsgédlatdra vonatkozé szabdlyozds nem tekinti védofaktornak a vakcindk
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B. bronchiseptica komponensét. Az itt bemutatdsra keriild0 munkdnk informéciét nyujt a
harom fert6zési modell 0sszehasonlithatésdgarol, az 6ndllé B. bronchiseptica fertdzést is
vizsgilva, az eredmények pedig aldtdmasztjdk, hogy a torzité orrgyulladds vakcindk
minden Osszetevojét kiilon-kiilon lenne sziikséges vizsgalni.

A torzitd orrgyulladas elleni hagyomdnyos vakcindk dltaldban mindkét kéroktani
mikroorganizmus elolt, teljes sejt kultdrdjat tartalmazzdk, a modernebbeket pedig
megerdsitik valamilyen PMT prepardtummal, mivel a betegség kialakitdsaban jatszott
fontos szerepe miatt a PMT elleni védettség a vakcina hatékonysagénak kritikus
kovetelményévé valt (Foged és mtsai, 1989; Nielsen és mtsai, 1991).

Habar nem teljesen megalapozott, hogy a szerokonverzi6 és a védettség
kozvetleniil 6sszefiigg egymadssal, az anti-PMT titer mérése széles korben alkalmazott a
torzit6 orrgyulladds elleni vakcindk értékelésében. Elméletileg két lehetséges mdd van a
PMT specifikus szerokonverzi6 javitdsara: jobb adjuvanst tartalmazo oltéanyag, és/vagy
tisztitott és detoxifikdlt PMT hozzdaddsa a vakcindhoz. A fejezetben ezeket a
lehetéségeket is vizsgaljuk, kiegészitve azzal, hogy a vdltoztatisok zavarjdk-e a
vakcindra adott szeroldgiai vélaszt és hogyan hatnak a torzitd orrgyulladds elleni

védettség kialakuldséra.

6.1. Anyagok és modszerek
6.1.1. Kisérleti allatok

A fert6zési modellek Osszehasonlitdsat célzd vizsgalatokhoz kisérletenként
negyven, zart allomanybdl szdrmaz6 kocat vélasztottunk ki. Az dllomanyban kordbban
soha nem figyeltek meg torzité orrgyulladés jelenlétére utal6 klinikai tiineteket, soha
nem izolaltak toxikus P. multocida baktériumot, €s soha nem hasznaltak torzitod
orrgyulladés elleni vakcindt a telepen. Az dllomany P. multocida fertdzottségtol mentes
stituszat a vizsgdlat elott reprezentativ szamu 4allat bakterioldgiai vizsgalatdval
erositettiik meg. A kocdkat a fialds elott tiz nappal egy elkiilonitett épiiletbe telepitettiik
at, ahol a malacoknak levdlasztott flithetd résszel rendelkezd egyedi fiaztaté dgyon
helyeztiik el dket. Semmilyen olyan kezelés nem volt engedélyezett, ami a kisérlet
kimenetelét  befolydsolta volna, mint példdul immunszuppressziv  hatdsu
gyogyszerkészitmények, a légutakra haté antibiotikumok, vagy a kocdk egyéb
vakcindkkal val6é kezelése. A kisérletek megfeleltek a hatdlyos éllategészségiigyi

szabalyozdsnak.
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A szerologiai profil vizsgélatdval kapcsolatos kisérletekben 0Osszesen 140,
hozzavetdlegesen 7 hetes kord vdlasztott malac, valamint 18 koca és az utddai vettek
részt. Minden malac egyetlen zart dllomanybdl szarmazott. Az dllomdnyban a torzitd
orrgyulladés klinikai tiineteit soha figyelték meg, az ellendrzé vizsgélatok sordn toxikus
P. multocidat soha nem sikeriilt kimutatni, és az allomdny nem részesiilt torzitd
orrgyulladds elleni vakcindzdsban. A vdlasztott malacok csoportjait egymastol
elkiilonitett térben helyeztiik el. A kocdk 10 nappal a fialast megel6zden egyedi fiaztatd

kutricdkba keriiltek, melyekhez a malacok szamara egy kiilonallo, flitott rész tartozott.

6.1.2. Vakcinak
6.1.2.1. A fertozési modellkisérletekben haszndlt vakcindk

A kisérletekben két, kereskedelmi forgalomban kaphat6é oltdanyagot haszndltunk
fel. Az ,,A” jelli vakcina sertés eredetli inaktivalt toxikus B. bronchiseptica és toxikus D
tipusui P. multocida torzset és 2% aluminium-hidroxid adjuvénst tartalmazott. A ,,.B”
jelti vakcina sertés eredetli inaktivalt toxikus B. bronchiseptica torzset, formalinnal
inaktivalt, D tipusu toxikus P. multociddbdl szarmazé tisztitott PMT-t és olaj-a-vizben

emulziés adjuvanst tartalmazott.

6.1.2.2. PMT detoxifikdlds

A Cheville és Rimler (1989) altal leirt mddszer szerint tisztitott P. multocida toxint
Dr. R. B. Rimler (NADC, Ames, Iowa, USA) bocsatotta rendelkezésiinkre. A
P. multocida toxin detoxifikdldsdhoz a fagyasztva szaritott PMT-t 0,5% pufferelt
formalinban oldottuk fel, oly médon, hogy 0,4 pg/ul-es koncentraciét érjiink el. Egy 4
napos, 37°C-on tortént inkubdciét kovetden a kezelt PMT oldatot 1:2 ardnyban
higitottuk 0,5% pufferelt formalinban (fPMT). Igy a végkoncentracié 0,2 pg/ul volt.
Egy 8 napos, 37°C-on tortént inkubaciét kovetden a detoxifikécid ellendrzését egerek
intraperitonealis oltdsaval (10 ug fPMT PBS-ben, 0,5 ml térfogatban) végeztiik el. A
detoxifikaciét akkor mindsitettiik sikeresnek, ha egy egér sem pusztult el vagy mutatott
kedvezotlen reakciot. Az fPMT ezutdin a meghatirozott vakcindkban Kkeriilt

felhasznalasra.
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6.1.2.3. Baktérium szuszpenziok

A toxikus B. bronchiseptica és P. multocida (D buroktipusi) torzsek formalinnal
inaktivalt teljes sejt kultirait (bakterin) a Boehringer Ingelheim Animal Health, Inc. (St.
Joseph, Missouri, USA) biztositotta szdmunkra. A bakterineket a gyéarté ajanldsa
szerint, 0,8 ml/dézis, illetve 1,6 ml/dézis mennyiségben haszndltuk. A kombindlt
vakcindkban a két komponenst Osszekevertiik, és az oltdanyag Osszetételétol fiiggd
mértékben koncentrdltuk (YM30 membrane, Amicon, Berkeley, USA), hogy az

alkalmazott vakcina térfogata ne haladja meg a 2 ml-t.

6.1.2.4. A szerologiai profil vizsgdlathoz haszndlt vakcindk osszetétele

Kiilonbozé adjuvansokat tartalmazé vakcindkat készitettiink. Az adjuvansok
osszehasonlitasa érdekében 2,4 ml bakterin keverék koncentralasaval 1 ml
B. bronchiseptica — P. multocida szuszpenziot (Bb/Pm) éllitottunk eld, melyet dsvanyi
olaj alapd adjuvédnssal (ISA 206), vagy a kovetkezd tujabb tipusi immunstimuldns
egyikével kevertiink 6ssze: Montanide IMS 1113, Montanide IMS 1313, Montanide
IMS 2213, Montanide IMS 3013 (SEPPIC; Paris, France). Az alum (aluminium kalium-
foszfat) tartalmi vakcina elkészitéséhez 1 ml Bb/Pm szuszpenziét a kovetkezd
komponensekkel kevertiink 0Ossze: 0,2 ml desztilldlt viz, 0,38 ml fizioldgids
konyhaséoldat (Natrium Chloratum 0,9 % inj. Isotonica, Biogal, Debrecen, Hungary), 3
ul 10% EDTA, 16 ul 10 N NaOH, és 0,4 ml 10% alum, oly médon, hogy a végtérfogat
2 ml (pH 6,5) legyen.

Az adjuvénsok, a bakterinek €és az fPMT kiilonb6z6 kombinécidi éltal eldidézett
hatds Osszehasonlitdisdhoz harom adjuvéanst (ISA 206, IMS 1313 vagy IMS 1113)
kevertiink 6ssze fPMT-vel, az IMS 1313-at pedig Bb/Pm, Bb/Pm/fPMT vagy Bb/fPMT-
vel kombindltuk. Az fPMT dodzisa minden esetben 30 pg (0,15 ml térfogatban), az
adjuvéns térfogata 1 ml, a Bb/Pm szuszpenzié térfogata 0,8 ml koncentrdtum, a
B. bronchiseptica bakterin térfogata pedig 0,8 ml volt, koncentrdlds nélkiil. A vakcindk
2 ml-es térfogatat fizioldgids konyhasdéoldat felhasznaldsdval allitottuk be.

A sajat elodllitasi vakcindk mellett az els6 pontban mdr ismertetett két
kereskedelmi forgalomban 1évé vakcindt (az ,,A” és ,,B” jellieket) haszndltunk

kontrollként.
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6.1.3. Baktérium torzsek

A torzité orrgyulladds tiineteit mutat dllomanyokbdl szarmazé B58 és KM22 jeli
I. fazisu (bvg+) toxikus B. bronchiseptica torzseket, valamint az LFB3 jelti toxikus
P. multocida torzset haszndltuk. A B. bronchiseptica torzseket 10% juhvérrel
kiegészitett BG agar tiptalajon tenyésztettiik, 37°C-on 24 6ran keresztiil, majd PBS-ben
(pH 7,2) szuszpendaltuk 1x10° CFU/ml toménységiire. Az P. multocida LFB3 torzset
5% juhvérrel kiegészitett véres agar taptalajon tenyésztettiik, 37°C-on 24 6ran at, majd
agy-sziv levesben 1x10* CFU/ml toménységli szuszpenziét hoztunk létre. A
P. multocida LFB3 torzs toxintermel6 képességét membrin teszt segitségével

vizsgéltuk (Magyar és Rimler, 1991).

6.1.4. Kisérleti elrendezés
6.1.4.1. A fertozési modellek dsszehasonlitdasa

Harom kisérletet végeztiink. Mindhdrom vizsgalat sordn 10-10 kocat és azok
malacait soroltuk random kivalasztassal négy csoportba. Az 1. csoport kocdit az ,,A”
jelti (Bb bakterin + Pm bakterin + aluminium-hidroxid) vakcindval, a 2. csoport kocdit a
,B” jelll (Bb bakterin + inaktivalt PMT + olaj adjuvans) vakcindval immunizaltuk. A 3.
csoportot nem vakcinaztuk, de a kocdk malacait fertdztiik a megfeleld rafert6zd torzzsel
vagy torzsekkel (pozitiv kontroll), a 4. csoport kocai sem részesiiltek vakcinazasban, de
ebben az esetben a malacokat sem fertéztiik (negativ kontroll).

Az 1. és 2. csoportba tartoz6 kocdkat két alkalommal (a varhato fialas eldtt 6 és 2
héttel) immunizaltuk intramuscularisan, alkalmanként 2 ml olt6anyaggal. A 3. és 4.
csoportok egyedei ugyanekkor placebo kezelést kaptak.

Mintapopuldcionak minden alombdl harom-hiarom malacot vélasztottunk ki
véletlenszerlien, melyeket a kocavakcindzds hatékonysdganak vizsgélatdhoz
hasznaltunk, szeroldgiai paraméterek, a suly és a vagaskori adatok meghatdrozasival,
illetve feljegyzésével.

Az 1-2-3. csoportok 0sszes malacét a kovetkezd pontban leirt médon fertdztiik. Az
1. kisérlet a malacok 10 hetes kordban ért véget, a 2. és 3. kisérlet pedig azok 6 hetes
koraban. A 2. és 3. kisérlet idotartamadt azért roviditettiik le, hogy 6sszhangba hozzuk az
European Pharmacopoeia Monografia sertés progressziv torzité orrgyulladds elleni
inaktivalt vakcindkra vonatkoz6 kovetelményeivel (European Pharmacopoeia, 2005). A

kisérlet végén a mintapopulécid éllatait tdlaltattuk, és vizsgéltuk az orrkagyld sorvadas,
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az orrsovényferdiilés €s a tiidOelvaltozasok jellegét és kiterjedését. Az értékeléshez a
kisérlet folyaman kiesett 4llatokat azonos alombdl szdrmazd, véletlenszerlien

kivalasztott malacokkal helyettesitettiik.

6.1.4.2. A hdrom fertizési modell

6.1.4.2.1 1.Kkisérlet: B. bronchiseptica — P. multocida (Bb/Pm) kombinalt fert6zés
Az 1-2-3. csoportok malacait 4 napos korukban orrnyildsonként 0,5 ml
B. bronchiseptica B58, 8 napos korukban pedig orrnyildsonként 0,5 ml P. multocida

LFB3 torzsbol készitett szuszpenzidval fertdztiik.

6.1.4.2.2 2. kisérlet: ecetsavas elokezelést kovetd P. multocida (ecetsav/Pm) fertdzés
Az 1-2-3. csoportok malacait 6 €s 7 napos korukban orrnyildsonként 0,5 ml 1%-os
PBS-ben higitott ecetsavval kezeltiik. Az 1-2-3. csoportok malacait 8 napos korukban

orrnyildsonként 0,5 ml P. multocida LFB3 szuszpenzidval fertdztiik.

6.1.4.2.3 3. kisérlet: B. bronchiseptica (Bb) fert6zés
Az 1.-3. csoport malacait 4 napos korukban orrnyildsonként 0,5 ml

B. bronchiseptica B58 szuszpenzidval fertoztiik.

6.1.4.3. Szerologiai profil vizsgdlatok

A vizsgélat harom egymast koveto kisérletbdl épiilt fel.

6.1.4.3.1 Az adjuvansok Osszehasonlito vizsgalata

Az elsO kisérletben az aluminium kélium-foszfat (alum), egy dsvanyi olaj (ISA
206) és néhany tj tipusi immunstimuldns (IMS 1113, IMS 1313, IMS 2213)
B. bronchiseptica, illetve PMT specifikus ellenanyag termelést serkentd képességét
kivantuk Osszehasonlitani. Ehhez 7 malaccsoportot kiilonb6z6 moédon adjuvalt
B. bronchiseptica — P. multocida kombindlt vakcindval oltottunk kétszer (7 €s 11 hetes

korban) (10. tablazat).
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6.1.4.3.2 A tisztitott és inaktivalt PMT vizsgélata

A masodik kisérletben mar csak a munka eldz06 fazisdban legigéretesebbnek talalt 2
kisérleti adjuvanst (IMS 1313 és IMS 1113) vizsgaltuk, hogy kivalasszuk a PMT elleni
dthangolddast leginkdbb biztosité oltéanyag kombindciot. Osszehasonlitisul az ISA 206
asvanyi olaj adjuvanst hasznéltuk. A kisérletben 7 malaccsoport vett részt, melyeket két

alkalommal (7 és 11 hetes korban) vakcinaztunk (11. tablazat).

10. tablazat: Az adjuvansok osszehasonlité vizsgalatanak Kisérleti elrendezése

Csoport n vakcina adjuvans
1 10 Bb/Pm bakterin alum
2 10 Bb/Pm bakterin ISA 206
3 10 Bb/Pm bakterin IMS 1113
4 10 Bb/Pm bakterin IMS 1313
5 10 Bb/Pm bakterin IMS 2213
6 10 Bb/Pm bakterin IMS 3013
7 10 placebo -

11. tablazat: A tisztitott és inaktivalt PMT (fPMT) vizsgalatanak kisérleti elrendezése

Csoport n vakcina adjuvans
1 10 tisztitott €s inaktivalt PMT ISA 206
2 10 tisztitott és inaktivalt PMT IMS 1313
3 10 tisztitott és inaktivalt PMT IMS 1113
4 10 Bb/Pm bakterin IMS 1313
5 10 Bb/Pm/fPMT bakterin - toxoid IMS 1313
6 10 Bb/fPMT bakterin - toxoid IMS 1313
7 10 placebo -

6.1.4.3.3 Mesterséges rafertdzési kisérlet
A harmadik kisérletben csoportonként 3 (Osszesen 18) vemhes koca vett részt a
malacaival egyiitt. A kocdkat két alkalommal vakcinaztuk (6, illetve 2 héttel a varhat6

fialast megel6zden), a 12. tdblazatban szerepld elrendezés szerint. A malacokat 4 napos
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korukban orrnyildsonként 0,5 ml B. bronchiseptica KM22, 8 napos korukban pedig

orrnyilasonként 0,5 ml P. multocida LFB3 t6rzsbol készitett szuszpenzidval fertoztiik.

12. tablazat: A vakcinak hatékonysagi vizsgalatanak kisérleti elrendezése

Csoport n vakcina adjuvans malacok szama
1 3 tisztitott és inaktivalt PMT IMS 1313 26
2 3 Bb/fPMT bakterin - toxoid IMS 1313 30
3 3 Bb/Pm/fPMT bakterin - toxoid IMS 1313 27
4 3 ,A” vakcina (Bb/Pm) alum 20
5 3 ,.B” vakcina (Bb/fPMT) olaj-a-vizben 27
6 3 placebo - 29

6.1.5. Ertékelés
6.1.5.1. A fertozési modellek osszehasonlitasa

A vakcina hatékonysdg vizsgédlatanak f6 paramétere az orrelvéltozdsok pontértéke
volt, ami az orrkagyl6 sorvadds és az orrsovényferdiilés pontok 0Osszegébdl Aallt.
Misodlagos paraméterként szerepelt a malacok sulygyarapoddsa, a mortalitds, a post
mortem tiidéelvaltozasok és a vakcindzast kovetd szerologiai dthangolédas mértéke.

Vérmintat a kocdktdl a kisérlet kezdete el6tt, a malac mintapopuldciébdl pedig a
fertdzés elott vettiink.

A szérum  B. bronchiseptica elleni agglutindciés ellenanyag titerének
meghatdrozasara a Pedersen (1975) 4ltal leirt csé-agglutindciés prébat hasznaltuk. A
vizsgélathoz egy sertésbdl izolalt 1. fazisu (bvg+) B. bronchiseptica torzset hasznaltunk
antigénként. A baktériumot 20% juhvért tartalmazé BG agar taptalajon, 37°C-on 48
Oran at inkubaltuk. A tenyészetet PBS-sel mostuk le (pH 7.2), és fotometria segitségével
5x10° CFU/ml toménységlire allitottuk be.

A vizsgdlathoz haszndlt sertésszérumot 30 percig 56°C-on inaktivaltuk. A
szérumbdl PBS-ben (pH 7,2) kettesalapu higitdsi sort készitettiink. Minden higitdshoz
azonos mennyiségll standardizdlt antigént adtunk. Ezt 37°C-on 2 6rdn at inkubaltuk,
majd egy éjszakdra szobahOmérsékleten tartottuk. Az 1:10-es higitds alatti pozitiv
eredményeket nem-specifikusnak  értékeltiik. Az agglutindci6 —mértékét a
kovetkezOképpen fejeztiik ki: — nincs agglutindlt tiledék, + kismértékil tiledékképzodés,

homédlyos feliildsz6, ++ nagymértékll tiledékképzddés, kissé homadlyos feliiliszo, +++
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teljes liledékképzodés, tiszta feliilisz6. A ++ és +++ eredményeket tekintettiik
pozitivnak.

Az PMT specifikus ellenanyagok jelenlétét, illetve azok titerét a szérumban egy
kereskedelmi forgalomban kaphat6 PMT ELISA (Oxoid, Hampshire, UK) teszttel
vizsgéltuk, a gyarto utasitdsainak megfelelden.

Az orrelvéltozédsok értékelése €s a tiidéelvaltozasok kiterjedésének meghatdrozdsa a

4.1.10 pontban leirtak szerint tortént.

6.1.5.2. Szerologiai profil vizsgdlatok

A szeroldgiai vizsgalatokhoz minden malactdl vért vettiink az els6 vakcindzdst
megeldzéen, valamint azt kovetden 2 és 4 héttel, majd a masodik vakcindzds utidn 2
héttel. A mesterséges fertdzési kisérletekhez a kocaktol az elsé vakcinazas elott, illetve
fialaskor, a malacoktdl pedig 4 napos korban vettiink vérmintéat.

A B. bronchiseptica specifikus ellenanyagokat az el6z6 pontban leirt cso-
agglutindciés teszt segitségével hataroztuk meg, a PMT specifikus ellenanyagok
jelenlétét pedig egy PMT ELISA (Oxoid, Hampshire, UK) teszttel vizsgaltuk, az ehhez
sziikséges kiegészito reagensek felhasznédlasaval.

A PMT kimutatdsét orrb6l és mandulabdl vett tampon mintdkbdl is megkiséreltiik.
Az orrtampon mintdkat a kisérlet kezdése elott, illetve 6 hetes korban, a kisérlet
befejezésekor vettiilk a malacokbdl. A mandula tampon mintdkat a kérbonctani vizsgalat
soran gyujtottilk. A mintdkat 2 mg/ml amikacint, 4 mg/ml vankomicint, és 4 mg/ml
amphotericin B-t tartalmazd 5% juhvérrel készitett tdptalajon tenyésztettiik, hogy a
P. multocida novekedését eldsegitsiik. A PMT jelenlétét a primer kultirdkban szintén a
mar emlitett PMT ELISA alkalmazasaval mutattuk ki.

A malacok sulyat a sziiletés utdn azonnal, majd 3 és 6 hetes korban is lemértiik,
hogy kiszamithassuk a megfigyelési idoszakra vonatkozé silygyarapodast.

A malacokat 6 hetes korban humédnus mddon tdlaltattuk, majd megéllapitottuk az

orrelvaltozasok pontértékeit és a tiidéelvaltozasok kiterjedésének szazalékos aranyat.

6.1.6. Statisztikai modszerek

A szeroldgiai vizsgdlatokbdl szarmazé adatok normalizdldsdhoz a reciprok titer

értékek kettesalapt logaritmusat vettiikk. A logaritmus-transzformalt reciprok titereket,
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az orrelvéltozédsok pontértékeit és a napi sulygyarapoddst varianciaanalizissel elemeztiik
(PROC GLM). A kisérleti csoportok kozott a paronkénti dsszehasonlitishoz a Tukey-
féle post hoc tesztet alkalmaztuk. A PMT jelenlétének, vagy hidnyanak és a
mortalitisnak az adatait Chi-négyzet prébaval (PROC FREQ) értékeltik. A
tiidOelvaltozasok elemzésére a Wilcoxon tesztet haszniltuk (PROC NPARIWAY).
Minden esetben a P < 0.05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak. Osszefiiggés
vizsgélatot Pearson-féle korrelaciés koefficiens szdmitdsdval végeztink a
logaritmikusan transzformalt titer értékek €s az orrelvéltozas pontok kozott.

A statisztikai elemzéseket a rendelkezésiinkre 4ll6 legfrissebb verzigji SAS for

Windows programcsomag segitségével végeztiik el (SAS Institute, 2004).

6.2. Eredmények
6.2.1. A harom fert6zési modell 6sszehasonlitasa

Mortalitds tekintetében nem volt statisztikailag szignifikdns kiilonbség sem az
egyes kisérletek, sem a kiillonboz6 kisérleti csoportok kozott, ezért ezt a paraméter nem
vizsgéltuk részletesebben.

Az atlagos orrelvdltozas pontértékek mindharom kisérletben magasabbak voltak a
nem vakcindzott fertdzott (NF) kontroll csoportokban, mint a vakcinazott csoportokban
vagy a nem vakcindzott, nem fert6zott (NN) kontroll csoportban (p < 0,0001) (13.
tdblazat). A mindhdrom NF kontroll csoportra jellemzd magas értékek azt mutatjak,
hogy mindharom fert6zési modell képes volt silyos orrkagylé sorvadast eléidézni a
kisérleti dllatokban az adott kisérleti koriilmények kozott.

Mindkét vakcina megfeleld védelmet nytjtott az orrelvaltozdsok kialakuldsa ellen,
megfigyeltiink azonban néhany kiilonbséget is. Az 1. kisérletben (Bb/Pm modell) nem
volt eltérés a két vakcindzott csoport kozott. Az NN csoport malacai azonban
szignifikdnsan alacsonyabb pontokat kaptak, mint a vakcindzott csoport malacai (p <
0,008), ami azt jelzi, hogy egyik vakcina sem nyujtott teljes védelmet a kisérletben
alkalmazott B. bronchiseptica — P. multocida kombindlt fert6zés hatdsara kialakuld

orrkagyl6 sorvadas ellen.
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13. tablazat: A Kisérleti malacok atlagos orrelvaltozas pontértékei’

Kisérleti csoportok
1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport
Fert6zési modell A vakcina B vakcina NF kontroll NN kontroll

Bb/Pm 5.67% 6.23% 14.50°4 3.974
AA/Pm 8.13B 5.778B 14.20%* 2.40%8
Bb 3.37%C 4.60°8 13.23A 2.47%8

* A sorokban a kiilonb6z6 kisbetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymdstol
(p < 0.05); Az oszlopokban a nagybetiikkel jelzett értékek kiilonboznek egymastdl (p < 0.05). NF,
nem vakcinazott, fert6zott; NN, nem vakcinazott, nem fertdzott, AA, ecetsav.

A 2. kisérletben (ecetsav/Pm modell), a ,,B” jeli vakcina szignifikinsan jobb
teljesitményt nyujtott, mint az ,,A” jeli vakcina (p < 0,0005). Az NN csoport
malacainak pontértékei azonban ezittal is szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a
vakcindzott csoportoké (p < 0,0001), ami ismét az orrkagyl6 sorvadas elleni tokéletes
védelem hidnyaét jelzi.

A 3. kisérlet sordan (Bb modell), az ,,A” jelli vakcindval oltott malacok orrelvéltozas
pontjai az NN kontroll malacokéhoz hasonléan alacsonyak voltak. Az ,,A” jeli
vakcindval immunizalt malacok pontértékeinek atlaga szignifikdnsan alacsonyabb volt,
mint a ,,B” jelli vakcindval oltottaké (p < 0,02). Ez a megfigyelés arra utal, hogy az ,,A”
jelt vakcina kivdlé immunizdlé képességli B. bronchiseptica komponenst tartalmaz,
amely képes teljes védelmet nyujtani a B. bronchiseptica éltal okozott torzitd
orrgyulladas ellen.

A harom kisérletet 6sszehasonlitva, mindhdrom fert6zési modell hasonléan sulyos
mértékii orrelvéltozdsokat hozott 1étre az NF kontroll allatokban. Az ,,A” jelii vakcina
teljesitménye a harom kisérlet sordn hullamzé volt: az ecetsav — P. multocida médszer
jelentette a legnagyobb kihivast az oltbanyag szamara, ezt kovette a B. bronchiseptica —
P. multocida kombinalt fert6zés, mig a B. bronchiseptica fertdzés kovetkezményei ellen
megfeleld védelmet nydjtott.

A ,,B” jelli vakcina esetén nem taldltunk ilyen kiilonbséget, amikor az ecetsav/Pm
rafert6zési kisérlet eredményeit hasonlitottuk 6ssze a Bb/Pm, illetve a Bb kisérletekben
kapott eredményekkel. A B. bronchiseptica — P. multocida kombindlt fertézés ezzel
szemben szignifikdnsan sulyosabb elvéltozasokat okozott, mint a B. bronchiseptica

fertdzés az ezzel a vakcindval oltott csoportokban.
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Abban az esetben, amikor csak P. multociddval fertdztiik az allatokat (ecetsav/Pm
modell), nem volt a csoportok kozott kiillonbség az dtlagos napi silygyarapoddsban
(14. tablazat). Ezzel ellentétben, amennyiben B. bronchiseptica fertdézés is tortént
(Bb/Pm és Bb modellkisérletek), az NF csoportokban szignifikdnsan kisebb volt a napi

sulygyarapodds, mint a vakcindzott és az NN kontroll csoportokban.

14. tablazat: Atlagos napi silygyarapodas (g) sziiletéstél 5-6 hetes korig®

Kisérleti csoportok
1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport
Fert6zési modell A vakcina B vakcina NF kontroll NN kontroll

Bb/Pm 200 219° 162%4 215°
AA/Pm 20478 204 1918 209
Bb 22248 220° 167°%4 223%

* A sorokban a kiilonboz8 kisbetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymdstol
(p < 0.05); Az oszlopokban a nagybetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymadstol
(p < 0.05). NF, nem vakcindzott, fert6zott; NN, nem vakcindzott, nem fertézott, AA, ecetsav.

Abban az esetben, amikor nem tortént B. bronchiseptica fert6zés (ecetsav/Pm
modell), nem taldltunk elvaltozast a tiidoben (15. tablazat). A B. bronchiseptica
fertézések utdn (mind o©ndlléan, mind kombindciéban) megfigyelhetd volt a tiido
érintettsége. Az elvéltozott tiidOteriiletek 4dtlagos kiterjedése mindkét kisérlet sordn
nagyobb volt az NF csoportban, mint az NN és a vakcindzott csoportokban (p < 0,02).
Az NF csoportban a tiidogyulladdsra utalé elvaltozdsok gyakoribbak voltak az 1.
kisérlet (Bb/Pm modell) sordn, mint a 3. kisérletben (Bb modell) (p < 0,005).

Az els@ vakcindzds elott néhany koca B. bronchiseptica agglutindcids titere
B. bronchisepticdval nem fertdz6dott és nem vakcindzott sertésdllomanyokra jellemzd
moédon alacsony volt. A titerek atlagdban nem volt kiillonbség a csoportok kozott egyik
kisérletben sem.

Az NF és NN csoportok malacai az anyadllatokhoz hasonléan alacsony ellenanyag
titereket mutattak. A vakcindzott kocdk malacainak B. bronchiseptica specifikus
ellenanyag titerei szignifikdnsan magasabbak voltak, ami azt jelzi, hogy a vakcinazott
anyak szerologiai athangolddéssal reagaltak a vakcindzdsra, és az ellenanyagokat
utddaiknak is dtadtdk (16. tdblazat). Az orrelvéltozds pontértékek és a B. bronchiseptica

ellenanyag titerek kozott nem volt szignifikdns 0sszefiiggés (p > 0,05).
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15. tablazat: Elvaltozast mutaté tiidéteriiletek atlagos Kiterjedése (tiidoteriilet %)”

Kisérleti csoportok
1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport
Fert6zési modell A vakcina B vakcina NF kontroll NN kontroll

Bb/Pm 0.40°% 0.53% 5.8 0.17
AA/Pm 0 0 08 0
Bb 0.15% 0? 1.77°¢ 0?

* A sorokban a kiilonb6z6 kisbetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymdstol
(p < 0.05); Az oszlopokban a nagybetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymastol
(p < 0.05). NF, nem vakcindzott, fert6zott; NN, nem vakcindzott, nem fert6zott, AA, ecetsav.

16. tablazat: Atlagos reciprok B. bronchiseptica agglutinaciés titerek 2-8 napos
malacokban®

Kisérleti csoportok
1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport
Fert6zési modell A vakcina B vakcina NF kontroll NN kontroll

Bb/Pm 446 680°A 154 134
AA/Pm 5768 690 174 18°8
Bb 46148 630°4 258 21°B

* A sorokban a kiilonb6z8 kisbetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonbdznek egymdstol
(p < 0.05); Az oszlopokban a nagybetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymastol
(p <0.05). A kocdkban a vakcindzds el6tt nem volt kimutathaté PMT elleni ellenanyag. NF, nem
vakcinazott, fert6zott; NN, nem vakcinazott, nem fert0zott, AA, ecetsav.

A vakcinazas elott egyik koca vérébol sem tudtunk PMT specifikus ellenanyagokat
kimutatni. A nem vakcinazott kontroll csoportok malacai PMT ellenanyag negativak
maradtak a kisérlet teljes id6tartama alatt (17. tdblazat). Mindkét vakcina képes volt az
anyadllatokban PMT specifikus ellenanyagok termelddését kivaltani, melyek passzivan
a malacokba is atkeriiltek az anyatejjel. Emlitésre mélté azonban, hogy a ,,B” jelu
vakcindval kezelt csoportban koriilbeliil kétszer annyi malacban volt megtaldlhatd a

PMT specifikus ellenanyag, mint az ,,A” jelli vakcinaval oltott csoportban.
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17. tablazat: PMT specifikus ellenanyag kimutatasa 2-8 napos malacok szérumabdél (%)*

Kisérleti csoportok
1. csoport 2. csoport 3. csoport 4. csoport

Fertozési modell A vakcina B vakcina NF kontroll NN kontroll

Bb/Pm 5334 100°4 oA oA
AA/Pm 3734 g7°B oA oA

* A sorokban a kiilonbdz6 kisbetlikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboztek egymdstol (p <
0.05); Az oszlopokban a nagybetiikkel jelzett értékek szignifikdnsan kiilonboznek egymadstol (p <
0.05). NF, nem vakcinazott, fertdzott; NN, nem vakcinazott, nem fertdzott, AA, ecetsav.

6.2.2. A Kkiilonféle adjuvansok hatasa a B. bronchiseptica és a PMT elleni
athangolédasra

Az els6 kisérletben (adjuvdnsok Osszehasonlité vizsgdlata), a vakcindzdst
megelézéen minden malac negativ volt B. bronchiseptica agglutindlé ellenanyagokra
nézve, €s a placebo (fiziologids s6oldat) kezelést kapott kontroll dllatok a megfigyelési

1ddszak végéig mentesek maradtak az ilyen ellenanyagoktdl (35. dbra).

B Alum EMISA206 WIMS 1113 EIMS 1313 WIMS 2213 ®BIMS 3013 ® placebo

atlag titerek
(%)
S
S

nem szignifikans

de od

0 = —
az elsO vakcinazas 2 héttel az els6 4 héttel az elso 2 héttel a masodik
elott vakcindzds utan vakcindzas utan vakcindzas utan

35. abra: A B. bronchiseptica agglutinacios titerek alakulasa a kiillonboz6
adjuvansokat tartalmazo vakcinak alkalmazasakor
A malacokat kétszer immunizaltuk (7, illetve 11 hetes korban) a megfelelé adjuvanst tartalmazé
Bb/Pm bakterinnel vagy fiziol6gids séoldattal (placebo). Az értékek az atlagos reciprok
agglutinacids titert jelentik. A kiilonboz0 betiijellel ellatott dtlagok szignifikans eltérést mutatnak
(p <0.05). Bb = Bordetella bronchiseptica; Pm = Pasteurella multocida.
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Kettd és négy héttel az elsé vakcindzast kovetden, minden oltott malac alacsony
B. bronchiseptica specifikus ellenanyag titerrel rendelkezett, ami az emlékeztetd oltds
utdn jelentésen megemelkedett. Az adjuvansok teljesitménye kozott mutatkozd
kiilonbségek két héttel a masodik immunizaciét kovetden valtak lathatova. Ebben a
kisérletben az IMS 1313 bizonyult a legjobb adjuvansnak, ezt kovette az IMS 1113 és
az ISA 206. Az utébbi két adjuvéans Osszehasonlitdsakor nem tapasztaltunk szignifikans
eltérést. A vakcindk (adjuvdnsok) rangsora a szerokonverzié tekintetében csokkend
sorrendben a kovetkezo volt: IMS1313> IMS 1113, ISA 206> alum, IMS 2213, és IMS
3013.

A vakcindzas eldtt minden 4llat negativ volt PMT specifikus ellenanyagra nézve.
Az els6é immunizaciét kovetden egyik dllatban sem tortént szerokonverzid. A masodik
vakcinéciét kovetéen az IMS 2213-mal vagy IMS 3013-mal adjuvalt, vagy fizioldgids
sooldattal oltott malacok egyike sem rendelkezett kimutathat6 PMT specifikus
ellenanyaggal. Viszont a fennmaradé 4 csoportban néhdny allat szerokonverziot
mutatott (IMS 1313: 4/10 pozitiv malac / 6sszes malac; IMS 1113: 3/10; ISA 206:
2/10). Mindezek alapjan az IMS 1313, az IMS 1113 és az ISA 206 jelt adjuvansokat

véalasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.

6.2.3. A kizarolag fPMT-t, illetve P.multociddval és/vagy B. bronchisepticdval
kombinalt fPMT-t és Kiilonboz6é adjuvansokat tartalmazé vakcinak
osszehasonlitasa

A maésodik kisérletben (az fPMT komponens hatdsdnak vizsgilata), az
immunizaciét megel6zéen minden allat szeronegativ volt B. bronchiseptica specifikus
ellenanyagra nézve, a placebo kezelést kapott kontroll csoport pedig a megfigyelési
idoszak végéig B. bronchiseptica specifikus ellenanyagtél mentes maradt (36. dbra). A
varakozasnak megfeleléen, B. bronchiseptica specifikus ellenanyag valasz nem volt
kimutathat6é a monovalens fPMT-vel tortént vakcinaciot kdvetd idoszakban, fiiggetleniil
az adjuvéns tipusitdl. Azokban a malacokban, melyeket IMS 1313-mal adjuvalt Bb/Pm,
Bb/Pm/fPMT, vagy Bb/fPMT vakcindval oltottunk, mar 2 héttel az elsd vakcinacié utan
kimutattuk a B. bronchiseptica specifikus ellenanyagok jelenlétét. Ezek az ellenanyag
titerek 4 héttel az els6 immunizdciét kovetden kismértékben, majd a madsodik
vakcindciot kovetden drasztikusan megemelkedtek. A legmagasabb B. bronchiseptica

ellenanyag titert a Bb/fPMT + IMS 1313 kombindcié alkalmazisa esetében sikeriilt
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elérni, ezt kovették a Bb/Pm/fPMT + IMS1313 és a Bb/Pm + IMS 1313 Gsszetétel

vakcinak.
H fPMT + ISA 206 u fPMT + IMS1113
fPMT + IMS1313 H Bb/Pm +IMS1313
B Bb/Pm/fPMT + IMS1313 Bb/fPMT + IMS1313
placebo c
1000 ~
[

900 -

800 - b b
!
§ 700 -
=600 -
2
- 500
&

400 -

300 1 ionifiké bbb

nem szignirikans
200 - bbb 1
T
100 - aaa a aaa.' a aaa a
0 =T -i T T ]

az elsd vakcindzas 2 héttel az elso 4 héttel az els60 2 héttel a masodik
elott vakcinazas utan  vakcindzas utan  vakcinazas utan

36. abra: A B. bronchiseptica agglutinacios titerek alakulasa az fPMT nélkiili, illetve
fPMT-t kiilonb6z6 adjuvansokkal tartalmazé vakcinak alkalmazasakor
A malacokat kétszer immunizéltuk (7, illetve 11 hetes korban) a megfeleld vakcina kombinaciéval
vagy fiziol6gids séoldattal (placebo). Az értékek az atlagos reciprok agglutinicids titert jelentik. A
kiilonbozd betiijellel ellatott dtlagok szignifikdns eltérést mutatnak (p <0.05). Bb = Bordetella
bronchiseptica; Pm = Pasteurella multocida; fPMT = Pasteurella multocida toxoid.

Az immunizdldst megeldzéen egy dllat sem mutatott PMT specifikus
ellenanyagokat, a placeboval kezelt kontroll malacok pedig a teljes megfigyelési
idoszak alatt mentesek maradtak az ilyen ellenanyagoktol (37. 4bra). A Bb/Pm
kombindlt oltéanyaggal vakcindzott dllatok egyike sem rendelkezett kimutathat6 PMT
specifikus ellenanyagokkal az elsd immunizicidt kévetden, és az ebben a csoportban
1évd 10 malac koziil mindossze kettd esetében tapasztaltunk szerokonverziét a masodik
vakcinaciot kovetden. Ezzel szemben, az fPMT-t tartalmazé vakcindk (fPMT,
Bb/fPMT, és Bb/Pm/fPMT) mar az elso vakcinazast kovetoen is szerokonverzidt
indukaltak minden csoportban, hatdrozott booster hatdssal a misodik vakcinédcié utan. A
legmagasabb dtlagos PMT specifikus titer a kizar6lag fPMT-t + ISA 206 adjuvanst
tartalmazé vakcindval oltott allatokndl volt megfigyelhetd (1:2601), ezt a Bb/fPMT
(1:1973) és a monovalens fPMT (1:1833) kovette, mindketté IMS 1313-mal adjuvalt

formédban. A hirom kombindcid kozti titer eltérés nem volt szignifikdns (p > 0.05). A
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Bb/Pm/fPMT + IMS 1313 vakcina szignifikdnsan alacsonyabb ellenanyag titert (1:500)
produkdlt az azonos adjuvanst tartalmazé Bb/fPMT vakcindhoz képest. Ezdltal ugy
tinik, a vakcina P. multocida komponense zavarja az fPMT-re adott szeroldgiai
immunvdlasz intenzitdsit. A monovalens fPMT + IMS 1113 vakcina is kevésbé
kedvezo teljesitményt mutatott, az 1:450 atlagos titer azt jelzi, hogy az IMS 1113 az
IMS 1313-ndl és az ISA 206-nal kevésbé hatékony adjuvans.

A malacfertézéses kisérlethez (3. kisérlet) a kovetkezd oltéanyag kombindcidkat
valasztottuk ki: monovalens fPMT, Bb/fPMT és Bb/Pm/fPMT vakcindk, mindharom
IMS 1313-mal adjuvalt formaban.

u fPMT+ISA206 m fPMT+IMS1113
fPMT+IMS1313 HBb/Pm+IMS1313
= Bb/Pm/APMT+HMS1313 Bb/fPMT+IMS1313
3200 - placebo cc c
3000 -
2800 -
2600 -
2400 -
2200 -
2000 -

1800 -
1600 -
1400
1200
1000

atlag titerek

800 - nem szignifikdns b b b
600 - ab ab
a a
400 -
200 -
0 T T
azelsO vakcinazas 2 héttelaz elso 4 héttelazels0 2 héttel a masodik
elott vakcindzas utan vakcindzas utan vakcinazas utan

37. abra: A PMT ELISA titerek alakulasa az fPMT nélkiili, illetve fPMT-t
kiilonbo6z6 adjuvansokkal tartalmazé vakcinak alkalmazasakor
A malacokat kétszer immunizaltuk (7, illetve 11 hetes korban) a megfelelé vakcina kombinaciéval
vagy fiziolégids séoldattal (placebo). Az értékek az dtlagos reciprok agglutinacids titert jelentik. A
kiilonboz6 bettijellel ellatott dtlagok szignifikans eltérést mutattak (p <0.05). Bb = Bordetella
bronchiseptica; Pm = Pasteurella multocida; fPMT = Pasteurella multocida toxoid.

6.2.4. A vakcina oOsszetételének hatasa a szerologiai profilokra kocakban és
malacaikban

A Kkisérletsorozatnak ebben a részében (3. kisérlet: vakcinazott kocak malacainak
mesterséges fertdzése) az IMS 1313-mal adjuvalt fPMT-t, Bb/fPMT-t és Bb/Pm/fPMT-t
értékeltiik, hogy megéllapitsuk, melyik kombinaci6 véltja ki a leghatékonyabb

immunvalaszt a kocdkban és eredményez magas ellenanyagszinteket a malacaikban. Ez
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alkalommal is a két kereskedelmi forgalomban 1évé vakcinit (,,A” = Bb/Pm és
aluminium-hidroxid és ,,B” = Bb/PMT + olaj adjuvans) hasznaltuk Osszehasonlitds
céljabol. Az atlagos B. bronchiseptica agglutincids titer vakcindzds el6tt nagyon
alacsony volt minden kocdban (18. tdblazat). Ez jellemzd az oltatlan sertés
populécidkra, melyek alacsony B. bronchiseptica fertdzési nyomdésnak vannak kitéve. A
fialds idejére a kocdk jelentds mennyiségli B. bronchiseptica elleni ellenanyagot
termeltek, a monovalens fPMT-vel oltott és fizioldgids séoldattal kezelt kontroll
csoportok kivételével. A legmagasabb titert a Bb/fPMT-vel immunizalt kocdk mutattak,
ezt kovette a ,,B” vakcina, a Bb/Pm/fPMT, és végiil az ,,A” vakcina. Ez a rangsor volt
megfigyelhetd a 4 napos kori malacok esetében is, jelezve, hogy a kiilonbozo
csoportokban 1évé kocdk az anyai ellenanyagszintekkel szoros Osszefiiggést mutatd
mennyiségli kolosztrélis ellenanyagot tovabbitottak az utédaikba. A PMT specifikus
ellenanyag titert megvizsgélva, a leghatékonyabb vakcina az fPMT-t 6nmagaban (tehdt
kiegészitd bakterin hozzdaddsa nélkiil) tartalmazta, ezt kovette a Bb/fPMT, a
Bb/Pm/fPMT, majd a ,,B” vakcina (19. tdblazat). Az ,,A” vakcindval immunizalt allatok
— a fizioldgids séoldatot kapottakhoz hasonléan — negativak maradtak PMT specifikus

ellenanyagokra nézve.

18. tablazat: Atlagos reciprok B. bronchiseptica agglutinaciés titer a kocak és malacaik
szérumaban

fPMT Bb/APMT Bb/Pm/fPMT ,,A” vakcina ,,B” vakcina placebo

Kocak a kisérlet 13 16 16 16 10 13
kezdetén Q7 (11 (7,1) 2.7) 2.,7) (2,0)
e L 16 1287 407 322 1024 26
Kocdk fialdskor 7 150 341y (85) (85)" (O™ (5.3)°
4  napos kord 9 976 509 315 815 10
malacok (1,5)* 97)¢ (56)b (29)b (90)° (1,3)*

Bb: Bordetella bronchiseptica; Pm: Pasteurella multocida; fPMT: Pasteurella multocida toxoid;
zéréjelben: standard hiba; * minden sorban, az értékek kiilonboz6 felsd indexszel szignifikdns eltérést
mutatnak (P <0,05)
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19. tablazat: Atlagos reciprok PMT ELISA titer a kocik és malacaik széruméban

fPMT Bb/fPMT Bb/Pm/fPMT ,A” vakcina ,,B” vakcina placebo

Kocak a kisérlet 0 0 0 0 0 0
kezdetén (0) (0) (0) (0) (0) (0)

e 519 197 94 0 17 0
Kocdk fialaskor @ 69)d (15)¢ (42)° (0)* (8’7)b (0)*
4 napos kori 609 309 284 0 23 0
malacok (229)  (44)° (13)° (0)* (7,5)" (0)*

Bb: Bordetella bronchiseptica; Pm: Pasteurella multocida; fPMT: Pasteurella multocida toxoid;
zéréjelben: standard hiba; * minden sorban, az értékek kiilonboz6 felsd indexszel szignifikdns eltérést
mutatnak (P <0,05)

6.2.5. A vakcina osszetételének hatasa a torzité orrgyulladas paraméterekre a
fert6zott malacokban

A placeboval (fizioldgids soéoldattal) kezelt kontroll csoport rendelkezett a
legmagasabb 4tlagos orrelvaltozds pontszdmmal, amely a torzitdé orrgyulladds
legtipikusabb jellemzdjének, az orrkagylé sorvadasnak a mértékére utal, és jelzi a
kisérletes fert6zés eredményességét (20. tablazat). Minden vakcina biztositott
valamilyen mértékii védettséget az orrkagylé sorvadds kifejlodése ellen, viszont a
csoportok kozott jelentds kiilonbségek mutatkoztak ebben a vonatkozdsban. Az altagos
orrelvaltozds pontszdmok Osszehasonlitdsa alapjan a vakcindk a kovetkezO rangsorba
keriiltek: Bb/Pm/fPMT (3,2), Bb/fPMT (4.5) > ,,B” vakcina (8,4), fPMT (9,8) > ,,A”
vakcina (12,6) > fiziol6gids séoldattal kezelt (placebo) kontroll (15,3). A vakcina

csoportok kozotti szignifikans eltérést a > jellel valo elvélasztés jelzi (p < 0,05).

20. tablazat: A 6 hetes kori malacok atlagos orrelvaltozas pontszama és silygyarapodasa

fPMT Bb/fPMT Bb/Pm/fPMT ,A” vakcina ,B” vakcina placebo

Orrelvéltozas 9,8° 4,5 3,2° 12,6° 8,4° 15,3¢
pontszam 0,8) 0,5) 0,3) (1,0) (0,8) 0,3)
Silvevaranodis 8,8% 9,0 9,9° 9,1 9,2% 8,3"

ygyarap 02) (03 0,3) 0.4) 0,4) 0,3)

Bb: Bordetella bronchiseptica; Pm: Pasteurella multocida; fPMT: Pasteurella multocida toxoid;
zérdjelben: standard hiba; * minden sorban, az értékek kiilonbozé felsé indexszel szignifikdns eltérést
mutatnak (P <0,05)
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Az elvdltozast mutaté tiidoteriilet atlagos szdzalékos ardnya minden csoportban
alacsony volt, 0-2.41%-ig terjedd értékekkel. Az eltérés sehol nem volt szignifikdns
(p =0,38).

A 0-t6l 6 hetes korig mért silygyarapodas (3. tablazat) szignifikdns csokkenése a
fiziologids sooldattal kezelt kontroll csoport és a Bb/Pm/fPMT-vel vakcindzott csoport
kozott volt megfigyelhetd (p < 0,05). A tobbi kisérleti csoport az emlitett két csoport
kozott helyezkedett el, és szignifikdns eltérés sehol nem volt kimutathato.

Hathetes korban az IMS 1313 adjuvanst tartalmazé Bb/Pm/fPMT 0Osszetételii
vakcindval immunizélt csoportban volt a legalacsonyabb a PMT pozitiv malacok ardnya
(21. tablazat), de még ez a csokkenés sem volt statisztikailag szignifikans a fiziol6gids
sooldattal kezelt kontroll csoporttal val6 0Osszehasonlitiskor. A manduldakbol
kimutathaté PMT-vel rendelkezd allatok ardnya minden vakcinazott csoportban hasonld

volt, mint amit a fiziologias séoldattal kezelt kontroll csoport dllatainal talaltunk.

21. tablazat: A PMT pozitiv malacok szazalékos aranya 6 hetes korban

Detektalas fPMT Bb/APMT Bb/Pm/fPMT ,A”vakcina ,B” vakcina placebo

Orrtampon 67 76 37* 68 60* 86
Mandula 75 86 70" 95* 72 86

Bb: Bordetella bronchiseptica; Pm: Pasteurella multocida; fPMT: Pasteurella multocida toxoid;
* minden sorban, az ardny szignifikdns eltérést mutat (P<0,05) a fiziol6gids s6oldathoz képest;
+ minden oszlopban, az ardnyok szignifikdns eltérést mutatnak (P<0,05)

6.3. Megyvitatas

Az orrkagyl6 sorvadas kisérletes reprodukaldsara alkalmas harom fert6zési modellt
Osszehasonlité kisérleteink sordn arra kerestiink vélaszt, hogy vajon a fert6zés modja
befolydsolja-e a kialakul6é torzité orrgyulladds klinikai paramétereit és a torzitd
orrgyulladés elleni vakcindk hatékonysdganak mérési eredményeit.

A korkép kivaltasara alkalmas virulens kérokozodkkal torténd fertdzést kdvetden
sulyos orrkagylé sorvadas alakult ki mindharom fert6zési modellben, igy a kizardlag
B. bronchisepticdaval fertdzott kisérleti allatokban is. Ez arra utal, hogy bizonyos
koriilmények kozott a B. bronchiseptica fertdzés Onmagdban is képes a torzitd
orrgyulladas progredidlé (progressziv) formdjira jellemzd sulyos orrkagylé sorvadds
eldidézésére, ami eléggé meglepd eredmény, tekintve, hogy ezt a 1égzdszervi kérokozaot

altaldban csak enyhe-kozepes orrkagyld sorvadadssal hozzdk Osszefiiggésbe (Rutter és
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Rojas, 1982; Pedersen és Barfod, 1982). Eredményeinkre magyardzattal szolgéalhat az
egyes szerzOk dltal leirt, a B. bronchiseptica virulencidjdban, illetve toxintermeld
képességében mutatkozé véltozékonysdg (Collings, 1983; Miniats és Johnson, 1980;
Skelly és mtsai, 1980). Masrészrol, ezt a lehetdséget Rutter és mtsai (1982) nem tudtdk
megerdsiteni, amikor torzité orrgyulladdsban szenvedd, illetve att6l mentes
alloméanyokbdl szarmazé B. bronchiseptica torzsek virulencidjit hasonlitottdk Ossze
sertésben. Mindent Osszevetve, nagyobb a valdszinlisége annak, ahogy azt kordbban
mar emlitettiik, hogy a kiillonbozé kisérletekben felhaszndlt allatok egészségiigyi
statuszaban mutatkozo kiilonbségek lehetnek a megfigyelés hatterében.

Az itt bemutatott kisérletben hathetes malacokban dllapitottuk meg a
B. bronchiseptica altal 1étrehozott orrkagylé sorvadds mértékét, amely életkorban — a
CT-vel nyomon kovetett, a betegség korfejlodését vizsgdld tanulméanyaink szerint — az
elvaltozasok a maximalis kifejlodésiiket érik el. Az orrkagylé sorvadas 4ltalunk
tapasztalt stlyossdga azonban mindenképpen felveti a B. bronchiseptica korfejlodésben
jatszott szerepének a jelenleg elfogadott nézetekhez képest nagyobb jelentdségét, bar a
nevelés sordn az elvaltozasok regenerdlodéasra vald képességére utalé kordbbi leirdsokat
(Rutter, 1981) az el6z0 fejezetben leirt sajat megfigyeléseink is megerdsitik. Masrészrol
eredményeink arra utalnak, hogy lehetnek olyan, jelenleg még kevéssé ismert
koriilmények, amelyek hatdsdra a B. bronchiseptica monoinfekcié is stlyos
kovetkezményekkel jarhat.

Talén az adjuvéns jellegének koszonhetden, de a ,,B” jelli (Bb bakterin + inaktivalt
PMT + olaj adjuvdns) vakcina kifejezettebb B. bronchiseptica elleni athangolédast
eredményezett, mint az ,,A” jelii (Bb + Pm bakterin + aluminium-hidroxid) vakcina. Ez
a kiillonbség azonban nem mutatkozott meg a betegség klinikopatoldgiai képe
tekintetében: a B. bronchisepticdval 6nmagéaban tortént fert6zés (Bb modell) utdn az
,»A” vakcindval kezelt csoportban az orrelvaltozasok pontértéke hasonldan alakult, mint
a nem vakcindzott — nem fert6zott (NN) kontrollokban, azaz a vakcina teljes védelmet
nyujtott az orrkagylé sorvadés kialakuldsdval szemben. A ,,B” vakcindval oltott kocak
malacai viszont kevésbé kedvezd eredményt produkaltak. Ez arra utal, hogy az
agglutindcids probdban kimutathatd B. bronchiseptica specifikus ellenanyagok jelenléte
j6 indikdtora lehet ugyan az immunvélasz mindségének, de ezek a titerek és a
fertézéssel szembeni védelem mértéke nem feltétleniil korreldl egymadssal. Az ,,A”

vakcina B. bronchisepticdval szemben nyujtott teljes védelme azt jelzi, hogy a vakcina
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egy kivalé mindségli B. bronchiseptica komponenssel rendelkezik, amelyre ebben az
esetben feltétleniil sziikség van a megfelel6 immunvédelem kialakitdsahoz.

A P.multocida — B. bronchiseptica kombindlt fert6zés (Bb/Pm modell)
alkalmazasakor az ,,A” és ,B” vakcina hasonld teljesitményt nyujtott a tesztben.
Azonban, amikor a malacokat ecetsavas el6kezelés utan fertdztiikk P. multociddval
(ecetsav/Pm modell), a ,,B” vakcina teljesitménye szignifikdnsan jobb volt, mint az ,,A”
vakcindé. Ez az eredmény varhat6 volt, mivel a ,,B” vakcina tisztitott és inaktivalt PMT
komponensének koszonhetden, magas PMT specifikus ellenanyag titereket képes
indukdlni. Az mar inkdbb meglepd volt, hogy az ,,A” vakcina — bar alacsony
athangolddési ardnyokat produkdlt — mégis megfeleld védelmet nyujtott a fert6zés
kovetkezményei ellen. Ez arra utal, 6sszhangban mds szerzok (Coyle és mtsai, 1994)
véleményével, hogy a PMT-n kiviil a toxikus P. multocida egyéb antigénjei is
hatékonyak lehetnek a protektiv immunvalasz kivaltisaban. Kovetkezésképpen ugy
tlinik, hogy egy torzit6é orrgyulladés elleni vakcina hatékonysdga nem feltétleniil fiigg a
PMT ellenanyag termelddést kivalté képességétdl. Ugyanakkor, egyik vakcina sem
tudott teljes védelmet nytjtani a P. multocida fert6zés kovetkezményei ellen. A Bb/Pm,
illetve az ecetsav/Pm kisérletekben a vakcindzott és fertdzott malacok orrelvaltozas
pontjai szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a kezeletlen kontroll dllatoké.

Az ecetsav/Pm fert6zési modellben nem alakultak ki elvaltozdsok a tiidoben. Ez
nem annyira meglepd, hiszen P. multociddval onmagdban nehéz sikeres fertdzést
eléidézni (Pijoan, 1992), rdaddsul a D buroktipusu torzsek, amilyent a kisérletben is
hasznaltunk, ritkdbban idéznek eld tiidogyulladést, mint az A buroktipusu P. multocida
torzsek (Iwamatsu és Sawada, 1988). Tovabba az is joggal feltételezhetd, hogy
ellentétben az orriireg kolonizacidjaval (Pedersen és Elling, 1984), az ecetsavas
elokezelés nem noveli a tidé P. multocida fertdzottséggel szembeni érzékenységét. A
B. bronchisepticdval és a P.multocida — B. bronchiseptica kettOssel fertdzott
sertésekben megfigyelhetoek voltak tiidoelvaltozasok, bar ezek gyakorisdga még a nem
vakcinazott — fert6zott (NF) kontroll csoportban sem volt jelentdsnek mondhat6. Az
mindenesetre megéllapithaté, hogy a kombindlt P.multocida — B. bronchiseptica
fertdzés idézte eld a legtobb tiidOelvaltozast, ami arra utal, hogy a két kérokozo kozott a
tiildében is 1étezhet egy, az orriireg esetében mar kelloképpen igazolt egylittmiikodés
(Chanter és mtsai, 1989). Mindkét vakcina csokkentette a B. bronchiseptica vagy
P. multocida — B. bronchiseptica fertdzéssel 0sszefiiggd tiidogyulladas eléfordulasanak

gyakorisagat és sulyossagit az NF kontroll csoporthoz képest. Eredményeink alapjin
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feltételezhetd, hogy a vakcina hatékonysidgdnak ez az aspektusa legjobban a
P. multocida — B. bronchiseptica fert6zési modellben vizsgélhato.

A torzité orrgyulladas hatdsa a sulygyarapoddsra még mindig vita targyat képezi
(Béackstrom és mtsai, 1985; Donké és mtsai, 2005; Rutter és mtsai, 1984; Scheidt és
mtsai, 1992; Straw és mtsai, 1984). Egyes szerzOk a csokkent sulygyarapodast
kombindlt B. bronchiseptica — toxikus P. multocida fertdzésnek tulajdonitjdk (Foged és
mtsai, 1989). Masok szerint a csokkent novekedési rataért a toxikus P. multocida a
felelds, mivel azt figyelt€ék meg, hogy sem a B. bronchiseptica, sem a nem toxikus
P. multocida nem befolydsolja a sulygyarapodast (Pedersen és Barfod, 1981, 1982).
Ezzel a nézettel értenek egyet van Diemen és mtsai (1994) is, akik azt tapasztaltdk, hogy
a sulygyarapodds iitemének csokkenése az ecetsav/PMT fert6zés sordn kialakulo
orrkagylé elvéltozdsok sulyossdgaval filiggott Ossze. Ezzel szemben, a mi
vizsgélatainkban csak azokban a nem vakcinazott — fert6zott kontroll csoportokban
csokkent a suilygyarapodds, melyeket B. bronchisepticdval fertdztiink, akdr 6nmagéban,
akar  P. multociddval kombindlt formédban. A vakcindzott csoportokban a
sulygyarapodds mértéke megegyezett a kezeletlen (negativ) kontroll csoportok
allataiéval, vagyis az dllatok teljes védelmet élveztek a fert6zésnek az A4llatok
fejlddésére gyakorolt negativ kovetkezményeivel szemben. Ugy tiinik, hogy a torzité
orrgyulladés és a stlygyarapodds Osszefiiggésének kérdése még napirenden marad egy
darabig.

Mindhdrom vizsgdlati modell alkalmas a vakcindk &ltal kialakitott immunvédelem
vizsgalatira, de az egyes modellek a vakcindk adottsdgait nem egyforma mddon
képesek értékelni. Az ,,A” és ,,B” jelli vakcindk kiillonbozd szintli védelmet nyujtottak a
B. bronchiseptica és az ecetsav/P. multocida fert6zésekkel szemben, P. multocida —
B. bronchiseptica kombindlt fertézés (Bb/Pm modell) alkalmazasakor viszont
egyformén teljesitettek. A B. bronchiseptica fertdzottség hajlamositja az 4dllatokat a
P. multocida fert6z6désre, igy a j6 B. bronchiseptica komponenssel rendelkezd bivalens
Bb—Pm vakcindk teljesitményét a kombindlt P. multocida — B. bronchiseptica fert6zés
talértékelheti a két kiillonbozd, az egyes koérokozokra specifikus fertdzéshez képest.
Hasonlé mdédon, a j6 P. multocida komponens valédi értékét legjobban egy ecetsav/
P. multocida fert6zési modell alkalmazadsa mutatja meg.

Az European Pharmacopoeia (2005) monografia eldirdsainak valé megfelelés
érdekében a B. bronchiseptica és P. multocida vakcindkat (fiiggetleniil attél, hogy

PMT-t tartalmaznak-e vagy sem) P.multocida — B. bronchiseptica és ecetsav —
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P. multocida fertdzéses modellben is vizsgdlni kell. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
kombindlt vakcindk hatékonysdgat, azon belil is a B. bronchiseptica komponens
hatékonysdgat ez a modszer nem jellemzi kielégitéen. Mindebbdl azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a vakcina komponensek legjobb vizsgdlé mddszere az
alkotéelemenkénti specifikus vizsgélatok kiilon-kiilon elvégzése. Ugyanakkor, a
P. multocida — B. bronchiseptica fertdz¢ési modellnek mindenképpen szerepe kell, hogy
legyen a kombinalt torzité orrgyulladds vakcindk védoképességének gyakorlati jellegii
kiprébalasdban, mivel ez modellezi legpontosabban a természetes koriilmények kozott
kialakulé fert6zést, ¢és leginkdbb az engedélyezés végsé féazisdban végzett
vizsgélatokhoz javasolhato.

A kiilonb6zd, kereskedelmi forgalomban 1évé adjuvansokat Osszehasonlitd
kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a hagyomanyos vakcindk tovabbfejleszthetdk: a torzitd
orrgyulladds szempontjabol fontos specifikus ellenanyagok szintje (az 4thangolédds
mértéke) novelhetd, amennyiben az aluminium tartalmi komponens helyett dsvanyi olaj
adjuvénst vagy valamilyen dj tipusd immunstimuldnst hasznilunk. Ebbdl a szempontbdl
a Montanide IMS 1313 kiilonosen sikeresnek bizonyult. Kordbban Kabay és mtsai
(1992) aluminium alapud adjuvans helyett inkomplett Freund adjuvéanst alkalmaztak egy
torzité orrgyulladds elleni vakcindban, és magasabb novekedési ritardl, valamint a
betegség egyéb jeleivel szembeni jobb védettségrol szamoltak be. Mindemellett, a
Freund adjuvéans gyakran okoz kellemetlen gyulladast a befecskendezés helyén. Az itt
vizsgélt adjuvansok esetében hasonlé nemkivéanatos mellékhatds nem volt tapasztalhato.

A kisérletben hasznalt vakcindk hatékonysdganak tovabbi fokozdsa volt elérhetd az
aktiv komponensek viltoztatdsdval. Osszességében elmondhaté, hogy ezek a
modositdsok nem befolydsoltdk a vakcindk artalmatlansagat, semmilyen kedvezdtlen
mellékhatast nem észleltiink az alkalmazdsuk sordn.

Mir a fert6zési modelleket 6sszehasonlité kisérletiinkben azt tapasztaltuk, hogy a
B. bronchiseptica specifikus ellenanyag titer 1,5-sz6r magasabb volt, ha a vakcina olaj-
a-vizben emulzidval adjuvilt tisztitott és detoxifikdlt PMT-t tartalmazott (,,A” jelu
vakcina), szemben az aluminium-hidroxiddal adjuvalt és a detoxifikdlt PMT helyett
teljes sejt P. multocida komponenst tartalmazé vakcindval (,,B” jelti vakcina). A
célzottan a szeroldgiai profilokat vizsgal6 kisérletiinkben a vakcindzott malacok szintén
fokozott  B. bronchiseptica specifikus ellenanyagvalaszt mutattak, amikor a
B. bronchiseptica antigént fPMT-vel kombindltuk, és a vakcinit egy Uj

immunstimuldnssal, a Montanide IMS 1313-mal adjuvaltuk. Nagyon valdszin{i, hogy a
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jelenségért mindkét esetben leginkdbb a hatékonyabb adjuvans a felel6s. Masrészrol,
csokkent B. bronchiseptica elleni ellenanyag titert diagnosztizaltunk, amikor az
oltéanyag P. multocida teljes sejt komponenst tartalmazott, fiiggetleniil att6l, hogy az
fPMT jelen volt vagy sem a vakcindban. Ez viszont azt sugalmazza, hogy a teljes sejt
formaban hozzdadott P. multocida komponens zavarhatja a B. bronchiseptica
alkotéelem elleni szerokonverziét, és a vakcindbdl vald kihagydsa hozzdjarulhat a
B. bronchiseptica elleni tokéletesebb dthangolodas eléréséhez.

Megfeleld szinti PMT specifikus ellenanyagvélasz csak az fPMT-t tartalmazo
vakcindkkal immunizdlt 4llatok esetében volt megfigyelhets. Ugy tinik, hogy a
P. multocida citoplazmdjaban elhelyezkedd PMT (iDali és mtsai, 1991) a sejt spontan
szétesése sordn szabadul ki a leves-tenyészet feliiliszdjdba (Kamp és mtsai, 1987;
Foged és mtsai, 1987). Bizonyos mennyiségli fPMT igy nyilvdnvaléan jelen van a
toxikus P. multocida torzsek formalinnal inaktivalt teljes sejt kultirdjdban is. A
munkdnk sordn a B. bronchiseptica — P. multocida (Bb/Pm) kombindciéval vakcindzott
csoportokban alkalmazott P. multocida bakterin természetes fPMT tartalma viszont a
legtobb éllatban elégtelennek bizonyult a PMT ellenanyagok kimutathaté szintjének
kialakitdsahoz.

Az szintén érdekes kérdés, hogy a vakcindhoz adott teljes sejt P. multocida
komponens zavarja-e a PMT elleni szerokonverziét, vagy sem. A P. multocida bakterint
és fPMT-t egyiitt tartalmazé vakcindval immunizélt allatok termeltek ugyan PMT
specifikus ellenanyagokat, de a P. multocida komponenst elhagyva az ellenanyag titer
4-5-sz0r magasabb volt, mint a P. multocida bakterint is tartalmazé oltéanyaggal
immunizalt allatok esetében. Ez a megfigyelés azt feltételezi, hogy az egész sejt
P. multocida komponens negativ hatdst gyakorolt az fPMT-re adott immunvalaszra. A
legmagasabb anti-PMT ellenanyag titerek a monovalens fPMT vakcindk alkalmazdsa
esetében voltak kimutathatdak.

A kocdk és malacaik szeroldgiai profiljat €s a kiilonb6z6 vakcina Osszetételekre
adott valaszt vizsgéld kisérleteink azt mutattdk, hogy a kocdk sikeresen tovabbitottdk az
altaluk termelt ellenanyagokat az utédokba. A B. bronchiseptica és PMT titer értékek
azt jelezték, hogy a kocdk a Bb/fPMT/IMS 1313 kombindciéra és a ,,B” vakcindra
reagéltak a legintenzivebben, és ennek megfelelden az utddok esetében is itt taldltuk a
legmagasabb ellenanyag titereket. Ez egybecseng azzal a megdllapitdssal, hogy a
novendék malacokban a P. multocida zavarja a magasabb B. bronchiseptica és a PMT

specifikus ellenanyag titerek kialakuldsidt. Mindezek alapjan kimondhat6, hogy a
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hagyomanyos vakcindk torzité orrgyulladds specifikus ellenanyag titereket indukdld
kapacitdsa nagyban novelhetd, ha a P.multocida bakterint detoxifikdlt fPMT-re
cseréljiik.

A kérdést, hogy a bizonyos vakcina komponensekre adott valaszként
megemelkedett ellenanyag titer vajon jobb védettséget biztosit-e a torzité orrgyulladas
ellen, vakcinazott kocdktdl szdrmazod, B. bronchiseptica — P. multocida kombinalt
fertézésnek kitett malacokon tanulmanyoztuk. Az orrelvdltozds pontszdmok
kedvezdbbek (alacsonyabbak) voltak az fPMT-t is tartalmazé vakcindval immunizalt
malacokndl, mint ezt a komponenst nem tartalmaz6 vakcindk alkalmazasa esetében. A
monovalens fPMT vakcina viszont nem biztositott elegendd védettséget az
orrelvaltozasok kialakuldsa ellen, jelezve, hogy — legaldbbis a jelen kisérlet koriilményei
kozott — a B. bronchiseptica fertdzés jelentds szerepet jatszott a betegégre jellemzo
elvéltozasok kialakitdsaban.

A legalacsonyabb orrelvdltozds pontszdmokat a Bb/fPMT ¢és Bb/Pm/fPMT
kombindlt vakcindk esetében tapasztaltuk, ami arra utal, hogy a B. bronchiseptica és az
fPMT a protektivitds szempontjabol egyarant fontos oltéanyag Osszetevok. Ez
0sszhangban van azokkal a korabbi (és idonként megkérddjelezett) megfigyelésekkel is,
melyek szerint a P. multocida mellett a B. bronchiseptica is jelentds szerepet jatszik a
torzité orrgyulladds kialakitdsdban (Chanter és mtsai, 1989; Pedersen és Barfod, 1981;
Rutter és Rojas, 1982). Habar az orrelvdltozds pontszdmok a Bb/fPMT vagy
Bb/Pm/fPMT vakcindkkal immunizélt csoportokban nem mutattak szignifikdns eltérést,
a Bb/Pm/fPMT esetében az dtlagos pontszdm alacsonyabb volt (3,2, szemben a 4,5-tel).
Ez viszont azt jelzi, hogy mindhdrom komponens kombinécidja jobb klinikai védelmet
nyujt a torzité orrgyulladas ellen, mint amikor az egész sejt P. multocida alkot6 elemet
kihagyjuk beldle. Ez pedig azt sugallja, hogy a PMT mellett mas P. multocida
antigéneknek is szerepe lehet a torzité orrgyulladds elleni hatékonyabb védettség
kialakitdsaban.

Fiiggetleniil attél, hogy a kisérleti allatok milyen immunvalaszt produkaltak a
vakcinazasra, a PMT a fert6zott malacok orr- és mandula tampon mintdib6l 37-95%-ban
volt kimutathaté a kisérlet végén. Ez az ardny 6tszor (orrtampon), illetve haromszor
(manduldk) magasabb volt ahhoz képest, melyet egy Bb/Pm/fPMT kombinéciét és olaj-
a-vizben adjuvanst tartalmazé vakcindval oltott kocdk malacaival kaptak Hollandidban
(Voets és mtsai, 1992). Ezt az eltérést magyardzhatja a bakteridlis vakcina

komponensek, az adjuvans vagy a fertdzéshez hasznalt torzsek kozotti kiilonbség is. Azt
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azonban mindkét kisérlet bizonyitja, hogy - fiiggetleniil az inaktivalt PMT komponens
jelenlététol — egyik vakcina sem képes a szokdsosan alkalmazott rafert6zési modellben a
toxikus P. multocida teljes eradikacidjara.

A nem vakcinazott, de fert6zott allatok az oltottakhoz képest alacsonyabb
sulygyarapoddst mutattak. Ez aldtdmasztja azt a nézetet, mely szerint a torzitd
orrgyulladdas novekedési retardacidhoz vezethet (Cowart €s mtsai, 1990; Donké és
mtsai, 2005; Pejsak és mtsai, 1994). A sziiletéstdl 6 hetes korig elért silygyarapodas
szignifikdnsan jobb volt a mindhdrom komponenssel (Bb/Pm/fPMT) immunizalt kocdk
malacainal.

Az orrelvaltozds pontszamok és a sulygyarapodds eredményei hatdrozottan arra
utalnak, hogy a legjobb védettség nem sziikségszerlien mutat szoros Osszefiiggést a
legmagasabb torzit6 orrgyulladas elleni specifikus ellenanyag titerekkel. Ennél fogva az
ellenanyag titer a torzité orrgyulladas specifikus antigénekre adott immunvélasz j6
indikdtordnak tiinik, de a tesztelt vakcina készitmények esetében nem feltétleniil mutatja
a védettség mértékét. Ez megerdsiti a fertdzési modell kisérletek sordn tapasztaltakat,
amikor is a Bb/fPMT vakcina + olaj-a-vizben adjuvans produkdlta a legmagasabb
torzit6é orrgyulladds elleni specifikus ellenanyag titereket, mikozben nem ez a csoport
rendelkezett — legaldbbis az adott kisérleti koriilmények kozott — az elvaltozasok
kialakuldsaval szembeni legjobb védettséggel.

Osszegezve, eredményeink azt mutatjik, hogy az adjuvdns tipusa és a vakcina
antigén Osszetétele jelentds mértékben befolydsolja a szerokonverziét. Ugy talltuk,
hogy a torzité orrgyulladds elleni vakcina P. multocida komponense negativ hatdssal
van a PMT specifikus ellenanyag titer alakuldsara. Masrészt massziv B. bronchiseptica
€s P. multocida kombindlt fert6zés esetén a monovalens PMT vakcina nem biztositja a
klinikai védettség vart szintjét, utalva arra, hogy a B. bronchiseptica fertdzés fontos
szerepet jatszik a torzité orrgyulladds kialakitidsdban. A bemutatott adatok azt jelzik,
hogy a torzit6 orrgyulladds koérokozoira specifikus ellenanyag titerek nem
sziikségszerien korreldlnak a betegség elleni védettséggel, és a PMT mellett a
P. multocida teljes sejt antigéneknek is szerepe lehet a torzité orrgyulladds elleni

hatékony immunités kialakitdsaban.
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7. Uj tudoméanyos eredmények

Az értekezésben bemutatott eredmények koziil a kovetkezdket tartom

nemzetkozileg is tjnak és kiemelésre érdemesnek:

1. Els6ként hoztunk 1étre kizarélag a B. bronchiseptica dermonekrotikus toxin (DNT)
termelésének képességében (jelenlétében, illetve hidnydban) kiillonb6zd DNT+ és
DNT- izogén torzspirokat, amelyek lehetové tették a DNT szerepének a
kordbbiakhoz képest egzaktabb vizsgélatat.

2. A B. bronchiseptica izogén torzsparok segitségével kisérletesen bizonyitottuk,
egerekben és sertésben egyardnt, azt a kordbban mar kevésbé egzakt mdodszerekkel
megalapozott feltételezést, hogy egyediill a B. bronchiseptica DNT felelos az
orrkagyl6 sorvadas kialakuldsaért, ehhez a kérokozé tovéabbi potencidlis virulencia
tényezdire nincs sziikség.

3. Az intravéndsan oltott egerekben tapasztalt toxicitds szintén a DNT hatdsanak
tulajdonithatd, ugyanakkor a DNT az ¢él0 baktérium egerekben mért
virulencidjdhoz nem jarul hozza. Egerek tiidejében a DNT jelenléte elhaldsos
folyamatokat eredményez.

4. Megéllapitottuk, hogy a technikai fejlodésnek koszonhetéen a komputertomogréfia
felbont6 képessége sokat javult, és igy jol haszndlhat6 az orriireg képleteinek finom
részleteket is bemutaté leképezésére, valamint a torzitd orrgyulladds
korfejlodésének nyomon kovetéses vizsgalatara.

5. Az orrkagyl6 és orrsovény elvéltozdsok hagyomanyos kérbonctani pontozdsa €s a
CT felvételek vizualis értékelése kozott szignifikdns korrelaciét dllapitottunk meg.
Ugyanakkor az orrkagylé sorvadds mértékének szdmszerlsitésére is alkalmas, az
orriiregben taldlhaté szovet-levegd teriilet ardnynak az ott 1évé képletek denzités
kiilonbségei alapjan torténd meghatarozasaval mddszeriinket a vizudlisan kevésbé
feltting elvaltozdsok értékelésére is alkalmassa tettiik.

6. A torzit6 orrgyulladas elvédltozdsainak alakuldsat az allat egész életén 4 nyomon
kovetd fertdzéses modellkisérletben elséként bizonyitottuk azt a kordbbi, csupan
indirekt megfigyeléseken alapuld feltételezést, hogy a B. bronchiseptica fertdzés

okozta orrkagyl6 sorvadas hajlamos a teljes regenerdldédasra. Ezek az elvéltozdsok
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enyhe — kozepes mértéket értek el, melyek a fertdzést kovetden 3 hoénap alatt
teljesen meggyodgyultak.

Elséként allapitottuk meg azt is, hogy a toxikus P. multocida altal termelt toxin
(PMT) okozta sulyos foki orrkagylé sorvadds — az eddigi feltételezésekkel
ellentétesen — szintén képes teljes regenerdldddsra, ami felveti a torzitd
orrgyulladds definicidjdnak, igazgatdsi és gazdasdgossdgi szempontjainak
Ujragondolésat.

Elséként végeztiik el a torzité orrgyulladds kisérletes eldidézésére rendelkezésre
all6 fertdzési modellek vakcina hatékonysdg mérésére vald alkalmassdgénak
0sszehasonlité vizsgdlatat. Eredményeink arra utalnak, hogy a torzité orrgyulladds
elleni kombindlt vakcindk Osszetevéi az egyes modellekben kiilonb6z6 moédon
viselkednek. Elsoként jutottunk arra a kovetkeztetésre, hogy az oltéanyag
komponensek legprecizebb vizsgalatira az alkotéelemenkénti specifikus
vizsgalatok (B. bronchiseptica, illetve ecetsav — P. multocida fert6zéses modellek)
kiilon-kiilon elvégzése a legmegfelelobb. Ugyanakkor a P. multocida -
B. bronchiseptica fert6zési modellnek mindenképpen szerepe lehet a torzitd
orrgyulladds elleni kombindlt vakcindk védOképességének gyakorlati jellegli
kiprébaldsdban, mivel ez modellezi legpontosabban a természetes koriilmények
kozott  kialakulé fertdzést, és ennek megfelelden leginkdbb az oltéanyag
engedélyezés végso fazisdban végzett vizsgalatokhoz javasolhato.

Kimutattuk, hogy az adjuvdns tipusa és a vakcina antigén Osszetétele
nagymértékben befolydsolja a torzité orrgyulladds elleni vakcindra adott
szeroldgiai athangoldédas mértékét, amely az udjabb tipusi adjuvénsok és/vagy
tisztitott és inaktivalt PMT hozzdadasaval jelentds mértékben novelhetd.
Ugyanakkor azt is elsOként allapitottuk meg, hogy a szeroldgiai profil és a betegség
elleni védettség kozott nincs feltétlen Osszefiiggés. Ennek egyik érdekes
megnyilvanuldsa az a megfigyelés, miszerint a vakcina P. multocida komponense
ugyan negativ hatdssal van a PMT specifikus ellenanyag titer alakuldséra,
B. bronchiseptica — P. multocida kombinalt fertdzés el6forduldsa esetén
tokéletesebb védelmet kapunk, ha a vakcina a PMT mellett egész sejt P. multocida
alkoté elemet is tartalmaz. Ez arra utal, hogy a P.multocida teljes sejt
antigéneknek is szerepe lehet a torzité orrgyulladds elleni hatékony immunités

kialakitasaban.

106



dc_834 14

8. Irodalomjegyzék

Ackermann M. R., Adams D.A., Gerken L.L., Beckman M.]J., Rimler R.B. (1993):
Purified Pasteurella multocida protein toxin reduces acid phosphatase-positive
osteoclasts in the ventral nasal concha of gnotobiotic pigs. Calcif. Tissue Int., 52:
455-459.

Ackermann M.R., Register K.B., Gentry-Weeks C., Gwaltney S.M., Magyar T.
(1997): A porcine model for the evaluation of virulence of Bordetella
bronchiseptica. J. Comp. Path., 116: 55-61.

Ackermann M.R., Rimler R.B., Thurston J.R. (1991): Experimental model of atrophic
rhinitis in gnotobiotic pigs. Infect. Immun., 59: 3626-3629.

Aldasy P., Vanyi A. (1962): Torzito orrgyulladas el6fordulasa importsertések
utdédaiban. Magy. Allatorv. Lapja, 17: 291-295.

Alexander T.J.L., Thornton K., Boon G., Lysons R.J., Gush A.F. (1980): Medicated
early weaning to obtain pigs free from pathogens endemic in the herd of origin. Vet.
Rec., 106: 114-119.

Biackstrom L., Hoefling D.C., Morkoc A.C., Cowart R.P. (1985): Effect of atrophic
rhinitis on growth rate in Illinois swine herds. JAVMA, 187: 712-715.

Beachey E.H. (1981): Bacterial adherence: adhesin-receptor interactions mediating the
attachment of bacteria to mucosal surfaces. J. Infect. Dis., 143: 325-345.

Bemis D.A. (1977): Naturally occurring respiratory disease in a kennel caused by
Bordetella bronchiseptica. Cornell Vet., 67: 282-293.

Bordet J., Gengou O. (1909): Le microbe de la coqueluche. Ann. Inst. Pasteur, 20:
731-741.

Braend M., Flatla J.L. (1954): Rhinitis infectiosa atroficans hos gris. Nord. Vetmed.,
6: 81-122.

Brassine M., Dewaele A., Gouffaux M. (1976): Intranasal infection with Bordetella
bronchiseptica in gnotobiotic piglets. Res. Vet. Sci., 20: 162-166.

Brennan M.J., Li Z.M., Cowell J.L., Bisher M.E., Steven A.C., Novotny P.,
Manclark C.R. (1988): Identification of a 69-kilodalton nonfimbrial protein as an
agglutinogen of Bordetella pertussis. Infect. Immun., 56: 3189-3195.

Brown W.R., Krook L., Pond W.G. (1966): Atrophic rhinitis in swine. Etiology,
pathogenesis and prophylaxis. Cornell Vet., 56(Suppl. 1): 1-108.

Buboltz A.M., Nicholson T.L., Parette M.R., Hester S.E., Parkhill J., Harvill E.T.
(2008): Replacement of adenylate cyclase toxin in a lineage of Bordetella
bronchiseptica. J. Bacteriol., 190, 5502-5511.

Bullock J.O., Armstrong S.K., Shear J.L., Lies D.P., McIntosh M.A. (1990):
Formation of ion channels by colicin B in planar lipid bilayers. J. Membrane Biol.,
114: 79-95.

Busch C., Orth J., Djouder N., Aktories K. (2001): Biological activity of a C-terminal
fragment of Pasteurella multocida toxin. Infect. Immun., 69: 3628-3634.

Chanter N., Magyar T., Rutter J.M. (1989): Interactions between Bordetella

bronchiseptica and toxigenic Pasteurella multocida in atrophic rhinitis of pigs.
Res. Vet. Sci., 47: 48-53.

107



dc_834 14

Chanter N., Rutter J.M., MacKenzie A. (1986): Partial purification of an osteolytic
toxin from Pasteurella multocida. J. Gen. Microbiol., 132: 1089-1097.

Chen G., Deng C., Li Y.P. (2012): TGF-beta and BMP signaling in osteoblast
differentiation and bone formation. Int. J. Biol. Sci., 8: 272-288.

Cheville N.F., Rimler R.B. (1989): A protein toxin from Pasteurella multocida type D
causes acute and chronic hepatic toxicity in rats. Vet. Pathol., 26: 148-157.

Chung W.B., Collins M.T., Bickstrom L.R. (1990): Adherence of Bordetella
bronchiseptica and Pasteurella multocida to swine nasal ciliated epithelial cells in
vitro. APMIS, 98: 453-461.

Collings L.A. (1983): The pathogenicity of Bordetella bronchiseptica in porcine
atrophic rhinitis. PhD Thesis, Reading, University of Reading, UK, 129-194.

Collings L.A., Rutter J.M. (1985): Virulence of Bordetella bronchiseptica in the
porcine respiratory tract. J. Med. Microbiol., 19: 247.

Cotter P.A., Miller J.F. (1994): BvgAS-mediated signal transduction: analysis of

phase-locked regulatory mutants of Bordetella bronchiseptica in a rabbit model.
Infect. Immun., 62: 3381-3390.

Cotter, P.A., Miller, J.F. (2001) Bordetella. In: Principles of Bacterial Pathogenesis.
Groisman, E.A. (ed) Academic Press, San Diego, California. ISBN 0123042208.
pp: 619-674.

Cowart R.P., Lipsey R.]J., Hedrick H.B. (1990): Measurement of conchal atrophy and
pneumonic lesions and their association with growth rate in commingled feeder
pigs. JAVMA, 196: 1262-1264.

Cowell J.L., Hewlett E.L., Manclark C. R. (1979): Intracellular localization of the
dermonecrotic toxin of Bordetella pertussis. Infect. Immun., 25: 896-901.

Coyle D., Ostle A.G., Frank C., Kregness B., Rehder J., Welter M. (1994):
Comparative evaluation of two commercial atrophic rhinitis vaccines.

Haemophilus, Actinobacillus and Pasteurella International Conference, Edinburgh,
47.

Cross R.F., Claflin R.M. (1962): Bordetella bronchiseptica induced porcine atrophic
rhinitis. J. Am. Vet. Med. Assoc., 141: 1467-1468.

de Jong ML.F., Nielsen J.P. (1990): Definition of progressive atrophic rhinitis. Vet.
Rec., 27: 93.

de Jong M.F., Oei H.L., Tetenburg G.J. (1980): AR pathogenicity tests for
Pasteurella multocida isolates. Proc. Int. Pig Vet. Soc. Congr., Copenhagen, p.
211.

de Jong, MLF. (1983): Atrophic rhinitis caused by intranasal or intramuscular
administration of broth-culture and broth-culture filtrates containing AR toxin of
Pasteurella multocida, p. 136-146. In K. B. Pedersen and J. C. Nielsen (ed.),
Atrophic Rhinitis in Pigs. Report EUR 8643 EN. Commission of the European
Communities, Luxembourg, Luxembourg.

de Jong, MLF. (1999): Progressive and nonprogressive atrophic rhinitis, In Diseases of
Swine. 9th edition. Edited by Straw BE, Zimmerman JJ, D'Allaire S, Taylor DJ.
Ames, lowa: Blackwell Publishing; 2006:577-602.

de Jong MLF. (2006): Progressive and nonprogressive atrophic rhinitis. In Diseases of
Swine. 9th edition. Edited by Straw BE, Zimmerman JJ, D'Allaire S, Taylor DJ.
Ames, lowa: Blackwell Publishing; pp. 577-602.

108



dc_834 14

Dominick M.A., Rimler R.B. (1986): Turbinate atrophy in gnotobiotic pigs
intranasally inoculated with protein toxin isolated from type D Pasteurella
multocida. Am. J. Vet. Res., 47: 1532-1536.

Done J.T. (1976): Porcine atrophic rhinitis: Snout radiography as an aid to the
diagnosis and detection of the disease. Vet. Rec., 98: 23-28.

Donké T., Kovacs M., Magyar T. (2005): Association of growth performance with
atrophic rhinitis and pneumonia detected at slaughter in a conventional pig herd in
Hungary. Acta Vet. Hung., 53: 287-298.

Doucet J.P., Murphy B.J., Tuana B.S. (1990): Modification of a discontinuous and
highly porous sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel system for minigel
electrophoresis. Anal. Biochem., 190: 209-211.

Duncan J.R., Ramsey F.K., Switzer W.P. (1966a): Pathology of experimental
Bordetella bronchiseptica infection in swine: pneumonia. Am. J. Vet. Res., 27:
467-472.

Duncan J.R., Ross R.F., Switzer W.P., Ramsey F.K. (1966b): Pathology of
experimental Bordetella bronchiseptica infection in swine: atrophic rhinitis. Am. J.
Vet. Res., 27: 457-466.

Eikelenboom G., Dik K.]J., de Jong M.F. (1978): De waarde van het rontgenologisch

onderzoek voor de diagnostiek van Atrofische Rhinitis. Tijdschr. Diergeneeskd.,
103: 1002-1008.

Elias B., Boros G., Albert M., Tuboly S., Gergely P., Papp L., Barna-Vetré L.,
Rafai P., Molnar E. (1990a): Clinical and pathological effects of the
dermonecrotic toxin of Bordetella bronchiseptica and Pasteurella multocida in
specific-pathogen-free piglets. Jap. J. Vet. Sci., 5: 677-688.

Elias B., Hamori D. (1975): Adatok a sert,és torzitd orrgyulladdsédnak koroktandhoz. V.
A genetikai tényezok szerepe. Magy. Allatorv. Lapja. 30: 535-539.

Eliss B., Herpay M., Albert M., Fekete J., Tuboly S., Rafai P., Molnar E. (1990b):
The influence of growth conditions of Pasteurella multocida on its ability to
colonise the nasal mucosa of SPF piglets. Vet. Microbiol., 24: 81-88.

Elias B., Kruger M., Gergely P., Voets R., Rafai P. (1993): Interaction between
immunity to Bordetella bronchiseptica and infection of pig herds by Bordetella
bronchiseptica and Pasteurella multocida. J. Vet. Med. Sci., 55: 617-622.

European Pharmacopoeia, 5th edition. Strasbourg: European Department for the
Quality of Medicines, European Pharmacopoeia Commission, 2005.

Felix R., Fleisch H., Frandsen P.L. (1992): Effect of Pasteurella multocida toxin on
bone resorption in vitro. Infect. Immun., 60: 4984-4988.

Ferry N.S. (1911): Etiology of canine distemper. J. Infect. Dis., 8: 399-420.
Fetter A.W., Switzer W.P., Capen C.C. (1975): Electron microscopic evaluation of

bone cells in pigs with experimentally induced Bordetella rhinitis (turbinate
osteoporosis). Am. J. Vet. Res., 36: 15-22.

Foged N.T., Nielsen J.P., Jorsal S.E. (1989): Protection against progressive atrophic
rhinitis by vaccination with Pasteurella multocida toxin purified by monoclonal
antibodies. Vet. Rec., 125: 7-11.

Foged N.T., Pedersen K.B., Elling F. (1987): Characterization and biological effects
of the Pasteurella multocida toxin. FEMS Microbiol. Letters, 43: 45-51.

Franque L.W. (1830): Was ist die Schniiffelkrankheit der Schweine? Dtsch. Z.
Gesamte Tierheilkd., 1: 75-77.

109



dc_834 14

Frymus T., Wittenbrink M.M., Petzold K. (1986): Failure to demonstrate adherence
of Pasteurella multocida involved in atrophic rhinitis to swine nasal epithelial
cells. J. Vet. Med. Ser. B., 33: 140-144.

Fukui A., Horiguchi Y. (2004): Bordetella dermonecrotic toxin exerting toxicity
through activation of the small GTPase Rho. J. Biochem. 136: 415-419.

Fukui-Miyazaki A., Ohnishi S., Kamitani S., Abe H., Horiguchi Y. (2011):
Bordetella dermonecrotic toxin binds to target cells via the N-terminal 30 amino
acids. Microbiol. Immunol., 55: 154-159.

Ghoshal N.G., Niyo Y. (1993): Histomorphologic features of the nasal cavity of pigs
exposed to Pasteurella multocida type-D dermonecrotic toxin. Am. J. Vet. Res.,
54:738-742.

Giles C.J. (1992): Bordetellosis. In: Leman AD, Glock RD, Mengeling WL, Penn
RHC, School E, Straw B, editors. Diseases of Swine, 7th Edition. Ames, lowa,
USA, Iowa State University Press, pp. 436-45.

Giles C.J., Smith I.M. (1983): Vaccination of pigs with Bordetella bronchiseptica.
Vet. Bull., 53: 327-338.

Giles C.J., Smith ILM., Baskerville A.J., Brothwell E. (1980): Clinical,
bacteriological and epidemiological observation on infectious atrophic rhinitis of
pigs in Southern England. Vet. Rec., 106: 25-28.

Goodnow R.A. (1980): Biology of Bordetella bronchiseptica. Microbiol. Rev., 44:
722-738.

Gueirard P., Guiso N. (1993): Virulence of Bordetella bronchiseptica: role of
adenylate cyclase-hemolysin. Infect. Immun., 61: 4072-4078.

Gwaltney S.M., Galvin R.]J.S., Register K.B., Rimler R.B., Ackermann M.R.
(1997): Effects of Pasteurella multocida toxin on porcine bone marrow cell
differentiation into osteoclasts and osteoblasts. Vet. Pathol., 34: 421-430.

Gwatkin R., Ozenis L., Byrne J.L. (1953): Rhinitis of swine. VII. Production of
lesions in pigs and rabbits with a pure culture of Pasteurella multocida. Can. J.
Comp. Med. Vet. Sci., 17: 215-217.

Hanada M., Shimoda K., Tomita S., Nakase Y., Nishiyama Y. (1979): Production of
lesions similar to naturally occurring swine atrophic rhinitis by cell-free sonicated
extract of Bordetella bronchiseptica. Jpn.J. Vet. Sci., 41: 1-8.

Hannan P.C., O'Hanlon P.J., Rogers N.H. (1989): In vitro evaluation of various
quinolone antibacterial agents against veterinary mycoplasmas and porcine
respiratory bacterial pathogens. Res. Vet. Sci., 46: 202-211.

Hewlett E.L., Gordon V.M., McCaffery J.D., Sutherland W.M., Gray M.C. (1989):
Adenylate cyclase toxin from Bordetella pertussis: identification and purification
of the holotoxin molecule. J. Biol. Chem., 264:,19379-19384.

Hoffmann C., Schmidt G. (2004): CNF and DNT. Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol.,
152: 49-63.

Horiguchi Y., Inoue N., Masuda M., Kashimoto T., Katahira J., Sugimoto N.,
Matsuda M. (1997): Bordetella bronchiseptica dermonecrotizing toxin induces
reorganization of actin stress fibers through deamidation of GIn-63 of the GTP-
binding protein Rho. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 11623-11626.

Horiguchi Y., Matsuda H., Koyama H., Nakai T., Kume K. (1992): Bordetella
bronchiseptica dermonecrotizing toxin suppresses in vivo antibody responses in
mice. FEMS Microbiol. Lett., 69: 229-234.

110



dc_834 14

Horiguchi Y., Nakai T., Kume K. (1991): Effects of Bordetella bronchiseptica
dermonecrotic toxin on the structure and function of osteoblastic clone MC3T3-E1
cells. Infect. Immun., 59: 1112-1116.

Horiguchi Y., Okada T., Sugimoto N., Morikawa Y., Katahira J., Matsuda M.
(1995a): Effects of Bordetella bronchiseptica dermonecrotizing toxin on bone
formation in calvaria of neonatal rats. FEMS Immunol. Med. Microbiol., 12: 29-32.

Horiguchi Y., Senda T., Sugimoto N., Katahira J., Matsuda M. (1995b) Bordetella
bronchiseptica dermonecrotizing toxin stimulates assembly of actin stress fibers

and focal adhesions by modifying the small GTP-binding protein rho. J. Cell. Sci.,
108: 3243-3251.

Horiguchi Y., Sugimoto N., Matsuda M. (1993): Stimulation of DNA synthesis in
osteoblast-like MC3T3-El cells by Bordetella bronchiseptica dermonecrotic toxin.
Infect. Immun., 61: 3611-3615.

Horiguchi Y., Sugimoto N., Matsuda M. (1994): Bordetella bronchiseptica
dermonecrotizing toxin stimulates protein synthesis in an osteoblastic clone,
MC3T3-E1 cells. FEMS Microbiol. Lett., 120: 19-22.

Horvith Z., Papp L., Elias B. (1972): Studies of Ca and P metabolism in atrophic
rhinitis of swine. II. Bone Ca and P contents of healthy and pigs affected with
atrophic rhinitis. Acta Vet. Hung., 22: 45-51.

Hoskins I.C., Thomas L.H., Lax A.J. (1997): Nasal infection with Pasteurella
multocida causes proliferation of bladder epithelium in gnotobiotic pigs. Vet. Rec.,
140: 22.

iDali C., Foged N.T., Frandsen P.L., Nielsen M.H., Elling, F. (1991): Ultrastructural
localization of the Pasteurella multocida toxin in a toxin-producing strain. J. Gen.
Microbiol., 137: 1067-1071.

Iljina Z.M., Zasukhin 1. (1975): Role of Pasteurella toxins in the pathogenesis of
infectious atrophic rhinitis. Sb. Nauchn. Rab. Sib. Zon Nauch. Vet. Inst. Omsk., 25:
76-86.

Irie Y., Mattoo S., Yuk ML.H. (2004): The Bvg virulence control system regulates
biofilm formation in Bordetella bronchiseptica. J. Bacteriol., 186: 5692-5698.

Isaacson R.E. (1983): Bacterial adherence to mucosal surfaces: an attribute of
virulence. Bull. Eur. Physiopath. Resp., 19: 75-80.

Iwamatsu S., Sawada T. (1988): Relationship between serotypes, dermonecrotic toxin
production of Pasteurella multocida isolates and pneumonic lesions of porcine
lung. Jap. J. Vet. Sci., 50: 1200-1206.

Jacob-Dubuisson F., Locht C. (2007): The Bordetella adhesins. In: Locht C. (ed.):
Bordetella. Molecular microbiology. Scientific Press, Wymondham, 69-96.

Jacques M., Parent N., Foiry B. (1988): Adherence of Bordetella bronchiseptica and
Pasteurella multocida to porcine nasal epithelial cells. Can. J. Vet. Res., 52: 283-
285.

Jolie R., de Roose P., Tuyttens N. (1990): Diagnosis of atrophic rhinitis by
computerised tomography: A preliminary report. Vet. Rec., 126: 591-594.

Jutras 1., Martineau-Doizé B. (1996): Stimulation of osteoclast-like cell formation by
Pasteurella multocida toxin from hemopoietic progenitor cells in mouse bone
marrow cultures. Can. J. Vet. Res., 60: 34-39.

111



dc_834 14

Kabay M.J., Mercy A.R., Lloyd J.M., Robertson G.M. (1992): Vaccine efficacy for
reducing turbinate atrophy and improving growth rate in piggeries with endemic
atrophic rhinitis. Aust. Vet. J., 69: 101-103.

Kadlec K., Kehrenberg C., Wallmann J., Schwarz S. (2004): Antimicrobial
susceptibility of Bordetella bronchiseptica isolates from porcine respiratory tract
infections. Antimicrob. Agents Chemother., 48: 4903-4906.

Kamp E.M., Van der Heijden P.J., Tetenburg B.J. (1987): Purification of a heat
labile dermonecrotic toxin from culture fluid of Pasteurella multocida. Vet.
Microbiol., 13: 235-248.

Kashimoto T., Katahira J., Cornejo W.R., Masuda M., Fukuoh A., Matsuzawa T.,
Ohnishi T., Horiguchi Y. (1999): Identification of functional domains of
Bordetella dermonecrotizing toxin. Infect. Immun., 67: 3727-3732.

Kemeny L.J. (1972): Experimental atrophic rhinitis produced by Bordetella
bronchiseptica culture in young pigs. Cornell Vet., 62: 477-485.

Khelef N., Bachelet C.M., Vargaftig B.B., Guiso N. (1994): Characterization of
murine lung inflammation after infection with parental Bordetella pertussis and
mutants deficient in adhesins or toxins. Infect. Immun., 62: 2893-2900.

Kielstein P., Heilmann P., Magyar T. (1987): Pasteurella multocida als Erreger der
Rhinitis atrophicans: Bedeutung des Dermonecrotoxins im Babymaustest sowie In-
vitro-Nachweis von Adharenzeigenschaften. J. Vet. Med. B., 34: 216-226.

Kimman T.G., Lowik C.W., van de Wee-Pals L.J., Thesingh C.W., Defize P.,
Kamp E.M., Bijvoet O.L. (1987): Stimulation of bone resorption by inflamed
nasal mucosa, dermonecrotic toxincontaining conditioned medium from

Pasteurella multocida, and purified dermonecrotic toxin from P. multocida. Infect.
Immun., 55: 2110-2116.

Knust Z., Schmidt G. (2010): Cytotoxic necrotizing factors (CNFs) - a growing toxin
family. Toxins, 2: 116-127.

Kovacs F., Magyar T. (1996): Evaluation of Ingelvac AR4 vaccine under field
condition. 14th IPVS Congress Bologna, p. 254.

Kriiger M., Horsch F. (1982): Untersuchungen zur Differenzierung von Bordetella
bronchiseptica Stammen. 1. Mitteilung: Nachweis des hitzenlabilen Exotoxins und
des Haemagglutinins. Arch. Exp. Vet. Med. Leipzig, 36: 691-698.

Lacerda H.M., Pullinger G.D., Lax A.J., Rozengurt E. (1997): Cytotoxic necrotizing
factor 1 from Escherichia coli and dermonecrotic toxin from Bordetella
bronchiseptica induce p21rh°—dependent tyrosine phosphorylation of focal adhesion
kinase and paxillin in Swiss 3T3 cells. J. Biol. Chem., 272: 9587-9596.

Lacey B.W. (1960): Antigenic modulation of Bordetella pertussis. J. Hyg., 58: 57-93.

Lax A.J., Chanter N. (1990): Cloning of the toxin gene from Pasteurella multocida
and its role in atrophic rhinitis. J. Gen. Microbiol., 136: 81-87.

Lax A.J., Chanter N., Pullinger G.D., Higgins T., Staddon J.M., Rozengurt E.
(1990): Sequence analysis of the potent mitogenic toxin of Pasteurella multocida.
FEBS Lett., 277: 59-64.

Lebrun 1., Marques-Porto R., Pereira A.S., Pereira A., Perpetuo E.A. (2009):
Bacterial toxins: an overview on bacterial proteases and their action as virulence
factors. Mini-Reviews in Med. Chem., 9: 820-828.

112



dc_834 14

Leininger E., Probst P.G., Brennan M.]J., Kenimer J.G. (1993): Inhibition of
Bordetella pertussis filamentous hemaglutinin-mediated cell adherence with
monoclonal antibodies. FEMS Microbiol. Lett., 106: 31-38.

Lemichez E., Flatau G., Bruzzone M., Boquet P., Gauthier M. (1997): Molecular
localization of the Escherichia coli cytotoxic necrotizing factor CNF1 cell-binding
and catalytic domains. Mol. Microbiol., 24: 1061-1070.

Lendvai N., Magyar T., Semjén G. (1992): Cross-protection studies on Bordetella
bronchiseptica in mice using an intracerebral challenge model. Vet. Microbiol., 31:
191-196.

Livey 1., Wardlaw A.C. (1984): Production and properties of Bordetella pertussis heat
labile toxin. J. Med. Microbiol., ,17: 91-103.

Logomarsino J.V., Pond W.G., Sheffy B.E., Krook L. (1974): Turbinate morphology

in pigs inoculated with Bordetella bronchiseptica and fed high or low calcium
diets. Cornell Vet., 64: 573-583.

Magyar T. (1990): Virulence and lienotoxicity of Bordetella bronchiseptica in mice.
Vet. Microbiol., 25: 199-207.

Magyar T., Chanter N., Lax A.J., Rutter J.M., Hall G.A. (1988): The pathogenesis
of turbinate atrophy in pigs caused by Bordetella bronchiseptica. Vet. Microbiol.,
18: 135-146.

Magyar T., Glavits R. (1990): Immunopathological changes in mice caused by Bordetella
bronchiseptica and Pasteurella multocida. Acta Vet. Hung., 38: 203-210.

Magyar T., Lendvai N., Semjén G., Réthy L. (1983): Investigation of the biological
activities of Bordetella bronchiseptica. 1. Adherence to the target cell. Ann.
Immunol. Hung., 23: 361-366.

Magyar T., Rimler R.B. (1991): Detection and enumeration of toxin-producing
Pasteurella multocida with a colony-blot assay. J. Clin. Microbiol., 29: 1328-1332.

Magyar T., Semjén G., Osvath, Zs. (1985): Investigation of adhesive and non-

adhesive Bordetella bronchiseptica strains in a suckling-mouse model. Acta Vet.
Hung., 33: 137-141.

Martineau-Doizé B., Caya I., Gagné S., Jutras 1., Dumas G. (1993): Effects of
Pasteurella multocida toxin on the osteoclast population of the rat. J. Comp.
Pathol., 108: 81-91.

Martinez de Tejada G., Miller J.F., Cotter P.A. (1996): Comparative analysis of the

virulence control systems of Bordetella pertussis and Bordetella bronchiseptica.
Mol. Microbiol., 22: 895-908.

Masuda M., Betancourt L., Matsuzawa T., Kashimoto T., Takao T., Shimonishi Y.,
Horiguchi Y. (2000): Activation of rho through a cross-link with polyamines
catalyzed by Bordetella dermonecrotizing toxin. EMBO J., 19: 521-530.

Matsuzawa T., Fukui A., Kashimoto T., Nagao K., Oka K., Miyake M., Horiguchi
Y. (2004): Bordetella dermonecrotic toxin undergoes proteolytic processing to be

translocated from a dynamin-related endosome into the cytoplasm in an
acidification-independent manner. J. Biol. Chem., 279: 2866-2872.

Matsuzawa T., Kashimoto T., Katahira J., Horiguchi Y. (2002): Identification of a
receptor-binding domain of Bordetella dermonecrotic toxin. Infect. Immun., 70:
3427-3432

113



dc_834 14

Mattoo S., Cherry J.D. (2005): Molecular pathogenesis, epidemiology, and clinical
manifestations of respiratory infections due to Bordetella pertussis and other
Bordetella subspecies. Clin. Microbiol. Rev., 18: 326-382.

Mester K., Magyar T. (2007): Torzito orrgyulladas - lehetiink-e mentesek? Magy.
Allatorv. Lapja, 129: 231-238.

Miniats O.P., Johnson J.A. (1980): Experimental atrophic rhinitis in gnotobiotic pigs.
Can. J. Comp. Med., 44: 358-365.

Muirhead ML.R. (1979): Respiratory diseases of pigs. Br. Vet. J., 135: 497-508.

Mullan P.B., Lax A.J. (1996): Pasteurella multocida toxin is a mitogen for bone cells
in primary culture. Infect. Immun., 64: 959-965.

Mullan P.B., Lax A.J. (1998): Pasteurella multocida toxin stimulates bone resorption
by osteoclasts via interaction with osteoblasts. Calcif. Tissue Int., 63: 340-345.

Nakai T., Kume K., Yoshikawa H., Oyamada T., Yoshikawa Y. (1988): Adherence of
Pasteurella multocida or Bordetella bronchiseptica to the swine nasal epithelial cell
in vitro. Infect. Immun., 56: 234-240.

Nakai T., Sawata A., Kume K. (1985): Intracellular locations of dermonecrotic toxins in
Pasteurella multocida and Bordetella bronchiseptica. Am. J. Vet. Res., 46: 870-874.

Nakase Y. (1957): Studies on Hemophilus bronchisepticus 11I: differences of biological
properties between phase I and phase III of H. bronchisepticus. Kitasato Arch. Exp.
Med,. 30: 79-84.

Nicholson T.L., Brockmeier S.L., Loving C.L., Register K.B., Kehrli M.E., Stibitz
S.E., Shore S.M. (2011): Phenotypic modulation of the virulent Bvg phase is not
required for pathogenesis and transmission of Bordetella bronchiseptica in swine.
Infect. Immun., 80: 1025-1036.

Nielsen J.P., Foged N.T., Sorensen V., Barfod K., Bording A., Petersen S.K. (1991):
Vaccination against progressive atrophic rhinitis with a recombinant Pasteurella
multocida toxin derivative. Can. J. Vet. Res., 55: 128-138.

Orth J.H., Aktories K. (2012): Molecular Biology of Pasteurella multocida Toxin.
Curr. Top. Microbiol. Immunol., 361: 73-92.

Orth J.H., Preuss I., Fester 1., Schlosser A., Wilson B.A., Aktories K. (2009):
Pasteurella multocida toxin activation of heterotrimeric G proteins by deamidation.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106: 7179-7184.

Ottemann K.M., Miller J.F. (1997): Roles for motility in bacterial-host interactions.
Mol. Microbiol., 24, 1109-1117.

Osz Gy. (1956): A sertések torzit6 orrgyulladdsa. Magy. Allatorv. Lapja, 11: 244-251.

Parkhill J., Sebaihia M., Preston A., Murphy L.D., Thomson N., Harris D.E.,
Holden M.T.G., Churcher C.M., Bentley S.D., Mungall K.L., Cerdeno-
Tarraga A.M., Temple L., James K., Harris B., Quail M.A., Achtman M.,
Atkin R., Baker S., Basham D., Bason N., Cherevach I., Chillingworth T.,
Collins M., Cronin A., Davis P., Doggett J., Feltwell T., Goble A., Hamlin N.,
Hauser H., Holroyd S., Jagels K., Leather S., Moule S., Norberczak H., O’Neil
S., Ormond D., Price C., Rabbinowitsch E., Rutter S., Sanders M., Saunders
D., Seeger K., Sharp S., Simmonds M., Skelton J., Squares R., Squares S.,
Stevens K., Unwin L., Whitehead S., Barrell B.G., Maskell D.J. (2003):
Comparative analysis of the genome sequences of Bordetella pertussis, Bordetella
parapertussis and Bordetella bronchiseptica. Nat. Genet., 35: 32-40.

114



dc_834 14

Passerini de Rossi B.N., Friedman L.E., Darnaud S., de Torres R.A., Franco M.A.
(1997): Flagellin, a major protein present in SDS-PAGE profiles of Sarkosyl-OMP-
enriched fraction from Bordetella bronchiseptica Bvg— or modulated Bvg+ strains.
Vet. Microbiol., 56: 65-77.

Pedersen K.B. (1975): The serology of Bordetella bronchiseptica isolated from pigs
compared with strains from other animal species. Acta Path. Microbiol. Scand.
Sect. B, 83: 590-594.

Pedersen K.B., Barfod K. (1981): The aetiological significance of Bordetella
bronchiseptica and Pasteurella multocida in atrophic rhinitis of swine. Nord. Vet.
Med., 33: 513-522.

Pedersen K.B., Barfod K. (1982): Effect on the incidence of atrophic rhinitis of
vaccination of sows with vaccine Pasteurella multocida toxin. Nord. Vet. Med.,
34:293-302.

Pedersen K.B., Elling F. (1984): The pathogenesis of atrophic rhinitis in pigs induced
by toxigenic Pasteurella multocida. J. Comp. Path., 94: 203-214.

Pejsak Z., Wasinska B., Markowska-Daniel 1., Hogg A. (1994): Field evaluation of
thirteen regimens for the control of progressive atrophic rhinitis. Comp. Immunol.
Microbiol. Infect. Dis., 17: 125-132.

Penny R.H.C., Penny J.C. (1976): Priorities for pig research. Vet. Rec., 99: 451-453.

Petersen S.K. (1990): The complete nucleotide sequence of the Pasteurella multocida
toxin gene and evidence for a transcriptional repressor, TxaR. Mol. Microbiol., 4:
821-830.

Pijoan C. (1992): Pneumonic pasteurellosis. In: Leman A.Dd, Glock R.D., Mengeling
W.L., Penn R.H.C., School E., Straw B., editors. Diseases of Swine, 7th Edition.
Ames, lowa, USA, Iowa State University Press, 1992: 552-529.

Pijpers A., van Klingeren B., Schoevers E.J., Verheijden J.H., van Miert A.S.
(1989): In vitro activity of five tetracyclines and some other antimicrobial agents
against four porcine respiratory tract pathogens. J. Vet. Pharmacol. Ther., 12: 267-
276.

Plonait H., Heinel K.G., Bollwahn W. (1980): Vergleich von Endoskopie und
Rontgenaufnahmen als Hilfsmittel zur Diagnose der Rhinitis atrophicans am
lebenden Schwein. Praktischer. Tierartz., 61: 1056-1064.

Porter J.F., Parton R., Wardlaw A.C. (1991): Growth and survival of Bordetella
bronchiseptica in natural waters and in buffered saline without added nutrients.
Appl. Environ. Microbiol., 57: 1202-1206.

Pésa R., Donké T., Bogner P., Kovacs M., Repa 1., Magyar T. (2011): Interaction of
Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida, and fumonisin B1 in the porcine
respiratory tract as studied by computed tomography. Can. J. Vet. Res., 75: 176-
182.

Pésa R., Magyar T., Stoev S.D., Glavits R., Donké T., Repa 1., Kovacs M. (2013):
Use of computed tomography and histopathologic review for lung lesions produced
by the interaction between Mycoplasma hyopneumoniae and fumonisin mycotoxins
in pigs. Vet. Pathol., 50: 971-979.

Preston A., Parkhill J., Maskell D.J. (2004): The Bordetellae: lessons from genomics.
Nat. Rev. Microbiol., 2: 379-390.

115



dc_834 14

Preuss 1., Hildebrand D., Orth J.H., Aktories K., Kubatzky K.F. (2010): Pasteurella
multocida Toxin is a potent activator of anti-apoptotic signalling pathways. Cell
Microbiol., 12: 1174-1185.

Pullinger G.D., Adams T.E., Mullan P.B., Garrod T.I., Lax A.J. (1996): Cloning,

expression, and molecular characterization of the dermonecrotic toxin gene of
Bordetella spp. Infect. Immun., 64: 4163-4171.

Pullinger G.D., Sowdhamini R., Lax A.J. (2001): Localization of functional domains
of the mitogenic toxin of Pasteurella multocida. Infect. Immun.,;69: 7839-7850.

Register K.B., Ackermann M.R. (1997): A highly adherent phenotype associated with
virulent Bvg'-phase swine isolates of Bordetella bronchiseptica grown under
modulating conditions. Infect. Immun., 65: 5295-5300.

Register K.B., Ackermann M.R., Dyer D.W. (1995): Nonradioactive colony lift-
hybridization assay for detection of Bordetella bronchiseptica infection in swine. J.
Clin. Microbiol., 33: 2675-2678.

Ridley A.J. (1996): Rho: theme and variations. Curr. Biol., 6: 1256-1264.

Riising H.J., Van-Empel P., Witvliet M. (2002): Protection of piglets against atrophic
rhinitis by vaccinating the sow with a vaccine against Pasteurella multocida and
Bordetella bronchiseptica. Vet. Rec., 150: 569-571.

Roop R.M., Veit H.P., Sinsky R.]J., Veit S.P., Hewlett E.L., Kornegay E.T. (1987):
Virulence factors of Bordetella bronchiseptica associated with the production of
infectious atrophic rhinitis and pneumonia in experimentally infected neonatal
swine. Infect. Immun., 55: 217-222.

Ross R.F., Duncan J.R., Switzer W.P. (1963): Turbinate atrophy in swine produced
by pure cultures of Bordetella bronchiseptica. Vet. Med., 58: 566-570.

Ross R.F., Switzer W. P., Duncan J.P. (1967): Comparison of pathogenicity of
various isolates of Bordetella bronchiseptica in young pigs. Can. J. Comp. Med.,
31:53-57.

Rutter J.M. (1981): Quantitative observations on Bordetella bronchiseptica infection
in atrophic rhinitis of pigs. Vet. Rec., 108: 451-454.

Rutter J.M. (1983): Virulence of Pasteurella multocida in atrophic rhinitis of
gnotobiotic pigs infected with Bordetella bronchiseptica. Res. Vet. Sci., 34: 287.

Rutter J.M. (1985) :Atrophic rhinitis in swine. Adv. Vet. Sci. Comp. Med., 29: 239-
279.

Rutter J.M., Francis L.M., Sansom B.F. (1982): Virulence of Bordetella
bronchiseptica from pigs with or without atrophic rhinitis. J. Med. Microbiol., 15:
105-116.

Rutter J.M., Mackenzie A. (1984): Pathogenesis of atrophic rhinitis in pigs: a new
perspective. Vet. Rec., 114: 89-90.

Rutter J.M., Rojas X. (1982): Atrophic rhinitis in gnotobiotic piglets: differences in
the pathogenicity of Pasteurella multocida in combined infections with Bordetella
bronchiseptica. Vet. Rec., 110: 531-535.

Rutter J.M., Taylor R.J., Crighton W.G., Robertson LB., Benson J.A. (1984):
Epidemiological study of Pasteurella multocida and Bordetella bronchiseptica in
atrophic rhinitis. Vet. Rec., 115: 615-619.

Sambrook J., Russell D.W. (eds) (2001): Molecular cloning - a laboratory manual, 3rd
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor

116



dc_834 14

Sawata, A., Kume K. (1982): Nasal turbinate atrophy in young mice inoculated with
Bordetella bronchiseptica of pig origin. Am. J. Vet. Res., 43: 1845-1847.

SAS Institute Inc. (2004): SAS/STAT® 9.1 User’s Guide. Cary, NC, USA.

Scarlato V., Rappuoli R. (1991): Differential response of the bvg virulence regulon of
Bordetella pertussis to MgSO4 modulation. J. Bacteriol., 173: 7401-7404.

Scheidt A.B., Mayrose V.B., Hill M.A., Clark L.K., Einstein M.E., Frantz S.F.,
Runnels L.J., Knox K.E. (1992): Relationship to growth performance of
pneumonia and atrophic rhinitis lesions detected in pigs at slaughter among four
seasons. JAVMA, 200: 1492-1496.

Schmidt G., Goehring U.-M., Schirmer J., Lerm M., Aktories K. (1999):
Identification of the C-terminal part of Bordetella dermonecrotic toxin as a
transglutaminase for Rho GTPases. J. Biol. Chem., 274: 31875-31881.

Schoss P. (1983): Clinical diagnosis of atrophic rhinitis. In: Atrophic rhinitis of pigs.
Ed. K. B. Pedersen and N. C. Nielsen. Comm. Eur. Communities Rep EUR 8643
EN. Luxembourg, p.13-21.

Schoss P., Siggel H.J. (1973): Das Rontgenverfahren als Hilfsmittel zur Erkennung der
Rhinitis atrophicans beim. Dtsch. Tierarztl. Wochenschr., 80: 1-6.

Seifert H. (1971): Genetic aspects of atrophic rhinitis in the pig. Monatsh. Vetmed., 26:
770-772.

Sellyei B., Varga Zs., Szentesi-Samu K., Kaszanyitzky E., Magyar T. (2009):
Antimicrobial susceptibility of Pasteurella multocida isolated from swine and
poultry. Acta Vet. Hung., 57: 357-367.

Semjén G., Magyar T. (1985): A bovine haemagglutinin of Bordetella bronchiseptica
respon-sible for adherence. Acta Vet. Hung., 33: 129-136.

Seo B., Choy E.W., Maudsley W.E., Miller W.E., Wilson B.A, Luttrell L.M. (2000):
Pasteurella multocida toxin stimulates mitogen-activated protein kinase via Gq/11-
dependent transactivation of the epidermal growth factor receptor. J. Biol. Chem.,
275: 2239-2245.

Shimizu T., Nakagawa M., Shibata S., Suzuki K. (1971): Atrophic rhinitis produced
by intranasal inoculation of Bordetella bronchiseptica in hysterectomy produced
colostrum-deprived pigs. Cornell Vet., 61: 696-705.

Shryock T.R., Losonsky J.M., Smith W.C., Gatlin C.L., Francisco C.J., Kuriashkin
L.V., Clarkson R.B., Jordan W.H. (1998): Computed axial tomography of the
porcine nasal cavity and a morphometric comparison of the nasal turbinates with
other visualization techniques. Can. J. Vet. Res., 62: 287-292.

Silveira D., Edington N., Smith L.M. (1982): Ultrastructural changes in the nasal
turbinate bones of pigs in early infection with Bordetella bronchiseptica. Res. Vet.
Sci., 33: 37-42.

Sisak F., Gois M., Kuksa F. (1978): The sensitivity of the strains of Bordetella
bronchiseptica, Pasteurella multocida and Mycoplasma hyorhinis, isolated from
pigs, to antibiotics and chemotherapeutics. Vet. Med. (Prague), 23: 531.

Skelly B.J., Pruss M., Pellegrino R., Andersen D., Abruzzo G. (1980): Variation in
degree of atrophic rhinitis with field isolates of Bordetella bronchiseptica.
Copenhagen, Proceedings of the 6th IPVSC, 210.

Sterner-Kock A., Lanske B., Uberschar S., Atkinson M.J. (1995): Effects of the
Pasteurella multocida toxin on osteoblastic cells in vitro. Vet. Pathol., 32: 274-279.

117



dc_834 14

Stibitz S., Black W., Falkow S. (1986): The construction of a cloning vector designed
for gene replacement in Bordetella pertussis. Gene, 50: 133-140.

Stockbauer K.E., Fuchslocher B., Miller J.F., Cotter P.A. (2001): Identification and
characterization of BipA, a Bordetella Bvg-intermediate phase protein. Mol.
Microbiol., 39: 65-78.

Straw B.E., Burgi E.J., Hilley H.D. (1983): Pneumonia and atrophic rhinitis in pigs
from a test station. J. Am. Vet. Med. Assoc., 182: 607-611.

Straw B.E., Leman A.D., Robinson R.A. (1984): Pneumonia and atrophic rhinitis in
pigs from a test station: A follow-up study. JAVMA, 185: 1544-1546.

Suda T., Takahashi N., Udagawa N., Jimi E., Gillespie M.T., Martin T.J. (1999):
Modulation of osteoclast differentiation and function by the new members of the
tumor necrosis factor receptor and ligand families. Endocr. Rev., 20: 345-357.

Switzer W.P. (1956): Infectious atrophic rhinitis: concept that several agents may cause
turbinate atrophy. Am. J. Vet. Res., 17: 478-484.

Switzer W.P. (1963): Elimination of Bordetella bronchiseptica from the nasal cavity of
swine by sulphonamide therapy. Vet. Med., 58: 571-574.

Switzer W.P. (1981). Bordetellosis, p. 497-507. In A. D. Leman, R. D. Glock, W. L.
Mengeling, R. H. C. Penny, E. Scholl, and B. Straw (ed.), Diseases of Swine, 5th
ed. lowa State University Press, Ames.

Switzer W.P., Farrington D.O. (1975). Infectious atrophic rhinitis, p. 687-711. In H.
W. Dunne and A. D. Leman (ed.), Diseases of Swine, 4th ed. Iowa State University
Press, Ames.

Tang X., Zhao Z., Hu J., Wu B., Cai X., He Q., Chen H. (2009): Isolation,
antimicrobial resistance, and virulence genes of Pasteurella multocida strains from
swine in China. J. Clin. Microbiol., 47: 951-958.

Temple L.M., Weiss A.A., Walker K.E., Barnes H.J., Christensen V.L., Miyamoto
D.M., Shelton C.B., Orndorff P.E. (1998): Bordetella avium virulence measured
in vivo and in vitro. Infect. Immun., 66: 5244-5251.

Tornoe N., Nielsen N.C. (1976): Inoculation experiments with Bordetella
bronchiseptica strains in SPF pigs. Nord. Vet. Med., 28: 233-242.

Tornoe N., Nielsen N.C., Svendsen J. (1976): Bordetella bronchiseptica isolations
from the nasal cavity of pigs in relation to atrophic rhinitis. Nord. Vetmed.. 28: 1.

van Diemen P.M., de Jong ML.F., de Vries Reilingh G., van der Hel P., Schrama
J.W. (1994): Intranasal administration of Pasteurella multocida toxin in a
challenge-exposure model used to induce subclinical signs of atrophic rhinitis in
pigs. Am. J. Vet. Res., 55: 49-54.

Varga J., Magyar K., Fodor L., Romvary A. (1991): Prevention and treatment of
atrophic rhinitis in pigs with Getroxel, chlorquinaldol and oxytetracycline. Acta
Vet. Hung., 39: 127-135.

Vecht U., Arends J.P., Van der Molen E.J., Leengoed L.A. (1989): Differences in
virulence between two strains of Streptococcus suis type Il after experimentally
induced infection of newborn germ-free pigs. Am. J. Vet. Res., 50: 1037-1043.

Vecht U., Wisselink H.J., Van Dijk J.E., Smith H.E. (1992): Virulence of

Streptococcus suis type 2 strains in newborn germfree pigs depends on phenotype.
Infect. Immun., 60: 550-556.

118



dc_834 14

Voets M.T., Klaassen C.H., Charlier P., Wiseman A., Descamps J. (1992):
Evaluation of an atrophic rhinitis vaccine under controlled conditions. Vet. Rec.,
20: 549-553.

Walker K.E., Weiss A.A. (1994): Characterization of the dermonecrotic toxin in
members of the genus Bordetella. Infect Immun., 62: 3817-3828.

Walker K.E., Weiss A.A. (1994): Characterization of the dermonecrotic toxin in
members of the genus Bordetella. Infect. Immun., 62: 3817-3828.

Ward P.N., Miles A.J., Sumner I.G., Thomas L.H., Lax A.J. (1998): Activity of the
mitogenic Pasteurella multocida toxin requires an essential C-terminal residue.
Infect. Immun., 66: 5636-5642.

Weiss A.A., Falkow S. (1984): Genetic analysis of phase change in Bordetella
pertussis. Infect. Immun., 43: 263-269.

Weiss A.A., Goodwin M.S. (1989): Lethal infection by Bordetella pertussis mutants in
the infant mouse model. Infect. Immun., 57: 3757-3764.

Woolfrey B.F., Moody J.A. (1991): Human infections associated with Bordetella
bronchiseptica. Clin. Microbiol. Rev., 4: 243-255.

Yokomizo Y., Shimizu T. (1979): Adherence of Bordetella bronchiseptica to swine
nasal epithelial cells and its possible role in virulence. Res. Vet. Sci., 27: 15-21.
Zhao 7., Xue Y., Wang C., Ding K., Wu B., He Q., Cheng X., Chen H. (2011):
Antimicrobial susceptibility of Bordetella bronchiseptica ssolates from pigs with

respiratory diseases on farms in China. J. Vet. Med. Sci., 73: 103-106.

119



dc_834 14

9. Sajat kozlemények

Az értekezés alapjaul szolgalé kozlemények:

1. Ackermann M.R,. Register K.B., Gentry-Weeks C., Gwaltney S.M., Magyar T.
A porcine model for the evaluation of virulence of Bordetella bronchiseptica
JOURNAL OF COMPARATIVE PATHOLOGY, 116:(1) pp. 55-61. (1997)

2. Magyar T., Glavits R., Pullinger G.D., Lax A.J.
The pathological effect of the Bordetella dermonecrotic toxin in mice
ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 48:(4) pp. 397-406. (2000)

3. Brockmeier S.L., Register K.B., Magyar T., Lax A.J., Pullinger G.D., Kunkle R.A.
Role of the dermonecrotic toxin of Bordetella bronchiseptica in the pathogenesis of

respiratory disease in swine
INFECTION AND IMMUNITY, 70:(2) pp. 481-490. (2002)

4. Magyar T., King V.L., Kovécs F.
Evaluation of vaccines for atrophic rhinitis - A comparison of three challenge models
VACCINE, 20:(13-14) pp. 1797-1802. (2002)

5. Magyar T., Kovécs F., Donké T., Biré H., Romvari R., Kovdcs M., Repa L.
Turbinate atrophy evaluation in pigs by computed tomography
ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 51:(4) pp. 485-491. (2003)

6. Donké T., Kovics M., Magyar T.
Association of growth performance with atrophic rhinitis and pneumonia detected at
slaughter in a conventional pig herd in Hungary
ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 53:(3) pp. 287-298. (2005)

7. Magyar T., Donko T., Kovics F.
Atrophic rhinitis vaccine composition triggers different serological profiles that do not
correlate with protection
ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 56:(1) pp. 27-40. (2008)

8. Magyar T., Donké T., Repa L., Kovécs M.
Regeneration of toxigenic Pasteurella multocida induced severe turbinate atrophy in pigs
detected by computed tomography
BMC VETERINARY RESEARCH, 9:(222) pp. 1-7. (2013)

9. MagyarT., Lax AJ.
Atrophic rhinitis
In: Brogden KA, Guthmiller JM (szerk.),
Polymicrobial diseases,
Washington: ASM International, 2002. pp. 169-197

120



dc_834 14

Kiilfoldi folydiratban megjelent kozlemények az el6z6 fokozat megszerzése o6ta:

1.

10.

Rimler R.B., Register K.B., Magyar T., Ackermann M.R.

Influence of chondroitinase on indirect hemagglutination titers and phagocytosis of
Pasteurella multocida serogroups A, D and F

VETERINARY MICROBIOLOGY, 47:(3-4) pp. 287-294. (1995)

Register K.B., Magyar T.

Optimized ribotyping protocol applied to Hungarian Bordetella bronchiseptica isolates:
identification of two novel ribotypes

VETERINARY MICROBIOLOGY, 69:(4) pp. 277-285. (1999)

Kovics F., Magyar T., Rinehart C., Elbers K., Schlesinger K., Ohnesorge W.C.

The live attenuated bovine viral diarrhea virus components of a multi-valent vaccine confer
protection against fetal infection

VETERINARY MICROBIOLOGY, 96:(2) pp. 117-131. (2003)

Genzow M., Kovics F., Molnér T., Magyar T.

Concurrent vaccination of piglets with Ingelvac (R) PRRS MLV and with Ingelvac (R) M.
hyo

TIERARZTLICHE UMSCHAU, 61:(12) pp. 649-652. (2006)

Magyar T., Glavits R.

Clinical comparison of tissue tolerance of meloxicam 20mg injectable andflunixin
injectable in pigs

THE PIG JOURNAL, 59: pp. 112-124. (2007)

Pésa R., Kovacs M., Donké T., Szab6é-Fodor J., Mondok J., Bogner P., Repa 1., Magyar T.
Effect of Mycoplasma hyopneumoniae and fumonisin B1 toxin on the lung in pigs
ITALIAN JOURNAL OF ANIMAL SCIENCE, 8:(3) pp. 172-174. (2009)

Maider K., Terhes G., Hajdu E., Urban E., Soki J., Magyar T., Marialigeti K., Katona M.,
Nagy E., Ttri S.

Outbreak of septicaemic cases caused by Acinetobacter ursingii in a neonatal intensive
care unit

INTERNATIONAL JOURNAL OF MEDICAL MICROBIOLOGY, 300: pp. 338-340.
(2010)

Sellyei B., Banyai K., Magyar T.

Characterization of the ptfA gene of avian Pasteurella multocida strains by allele specific
polymerase chain reaction

JOURNAL OF VETERINARY DIAGNOSTIC INVESTIGATION, 22:(4) pp. 607-610.
(2010)

Sellyei B., Wehmann E., Makrai L., Magyar T.
Characterisation of Pasteurella dagmatis-like isolates recovered from the feline oral cavity
VETERINARY MICROBIOLOGY, 145:(3-4) pp. 279-285. (2010)

Pésa R., Donké T., Bogner P., Kovacs M., Repa 1., Magyar T.

Interaction of Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida, and fumonisin B1 inthe
porcine respiratory tract as stidied by computed tomography

CANADIAN JOURNAL OF VETERINARY RESEARCH, 75:(3) pp. 176-182. (2011)

121



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

dc_834 14

Sellyei B., Wehmann E., Makrai L., Magyar T.

Evaluation of the Biolog system for the identification of certain closely related Pasteurella
species

DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND INFECTIOUS DISEASE, 71: pp. 6-11. (2011)

Gyuranecz M., Dénes B., Hornok S., Kovics P., Horvath G., Jurkovich V., Varga T.,
Hajtés L., Szabé R., Magyar T., Vass N., Hofmann-Lehmann R., Erdélyi K., Bhide M.,
Dén A.

Prevalence of Coxiella burnetii in Hungary: Screening of dairy cows, sheep, commercial

milk samples, and ticks
VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC DISEASES, 12:(8) pp. 650-653. (2012)

Gyuranecz M., Reiczigel J., Krisztalovics K., Monse L., Kiikedi Szab6né G., Szilagyi A.,
Szépe B., Makrai L., Magyar T., Bhide M., Erdélyi K.

Factors influencing emergence of tularemia, Hungary, 1984-2010

EMERGING INFECTIOUS DISEASES, 18:(8) pp. 1379-1381. (2012)

Sellyei B., Wehmann E., Magyar T.

Sequencing-independent method for the differentiation of the main phylogenetic lineages
of Pasteurella multocida

JOURNAL OF VETERINARY DIAGNOSTIC INVESTIGATION, 24:(4) pp. 735-738.
(2012)

Gyuranecz M., Kreizinger Zs., Horvath G., Rénai Zs., Dan A., Nagy B., Szeredi L.,
Makrai L., Janosi Sz., Hajtos L., Magyar T., Bhide M., Erdélyi K., Dénes B.

Natural IS711 insertion caused Omp31 gene suppression in Brucella ovis

JOURNAL OF VETERINARY DIAGNOSTIC INVESTIGATION, 25:(2) pp. 234-238.
(2013)

Kreizinger Zs., Hornok S., Dan A., Hresko S., Makrai L., Magyar T., Bhide M., Erdélyi
K., Hofmann-Lehmann R., Gyuranecz M.
Prevalence of Francisella tularensis and Francisella-like endosymbionts in the tick

population of Hungary and the genetic variability of Francisella-like agents
VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC DISEASES, 13: pp. 160-163. (2013)

Kreizinger Zs., Makrai L., Helyes G., Magyar T., Erdélyi K., Gyuranecz M.

Antimicrobial susceptibility of Francisella tularensis subsp. holarctica isolates from
Hungary, Central Europe

JOURNAL OF ANTIMICROBIAL CHEMOTHERAPY, 68:(2) pp. 370-373. (2013)

Pésa R., Magyar T., Stoev S.D, Glavits R., Donké T, Repa 1., Kovics M.

Use of computed tomography and histopathologic review for lung lesions produced by the
interaction between Mycoplasma hyopneumoniae and fumonisin mycotoxins in pigs
VETERINARY PATHOLOGY, 50:(6) pp. 971-979. (2013)

Varga Zs., Volokhov D.V., Stipkovits L., Thuma A. Sellyei B., Magyar T.
Characterisation of Pasteurella multocida strains isolated from geese
VETERINARY MICROBIOLOGY, 163:(1-2) pp. 149-156. (2013)

122



dc_834 14

Hazai kiadasu, angol nyelven megjelent kozlemények az el6z6 fokozat megszerzése ota:

1.

10.

Semjén G., Magyar T., Laczay P.

Therapeutic efficacy of doxycycline against experimental Pasteurella multocida infection
in broiler chickens

ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 46:(1) pp. 85-93. (1998)

Donké T., Kovédcs M., Magyar T.
The effect of atrophic rhinitis (AR) on the weight-gain of swine
AGRICULTURAE CONSPECTUS SCIENTIFICUS, 68:(3) pp. 161-164. (2003)

Donkoé T., Molnar M., Csat6 L., Kovacs M., Magyar T.
Effect of atrophic rhinitis on the behaviour of piglets (preliminary results)
ACTA AGRARIA KAPOSVARIENSIS, 10:(2) pp. 291-295. (2006)

Varga Zs., Sellyei B., Magyar T.

Phenotypic and genotypic characterisation of Pasteurella multocida strains isolated from
pigs in Hungary

ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 55:(4) pp. 425-434. (2007)

Sellyei B., Varga Z., Ivanics E., Magyar T

Characterisation and comparison of avian Pasteurella multocida strains by conventional
and ERIC-PCR assays

ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 56:(4) pp. 429-440. (2008)

Sellyei B., Varga Zs., Szentesi-Samu K., Kaszanyitzky E., Magyar T.
Antimicrobial susceptibility of Pasteurella multocida isolated from swine and poultry
ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 57:(3) pp. 357-367. (2009)

Khayer B., Rénai Zs., Wehmann E., Magyar T.
Detection of urease-negative Bordetella bronchiseptica from the field
ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 39:(3) pp. 289-293. (2011)

Pésa R., Kovacs M., Donké T., Repa 1., Magyar T.
Non invasive (CT) investigation of the lung in Bordetella bronchiseptica infected pigs
AGRICULTURAE CONSPECTUS SCIENTIFICUS, 76:(4) pp. 357-359. (2011)

Balint A., Kiss L., Banyai K., Biksi 1., Szentpdli-Gavallér K., Magyar T., Jankovics L,
Rézsa M., Szalai B., Takacs M., T6th A.Gy., Dan A.

Emergence and characterisation of pandemic HIN1 influenza viruses in Hungarian swine
herds

ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 61: pp. 125-134. (2013)

Sellyei B., Ivanics E., Magyar T.

Characterisation of avian Pasteurella multocida strains with PCR-RFLP analysis of the
ompH gene

ACTA VETERINARIA HUNGARICA, 61:(1) pp. 1-8. (2013)

123



dc_834 14

Magyar nyelvii kozlemények az el6z6 fokozat megszerzése 6ta:

1.

10.

11.

Kiss G., Fabian K., Radvanyi Sz., Magyar T., Papp L., Magdus M.
A Staphylococcus intermedius eléforduldsa kutyakban
MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 49:(5) pp. 299-302. (1994)

Magyar T.
A Bordetella bronchiseptica bioldgidjanak néhdny érdekes kérdése

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 121: pp. 267-274. (1999)

Donké T., Kovédcs M., Magyar T.

A sertés torzitdé orrgyulladdsdnak hatdsa a sulygyarapodasra. 1. Megfigyelések a
betegséggel érintett dllomanyokban

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 127:(6) pp. 330-338. (2005)

Donko6 T., Kovidcs M., Magyar T.

A sertés torzitd orrgyulladdsdnak hatdsa a stlygyarapoddsra. 2. Kisérleti koriilmények
kozott végzett megfigyelések

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 127: pp. 654-660. (2005)

Mester K., Magyar T.
Torzit6 orrgyulladds - lehetiink-e mentesek?
MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 129: pp. 231-238. (2007)

Donkoé T., Kovacs M., Magyar T.

A torzit6 orrgyulladds és a tiidégyulladés silygyarapoddsra gyakorolt hatdsanak vizsgélata
egy hazai sertésallomanyban

ANIMAL WELFARE - ETOLOGIA ES TARTASTECHNOLOGIA, 4:(2) pp. 598-605.
(2008)

Sellyei B., Varga Zs., Samu P-né, Magyar T.
Nyulbol izolalt Pasteurella multocida torzsek jellemzése
MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 130: pp. 396-403. (2008)

Magyar T., Voros B., Wehmann E.

Macskak Bordetella bronchiseptica okozta felsé 1égiti megbetegedése. Osszefoglal6
ismertetés

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 131:(8) pp. 464-469. (2009)

Gyuranecz M., Hauser Zs., Dénes B., Szeredi L., Rénai Zs., Bozi R., Makrai L., Magyar
T., Janosi Sz.

A kutydk Brucella canis okozta megbetegedése Magyarorszagon

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 133:(8) pp. 471-479. (2011)

Khayer B., Wehmann E., Demeter Z., Rénai Zs., Jdnosi Sz., Rusvai M., Magyar T.
Kutya eredetli Bordetella bronchiseptica térzsek molekuldris vizsgilata
MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 133:(10) pp. 594-600. (2011)

Szeredi L., Janosi Sz., Magyar T., Sellyei B., Ronai Zs., Barta E.

Pasteurella aerogenes okozta vetélés két esete sertésben: patoldgiai, immunhisztokémiai,
bakterioldgiai és molekuldris bioldgiai vizsgalatok

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA, 133:(4) pp. 214-219. (2011)

124



dc_834 14

Konferenciakozlemények az el6z6 fokozat megszerzése 6ta

1.

Semjén G., Magyar T., Laczay P.

Efficacy of doxycycline in the treatment of experimentally induced fowl cholera in broiler
chickens

Proc. 6th International Congress of European Association for Vet. Pharmacol. Toxicol.,
Edinburgh, pp. 260-261. (1994)

Ackermann M., Register K., Gentry-Weeks C., Gwaltney S., Magyar T.

Virulence of two strains of Bordetella bronchiseptica in colostrum-deprived, cesarian-
derived pigs

In: Monetti PG, Vignola G (szerk.)

14th IPVS Congress Bologna.

Konferencia helye, ideje: Bologna, Olaszorszdg, 1996.07.07-1996.06.11.

Bologna: p. 252.

Kovdcs F., Magyar T.

Evaluation of Ingelvac AR4 vaccine under field condition

In: Monetti PG, Vignola G (szerk.)

14th IPVS Congress Bologna.

Konferencia helye, ideje: Bologna, Olaszorszdg, 1996.07.07-1996.06.11.
Bologna: p. 254.

Magyar T., Kovécs F.

Efficacy of a vaccine against combined infection with Bordetella bronchiseptica and
Pasteurella multocida in newborn piglets

In: Monetti PG, Vignola G (szerk.)

14th IPVS Congress Bologna.

Konferencia helye, ideje: Bologna, Olaszorszdg, 1996.07.07-1996.06.11.

Bologna: p. 253.

Magyar T., Kovdcs F., Vestergaard-Nielsen K.

Vaccine efficacy comparison against combined infection with Bordetella bronchiseptica
and Pasteurella multocida in newborn piglets

In: Cargill C, McOrist S (szerk.)

16th Int Pig Vet Soc Congress.

Konferencia helye, ideje: Melbourne, Ausztrélia, 2000.09.17-2000.09.20.

Melbourne: p. 479.

Labarque G., Magyar T., Kovécs F., Van Reeth K., Nauwynck H., Pensaert M.

Efficacy testing of a modified live PRRSV vaccine using the clinical synergy between
PRRS virus and bacterial lipopolysaccharides

In: Harris DLH (szerk.)

International Pig Veterinary Society Congress 17th Proceedings.

Konferencia helye, ideje: Ames, Amerikai Egyesiilt Allamok, 2002.06.02-2002.06.05.
Iowa State University, p. 430.

Magyar T., Kovécs F.

Vaccination against Bordetella dermonecrotic toxin and Pasteurella multocida toxin
protects pigs from turbinate atrophy

In: Harris DLH (szerk.)

International Pig Veterinary Society Congress 17th Proceedings.

Konferencia helye, ideje: Ames, Amerikai Egyesiilt Allamok, 2002.06.02-2002.06.05.
Iowa State University, p. 319.

125



8.

10.

11.

dc_834 14

Magyar T., Kovécs F., Donké T., Biré H., Kovics M., Repa L

Computed tomography - A powerful tool to track turbinate atrophy in pigs
In: Blaha Thomas, Pahlitzsch Christoph (szerk.)

Proceedings of the 18th International Pig Veterinary Society Congress.
Konferencia helye, ideje: Hamburg, Németorszag, 2004.06.27-2004.07.01.
Hamburg: IPVS Veranstaltungs GmbH, p. 198.

Magyar T., Kovécs F., Pesch S., Molnar T.

Development of a sow challenge model with European PRRSV isolates
In: Nielsen JP, Jorsal SE (szerk.)

International Pig Veterinary Society Congress 19th Proceedings.
Konferencia helye, ideje: Copenhagen, Dania, 2006.07.16-2006.07.19.

Pésa R., Donké T., Bogner P., Kovics M., Repa L., Magyar T.

Synergy between Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida and fumonisin Bl
toxin in the porcine respiratory tract

In: Proceedings of 20th International Pig Veterinary Society Congress (IPVSC).
Konferencia helye, ideje: Durban, Dél-Afrika, 2008.06.22-2008.06.25.

p. 195.

Pésa R., Kovacs M., Donké T., Szab6é-Fodor J., Mondok J., Bogner P., Repa 1., Magyar T.
Interaction between Mycoplasma hyopneumoniae and fumonisin B1 toxin in the porcine
respiratory tract

In: D’ Allaire S, Friendship R (szerk.)

Proceedings 21th International Pig Veterinary Society Congress (IPVSC).

Konferencia helye, ideje: Vancouver, Kanada, 2010.06.18-2010.06.21.

p. 654.

Konyvfejezet az el6zo fokozat megszerzése ota:

1.

Magyar T., Lax A.
Pasteurella multocida

In: Motarjemi Y, Moy G, Todd E (szerk.)

Encyclopedia of food safety

Amsterdam; Boston; London: Elsevier, 2014. pp. 476-479.
(ISBN:9780123786128)

126



dc_834 14

Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott szeretnék koszonetet mondani azoknak, akik elinditottak a kutatdi
palyan: Mészaros Janos akadémikusnak, aki felvett az intézet munkatdrsai kozé, és
sokat segitett, ha nehézségeim tamadtak, Semjén Gabor professzornak, aki bevezetett a
kutatémunka rejtelmeibe, Réthy Lajos professzornak, akit szintén tanitomesteremnek
tekintek, és dr. Lomniczi Bélanak, aki gyakran latott el barati j6 tandcsaival mikdzben
példat is mutatott nekem.

A palyam soran és az értekezés kozben kapott szdmtalan jo tandcsért Nagy Béla
akadémikusnak tartozom koOszonettel. A kdrbonctani és korszovettani vizsgdlatok
elvégzésében nyujtott munkdjaért dr. Molnar Tamast és dr. Glavits Robertet illeti
koszonet. Halas vagyok dr. Kovacs Ferencnek a sokévi kozds munkaért, melynek
soran érdekesebbnél érdekesebb kisérleteket valdsitottunk meg.

Koszonettel tartozom munkacsoportom mindenkori munkatérsainak, akikkel egyiitt
dolgozhattam. Koziiliik is kiemelném dr. Wehmann Enikot, aki timaszom volt a fiatal
kollégdkkal val6 foglalkozdsban, és nagyon sokat segitett az értekezés szerkesztésében.
Hegediis Eva imméron hisz éve segiti munkdmat, lelkiismeretes kozremiikodése
nagyban hozzdjarult a kisérletes kutatisok eredményes megvaldsitisdhoz, és aki
Schihlgruberné Oryszcsak Katalinnal egyiitt a mintafeldolgozds és laboratériumi
tesztek megszamlalhatatlan mennyiségét végezte el.

Hélas vagyok a Kaposvari Egyetemmel hosszi ideje folyd egyiittmikodés
lehetéségéért Kovacs Melinda akadémikusnak, aki tarsaul fogadott tobb PhD hallgaté
témavezetésében, Repa Imre professzornak, aki lehetévé tette a nagyszdmu CT
vizsgalat elvégzését az éltala vezetett Egészségiigyi Centrumban, valamint a Centrum
Osszes munkatarasanak, akik koziil feltétleniil meg kell emlitenem dr. Donké Tamas,
Szabé Gergé, Takacs Istvan, dr. Petrasi Zsolt és Romvari Rébert professzor nevét.
Kiilon koszonet illeti dr. Biré Hunor c. egyetemi docenst a kisérletes munka sordn
nyujtott faradhatatlan munk4;j4ért.

Alistair Lax professzornak (King’s College, London) kdszonom a tobb mint hisz
éves baratsdgunkat, melynek sordn tobbszor is alkalmunk nyilt egyiitt dolgozni, €s aki a

kozos munkdinkban a nyelvi lektor szerepét is elvallalta.

127



dc_834 14

Ko6szonet illeti a National Animal Disease Center (Ames, Iowa, USA) munkatarsai
koziill a néhai dr. Richard Rimlert, aki tobb alkalommal befogadott a
munkacsoportjdba, és rdaddsul még bardtsdgaval is Kkitlintetett, valamint Susan
Brockmeiert, Karen Registert és Mark Ackermannt, akik nélkiil az ottani munkamat
nem tudtam volna sikeresen elvégezni.

Ko6sz6nom a gyakorlatban dolgoz6 kollégdknak és munkatdrsaiknak a mintagyjtés
€s az lizemi kisérletek sordn végzett mindig dldozatkész munkajat.

Végiil, de nem utolsé sorban hdlds koszonettel tartozom sziileimnek, hogy
felneveltek, és lehetové tették, hogy az allatorvosi palyat valaszthassam, csaladomnak

pedig kdszondm tiirelmiiket és megértd timogatasukat.

128



