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Bevezetés

Tudomanyi iranti érdeklédésem még egyetemi hallgatoként a vadegészségligy teriiletén indult.
TDK dolgozataimat vadmadarak himldvirus fertézése és allatkerti madarak tiidomikoézisanak
témakoreiben készitettem. Allatorvosi diplomam kézhezvétele utan a vadegészségiigyi vonalon
maradva a tularémiat vélasztottam kutatasi teriiletemnek a SZIE Allatorvos-tudoméanyi Kar
Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszékén. PhD értekezésemet 2011-ben védtem meg ,,A
tularémia 6kologiajanak vizsgalata és Francisella tularensis torzsek 6sszehasonlito elemzése”
ciml dolgozatommal. Doktori kutatdsaim soran érdeklédésem egyre inkdbb a zoonotikus,
allatot és embert egyarant megbetegiteni képes, baktériumok felé fordult. 2012-ben sikeriilt
elnyernem a Magyar Tudoményos Akadémia fiatal kutatoknak kiirt, nagy presztizsi Lendiilet
palyazatat, aminek segitségével sajat kutatocsoportot alapithattam az MTA ATK Allatorvos-
tudomanyi Intézetében ,,Zoondtikus Bakteriologia és Mycoplasmatologia” névvel.

Folytattuk tularémia kutatasainkat, az allategészségiigy teriiletén a vilag egyik vezetd tularémia
laboratériumava, kutaté mithelyévé valtunk. Ennek egyik elismerése volt, hogy 2015 és 2018
kozott laboratoriumunk a vilag egyetlen OIE (Word Organization for Animal Health) tularémia
referencia laboratériumaként is funkcionalt. Vizsgdlatainkat egytttal kiterjesztettik a
brucellozis, a Q-laz és a 1épfene teriileteire is. Idével azonban kutatasaink sulypontja egyre
inkdbb a mycoplasmatoldgia iranyéba tolodott. A 2019-ben elnyert Elvonal palyazatom is a
Mycoplasma fajok vizsgalatat célozza. Jelenleg tizenot f6s csoportom kutatasainak 80%-a a
mycoplasmatologia teriiletét fedi le.

Véleményem szerint legjelentdsebb tudoményos eredményeim az utdbbi évek
mycoplasmatologiai kutatdsaibol szarmaznak. Egy-egy vizsgalatot azonban csak egyszer illik
Uj tudoményos eredményként elszamolni, €s mivel nem szeretném a PhD hallgatoim eldl
,elvenni” a kutatasi eredményeket, ezért korai post-doc idészakom brucellozis és Q-laz
teriiletén végzett munkaihoz nyultam vissza az MTA doktori értekezés elkészitéséhez. Ezek
jellemzéen nem megtervezett kutatdsok voltak, hanem tobbségében az élet kinalta varatlan
lehetdséget ragadtuk meg, és dolgoztuk fel kivancsisagtol vezérelve tudoméanyos szemszogbol.
A kezdeti csalodottsdgomat szerencsére karpotolta a dolgozat megirasa soran érzett nosztalgia,
az egykori élmények Ujra élése, amikor még gondtalan kutatoként idém zomét a terepen és a
laborasztal mellett tolthettem, nem pedig a szamitogép monitorja elétt gérnyedve irdnyitottam

egy nagy csoport mindennapi tigyeit.
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Rovid irodalmi attekintés

Brucellozis

Torténet

A Vezav Kr. u. 79-ben tortént kitdrése alkalméval betemetett Herculaneum régészeti feltarasa
soran a brucellozisra jellemz6 csontdeformitdsokat mutatd emberi maradvanyokat talaltak
(Godfroid és mtsai., 2005). Az ugyanekkor eldkeriilt, megkdviilt sajtok elektronmikroszképos
vizsgalata soran pedig aprd, kokkoid-palcakat azonositottak, amik akar Brucella fajok is
lehettek (Capasso, 2002). A korokozot, melyet el6szor Micrococcus melitensis-nek neveztek el
Sir David Bruce izolalta 1887-ben Maltan egy lazas megbetegedésben elhunyt brit katonabol.
Innen szdrmazik a betegség maltai lazként vald elnevezése (Bruce, 1887), a kérokozdt pedig
elsé leiroja tiszteletére Brucella melitensis-re keresztelték at. Zannit, szintén Maltan 1905-ben
kecsketejbol is kimutatta a B. melitensis-t, ezzel igazolva a baktérium zoondtikus jellegét
(Zammit, 1905).

A brucellozis az egyik legrégebb o6ta és legintenzivebben kutatott bakterialis betegség. Ennek
megfelelden Magyarorszagon is szamos vizsgalat sziiletett a fert6zéssel kapcsolatban az elmult
évtizedekben. A teljesség igénye nélkiil parat kiemelve: A legkorabbi hazai vizsgalat Nyiredi
Istvan nevéhez fiiz6dik, aki mar az 1930-as években vizsgalta a Brucella torzseket (Nyiredi,
1932). A Q-lazzal is intenziven foglalkozd Romvary Jozsef a brucelldzis témakorében is
végzett kutatasokat (Romvary, 1954). Prohaszka Laszlo6 attenualt B. suis torzsek eléallitasaval
probalkozott (Prohaszka, 1959). Kardevan Andor és Kemenes Ferenc (1961) a mezei nyulak
brucelldzisardl szamolt be hazankban. K6rmendy Béla és mtsai. a 70-80-as években sokat
foglalkoztak a brucelldzis intézeti diagnosztikai modszereinek fejlesztésével. Munkaik soran
tobbek kozott felismerték a kutyak szerepét a B. suis terjesztésében (Kormendy és Nagy, 1982).
A rendszervaltas utani évtizedekbdl pedig Hajtoés Istvan és Dénes Béla juhok B. ovis
fertdzottségének a vizsgalata terén kifejtett munkassagat mindenképpen ki kell emelni (Dénes

és Glavits, 1994; Hajtos, 1988).
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Koroktan

A Brucella fajok kicsi, kokkoid-palca alaka (0,5-0,7 um széles, 0,6-1,5 um hosszu), fakultativ
intracellularis, Gram-negativ korokozok (OIE, 2018a). Jelenleg 10 kiilonb6z6 Brucella fajt (B.
abortus, B. canis, B. ceti, B. inopinata, B. melitensis, B. microti, B. neotomae, B. ovis, B.
pennipedalis, B. suis) kiilonboztetiink meg, és néhany tovabbi faj var hivatalos leirasra (Olsen
¢s Tatum, 2016). Szamos fajon beliil tovabbi biotipusokat kiilonboztetiink meg.

A Brucella fajok 2 kromoszomaval rendelkeznek, amik egyiittesen kb. 3,2 Mbp nagysaguak.
Genetikai allomanyuk guanin+citozin (G+C) aranya 58-59% ¢és 3200-3400 kodold szakaszt
tartalmaznak (Olsen és Tatum, 2016). A klasszikus Brucella fajok (B. abortus, B. canis, B.
melitensis, B. neotomae, B. ovis és B. suis) kozott tobb mint 94%-o0s a genom szintli genetikai

hasonlosag, ami miatt egy idében, ideiglenesen egy kozos faj alfajainak is tekintették Oket.

Jarvanytan

Brucella fajok a Fold minden részén eléfordulnak, de az egyes fajok el6forduldsa és
gazdaspektruma nagy valtozatossagot mutat. A fajok legfobb jarvanytani tulajdonsagait €s
zoonotikus potencialjat az 1. tablazat tartalmazza. Altalaban gazdafaj specifikusak, de idénként
mas allatokat is megbetegithetnek, mely tulajdonsag kiilondsen a B. melitensis-re jellemzd. A
fertdzodés az egyedek kozotti kozvetlen kontaktus révén vagy a vetélés sordn szennyezddott
kornyezetbdl (szennyezett takarmany, ivoviz) torténik. A természetes €és a mesterséges
megtermékenyités is fontos szerepet jatszhat a betegség terjesztésében.

A B. melitensis Magyarorszagon soha nem fordult eld, az orszag mentességét 2004-ben ismerte
el az Eurdpai Unid. Az utolso hazai B. abortus esetet 1985-ben diagnosztizaltak. Hazankban a

B. canis, B. microti, B. ovis és B. suis fordul el6.
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1. tablazat: Brucella fajok 6 gazdafajai és kozegészségiigyi jelentdségiik.

Faj Gazdafaj Human egészségiigyi jelentoség
szarvasmarha, bdlény, bivaly,
B. abortus . gyakran okoz megbetegedést
javorszarvas, teve
) apatogén/patogén, egyre  tobb
B. canis kutyafélék ' . '
diagnosztizalt eset Dél-Amerikaban
B. ceti delfinek, balnak egyre tobb diagnosztizalt eset
o ) mell implantitumbol tortént az
B. Inopinata nem ismert .
izolalasa
o ] nagyon gyakran okoz
B. melitensis kecske, juh, teve
megbetegedést
o roka, mezei pocok, vaddiszno, )
B. microti . nem ismert
talaj
B. neotomae ragcsalok nem ismert
B. ovis juh apatogén
B. pinnipedialis ~ fokak nem ismert
1-es biotipus: sertés/vaddiszno _
_ _ 1-es biotipus: patogén
2-es biotipus: sertés, vaddiszno, '
‘ 2-es biotipus: feltehetden apatogén
] mezei nyul .
B. suis 3-as biotipus: patogén

3-as biotipus: sertés/vaddiszno
4-es biotipus: rénszarvas

5-0s biotipus: ragcsalok

4-es biotipus: patogén

5-0s biotipus: nem ismert
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Korfejlodés

Az éllatok leggyakrabban széjon at fert6zddnek, de 1éguton, ivarvaladékkal vagy a nyalkahartya
¢s bor sériilésen at is bejuthat a korokozod a szervezetbe. Természetes ellés sordn is
bekovetkezhet az utdodok fert6zodése. A brucelldkat a bemeneti kapuban 1évé makrofagok
bekebelezik, majd a regionalis nyirokcsoméba szallitjak. A baktériumok egy része talél a
falosejtekben, szaporodik, majd a véraramba tor és 2-3 hétig tartd, gyakran intermittald
bakterémiat alakit ki, mely soran a korokozo eljut a bels6é szervekbe. Mind a sejtes, mind a
humoralis immunvalasz részt vesz a baktérium elleni védekezésben, melyek koziil az elébbi
szerepe a dominans. A szervezet immunvalasza kovetkeztében végiil eltlinnek a brucelldk a
vérpalyabol és a szervek dontd tobbségébdl, visszahtizodnak a predilekcids szervekbe (méh,
magzatburok, magzat, tejmirigy, here, mellékhere, nyirokcsomok, iziiletek), ahol tovabb

szaporodnak és idiilt gyulladast; vetélést, iziiletgyulladast, csontdeformitasokat idéznek eld

(WHO, 20086).

Tiinetek, Kéorbonctan

A betegség kezdeti szakasza altalaban tliinetmentes. Az ivarérett allatokban a kérokozé eljut az
ivarszervekbe. A vemhes néstényekben magzatburok gyulladast okoz, ami tobbnyire a
vemhesség harmadik trimeszterében vetéléshez vezet. A pérajkak duzzadtak lehetnek, a
hiivelybdl sziirkésvoros valadék folyhat. Gyakori a magzatburok visszamaradas. A placenta
bévérli, a méhpogacsak feliiletén sargds szinli elhaldasok és fibrin kivalas lathatd. A vetélt
magzatok 6démasak, testliregiikben savos-véres folyadék talalhaté. Him allatokban here és
mellékhere gyulladas alakul ki, dllomanyukban elhaldasos-gennyes gocokkal (1. abra). A sperma
mindsége romlik, nagyszdmu gyulladasos sejtet és baktériumot tartalmaz. El6fordul iziilet,
inhiively és nyaktomld gyulladés, valamint talyogok, elhalasos gocok jelennek meg a bérben
¢és idonként a belsd szervekben. A kiilonbozd szervekben kialakult gocok jellegzetes granuloma

felépitést mutatnak (Varga és mtsai, 2018; WHO, 2006)



dc_1740 20

1. dbra: B. ovis okozta mellékhere gyulladas kosban.

Korjelzés

A klinikai tiinetek és korbonctani elvaltozasok alapjan felmeriilt betegség gyanujat
laboratoriumi  vizsgalatokkal kell megerdsiteni (OIE, 2018a). A vetélt magzatbol,
magzatburokbol, hiivelyvaladékbol készitett kenetben Koster-féle festéssel mutathatok ki a
brucelldk, de mivel mas baktériumok hasonldé morfologiaval és festddéssel rendelkezhetnek,
ezért tovabbi direkt vagy indirekt modszerekkel kell megerdsiteni a fertézés gyantijat. Szamos
konvencionalis és valds idejii polimeraz lancreakcido (PCR) rendszer all rendelkezésre a
mintaban talalhaté Brucella DNS kimutatasara. Amikor lehetéség van ra, akkor meg kell
probalkozni a korokozo izolalasaval a kiillonbozo klinikai mintakbol (hiivelyvaladék, vetélt
magzat, tej, nyirokcsomok, nemi szervek). Az egyes fajok és biotipusok elkiilonitése torténhet
fag tipizalassal, telepmorfologiai tulajdonsagaik alapjan, biokémiai és szerologiai probak
segitségével. Kiilonb6zé molekularis biologiai modszerek (pl. multi-locus variable-number
tandem repeat analysis /MLVA/) is rendelkezésre allnak az egyes torzsek faj, biotipus vagy

akar még finomabb szintli azonositasahoz.

10
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A fert6zés indirekt azonositasara szeroldgiai és cellularis immun probak allnak rendelkezésre.
Sziirdvizsgalatokra alkalmasak a kiilonbozé pufferolt Brucella antigént tartalmazo tesztek
(Rose-Bengal, targylemez agglutinacio), komplement kotési (KK) proba, enzime-linked
immunosorbet assay (ELISA) vagy a fluoreszcencia-polarizacids proba. A pozitiv eredményt
tovabbi tesztek elvégzésével kell megerdsiteni. Tejmintak vizsgalata torténhet indirekt ELISA-
val vagy az uigynevezett tejgytirii teszttel. Cellularis immun probék koziil a brucellin bérproba
alkalmas a nem vakcinazott kér6dzok vagy sertések vizsgalatara.

Az egyedi szintli diagnozis felallitdsakor gyakran ismételt vizsgélatokra és tobb direkt és

indirekt modszer egyiittes alkalmazasara van sziikség.

Gyogykezelés, védekezés

A Brucella fajok szamos antibiotikummal (tetraciklinek, aminoglikozidok, fluorokinolonok)
szemben érzékenyek, de a megbetegedett allatokat nem kezeljiik, egyrészt mert a mentesitésre
valo torekvés a cél, masrészt a fertézott allatokbol nem lehet tokéletesen eliminalni a korokozot.
Az endémidsan fert6zott teriileteken a klinikai tiinetek idéleges mérséklésére igénybe vehetnek
antibiotikumokat.

A mentes teriiletekre a fert6zés behurcolasat allategészségiigyi-igazgatasi jogszabalyokban
rogzitett rendelkezések segitségével védik ki és ellendrzik, melyek karanténozast, ismételt és
kombinalt laboratériumi vizsgalatokat és rendszeres szlirGvizsgalatokat jelentenek. A fertdzott
allomanyok mentesitése torténhet a fertézott egyedek szelekciojaval, generaciovaltassal vagy
alloménycserével (Varga és mtsai., 2018; WHO, 2006).

Endémiés teriileteken a fert6zott alloményok veszteségeinek csokkentésére vagy az elsd
generacios mentes allomanyok védelmére vakcinas védekezést alkalmaznak a jarvanyvédelmi
intézkedések betartasa mellett. El6, attenualt vakcindkat alkalmaznak; a Rev.l torzset B.
melitensis és a S19 és RB51 torzseket B. abortus ellen. Az néstények oltasa az ivarérés elott
javasolt, mert vemhes ndstényekben vetélést okozhat a vakcinazas, tejjel lriilhet a torzs, illetve
a kifejlett korban végzett vakcinazas fals pozitiv szerologia tesztet eredményezhet. Himekben
a vakcinatorzs megtelepedhet az ivarszervekben, ezért oltasuk nem javallott. Mindent
Osszevetve az endémias teriileteken a szemcseppentéssel végzett immunizalas gyakorlatias és
hatékony védekezési moédszernek bizonyult a brucellozis ellen (Varga és mtsai., 2018; WHO,
2006).

11
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Kozegészségiigyi jelentoség

Hazankban sporadikusan, els6sorban importalt emberi megbetegedések fordulnak eld, de a
Fo6ld endémidsan fertdzott régidiban gyakori zoondtikus fertézés. Az emberi megbetegedések
elsddleges forrasa a nyers tej €s abbol késziilt tejtermékek fogyasztasa. Ritkabban fert6zott
vadallatoktol, laboratériumi munka soran vagy esetleg az attenualt vakcinak hasznalata soran
fertdzédnek az emberek. A szijon at, 1éguton, kdtéhartyan vagy boron at torténd fertézodést
egy 10-14 napig tartd lappangasi id6 kdveti, majd a betegek lazasak, étvagytalanok lesznek.
Jellemz6 a visszatérd laz. A kezeletlen betegek lesovanyodnak, gyakori az iziilet, inhiively,
csigolyagyulladas, szivberhartya gyulladés, heregyulladas, magzatkarosodds és a vetélés
(Varga és mtsai., 2018; WHO, 2006).

A korjelzés soran fontos a koreldzmény és a klinikai tiinetek figyelembevétele. A vérben
emelkedd titerben megjelend ellenanyagok mutathatok ki. Az elvaltozott szervbdl vett
biopsziabol vagy vérmintabol a korokozo kitenyészthetd vagy PCR-rel kimutathatd. A betegek
hetekig tartd antibiotikum (doxiciklin, rifampicin) terapidban részesiilnek (Varga ¢és mtsai.,
2018). A kezelés sikerességét szerologiai vizsgalatokkal kell nyomon kdvetni. A megeldzés
szempontjabol legfontosabb a tej pasztérdzése €és az egyéb nyers allati eredetli termékek
fogyasztisanak a keriilése, valamint a foglalkozds korében veszélyeztetett emberek

felvilagositasa és a megfeleld védooltozet viselése.

Q-laz

Torténet

A Q-laz els6é emlitése 1935-b6l szarmazik, amikor az ausztraliai Brisbane-ben vagohidi
munkasok lazas megbetegedésérdl szamoltak be (Derrick, 1937). A megbetegedett emberek
koreldzményének attanulméanyozasa ¢és fizikalis vizsgalata soran Derrick nem jutott
diagnozisra, igy a betegségnek a ,,Q” jelzdt adta a ,,query” (ismeretlen eredetii) laz utén.
Késbébbiekben az is felmertilt, hogy a ,,Q” igazabol Queensland-re, a tartomanyra utal, ahol a
betegséget eldszor leirtdk (McDade, 1990). Burnet és Freeman (1937) egy igényes,
intracellularis korokozot izolalt a Derrick altal kezelt betegek vizeletével fertézott
tengerimalacokbol, aminek a Rickettsia burnetii nevet adta. Tenyésztési és biokémiai
tulajdonsagai alapjan Philip (1948) egy 0j genusba sorolta a R. burnetii-t, amit Coxiella-nak
nevezett el az amerikai kutatd Herald R. Cox utan, aki elsOként izolalta a baktériumot az

Egyesiilt Allamokban (Angelakis és Raoult, 2010).
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A Q-lazat hazankban el0szor vagohidi munkasok szeroldgiai vizsgalata soran mutattak Ki
Farkas és mtsai. (1950). Szarvasmarha adlloményban eldszér 1956-ban azonositotta a fertdzést
Romvary Jozsef (1957). Szerologiai felmérd vizsgalat soran a magyarorszagi juh
alloméanyokban 14,2%, mig a szarvasmarhak kozott 13,45% pozitivitast mutatott ki (Romvary
¢és mtsai., 1979). C. burnetii okozta kér6dz6 vetélésekrdl is tobbszor beszamoltak hazankban az

elmult évtizedek soran (Rady és mtsai., 1985; Szeredi, 2004; Szeredi és mtsai, 2006).

Koroktan

A C. burnetii egy kicsi, kokkoid-palca alaka (0,2-0,4 um széles, 0,4-1,0 um hosszu), obligalt
intracellularis, Gram-negativ koérokozo (Maurin és Raoult, 1999). Két fejlédési stadiuma van.
A large-cell variant (LCV) egy nagyobb, metabolikusan aktiv forma, mely az eukariota sejtek
citoplazmajaban 1évé vakudlumokban szaporodik. Sporulacié soran ezekbdl alakulnak ki a
spora szer(l, kornyezeti hatasoknak ellenalld, igynevezett small-cell variant-ok (SCV), amik a
gazdasejt felbomlasakor a kdrnyezetbe keriilnek (Angelakis és Raoult, 2010).

A C. burnetii egy kb. 5 Mbp nagysagli kromoszoémaval rendelkezik, genomjanak G+C aranya
43%. A legtobb izolatum emellett a négy ismert plazmidbdl legalabb egyet még tartalmaz, ami
a genetikai informacidjuk kozel 2%-at teszi ki. A plazmidot nem tartalmazo izolatumok pedig
egy kb. 16 kbp nagysagi plazmid-szerli szekvenciat tartalmaznak a kromoszémajukba épiilve
(Mallavia, 1991). Kodol6 szekvencidinak a szama 2134, melyek koziil 719 (Eldin és mtsai.,
2017; Oyston és Davies, 2011) hipotetikus. Szamos transzpozont és inzercios szekvenciaval

(pl.: 1S1111) is rendelkezik.

Jarvanytan

Uj-Zéland kivételével vilagszerte, igy hazankban is széles korben elterjedt a C. burnetii (Oyston
¢s Davies, 2011). Szamtalan faj gazdafajaként szolgalhat a héazi allatoktdl a madarakon 4t a
kiillonb6z6 izeltlabt vektorokig. Az emberi Q-lazas megbetegedések elsddleges forrasai
azonban a hdzi kérédzd allomanyok, mint a szarvasmarhdk, juhok és kecskék (Maurin és
Raoult, 1999; Angelakis és Raoult, 2010).

A haszonallatok C. burnetii fertézottségét gyakran a coxiellosis terminologiaval illetjiik, ami
egy kronikus, de gyakran tiinetmentes fertézésre utal (Eldin és mtsai., 2017). A nénemii
egyedek méhében és tejmirigyeiben bujik meg koérokozo, ami juhokban és kecskékben vetélést,
szarvasmarhaban terméketlenséget okozhat (Palmer és mtsai., 1983; Rady és mtsai., 1985; To

¢és mtsai., 1998). A baktérium tritése tejjel, vizelettel és bélsarral torténhet. Ellés, vetélés soran
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a magzatburokkal nagy mennyiségli C. burnetii keriilhet a kornyezetbe. A kiilonb6z6
mezdgazdasagi techologidk, mint példaul a szant6foldek tragyazasa vagy a fertdzott allatok
szallitdsa hozzdjarulhatnak a kérokozd terjedéséhez (Enserik, 2010). Figyelembe véve a
baktérium relative jo ellenalld képességét ezek aztan jelentds jarvanyok kialakuldsahoz
vezethetnek, mint példadul Hollandidban (Enserik, 2010).

Szamos izeltlabu vektorrol, tobbek kozott a kullancsokrol kimutattak, hogy a C. burnetii
vektoraivd véalhatnak a fertézott allatok vérének elfogyasztasa révén. Az ilyen kullancsok
jelentds szdmban iirithetik a baktériumot az tirtilékiikkel. Annak ellenére, hogy mar a korai
kutatasok soran bebizonyitottak, hogy a kullancsok képesek az egyik tengerimalacrol atvinni a
koérokozot a masikra, feltételezhetben nem jatszanak fontos szerepet a gazdasagi allatok
fertdzddése soran, amik elsdsorban direkt kontaktus révén fertdzik egymast (Babudieri, 1959).
Egyes esetekben, mint példaul a C. burnetii madarak, ragcsalok vagy vadon €16 kér6dzok
kozotti terjesztében szerepet jatszhatnak a kullancsok (Stein és Raoult, 1999; Babudieri, 1959).
Az emberi Q-lazas megbetegedések elsddleges forrasa a fertdzott 1éguti részecskék belélegzése,
ami szarmazhat méhvaladékbol, magzatburokbol, szennyezett gyapjuibol, beszaradt tragyabol,
sth. A fert6zott allatok a tejlikkel is tiritik a korokozot, ezért potencialisan a nyers tej fogyasztasa
is fertdzési forrasként szolgalhat, de Onkénteseken végzett kisérletek eredményei
ellentmondasosak ezzel kapcsoltban. A kullancsok szerepét eddig nem igazoltadk az emberi Q-
lazas megbetegedések hatterében (Kazar, 1996). A C. burnetii kozvetlen emberi kontaktussal
(klinikai beteg vizsgalat, korbonctani vizsgalat) és szexudlis Uton torténd terjedése ritka

(Milazzo és mtsai., 2001; Oyston és Davies, 2011).

Korfejlodés

A C. burnetii egyik fontos tulajdonsaga az antigenitas valtozasa, az ugynevezett fazis variancia.
Az akutan fert6zott allatbol vagy emberbdl izolalt vad, virulens korokozd sima, teljes
hosszusagu LPS-t expresszal, ugynevezett I-es fazisban van. Embrionalt tytktojason vagy
sejttenyészeten torténd néhany passzazs soran a baktérium l-es fazisbol avirulens II fazis-ba
alakul at, ami durva, csavart LPS-t expresszal (Angelakis és Raoult, 2010; Oyston és Davies,
2011).

Miutan a kérokozé bejut a szervezetbe rovid idon beliil vérfertdzés alakul ki, majd eljut a bels6
szervekbe (tiidobe, m4ajba, tégybe, vemhes méhbe, nyirokcsomokba), ahol elszaporodik és a
kiilonbozo valadékokkal (bélsarral, vizelettel, tejjel, nyallal) iiriil a kdrnyezetbe. A baktérium
eljut a magzatburokba, majd a véren vagy amnion folyadékon keresztiill a magzatot is

megfertdzheti. A C. burnetii intracellularis korokozo, mely a monocitak/makrofagok
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citoplazmajaban kialakuld fagoszomakban szaporodik. A gazdaszervezet elsddlegesen sejtes
immunvalasszal és granuldma képzddéssel reagal a fertézésre. Ellenanyagok is megjelennek a
vérben, az IgM mind a fézis I-es és II-es sejtek ellen termelddik, mig az IgG elsdsorban a fazis
IlI-es antigén ellen iranyul (Maurin és Raoult, 1999). Az immunvéalasz hatasara a vérpalyabol
¢s szervek tobbségébdl elimindlodik a kérokozo, de egyes szervekben, mint allatok esetén a
bélben ¢és a tégyben, mig emberben a szivbillentyiikben tartésan jelen maradhat és kronikus

fert6zés alakul ki.

Tiinetek és Korbonctan

Kérodzo allatokban gyakran tiinetmentes a fertdzés, vérfertézés idején enyhe héemelkedés,
tejtermelés csokkenés vagy étvagytalansag kialakulhat (Varga és mitsai., 2018). Els@sorban
kecskében, de juh allomanyokban is a tdmeges vetélés, esetleg koraellés, gyenge életképességii
utddok sziiletése a Q-14z legszembetiindbb klinikai tiinete. A vetélt magzatburkokban vérzések,
elhalasok lathatoak, feliiletiikkon fibrinkivéalas fordulhat eld (2. dbra). Szarvasmarhdban a C.
burnetii vetélést kivalto szerepe nem tisztazott. Szintén kutatasokat igényel még a C. burnetii
szerepének a felmérése a terméketlenség, az endometritis/metritis és magzatburok retencid
kérdésében (Agerholm, 2013). A szubklinikai tégygyulladas és a coxiellosis kozott egyes
vizsgalatok szerint feltételezhetd ok-okozati dsszefliggés. Sporadikus vetélésekrdl beszamoltak
mas kérédzo fajokban (bivaly, teve, stb.) is, mig egyéb allatfajokban (kutya, sertés, madarak,

stb.) rendszerint tiinetmentes marad a fert6zés, csak szerologiai athangolddas torténik.
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2. dbra: Vérzéses-elhalasos magzatburok gyulladas kecske C. burnetii okozta vetélése sordn.

(dr. Szeredi Levente felvétele)

Korjelzés

A korbonctani kép, a jellegzetes vérzéses magzatburok gyulladas, felkelti a Q-1az gyantjat. A
laboratoriumi vizsgéalatok sordn a vetélt magzatburokbdl, magzati szervekbdl a korokozot
Stamp-festéssel, immunfluoreszcens vizsgalattal, immunhisztokémiaval (IHK) vagy PCR-rel
lehet kimutatni. Az utobbi alkalmas a vetélésbdl szarmazé mintak mellett az tej, bélsar és vizelet
mintdk vizsgalatara is. Napjainkban a szlir@vizsgalatokra elsdsorban a genomban szdmos
kopidban (torzsenként valtozo) jelenlévd 1S1111 régiot célzé rendkiviil érzékeny (~10°-10%
telep formald egység/TFE/) valds idejii PCR-eket hasznalnak (OIE, 2018b). A C. burnetii
izolalasa specialis tudast igényel és 3-as biztonsagi fokozati laboratériumi koriilmények kozott
torténhet a klinikai minta tengerimalacba oltdsaval, embriondlt tojasban, sejttenyészeten,
valamint szintetikus tapkozegben (Omsland és mtsai., 2009).

A Q-laz fert6zés indirekt kimutatasa torténhet indirekt immunfluoreszcencias vizsgalattal, KK
probaval és ELISA segitségével (OIE, 2018b). A rutin diagnosztikai vizsgalat soran elsGsorban
az utobbi kettdt alkalmazzdk. Az ELISA elénye az magasabb érzékenység, a konnyebb
kivitelezhetdség ¢és, hogy alkalmas a tejbdl torténd ellenanyag kimutatasra is. A KK proba
kivitelezése gyakorlatot igényel, érzékenysége is elmarad az ELISA-étol, de alkalmas a fazis I-
es és Il-es antigének ellen termelt ellenanyagok kimutatdsara, ezaltal informaciéval szolgalhat
az akut és idiilt fertézés elkiilonitéséhez.
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Gyogykezelés, védekezés

Az antibiotikumos gyogykezelés allatok esetében ritkan alkalmaznak, amennyiben sor keriil ra,
akkor tetraciklineket (oxitetraciklin, doxiciklin) érdemes valasztani. Megel6zés, védekezés
szempontjabol elsddleges a megfeleld telepi €s ellési higiéniai szabalyok betartdsa, a vetélt
allatok elkiilonitése, a magzat, magzatburok megsemmisitése, alomanyag ¢&s tragya
artalmatlanitasa, a teriilet fert6tlenitése (Varga és mitsai., 2018). Hosszatavi védekezési
lehetdségként rendelkezésre all kereskedelmi forgalomban kaphat6 inaktivalt vakcina is a Q-
laz elleni védekezésre. A vakcina kecskére és szarvasmarhara van térzskonyvezve, de kisérleti
eredmények alapjan juhon immunizalasara is alkalmas a készitmény. Kecske esetében a
vakcinazas a kordbban nem fert6zott egyedekben megeldzi a vetélést és a baktérium {iritést.
Szarvasmarhaban az immunizalas csokkenti a vetélés kockazatat, de nem mérsékli a baktérium
uritését (Arricau-Bouvery és Rodolakis, 2005). Szeroldgiai vizsgalattal a vakcinazott és
fert6zott allatok nem kiilonithetéek el. Kisebb allomanyok mentesitésére torténtek kisérletek,
de nagyobb allomanyok esetén a fertdzés gyakori eléforduldsa és kornyezetbdl torténd

ujrafertdz6dés miatt a mentesitési probalkozasok eddig nem jartak sikerrel.

Kozegészségiigyi jelentoség

A Q-laz zoondtikus betegség, az emberek leggyakrabban kérédzok beszéaradt bélsaranak,
méhvaladékanak, vizeletének belélegzése utjan fertézodnek. A nyers tej fogyasztas Szerepe a
human megbetegedések kialakuldsdban nem tisztazott. Emberekben az esetek kozel felében a
fert6zés tiinetmentes marad vagy nagyon enyhe tiinetekkel jar. Az esetek masik felében a
heveny megbetegedés soran influenzaszeri tiinetek, 14z, tiidégyulladas, majgyulladés alakul ki.
A kezeletlen emberi megbetegedések 5%-ban idiilt kérkép jon létre, ami szivbelhartya,
szivbillentyli gyulladassal jar egyiitt (Angelakis és Raoult, 2010; Arricau-Bouvery ¢és
Rodolakis, 2005).

A diagnozis felallitasa a korelozmény és a klinikai tiinetek figyelembevételével a vérben
emelkedd titerben megjelend ellenanyagok és/vagy a koérokozo PCR-rel torténd direkt
kimutatasan alapul. Gyogykezelésre altalaban hosszan tartdé doxiciklin terdpia javasolt a
szerologiai titerek nyomon kovetése mellett. Megel6zés szempontjabol a veszélyeztetett
emberek felvilagositasa, a por utjan torténd terjedés megakadalyozasa, megfeleld védooltozet
viselése és a nyers tej fogyasztasanak keriilése ajanlott. Egyes orszdgokban (pl. Ausztralia)

vakcinat is alkalmaztak az emberek immunizalasara (Gidding és mtsai., 2009).
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Anyag és Mddszer
A brucellozis vizsgalatanak anyag és modszertana

Korszovettani, immunhisztokémiai vizsgalatok

A boncolas soran kutatastol fliggéen kiilonféle szerv mintdkat vettiink a szdvettani
vizsgalatokhoz. A mintdkat 10%-os formalinban fixaltuk. A formalinban fixalt, és paraffinba
agyazott szovetmintakbol 4 um vastag metszeteket készitettiink, hematoxilinnal és eozinnal
(HE) megfestettiik, majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

A kiilonbozo kisérletek soran IHK vizsgalatokat végeztiink B. abortus specifikus (S tipusu
Brucella fajok), B. canis specifikus (R tipusu Brucella fajok) hiperimmun nyul és B. suis
specifikus (S tipust Brucella fajok) hiperimmun egér savo segitségével. Az utobbi kett6t
magunk allitottuk eld.

A B. suis specifikus savo eldallitasat egérben végeztiik (Naval Medical Research Institute egér,
hozzavet6legesen 20 g) szubkutan fertézéssel. Az egereket négy héten at, heti egy alkalommal
az egyik mezei nyulbol izolalt é16 B. suis 2-es biotipusu torzzsel fertéztiik, 2x10° csiraszamban.
A mintékat egy ¢jszakan at 4°C-on az egér hiperimmun szérummal egylitt (1:20 000-hez higitas)
inkubaltuk. Az antigén-ellenanyag kapcsolodasat torma-peroxidazzal jeldlt polimerrel mutattuk
ki (EnVision™ + Kit). Negativ kontrollként egy foszfat puffer oldatban inkubalt metszetsort
alkalmaztunk. Egy B. suis 2-es biotipusu baktérium okozta vetélésbdl szarmazo, sertés magzat
szerveibdl gylijtott szévetmintakat pedig pozitiv kontrollként hasznaltuk. A metszeteken
megvizsgaltuk a F. tularensis el6fordulasat is, egy korabban publikalt IHK modszer szerint az
esetleges kettds fert6zés kizarasa érdekében (Gyuranecz és mtsai., 2010). A B. suis-specifikus
IHK tesztet, mely az altalunk eldallitott hiperimmun egér szérumon alapul, olyan
szOvetmintakon is elvégeztiik, amelyek B. canis, F. tularensis, és Y. pseudotuberculosis pozitiv

estekbdl szarmaztak, hogy kizarjuk az esetleges keresztreakciokat ezen baktérium fajokkal.
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A B. canis specifikus hiperimmun savé eléallitasahoz nyulat fertéztiink négy héten at, heti egy
alkalommal, alkalmanként 4x10° TFE B. canis torzzsel. Ez a savo a B. canis-ra és B. ovis-ra
specifikus targylemez agglutinacids proba soran pozitiv eredményt adott, de negativ lett a teszt
a B. abortus és B. suis specifikus agglutinacos proba alkalmaval. A nyulakat az 6todik héten
elvéreztettiik, és a szerologiai vizsgalatok elvégzése utan kezdtik meg a B. canis sejtfal
antigénjeinek kimutatasara alkalmas IHK vizsgalatot. A deparaffinizalt metszeteket a foszfat
pufferolt sdoldottal (PBS) 1:20000 aranyban higitott hyperimmun szérummal egy éjszakan at,
4°C-on inkubaltuk. Az ellenanyag kotodést torma-peroxidazzal jelolt polimerrel
(EnVision™+Kit; Dako, Glostrup, Dania) mutattuk ki. Foszfat pufferben inkubalt metszeteket

hasznaltunk negativ kontrollként.

Izolalas

A kiilonb6z6 Klinikai mintakat (tampon, szovet, vér) az esetek tobbségében 5% inaktivalt
16szérumot tartalmazo, Brucella szelektiv taptalajra (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) oltottuk,
majd 7 napig 37°C-on, 5% CO; tartalom mellett inkubaltuk. A vérmintakbol 1-1 millilitert
kazeinpepton-szdjapepton (tryptic soy broth /TSB/) tartalmia folyékony tapkozegbe is
inokulaltuk (Difco, Becton Dickinson Co., Sparks, MD), amelyeket 21 napig szintén 37°C-on
és 5% CO2 tartalom mellett tenyésztettiink, és amelyekbdl a 7., 14. és a 21. napokon az
el6zéekben leirt taptalajra oltottunk ¢és az eldbbiekben ismertetett koriilmények kozott
inkubaltunk. A mezei nyul vizsgalatok soran a Iépben talalhatoé gocokat kivagtuk, majd bel6liik
1-1 grammot homogenizaltunk, véres agarra oltottunk, és 5 napig 37°C-on, 5% CO, tartalom
mellett inkubaltunk. A taptalajon a Dbaktériumtelepek novekedését és morfologiai

tulajdonsagaikat minden esetben naponta ellendriztiik.

Fenotipusos vizsgalatok

Standard modszerekkel vizsgaltuk a kitenyészett torzsek tenyésztési, morfologiai és biokémiai
aktivitasat valamint CO2- és HaS-termeld képességét, illetve, hogy novekednek-e tionint és
fukszint (20ug/ml) tartalmazo taptalajokon, 5% CO: jelenlétében vagy hianyaban (Alton és
mtsai., 1988; Barrow és Feltham, 1993). Az APl 20 NE teszt (BioMérieux, Marcy 1’Etoile,
Franciaorszag) segitségével is karakterizaltuk egyes esetekben az izolatumokat.

A torzseket a referencia savok (French Agency for Food, Environmental & Occupational Health
Safety /ANSES/, Maisons-Alfort Cedex, Franciaorszag) segitségével is vizsgalatuk.

Targylemez agglutiniciot végeztiink a torzseken A, M (monospecifikus savok a sima /S-
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cre

(monospecifikus savo az egyenetlen /R-rough/ telepmorfologiaja Brucella fajok agglutinacios
faktoraval szemben) savokkal.

Meghataroztuk a B. ovis torzsek autoagglutinacios képességét. Ehhez a 48 o6ras baktérium
tenyészetekbodl 5% losavot és Brucella szelektiv kiegészitot tartalmazo TSB levesben 600 nm
(ODe0o) hullamhosszon mérve 0,8-as slirliségli szuszpenziot készitettiink, melynek valtozasat
spetrofotométer segitségével 6 oras idokozonként mértiik 48 oran keresztiil.

Meghataroztuk a kitenyészett torzsek szénforras-hasznositasat a MicroLog MicroStation™ 1D
System rendszer (BioLog Inc., Hayward, CA) segitségével. A vizsgalathoz 96 lyukd, tn. GN2
mikrolemezeket hasznaltunk. A 96 lyukbol 95 kiilonb6zd szénforrast tartalmazott, a 96. a
negativ kontroll volt. A baktériumtelepekbdl homogén szuszpenziot készitettiink, a lemezekre
mértiik és 37°C-on, 6,5% CO; tartalom mellett inkubdltuk. A metabolikus aktivitds meglétét 4
illetve 24 o6ra mulva ellendriztiik. A lemezeket a BioLog MicroLog2 (5.20) szoftver

segitségével dolgoztuk fel.

Szerolodgia vizsgalatok

A kutya savoé mintakkal elvégeztiik az R-teleptipusi Brucella fajokra (mint a B. canis)
specifikus targylemez agglutinaciot (RSAT) (D-Tec CB, Synbiotics Co., San Diego, CA), és a
2-merkaptoetanolos kicsapas utan a targylemez agglutinaciét (2-ME-RSAT) (D-Tec CB,
Synbiotics Co.). A kutyak S-teleptipusti Brucella fajokkal (pl.: B. suis) tortént esetleges
fert6z6désének kimutatasara targylemez agglutinaciot (Vircell S.L., Granada, Spanyolorszag),
csbagglutinaciot (Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, Egyesiilt Kiralysag), és KK
probat (Virion/Serion GmbH, Wiirzburg, Németorszag) végeztiink.

A mezei nyal vérmintakban Rose-Bengal teszt (Bioveta Inc., Ivanovice na Hané, Csehorszag)
segitségével kerestiik a B. suis specifikus ellenanyagokat (Sterba és Halackova, 1987).
Indirekt ELISA-t hasznaltunk a B. ovis specifikus ellenanyagok kimutatisara a juh savo
mintakbol (Diavet Kft., Budapest, Magyarorszag).

Molekularis bioldgiai vizsgalatok

DNS kivonds

A kiilonb6zé mintakbol a DNS-t a QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA)
segitségével vontuk ki a Gram-negativ baktériumokra, illetve szervmintara vonatkoz6 gyartoi

utasitasok szerint.
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PCR vizsgalatok

A Brucella fajok kimutatasara a kiilonboz6 klinikai mintakbol két konvencionalis és egy valos
idejli PCR rendszert hasznaltunk. Az egyik gél alapti PCR mddszer soran az alabb bemutatasra
keriil6 ,,Bruce-ladder” rendszer BMEI0535-6t ¢s a BMEII0428-at primer parjait hasznaltuk fel.
A masik gél alapt rendszer soran 16S-23S rDNS szakaszt vizsgaltuk Keid és mntsai. (2007)
leirasa alapjan. A bcsp31 gént célz6 TagMan tipusu valos idejii PCR rendszert alkalmaztuk
(Probert és mtsai. 2004).

Kiilonbdz6 molekularis eljarasokat hasznaltunk munkaink soran az izolalt baktériumtorzsek
azonositasara. Az elsé 1épésben minden esetben az ugynevezett ,.Bruce-ladder” modszert
alkalmaztuk (Lopez-Goiii és mtsai., 2008), mely a baktérium faj szintii azonositasara alkalmas.
A reakcidhoz 8 primerpart hasznaltunk, amelyeket fajspecifikus genetikai kiilonbségek alapjan
terveztek meg.

A B. canis és a régebben izolalt B. suis torzsek azonositasa soran masodik 1épésként a B. canis
¢s az egyes B. suis biotipusok elkiilonitésére alkalmas pontmutaciok/egypontos nukleotid
polimorfizmusok (,,single nucleotid polymorphism”-SNP) kimutatasan alapulé multiplex
rendszert alkalmaztunk (Fretin és mtsai., 2008). A tipizalas soran 5 kiilonb6z6 gén adott
pozicidjaban 1év6 pontmutacioit vizsgaltuk: ptsP-1677, pyrH-816/817, malG-963/984, dnaK-
1005, rpoB-244. A B. microti és a késébbiekben izolalt B. suis torzsek leirasa soran mar
rendelkezésre allt a ,,Bruce-ladder” mddszer tovabbfejlesztett valtozata, az igynevezett ,,Suis-
ladder” rendszer arra, hogy megallapitsuk egyes az izolalt térzsek egyes B. suis biotipusokhoz
torténé hasonlosaganak a mértékét (Lopez-Goii és mtsai, 2011). A B. ovis torzsek vizsgalata
soran az omp31l gén nagyobb darabjanak az felsokszorozasa céljabol egy uj PCR rendszert
terveztink a  BtransF2: 5-CGCCGAATGTGATTAGGT-3" ¢és  BtransR2:  5'-
GGACGCCAAAATTACGGACTTCAT-3' primerekkel.

Genotipizalas

Két féle MLVA rendszert hasznaltunk a kiilonb6z6 Brucella torzsek 6sszehasonlitd genetikai
vizsgalatara. Az B. canis torzsek elemzésére a 15 variable-number tandem repeat (VNTR) régio
vizsgalatan alapulé Huynh és mtsai. (2008) altal kifejlesztett modszer altalunk tovabbfejlesztett
véltozatat hasznaltuk. A vizsgalat elsd lépéseként ujraterveztik a 2-es, 29-es és 33-as
lokuszokat, hogy a PCR termékek mérete kisebb legyen, ezaltal kikiiszobolhessiik az 500 bp
méret feletti tartomanyban jelentkez6 mérési pontatlansagokat. Az Ujratervezett primerek
szekvenciai:  VNTR 2: F:  5-CGCTCTCCTCGCCCGCTTCTTCTT-3', R: 5'-
TGTTTTTGGTTGCGCATGGCCG-3; VNTR 29: F: 5'-
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GTTTGTCGTCGCGGGAGAGATTAGGGG-3', R: 5'-
CGGCAGGCGCTTGAGGATGAGG-3 VNTR 33: F: 5'-
CGGATAGGCGCGGCGTGAGTAAGG-3", R: 5'-ACAACATGGCGCGTGAAAGGCCC-3".
A B. canis torzsek vizsgalata soran a VNTR PCR termékeket kapillaris elektroforézissel
valasztottuk el egymastol (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA), majd elemzéshez a
GeneMapper programot (Applied Biosystems Inc.) hasznaltuk. Ha egy izolatum egy adott
VNTR vizsgalata soran tobb leolvasési csucsot is adott (pl: tobb allél eléfordulasa az adott
lokuszon), akkor a legnagyobbat vettilk szamitasba, de a tobbit is figyelembe vettiik, mint
alternativ allélt. A teljes MLVA profillal rendelkez6 torzsek kozotti filogenetikai kapcsolatok
megjelenitésére a PAUP 4.0 Beta 10 (Sinauer Associates Inc., Sunderland, MA) programot
hasznaltuk maximum parsimony elemzéssel. A vizsgalatok soran kontrollként kordbban
karakterizalt B. melitensis és B. suis torzseket alkalmaztuk.

A tobbi faj vizsgalata soran egy 16 VNTR régiot elemz6 modszert vettiik igénybe (Al Dahouk
¢s mtsai., 2007; Le Fléche és mtsai., 2006). A VNTR PCR termékeket méretiiktdl fiiggden 2
vagy 3%-0s agardz gélben futtattuk, majd méreteiket a Kodak M1 SE program (Kodak Inc.,
Rochester, NY) segitségével mértiik le. Azoknal a VNTR 16kuszoknal (Bruce04, Bruce09 and
Brucel9), ahol csak néhany bazisparbdl allt az ismétlédod régid hossza vagy tobb allél jelenlétét
is észleltiik, ott fluoreszcens festékkel (NED, HEX, FAM) jelolt primereket alkalmaztunk és az
elobb leirt MLV A15-6s rendszerhez hasonldan kapilléris elektroforézissel hatdroztuk meg a
fragmentek hosszat. Az egyes ismétlodo régiok szamat a Brucella allél adatbazis (http:/mlva.u-
psud.fr) alapjan hataroztuk meg. Az egyes elemzésekhez ebbdl az adatbazisbol t6ltottiink le a
tovabbi, mas szerzok 4altal publikalt adatokat, amit sziikség esetén tovabbi publikacidok
eredményeivel egészitettiink ki (Abril €s mtsai., 2011). A teljes 16 allél (MLVA 16) vizsgalata
mellett elvégeztiik kiilon-kiilon ezek koziil 8 (MLVA 8: csak 1-es panel 10kuszait tartalmazza)
és 11 (MLVA 11: 1-es és 2A panelek 10kuszait tartalmazza) allél elemzését is (Kilig és mtsai.
2011). A 16 allél egyiittes vizsgalata soran foglalkoztunk a markerek sulyozasaval is Al Dahouk
¢s mtsai. (2007) utmutatdsai alapjan. Ez alapjan az alacsony felbont6d képességli 10kuszok
(Bruce06, Bruce08, Bruce2l, Brucell, Brucel2, Brucel6, Brucel8, Brucel9, Bruce42,
Bruce43, Bruce45, Bruce55), a kozepesfelbontd képességii 10kuszok (Bruce07 és Bruce30) és
a nagy felbontd képességii 10kuszok (Bruce04 és Bruce09) 2, 1 és 0,2-es szorzéval voltak
silyozva az elemzés soran. Az egyes MLVA rendszerek felbonté képességét a Simpson
diverzitds  indexxel hatdroztuk meg 95%  konfidencia intervallum  mellett

(http://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitions/index. php?link=Tool). Az egyes 16kuszok,
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illetve MLV A rendszerek valtozékonysagat a Hunter-Gaston diverzitas indexxel is jellemeztiik
(HGDI, http://lwww.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/ DICI.pl).

A torzsek kozotti evolucios kapcesolatokat neighbor-joining modszerrel vizsgalatuk a MEGA6
program segitségével (Tamura és mtsai., 2013) és goeBURST algoritmus felhasznalasaval
minimum spanning torzsfat készitettiink a Phyloviz programmal (Fransico és mtsai., 2012). A
vizsgalatok soran a B. suis 2-es biotipus tipustorzsét, az ugynevezett Thomsen torzset (ATCC
23445) hasznaltuk kontrollként, a B. suis 5 biotipus tipustorzsét (NCTC 11996) pedig

viszonyitasi pontként (outgroup).

Szekvendlas

A Klasszikus PCR termékek detektalasahoz agardz gél elektroforézist hasznaltunk és a
nukleotid sorrend meghatarozashoz Sanger szekvenalast végeztiink ABI PRISM 3100-Avant
Genetic Analyzer segitségével (Applied Biosystems Inc.). A leolvasasi hibakat a
kromatogrammon manudlisan javitottuk, majd a BioEdit Sequence Alignment Editor vettiik
igénybe az annotalashoz (Hall, 1999).

Uj generaciés szekvenalasi modszert hasznaltunk a B. microti izolatum genomjanak bazis
sorrend meghatarozasahoz. A konyvtar készitéshez a NEBNext® Fast DNA Fragmentation &
Library Prep Set for Ion Torrent™ kitet (New England Biolabs, Hitchin, Egyesiilt Kiralysag)
alkalmaztuk a gyarté utmutatasai alapjan. Az Ion PGM™ Template kit segitségével, a gyarto,
200 bp-os protokolljat kdvetve végeztiik az emulzios PCR-t és az egyéb szekvenalast elokészitd
folyamatokat, majd 316-0s chipen a lon PGM™ Sequencing Kit felhasznalasaval tortént a
szekvenalas. Lasergene Genomics Suite program (DNASTAR Inc., Madison, WI) segitségével
végeztilk a nyers szekvencidk javitasa, a B. microti referencia genomhoz (NC_013119,

NC_013118) valo illesztését és a pontmutaciok azonositasat.

Fehérje analizis

Sodium dodecy! sulfate-polyacrylamide gel elektroforézist (SDS-PAGE) végeztiink a vizsgalt
B. ovis torzson. A szonikalt baktérium szuszpenziot azonos mennyiségii lizis pufferben (50 mM
Tris-HCI, 100 mM NacCl, 0.1% Triton X-100, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO) inkubaltuk
10 percig 25°C-on. Ezt kovetéen a mintat 1:2 aranyban Laemmli pufferben (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) kihigitottuk, majd 10 percig forraltuk. A fehérjéket Coomassie
brilliant kék (Sigma-Aldrich Inc.) festéssel tettiik lathatova és marker (Invitrogen Corp.,

Carlsbad, CA) segitségével azonositottuk az Omp25/0mp31 fehérje csaladot.
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A Q-laz vizsgalatanak anyag és modszertana

Korszovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

Korszovettani és immunohisztokémiai vizsgalatot végeztiink minden olyan magzatburok
mintan, ami a C. burnetii (Loftis és mtsai., 2006) vagy a Chlamydiales (Lienard és mtsai., 2011)
specifikus valds idejii PCR vizsgalatok soran pozitivnak bizonyult. A mintakat formalinban
fixaltuk, paraffinba agyaztuk, majd 4 um vastag metszeteket készitettiink, HE-nel festettiik,
majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A kiilonbozd bakterialis és gombas fertdzések kizarasara
Giemsa festés és Gomori-féle eziist impregnaciot alkalmaztunk. Az IHK vizsgalatot a Brucella
fajoknal ismertetett modon végeztikk. A C. burnetii kimutatasara nyulban termelt hiperimmun
savot (W. Baumgartner felajanlasa) alkalmaztunk 1:10000 higitasban. Pozitiv kontrollként C.

burnetii-vel ismerten fert6zott metszetet hasznaltunk.

Szerolégiai vizsgalatok

Az allati eredetli vérmintak szerologiai vizsgélata soran KK probat és ELISA vizsgalatokat
végeztiink. A KK proba soran a 2-es fazisu antigéneket mutattuk ki (Virion/Serion GmbH). Az
ELISA vizsgélatok (IDEXX Laboratories Inc., Bern, Svéjc) alkalmaval az 1-es és 2-es fazisu
antigéneket is detektaltuk.

Az emberi savéo mintakat mikro-immunofluoreszcencia teszttel (MIF) vizsgalatuk (Focus
Diagnostics Inc., Cypress, CA). A jarvanytani vizsgalat soran minden embert fertézés
gyanusnak tekintettiink, aki magas lazzal vagy tiidégyulladasra utalo rontgen lettel rendelkezett
2013 arpilis 17-ét kdvetden €s a jarvannyal érintett teriileten jart aprilis 4-ét kovetden. Az elsod
vérminta MIF vizsgalati eredménye alapjan minden fertézés gyanus egyént szeronegativnak
vagy feltételezetten fertézottnek (barmilyen jellegli szeropozitivitast /IgM, IgG/ mutatott)
tekintettiink. Amennyiben a savopar vizsgalatara is lehetdéség nyilt, akkor igazolt Q-laz
fert6zésnek tekintettlink minden olyan esetet ahol szerokonverzid tortént és/vagy

megemelkedett (nagyobb, mint 1:252) az 1gG-11/1gG-1 ellenanyag szintje.
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Molekularis biologiai vizsgalatok

DNS kivonas

A tej mintékat centrifugéaltuk Loftis és mtsai. (2010) utmutatasai alapjan, majd az iiledékbdl
tortént a DNS kivonds. A magzatburok mintdkat 10 ml foszfat pufferelt sooldatban
homogenizaltuk stomacher segitségével 5 percig, 10 razas/fordulaton, majd centrifugaltuk 5000
g-n 5 percig. Az ezt kdvetden nyert tiledékbdl tortént a nukleinsav izolalas. A tobbi minta (vér,
kullancs, bélsar) esetében a DNS kivono kit gyartdjanak az utmutatisait kovettiikk a minta
elokészités soran. A DNS kivonas az egyes mintakbol kiilonféle kereskedelmi forgalomban
kaphato kittekkel: QIAamp Tissue and Blood kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag),
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH), the ReliaPrep gDNA Tissue Miniprep System
(Promega Inc., Madison, WI), MagNA Pure LC total nucleic acid isolation kit (Roche

Diagnostics, Rotkreuz, Svajc) és egy hazi modszer segitségével tortént (Dan és mtsai., 2003).

PCR vizsgalatok

A mintak sziirésére a genomban tobb képidban jelen 1€vo 1S1111 gén szakaszt célz6 TagMan
tipusu valods ideji PCR rendszert hasznaltuk (Loftis és mtsai., 2006). Egy kereskedelmi
forgalomban kaphaté pozitiv kontrol (Adiavet Cox; Aes Chemunex Inc., Cranbury, NJ)
segitségével tortént validalas alapjan a PCR érzékenysége 0,1 TFE volt.

Genotipizalas

A PCR pozitiv mintdk genotipizalasara két modszert alkalmaztunk. Az egyik a multi-spacer
typing (MST), mely a C. burnetii genomban egyenletesen eloszl6 10 kitolt6 régio (Cox2, 5, 18,
20, 22, 37,51, 56, 57 and 61) nukleotid sorrendjét elemzi (Glazunova és mtsai., 2005). Ez egy
kozepes felbontod képességli modszer, ami egymastol relative tavoli rokonsagban 4ll6 torzsek
Osszehasonlitasara, evolucios kapcsolataik feltarasara alkalmas. Vizsgalataink soran kapott
szekvenciakat javitottuk, 6sszefliztiik és az MST adatbazisban, illetve korabbi publikaciokban
szereplé torzsek szekvenciaihoz illesztettiik a BioEdit Sequence Alignment Editor 7.1.11
program segitségével (Hall, 1999). A MEGAG program alkalmazasaval, maximum likelihood
model szerint Neighbor-joining tipusu filogenetikai fan jelenitettiik meg az eredményeket
(Tamura és mtsai., 2013).

A masik alkalmazott genotipizald mddszer az MLVA volt, ami egymassal kozeli rokonsdgban
allo torzsek kozotti finom genetikai kapcsolatok feltarasat is lehetové tevd rendszer, ami igy
kivaléan alkalmas akar jarvanytani nyomozas céljara is. Hat l6kuszon alapuld6 modszert

hasznaltunk (Arricau-Bouvery és mtsai., 2006; Astrobiza és mtsai., 2012; Klaassen €s mtsai.,
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2009; Tilburg és mtsai., 2012b; Santos és mtsai., 2012). Az Ms27, Ms28 és Ms34 16koszok 6
nuklotid hosszsagl ismétlodo régiokbal épiiltnek fel, mig az Ms23, Ms24 és Ms33 16kuszok
7 nukleotidot tartalamzé ismétldddé régiok alkotnak. A kisméretli ismétlddd régiok miatt
fluoreszcens festékkel (NED, HEX, FAM) jelolt primereket alkalmaztunk és a PCR termékek
méretének meghatarozasara kapillaris elektroforézist hasznaltunk (ABI 3100 Genetic Analyser,
Applied Biosystems Inc.), majd az eredményeket a Peak Scanner 2.0 program (Applied
Biosystems Inc.) segitségével értékeltiik ki. A torzsek kozotti rokonsdgi kapcsolatokat a
Brucella MLVA vizsgélatokhoz hasonloan a MEGAG és a Phyloviz programokkal készitett
torzsfakon jelenitettiik meg (Fransico és mtsai., 2012; Tamura és mtsai., 2013).

Uj MST és MLVA profilnak tekintettiink minden olyan altalunk elséként leirt profilt, ami nem
szerepelt a nyilvanosan hozzaférheté C. burnetii adatbazisokban (Coxiella burnetii MLVA
database: http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/; Coxiella Multi Spacers Typing Database:
http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/) vagy korabban lek6zolt publikaciokban. Sajnos mas
korokozokkal ellentétben a C. burnetii esetében tobb kutatocsoport nem tette nyilvanossa a
publikalas soran a szekvencia és MLV A adatait, igy ezekkel nem tudtuk a mi eredményinket

Osszehasonlitani.

26



dc_1740 20

Kutatasi eredmények bemutatasa

A brucellozis jarvanytananak vizsgalata

Mezei nyul (Lepus europaeus) brucelldzisanak vizsgalata

Bevezetés

A mezei nyul az egyik legjelent6sebb eurdpai vadaszhato vad és a B. suis 2-es biotipusanak
fontos rezervoar faja is (Godfroid és mtsai., 2005; Kardevan és Kemenes, 1961). A brucellozis
mellett gyakran fertézi a mezei nyulat egy masik zoonoétikus koérokozo, a F. tularensis is
(Gyuranecz és mtsai., 2010). E két korokozé hasonld antigéneket hordoz, ezért gyakori
kozottik a keresztreakcid szeroldgiai vizsgélatok sordan. Tovabbad hasonld makroszkopos
korbonctani elvaltozasokat is okoznak. Mindezek miatt tovabbi kiegészitd laboratoriumi
vizsgalatokra van sziikség a két betegség elkiilonitéséhez (Gyuranecz és mtsai., 2010; Sterba,
1983).

Az évek soran szamos IHK modszert fejlesztettek ki a B. abortus antigének kimutatasara, de a
vizsgalatunkig még nem tortént IHK modszer kidolgozasa a B. suis fertézés detektalasara
(Meador ¢és mtsai., 1986; Pérez és mtsai., 1998; Xavier és mtsai., 2009). Vizsgalatunk célja
ezért egy a B. suis antigének kimutatasara alkalmas IHK rendszer kidolgozasa és a mezei
nyulban megfigyelhetd, brucellozis okozta makroszkopos ¢és mikroszkopos korbonctani

elvaltozasok leirasa volt.

Eredmények

Harom vadaszati idény (2007-2008, 2008-2009 és 2009-2010) alatt 510 mezei nyulat (Lepus
europeus) vizsgalatunk meg Rose-Bengal proba segitségével, a szivbdl vett vérbdl, melyek
koziil 5 bizonyult szeropozitivnak. A korbonctani vizsgalat sordn sargéas-fehér elhaldsos
gocokat talaltunk az allatok 1épében (3/A. abra), tovabba néhany esetben a tiiddben, a vesében,
a méhben (3/B. abra) és a majban (2. tablazat). A gocok 0,1-0,5 cm nagysaguak, jol koriil
hataroltak, kerekek, gyakran a szerv felszinébdl kiemelkedettek és sargas-fehér szaraz
tartalommal vagy gennyes izzadmannyal teltek voltak. Korszovettani vizsgalat soran a gocok
egy nagyobb vagy tobb kisebb, dsszeolvadt granulomanak bizonyultak. Szamtalan kisebb goc
csak a mikroszkopos vizsgalattal latszodott (3/C. abra). A lépben a normal szdveti struktura
helyét teljesen atvették a granuldémak. Az 1-es nytilban a méh endometriumat tobb helyen gocok

erodaltdk. A granulomék kozpontjat néhany heterofil granulocitat és bazofil tormeléket
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tartalmazo eozinofil massza toltotte ki, melyet széles zondban hamsejtek hataroltak, néhany
heterofil granulocitaval és Langhans tipusu oriassejttel kiegésziilve (3/E. abra). Az ezt
kortiloleld zonat hamsejtek, nagy szdmban heterofil granulocita, kdzepes mennyiségben

limfocita és néhany fibrocita hatarolta (3/E. abra).

2. tablazat: Osszefoglalas a B. suis szeropozitiv mezei nyulak kondici6jarél, kérbonctani,

korszovettani, valamint IHK és bakteriologiai vizsgélatarol.

Eset Makroszkopos Mikroszkopos B. suis
Kondicio Pozitiv IHK reakcio
szama elvaltozasok elvaltozasok izolalas
1ép, tiidd, méh,
1ép, tiido, méh, 1ép, tiidd, méh, vese, .
1. gyenge vese, ) pozitiv
vese ) nyirokcsomok
nyirokcsomok
1ép, tiido, )
2. gyenge 1ép, tiido ‘ 1ép, tiido pozitiv
nyirokcsomok
3. gyenge 1ép, tiido 1ép, tiido 1ép, tiido pozitiv
4, gyenge 1ép 1ép 1ép pozitiv
5. gyenge 1€p, m4j 1ép, m4j 1ép, m4j pozitiv

Minden szeropozitiv dllatban kimutattunk immunfestddést az IHK vizsgalat soran. Kevéstol
kozepes mennyiségben észleltiink B. suis antigént a gocok k6zépso részét képezé tormelékben
¢s az extracellularis izzadmanyban (3/F. éabra). Szamos granuldmaban nem tudtunk
immunfestédést kimutatni. Elszortan B. suis specifikus festddést lattunk az 1-es nyul 1épében,
méhizomzataban és nyirokcsomojaban taldlhatd egyes makrofdgokban. Mind az 6t vizsgalt
nyul szeropozitivitdst mutatott a F. tularensis specifikus targylemez agglutinacios vizsgalat
soran is, de a F. tularensis specifikus IHK vizsgalatuk negativ eredménnyel zarult. Az egérben
termelt B. suis specikfikus himerimmun savoé erds extra €s intracellularis festodést adott egy B.
suis 1-es biotipusa okozta sertés vetélmény mintan. Nagyon gyenge festddést eredményezett B.
canis-szal fert6zott szoveten. Nem észleltiink reakciot PBS-sel kezelt negativ kontroll szoveten
és F. tularensis-szel vagy Y. pseudotuberculosis-sal fert6zott mintakon. Vizsgalataink alapjan
az altalunk kifejlesztett IHK eljaras 100%-os specificitast és szenzitivitast mutatott a baktérium
izolalassal 6sszehasonlitva.

A baktérium tenyésztés soran sziirkésfehér, 1 mm atmérdjii telepeket észleltiink mind az 5

szeropozitiv esetb6l 4 napos inkubalas utdn. A kitenyészett izoldtumok Gram-negativ
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festodéstiek, 1 pm-nél kisebb, nem mozgo6d palcak voltak. Koster-féle festéssel pozitivan
festodtek és oxidaz és katalaz aktivitast mutattak. Szénforrds hasznositas vizsgalat alapjan B.
suis-ként azonositottuk a torzseket, majd a pontmutaciok vizsgalata alapjan a 2-es biotipusba

sorotuk Oket. F. tularensis-t egyik mintabol sem tudtunk izolalni.
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3. dbra: B. suis 2-es biotipusa okozta korszovettani és IHK elvadltozasok mezei nyul szerveiben.

A: szamos sargas-fehér goc a duzzadt lépben (2-es eset), B: sargas-fehér gocok a méh falaban
(nyilak)(1-es eset), C: granuloma a lépben (HE) (1-es eset), D: a méh endometriumdat eroddlo
granuloma (csillag) (HE) (1-es eset), E: Langhans tipusu oriassejt (nyil) a lépben (HE) (3-as
eset), F: kozepes mennyiségii B. suis antigén a lépben taldlhato granuloma kézépso részét

kitolté tormelékben (IHK) (4-€S eset).
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Megbeszélés

Korabbi kiilfoldi kutatasok soran B. suis-szal fert6zott mezei nyulakban azt talaltak, hogy a
makroszkopikus és mikroszkdpikus gocok elsésorban az ivarszervekben és a majban fordulnak
elé (Vytovec és mtsai.,1976; Sterba, 1982; Sterba, 1984). Ehhez hasonlo elvaltozasokat a sajat
vizsgalataink soran is tapasztaltunk, de a kiilfoldi kutatasokkal ellentétben mi a 1épben észleltiik
a legmarkansabb elvaltozast, hasonldan a korabbi hazai vizsgalatokhoz (Kardevan és Kemenes,
1961). A korszovettani vizsgalat soran kdzponti elhalt tartalommal rendelkezé granuldémakat
talaltunk, melyhez hasonlo6 elvaltozasokat tobb korokozo is képes eléidézni a mezei nyalban,
ezért tovabbi kiegészit6 laboratoriumi vizsgalatokra van sziikkség a brucellozis
megallapitasahoz (Sterba, 1983). Az IHK egy hasznos és érzékeny modszernek bizonyult mar
szamtalan esetben hazi és vadon €16 allatok Brucella fertézésének a kimutatasa soran (Meador
és mtsai., 1986; Pérez és mtsai.,1998; Xavier és mtsai., 2009; Gonzalez-Barrientos és mitsai.,
2010). Az IHK vizsgalat nagy elénye, hogy a minta fert6zOképességét a formalin fixacio
elimindlja és a koérokozd szoveten beliili lokalizacidja is meghatarozhat6. A vizsgalatok
elvégzése idején csak egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 Brucella ellen termelt antiszérum
Iétezett, ami alkalmas volt indirekt IHK vizsgalat elvégzésére formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szoveten (Pérez és mtsai., 1998). Vizsgélataink sordn mi is sikerrel alkalmaztuk ezt a
reagenst B. suis kimutatasara sertés mintakon. Azonban ezt a savot hazi nytlban termelték, igy
mezei nyual mintakon nem tudtuk hasznalni a keresztreakci6 és az ebbdl adodod erds hattér
festddés miatt. Ennek a problémanak az orvoslasara termeltiink B. suis specifikus hiperimmun
savot hazi egérben. Ez a savd nem mutatott keresztreakciot olyan korokozokkal, mint a F.
tularensis és a Y. pseudotuberculosis, amik szintén megbetegedést okoznak mezei nytlban
(Sterba, 1983; Gyuranecz és mtsai., 2010), de enyhe keresztreakciot adott B. canis-szal.
Tovabbi Brucella fajokkal valo esetleges keresztreakcio fennallasat nem tudtuk tesztelni, mert
a kisérletek kivitelezése idején egyéb szovet mintdkkal nem rendelkeztiink.

Vizsgalataink soran els6ként fejlesztettiink és hasznaltunk IHK eljarast a mezei nyulak B. suis
fertézésének a kimutatasdra. Az IHK moddszer érzékenysége €s specificitisa megegyezett a
baktérium izolalaséval. Habar csak kis mintaszamon tudtuk a vizsgalatainkat elvégezni, ezek
alapjan gy tlinik, hogy az IHK eljaras egy megfeleld diagnosztikai mdodszer a mezei nyulak B.

suis okozta megbetegedésének a megallapitasara.
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Az omp31 gén természetes gatlasa IS711 beékel6dés kovetkeztében B. ovis-ban

Bevezetés

A kosok B. ovis okozta mellékhere és here gyulladasa jelentds gazdasagi veszteségeket okoz a
juh tenyészt6é orszagokban (Buddle, 1956; Carpenter és mtsai., 1987; Reichel és mtsai., 2008).
Ugyanakkor a betegség ellen sikeresen lehet védekezni a fert6zott kosokra fokuszald szelekcios
mentesitéssel (Burgess, 1982; Ridler és mtsai., 2011). A B. ovis egy kisméretii kokkoid-palca
alaki baktérium, ami nem rendelkezik az O-poliszaharid lanccal, ezért durva felszinli
lipopoliszaharid boritja a felszinét (R-LPS). Az LPS mellett a kiilsé membran fehérjék (OMP)
képzik a sejtfalanak {6 alkotorészét, amik egyuttal protektiv antigénként is szolgéalnak (Caro-
Hernandez és mtsai., 2007; Cloeckaert és mtsai., 2002). Az Omp31 a legfébb OMP, ami a B.
ovis vakcina fejlesztés elsddleges célpontjaként is szolgal (Cassataro és mtsai, 2007; Estein és
mtsai., 2009).

A B. ovis egy kb. 3,27 Mbp nagysagii genommal rendelkezik, mely két kromoszoman
helyezkedik el (CP000708, CP000709). A Brucella fajok genomja tartalmaz egy 842 bp
hosszlisagu inzercids szakaszt, az ugynevezett IS711-et, amit az egyes fajok azonositdsa soran
is felhaszndlnak (Halling és mtsai., 1993; Mancilla és mtsai., 2011; Ouahrani és mtsai., 1993).
A B. ovis genomja 38 kopiaban tartalmazza az IS711-et (Tsolis és mtsai., 2009). Annak
ellenére, hogy az 1S711 lokalizacioja stabil a genomban, mesterségesen transzpozon csapda
segitségével sikeresen modositottak a genomon beliili elhelyezkedését B. pinnipedialis-ban és
B. ovis-ban (Ocampo-Sosa ¢s Garcia-Lobo, 2008). Egyesek szerint az is elképzelhetd, hogy az
IS711 valdjaban mobilis génszakasz (Vemulapalli és mtsai., 1999). Munkéank soran az omp31
gén inaktivalasarol szeretnénk beszamolni az IS711 szakasz beékelddése kovetkeztében egy B.

ovis mentesitési program soran izolalt B. ovis torzsben.

Eredmények

Egy B. ovis elleni szelekcios mentesitést hajtottunk végre egy 2400 anyajuhot és 93 kost
szamlalo merind juhaszatban 2011-ben. A kosokat elkiilonitettiik az anyajuhoktol és havi
rendszerességgel, egyedileg sziirtiik 6ket ELISA vizsgalattal. A mentesités folyamata 8 honapig
tartott, mialatt 42 szeropozitiv kost sziirtiink ki, kiilonitettlink el, majd vagtunk le. A ledlt kosok
heréjébdl ¢és mellékheréjébdl végzett tenyésztés soran 27 allatbol (64%) sikeriilt
kitenyészteniink a B. ovis-t. A PCR vizsgalat soran egy tovabbi allatbol tudtuk még kimutatni
a korokozot. A maradék 14 allat PCR és tenyésztéses vizsgalata negativ eredménnyel zarult.

Egy torzs kivételével (Bo10) valamennyi izolatumot egyértelmiien B. ovis-két azonositottunk
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klasszikus bakteriologiai és molekularis biologiai modszerekkel. Az egyéb, kosokban
mellékhere gyulladas kivaltasara képes korokozok (Actinobacillus seminis, Histophilus somni,
Corynebacterium pseudotuberculosis, és Trueperella pyogenes) jelenlétét bakteriologiai
vizsgalattal zartuk ki.

A Bo010-es izolatummal fertdzott kos a vizsgalatok alkalmaval ELISA és PCR pozitivnak
bizonyult. A koérbonctani vizsgalat soran jol koriil hatarolt, kerek, 1,5-2 cm nagysagu, sargés-
fehér krémes tartalommal telt tdlyogokat talalatunk a mellékherében (1. dbra). Korszovettani
vizsgalat soran kronikus, diffuz gennyes mellékheregyulladast lattunk, a herében pedig
talyogok és idiilt limfo-hisztiocitas gyulladast észleltiink. Az B. canis ellen nyulban termelt
hiperimmun savo segitségével végzett IHK vizsgalat soran Brucella antigént mutattunk ki a
ductus epididimidis koriil és a talyog tartalomban taldlhaté makrofdgok citoplazmajaban.
Ritkdbban immunfestddést lattunk még egyéb sejtekben is, tigy mint a ductus epididimidis

hamsejtjeiben, linfocitdkban, plasma sejtekben €s az intravascularis monocitdkban (4. dbra).
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4. abra: A 10-es kos (Bo10) gyulladt mellékheréjébol készitett IHK metszet. nyil: Gyulladdsos

sejtek maradvanyait tartalmazo talyog tartalom kozepes mennyiségii inta és extracellularis
Brucella antigénnel. Nyilhegy: Nagy mennyiségii extracellularis Brucella antigén. Csillag:
Nagy szamu makrofig intracellularisan festodd Brucella antigénnel. Index kép: Kronikus

gvulladas és gyulladasos sejtekkel kitoltott ductus epididimydis.

A Bo010-es torzs telepei 1 nappal késébb (4. napon) jelentek meg az izolalas soran, mint a tobbi
mintabol kitenyészett torzsek. Apro, tliszarasnyi, sargas szini, krémes allagu telepeket képzett,
melyek R telepmorfologiat mutattak kristalyibolya festés soran. Az apro, kokkoid-palca alaku,
Gram-negativ, Koster-negativ baktériumok kataldz pozitivak voltak. Oxidéaz és ureaz aktivitast
nem mutatott és H2S-t sem termelt az izolatum. A Bo10-es torzs 20 mg/ml tionin jelenlétében
novekedett, de a bazikus fuxin gatolta a szaporodasat. A Biolog rendszer egyik torzset sem
tudta B. ovis-ként azonositani a szénforras hasznositasi profiljuk alapjan. Az izolatumokat B.
melitensis-nek hatarozta meg, kivéve a Bo10-es torzset, amit B. suis-ként azonositott. A Bo10-
es izolatum nagyon gyengén agglutinalt R savoval, és egyaltalan nem agglutindlt A és M

savokkal. Erés autoagglutinacids képességgel rendelkezett a Bol0-es izolatum. A vizsgalt
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szuszpenzio sirisége 0,149, 0,040, és 0,000 (OD600) volt 6, 12, és 48 6ra inkubacid utan, mig
a tobbi izolatum oldatban maradt a teljes vizsgalati id6tartam soran (OD600: 0.8).

A Bo010-es torzs a ,,Bruce-ladder” multiplex PCR soran az omp31 gént célzo PCR-ben a B. ovis-
ra jellemz6 1071 bp nagysagu termék helyett egy kozel 1900 bp nagysagl terméket adott, ami
kozel allt a B. abortus-tol varhatoé termék mérethez (5/A abra). A kapott terméket sikeresen
amplifikaltuk és szekvenaltuk a Bruce-ladder BMEII0843{/BMEII0844r primer parjaval és az
altalunk tervezett BtransF2/BtransR2 primerekkel. A PCR termék (JX081250) pontos mérete
1915 bp volt ami magaba foglalt egy 842 bp hosszl inzercidt, az IS711-et. Ennek a szakasznak
a szekvencigja megegyezett a GénBankban taldlhaté IS711 szekvenciaval (M94960) az 5’

cyey

crer

boksz/Pribnow box) és 388 nuklotidnyira a BOV A0367 lokusz utan (6. abra). Ennek
kovetkeztében a beékeldédott IS711 1915 bazisparra novelte az eredetileg vart 1071 bazisparnyi
PCR terméket. Az SDS-PAGE sordn a Bo10-es térzsben hianyzott az Omp31 fehérje méretének

megfeleld 31 kDa méretii termék, mig a tobbi B. ovis izolatumban jelen volt (5/B abra).

L A O BolON ~ L Bo10 Bo5 Bo8 Bo13

1915 bp_
1682 bp—

1071 bp—

36 kDa —

22 kDa —

A B

5. d@bra: A: B. abortus (A), B. ovis (O) és a Bol0-es torzs elkiilonitése a ,, Bruce-ladder”
multiplex PCR rendszer segitségével (L: DNS marker, N: negativ kontrol). B: A Bol0-€s torzs
és tovabbi 3 izolatum (Bo5, BoS8, Bol3) SDS-PAGE. Nyil: A 31kDa nagysagu fehérje csik

hianya a Bol0-es izolatumban.
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Intergenikus régio
398 bp

I6kusz: BOV A0366 (gén: omp31) IS711 I6kusz: BOV A0367
723 bp 842 bp 617 bp

< T :jt:>Tllllllll<<:: |
-10 box (Pribnow box) -35 box
. /
a

omp31 gén prométer régié

BMEII0844r primer BMEINI0843f primer
— —

BtransR2 primer BtransF2 primer
— 4—

annotalt PCR termék
1915 bp

crer

terméknek az elhelyezkedése a Bol0-es B. oViS izoldtum 2-es kromoszomdjan.

Megbeszélés

A szelekcids mentesités szabalyait kovetve sikeresen mentesitettiik az allomanyt a B. ovis
fertozéstol. A korbonctani, kérszovettani és IHK elvaltozasok mind a Bo10-es térzzsel, mind a
tobbi izolatummal fert6zott allatban megegyeztek a szakirodalomban leirtakkal. Az Omp31
fehérje hidnya nem befolyasolta az IHK vizsgalatot, feltehetden azért mert poliklonalis nyul
savot hasznaltunk. A Bol0 torzs és a tobbi 1zolatum telepmorfoldgiaja, mikroszkopos képe,
festddése, biokémiai profilja €és az, hogy nem agglutinaltak az A és M savokkal megfelelt a B.
ovis-rol rendelkezésre allo ismereteknek (Alton és mtsai., 1988). A Bol0-es torzs kivételével
az Osszes torzs erdsen agglutinalt R savoval, ami szintén a baktérium faj jellegzetessége. A
,,Bruce-ladder” modszer megbizhatéan azonositotta faj szinten a torzseket a Bol0-es torzs
kivételével. E kiilonleges izolatum 4altal adott nagyobb PCR termék mérete azonban
megtéveszto lehet és konnyen a faj hibas, B. abortus-ként torténd, azonositasat eredményezheti,
ami ritkan, de szintén okozhat szaporodasbiologiai zavarokat juhban (Collier és Molello, 1964;

Gorham ¢és mtsai., 1986; Luchsinger és Anderson, 1979).
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A vizsgalat soran elsoként allapitottuk meg az IS711 egy eddig ismeretlen elhelyezkedését a B.
ovis genomjaban. Korabbi vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy az IS711 egy mozgd
génszakasz, de mozgasat B. ovis-ban eddig csak in vitro koriilmények kozott sikeriilt
bizonyitani. Genomon beliili athelyezddését természetes koriilmények kozott eddig csak B.
abortus-ban sikeriilt megfigyelni (Mancilla és mtsai., 2011; Ocampo-Sosa és Garcia-Lobo,
2008; Vemulapalli és mtsai., 1999). Eredményeink alapjan azonban feltételezhetd, hogy az
IS711 B. ovis-ban is egy helyvaltoztatasra képes aktiv transpozon.

A Bo010-es torzs lassabb novekedési képessége, autoagglutinacios tulajdonséga, az IS711
genombeli elhelyezkedése és a jellemzd 31 kDa nagysagu fehérje hidnya alapjan
megalapozottan feltételezhetjiik, hogy az omp31l gén természetes inaktivaciojat észleltiik B.
ovis-ban. Ezt tamasztja ala, hogy hasonlo tulajdonsidgokat észleltek egy mesterségesen
eléallitott omp31 gén kilitott B. ovis torzsnél is (Caro-Hernandez és mtsai., 2007). Ehhez a
mesterségesen eldallitott mutdnshoz hasonléan a Bol0-es torzs is egy virulens torzs, amit a
fertdzott kosban talalt jellegzetes korbonctani és korszovettani elvaltozasok is alatdmasztanak.
Osszefoglalva egy természetes koriilmények kozott kialakult, IS711 beékelddés altal eldidézett

omp31 gén inaktivaciot volt szerencsénk felfedezni egy virulens B. ovis torzsben.

B. canis fert6zés els6 hazai megallapitasa

Bevezetés

A kutyak B. canis okozta megbetegedése jelentds gazdasagi karokat okozhat a tenyészetekben.
A gyakran tiinetmentes fertézésre az allomanyban el6forduld vetélések, a mindkét nemben
kialakul6 terméketlenség, az ivarszervek gyulladasa, duzzanata, vagy olykor sorvadéasa hivja
fel a figyelmet. A B. canis megbetegitheti az embert is, zoonozis. Magyarorszagon a B. canis
jelenlétét 2009-ig nem sikertiilt igazolni. A 2001 és 2002 kozott elvégzett felmérd vizsgalat
soran hazank kiilonbozd teriileteirdl szarmazo 1153 kutya vérmintajanak szerologiai vizsgalata
negativ eredménnyel zarult (Dénes és mtsai., 2004).

Egy magyarorszagi kutyatenyészet tulajdonosa 2008 oktoberétdl sorozatos vetéléseket észlelt
allomanyaban. 2009 jaliusaban két vetélt magzatot és egy magzatburkot kiildott intézeti
vizsgalatra, amelyekbdl B. canis-t tenyésztettiink ki. Kutatasunk célja az elsé hazai B. canis

okozta jarvany és az Osszetett diagnosztikai folyamat bemutatasa.
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Eredmények

A vizsgilt soltszentimrei kennel 31 kutyabdl allt: tenyésztés céljabol 22 havanese fajtaju (20

szuka, 2 kan), 8 beagle fajtaji (7 szuka, 1 kan) egyedet és egy hazdérzés céljabol tartott német

juhaszkutyat tartalmazott. A mintavétel soran hasznalt kutyaazonositokat (BC1-31) és a kutyak

korel6zményét az 1. mellékletben csatolt tablazat foglalja Gssze. A kutyatenyészetbe 2008-ban

keriilt egy havanese fajtaji szuka kutya ismeretlen helyrél. Erkezésekor a kutya vemhes volt és

oktoberben elvetélt. Ez volt az els6 vetélés a tenyészetben, majd ezt kdvetden még 6t vetélést,

két koraellést és Ot sikertelen parositast tapasztalt a tulajdonos (3. tablazat), mig 2009

juniusaban egy frissen vetélt szuka kutya két magzatat és a magzatburkot intézeti diagnosztikai

vizsgalatra kiildte.

3. tablazat: Korel6zmény ¢€s az elvégzett klinikai vizsgalatok a fert6zott kutyatenyészetben.

Datum

Kortorténet és

mintagyiijtés

Laborvizsgalatok

2008. oktober

BC18-as  szamu  kutya
bekeriilt az allomanyba és

elvetélt

nem végeztlink

2009. januar

BC6-o0s szamu kutya elvetélt

nem végeztiink

2009. marcius

BC5-6s szdmu kutya 4
kolykot  vetélt, majd 10
nappal késébb 2 halott
magzatot és egy €16 kolykot
(BC21) hozott vilagra

BC18-as szamu kutyanal

koraellést tapasztaltak

nem végeztlink

2009. junius

BC3-as szamu kutya elvetélt
¢s egy masik kutyanal

koraellés tortént

a vetélt magzatok ¢és
magzatburok bakterioldgiai,
korbonctani, korszovettani,

IHK vizsgalata
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2009. julius torok tampon és vérmintdk bakteriologia, szerologia
gyljtése mind a 31 kutyatol,
valamint hiively
tamponmintak a 27 szuka

kutyatol

2009. augusztus Mind a 31 kutyat elaltattuk, bakterioldégia, kdrbonctan,
bel6lik vérmintak és tovabba szovettan, IHK, PCR
szovetmintak gyljtése (BC2, BC3, BC5, BCS,

BC18, BC21)

Miutan a két vetélt magzat és egy magzatburok vizsgalata soran Brucella fajjal tortént fert6zést
allapitottunk meg, julius végén a kutyadllomany minden tagjatol tovabbi mintakat vettiink. A
julius végén gylijtott vér-, hiively- és torok tampon minték tovabbi bakteriologiai vizsgalatai
soran szintén sikeriilt Brucella torzseket izolalnunk 3/31 (10%) mintabol: a vetélt szukanak
(BC3-as szamu) a hiively és vér mintajabol, amelynek el6zbleg a vetélt magzatait bekiildték,
valamint egy tenyészkan (BC2-es szdmu) ¢és egy féléves szuka (BC2l-es szamu)
haemokultirajabol (4. tablazat). A torok- és tovabbi vérmintak negativak voltak.

Augusztus végén a vérvételt megismételtiik. Az augusztusi mintavétellel egy idében mind a 31
allat elaltatdsara keriilt sor. Koziilik hat allatot tovabbi vizsgalatnak vetettiink ald. A hat
egyedet a pozitiv laboreredmények, valamint a gyanus korelézmény alapjan (elvetélt, nem
vembhesiilt, koraellés) valasztottuk ki. Beldliik sziv, tiid6, méj, 1ép, vese, bél, here, mellékhere,
petefészek, méh, bélfodri, horgdk koriili és all alatti nyirokcsomé szovetmintat vettiink. A
vizsgalt hat allat (a harom el6z6 és még harom fertézés gyants: BC5, BC6, BC18-as szdmu)
koziil a BC21-es ¢és a BC2-es szamu kutyak esetében a korokozo kimutathatd volt a vizsgalt
szervekbdl €és nyirokcsomokbol. Az augusztus végi ismételt mintavételt kovetden a tobbi allat
hiively- és torok tampon, valamint a BC21-es kutya kivételével a vérmintak tenyésztése negativ

eredménnyel zarult.
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4, tablazat: A szeroldgiai, bakterioldgiai, immunhisztokémiai, szdvettani és PCR reakcio

vizsgalatat 0sszefoglald tablazat.

Esetszam  Szerologiai vizsgalat Baktériumtenyésztés IHK szovettan PCR
RSAT 2ME- ver hiively szerv
RSAT
jul. aug. jul. aug. jal. aug. jul aug. aug.
bekiildéstt NV NV NV NV NV NV NV + + + NV
minta (Gul.)
BC2 + - + - + - NV + - + -
BC3 + + + + + - + - + + -
BC5 - - - - - - - - - + -
BC6 - - - - - - - - - + -
BC8 + - - - - - - - NV NV NV
BC9 + - + - - - - - NV NV NV
BC18 - - - - - - - - - + -
BC19 - + - + - - - - NV NV NV
BC21 + + + + + + - + - + +

Roviditések: NV: nem vizsgalt, -: negativ, +: pozitiv

A kitenyésztett baktérium Gram-negativ, Koster-pozitiv kokkoid-palca volt, amely apro,
szlirkés-sarga telepeket képzett, kataldz, oxidaz pozitiv volt és ureaz aktivitast mutatott, tovabba
H>S-t nem termel és R-telepmorfologiaval rendelkezett. A korokozo 20 mg/ml tionin és fukszin
Brucella fajok ellen termelt monovalens savoval erés agglutinaciét mutatott, mig az S-tipus
ellen termelt poliklonalis szérummal enyhén reagalt. A szénforras-hasznositas vizsgalattal B.
canis/B. suis-nak hataroztuk meg a kitenyésztett korokozot. A ,,Bruce-ladder” mddszer szerint
elvégzett PCR vizsgalat alapjan a kitenyésztett Brucella torzs a B. suis-ra jellemz6 nagysagu
termékeket adott. A tovabbi SNP tipizalas soran viszont egyértelmiien B. canis okozta fertdzést
allapitottunk meg a tenyészetben.

Juliusban a B. canis specifikus targylemez agglutinacié a BC2-es kan, illetve a BC3-as, BC8-
as, BC9-es és a BC21-es szuka kutya esetében pozitivnak bizonyult. 2-merkaptoetanolos
kicsapas utan pedig csak a BC2-es, BC3-as, BC9-es és BC21-es volt pozitiv. Augusztus végén
a BC3-as, BC19-es ¢s BC21-es kutyak voltak pozitivak az agglutinacios teszttel. 2-
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merkaptoetanolos kicsapas utan szintén ez a harom kutya VoIt pozitiv. Szamos
megkérddjelezhetd reakcidt tapasztaltunk a B. suis specifikus Rose-Bengal teszt és a
komplementkotési reakcio esetében is. A csdagglutinicié minden esetben negativ volt.

A Dbekiildott magzatok, a placenta ¢s az elaltatott allatok korbonctani vizsgalata soran
makroszkopos elvaltozasokat nem tapasztaltunk. Korszovettani vizsgalat soran az egyik
magzatban diffiz limfo-hisztiocitas intersticialis majgyulladast talaltunk. A magzatburkokban
multifokalis koagulacios szovetelhalas volt megfigyelhetd, mérsékelt makrofag és sok neutrofil
granulocita infiltracidjaval kisérten. A metszeteket anti-B. canis nyulszérummal kezelve erds
immunfestédést észleltiink a trofoblaszt sejtekben minkét placentaban (7/A. abra). Az elhalt
terlileteken ez alig vagy egyaltalan nem volt lathatd. Az immunfestédést nem tapasztaltunk a
magzati szervekbdl, ¢s a BC2, BC5, BC6, BC18, BC21-es szamu kutyak szerveibdl késziilt
metszeteken, valamint a negativ kontroll metszeteken.

Mindegyik fert6zott kutyaban limfoid hiperplaziat észleltink a manduldkban ¢és a
nyirokcsomodkban, azonban csak az BC3-as szamu kutya esetében mutattak ezek a képletek sok
makrofag és oriassejt altal kisért immunfestodést (7/B. abra). Az BC3-as és BC5-6s szamu
kutyakban ezen kiviil enyhe multifokalis limfo-hisztiocitds meningitiszt is talaltunk. A BC2-es
¢s BC5-0s szamu kutydkban intersticidlis tiidogyulladds, a BC18-as szamuban pedig
intersticialis emlogyulladas alakult ki. Endometritiszt észleltiink az BC3-as, BC6-o0s és BC18-
as szamu szukakban. A kan kutyanal kétoldali diffuz limfo-hisztiocitas mellékhere-gyulladast
valamint prosztatagyulladast tapasztaltunk (7/C&D. abra).

A hat allat szovethomogenizatumainak PCR-es vizsgélata soran csak a BC21-es szamu kutya

szOoveteibol tudtuk kimutatni a kdrokozot.
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7. dbra: A: Vetélt kutya placenta. A képen a B. canis jelenlétére utalo erds immunfestédést

latunk (IHK). B: Pontszerii festédés lathato egy oriassejt citoplazmdjaban a BC21-es kutya
nyirokcsomojaban  (IHK). C: Sulyos limfo-hisztiocitas gyulladas a BC2-es kutya
mellékheréjeben (HE). D: Sulyos limfo-hisztiocitas gyulladas a BC2-es kutya prosztatajaban
(HE).

A Brucella fajokon kiviil egyéb fontos, vetélést okozo korokozok jelenlétét kizartuk a magzatok
¢s a magzatburkok vizsgalatakor. Ezek koziil immunhisztokémiai vizsgalattal kizartuk a
Chlamydiaceae csalad tagjait, a Neospora caninum-ot, a Toxoplasma gondii-t, a Leptospira

fajokat, és a Coxiella burnetti-t, tovabba PCR vizsgalattal a kutya herpeszvirust.

Megbeszélés

A kutyatenyészetbe a fertdzés feltehetdleg a BC18-as szamu vemhes szuka kutyaval keriilt be.
Ennek a kutydnak a vetélése volt az elsé a kennelben. A tulajdonos az elsé laboratoriumi
vizsgélatok megkezdése elétt 8 honapon keresztiil szérvanyos szaporodasbiologiai zavarokat

tapasztalt a tenyészetben. Hasonldan hosszu ideig fennallé szaporodasbiologiai tiineteket irtak
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le egy korabban publikalt kanadai kennelben lezajlott kutya brucellozis soran is (Brennan és
mtsai., 2008).

Kutatdsunk sordn a vizsgalt kutydk koziil legnagyobb aranyban a RSAT mutatott pozitiv
eredményt. Az esetek 4/7 (57%)-4ban szubklinikai fertdz¢st allapitottunk meg, amely eredmény
hasonlé a szakirodalomban leirtakkal (Hollett, 2006; Wanke, 2004). Mivel a detektalhato
ellenanyagok a fert6zodés utan 4-8 héttel jelennek meg és hianyozhatnak a fert6zés kronikus
szakaszaban, a mintak jelentOs része negativ volt az RSAT soran (Keid és mtsai., 2007). Még
a BC2-es kan kutya is szeronegativ lett a vizsgélatok soran a pozitiv baktériumtenyésztés
ellenére. Eredményeink alatamasztjak a korabbi vizsgalatokat, amelyek szerint a 2-
merkaptoetanolos kicsapas noveli ugyan a szerologiai vizsgalatok specificitasat, de az
érzékenységét csokkenti (Keid ¢és mtsai., 2007). Esetiinkben a szeropozitiv egyedek aranya
alacsonyabb (23%) volt, mint egy hasonldan B. canis-szal fert6zddott allomanyban, ahol az
allatok 61%-a volt pozitiv (Brennan és mtsai., 2008). Brennan ¢és munkatarsai vizsgélataik
soran indirekt fluoreszcenciat hasznaltak, amely feltehetéen érzékenyebb mint az altalunk
hasznalt RSAT.

A szeroldgiai statusz két esetet kivéve mindegyik vizsgalt kutyandl valtozott az id6 folyaman.
Az egyik a BC3-as szamu nemrégiben vetélt szuka kutya volt, a masik a BC21-es koraellett
alombdl életben maradt egyetlen kolyok. Egyediil ennek a kolyoknek a vizsgalatakor allt fenn
bakterémia. Ez az 5 honapos kolyok valosziniileg az ellés koriili idében fert6z6dott meg a
baktériummal, amikor a korokozd nagy mennyiségben iiriil a nemi valadékokkal (Hollett,
2006). Ez az eset ravilagit arra a tényre, hogy milyen kockazatos fert6zott allatot tartani és
tenyészteni egy tenyészetben, ugyanis ezek potencialis fertdz0dési forrasai lehetnek nemcsak a
tobbi kutyanak, de az embernek is.

A szeroldgiailag pozitiv allatoknak kevesebb, mint a fele volt pozitiv a baktérium tenyésztés
soran. A negativ bakteriologia oka az intermittdld bakterémia, ugyanis ekkor a baktériumok
nem biztos, hogy jelen vannak a vérben, igy nem tudjuk azokat kitenyészteni a mintabol.
Korabbi vizsgalatokhoz hasonloan (Brennan és mtsai., 2008) mi is ugy talaltuk, hogy a
biokémiai vizsgéalatok és a szénforrds hasznositas vizsgalat onmagéaban nem alkalmasak a B.
canis és B. suis elkiilonitésére. A ndvekedési tulajdonsagok alapjan egyediil a telepmorfologia
volt dnmagaban is alkalmas a két faj differencidlasara. Még a kifinomultabb molekularis
modszerek, mit példaul a ,Bruce-ladder” moddszer is elbukott a faj meghatarozésaban,
amelynek a kozeli rokonsdg a magyarazata. Az egyértelmli azonositdshoz végil az 5
pontmutacié Kimutatasan alapuld molekularis biologiai modszer bizonyult megfelelonek. Az

esetek tobbségében a baktérium direkt kimutatdsa PCR reakcioval sikertelen volt. Ezen
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eredmények figyelembevételével egy ) PCR eljaras kidolgozasa, vagy mas szervmintak
vizsgélata megfontolando.

A dolgozat felhivja a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6 szeroldgiai és a baktérium kimutatasara
iranyul6 modszerek 6nmagukban nem mindig elegendéek a diagnozis felallitasdhoz.

A kutyakban és a magzatburkokon talalt szovettani elvaltozasok, valamint az IHK eredmények
a koréabbi cikkekben leirtakhoz nagyon hasonldak voltak (Brennan és mtsai., 2008; Gleiser ¢s
mtsai., 1971; Gordon és Rutgers, 1985; Hollett, 2006). Mind a hat vizsgalt allatban a B. canis-
ra jellemz6 szovettani elvaltozasokat talaltunk, s6t az BC6-os és BC18-as szamu kutyak
esetében csak szovettani elvaltozdsok voltak, minden madés laboratoriumi teszt negativ
eredményt adott. Mivel anti-B. canis ellenanyag kereskedelmi forgalomban nem kaphato, az
IHK vizsgélathoz magunk allitottuk elé két nytl immunizaladsaval. Azoknak az eseteknek a
hatterében, ahol az IHK negativ eredményt adott, a kimutathatdé mennyiség alatti baktérium
jelenlétére kovetkeztettiink.

A jarvanytani koriilmények és a modern diagnosztikai vizsgalatok alkalmazésaval hazankban
elészor allapitottuk meg B. canis okozta vetélést egy kutyatenyészetben. A kennelben a kutya
brucellozisra jellemzd klinikai tiinetek enyhék voltak és fOként szérvanyos szaporodasi
rendellenességekben nyilvanult meg. Fontosnak tartjuk felhivni a tenyésztok figyelmét arra,
hogy figyeljék az allomanyban esetlegesen felbukkan6, a kutya brucellézisra jellemzo
tiineteket. Tovabba a fertézés tenyészeteken beliili és tenyészetek kozotti terjedésének
megakadalyozasa részben az 6 feleldsségiik lenne. A koraellés utan életben maradt kolykok
fontos forrasai lehetnek a fertozésnek, mivel tartdos baktériumhordozokka és -liritokké
valhatnak. Minden kutya vetélésbdl szarmazo mintat be kellene kiildeni Brucella kimutatasra
iranyulo6 bakteriologiai és molekularis biologiai vizsgalatra. Tovabba a vetélt placenta IHK-iai
vizsgalata IS javasolt, ugyanis ez egy gyors és érzékeny modszer a baktérium kimutatasara.
Szamos modszer (szeroldgia, vérmintak és nemi valadékok bakteriologiai vizsgalata) egyidejli

¢s ismétlddo alkalmazasa sziikséges az €16 egyedek fertézottségének a megallapitasahoz.
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A B. canis gazdafajon beliili evolucidja a jarvany soran

Bevezetés

Az MLVA moédszer egy finom felbonto képességii genotipizalo eljaras, ami kivaldan alkalmas
jarvanyok molekuléris epidemioldgiai vizsgalatara. Kutatasunk célja az el6zé fejezetben
bemutatott, elsé hazai B. canis jarvany soran kitenyészett izolatumok Osszehasonlitd genetikai
vizsgalata, a jarvanyt okozé eredeti, 0si torzs gyors evolucios valtozasainak feltérképezése a

gazda egyedek kozott, valamint egyedeken beliil térben és idében.

Eredmények

A B. canis jarvany soran 8 torzset izolaltunk a kutya tenyészet kiilonb6z6é kutyaibol. A 15
vizsgalt VNTR lokusz koziil 10 nem mutatott kiilonbséget a vizsgalt torzsek kozott (2.
melléklet). A VNTR3 7 izolatum esetében megegyezett, mig egy izolatum esetében nem volt
jelen (0 allélt adott), igy ezt azt allélt monomorfnak tekintettiink a vizsgalatunk soran. A
VNTRI1 ¢és a VNTR30 egy ismétlodé egységnyi inzercidt tartalmazott a C6-os izolatum
esetében. A VNTR2 ¢és VNTR33-as markerek nagy valtozatossdgot mutattak a nyolc
izolatumban. Alternativ allélok jelenlétét is kimutattuk a VNTRI, 2 és 33 esetében. Tiz eset
koziil nyolcban olyan alternativ allélt észleltiink, ami egy masik izolatumban elsédleges
allélként szerepelt. A nyolc izolatum a filogenetikai vizsgalat soran harom agra tagolodott (8/A
abra). A nyolc izolatum koziil hat egyedi genotipussal rendelkezett. Ugyanabbol a kutyabol, de
kiilonb6z6 idOpontban vagy szervbdl izolalt torzsek egymastol elkiiloniilve helyezkedtek el a
torzsfan. Példaul a Cl-es izolatum a genetikai vizsgalat alapjan kozelebbi rokonsagot mutatott
aC4,5, 6,7 és 8 izolatumokkal, mint a C2 és 3 torzsekkel, holott a C1, 2 és 3 izolatumok
szarmaztak ugyanabbdl a szuka kutyadbol. A C4 és 5 izolatumok ugyanabbdl a kan kutyabol
lettek izoladlva egy honap kiilonbséggel, de kozelebbi genetikai rokonsagban alltak mas
torzsekkel, mint egymassal. A C6 torzs egy kolyok kutyabol szarmazott (nem az eldbb emlitett
szuka kolyke volt) és genetikailag jol elkiiloniilt a tobbi vizsgalt izolatumtol, a VNTR1 és 30-
as 1okuszon mas allélokkal rendelkezett. Erdekes eredmény, hogy a C6 torzs izolalasa csak egy
honappal korabban tértént, mint az ugyanezen kutyabol izolalt C7 és 8 torzsek.

Az alternativ all¢lok szerepének a megjelenitésére a korokbdl és vonalakbol alld torzstak
helyett alkalmasabbnak talaltuk felhd-szeri abrazolast (8/B abra). A VNTRI esetében a C6
torzsben kimutatott elsédleges allél eléfordult a C2 és 8 izoldtumokban is. A C1, 4, 7 és 8

izolatumokban eléforduld elsédleges VNTR2 allélt kimutattuk a C2 és 6 torzsekben.
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A C2 és 4 a VNTR33 l6kuszon azonos allélt is tartalmazott mint a C1, mig a C3 t6rzs ezen a
16kuszon talalhaté elsédleges alléljat észleltiik a C6, 7, és 8 izolatumokban. Igy ha az els6dleges
¢s masodlagos allélokat egyarant bevontuk az elemzésbe, akkor jelentds genetikai

hasonlésagot/atfedéseket mutattunk ki az egyes torzsek kozott.

¢5
C7&s8 g nyirokcsomé
C6 vér magzat  Augusztus
ver nyirokcsomé Junius

Julius Augusztus

c4a  Q =
— vér vér huvely
02 dlius  Jalius Julius

8. dbra: A: A jarvany soran izolalt B. canis térzsek MLVALS alapu térzsfaja. Egyazon gazddbdl
szdarmazo torzseket ugyanolyan szinek jelolik. B: A filogenetikai kapcsolatok felho-szerii
dbrazolasa, ami megjeleniti az elsddleges és masodlagos allélok atfedését. A C5 izolatum
kivételével valamennyi torzs kozott van allél atfedés. Az azonos szinek ugyanabbol a gazdabol

szarmazo torzseket jelolik.
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Megbeszélés

Az MLVA segitségével genetikai kiilonbségeket tudtunk kimutatni més modszerekkel
egyébként megkiilonbozhetetlen izoldtumok kozott, melyek kiilonbdzd egyedekbdl, vagy
ugyanazon allat kiilonbozd szerveibdl szarmaztak. Eredményeink alapjan valdsziniisithetd,
hogy a kiilonb6z6 egyedekbdl izolalt B. canis torzsek kozos 6stdl szarmaznak, ami nem sokkal
korabban keriilhetett be az allomanyba, majd gyors in vivo genetikai valtozasokon ment
keresztiil. A C1 torzs a vizsgalt szuka kutya magzatabol lett izolalva jiniusban. Ez a torzs kozeli
rokonsagban all a C2 és 3 torzsekkel, melyek a ndstény kutya vérébol és hiivelyébdl izolaltunk
juliusban. Ehhez hasonldéan in vivo evolaci6 mutathatdé ki a kan kutyabdl juliusban és
augusztusban izolalt C4 és C5 torzsek kozott. Ugyancsak in vivo mutaciot észleltiink a kolyok
kutyabol kitenyészett C6, 7 és 8 izolatumok kozott. Ezek az eredmények hasonléan masok
munkaihoz, mint példaul gazdan beliili evolicié kimutatasa egy emberi Burkholderia
pseudomallei fertézés esetén, vagy bolhabol és prérikutyabol izolalt Yersinia pestis
rokonsaganak feltarasa, igazoljak, hogy a VNTR markerek akar néhény hetes idétavon beliil is
képesek valtozni (Girard és mtsai., 2004; Price és mtsai., 2010). Az alkalmazott MLVA
rendszer néhany VNTR eleme nagy mutacios rataju. A modszer kifejlesztése soran Huyhn és
mtsai. (2008) B. suis torzsek (amik legkdzelebbi rokonai a B. canis-nak) vizsgalata soran ugy
talaltdk, hogy az MLV A rendszer atlagos allél valtozékonysaga kozepes (0,49). Néhany lokusz,
mint a VNTRI, 2, 3, 30 és 33 esetében azonban igen magas (0,77-0,88) allél valtozékonysagot
tapasztaltak, akar 6-13 kozott valtozo allélszammal az egyes 10kuszokat illetden. Ez pedig arra
utal, hogy ezeken a 16kuszokon akar nagy valtozatossagot is megfigyelhetiink viszonylag rovid
id6intervallum alatt is. Meg kell emliteni, hogy ezeken a 16kuszokon az izolalasi folyamat soran
elviekben in vitro is bekdvetkezhetnek valtozasok. Ugyan minden bizonnyal az egyes vizsgalt
torzsek joval tobb generaciovaltdson mentek at a gazdaban, mint késébb a viszonylag rovid
ideig tart6 izolalasi folyamat soran, de a jovoben az ilyen jellegii vizsgalatokat célszeriibb lenne
kozvetleniil a klinikai mintakbol elvégezni. Meg kell jegyezni azt is, hogy az altalunk vizsgalt
VNTR I16kuszok k6zombos genetikai markerek, amelyek nem allnak semmilyen szelekcids
nyomas alatt. Erdekes lenne megnézni, hogy ha esetleg szelekciés nyomas alatt 1év3 markareket
(pl. patogenitasért felelds gének) vizsgalunk, akkor milyen eredményeket kapunk.

Kiilondsen fontos része volt a munkanknak az alternativ allélok vizsgalata, melyek aztan
elsddleges allélla 1épnek eld mas torzsekben €s ezzel mutatjak a genetikai valtozas folyamatat
az MLVA vizsgalat soran. Az alternativ allélok elemzését altalaban kihagyjak az adatok
feldolgozasa soran. Ugy tekintenek rajuk, mint zavard tényezdre, holott inkabb ugy kellene

rajuk tekinteni, mint fontos mutaciokra, amik feltarhatjak az egyes torzsek kozotti rokonsagot.
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Mindazonaltal, nem tudtuk a munkénk sordn egyértelmiien &brazolni a vizsgalt izolatumok
kozotti rokonsagot. Ennek hatterében az éllhat, hogy néhdny lokusz annyira variabilis volt,
hogy megnehezitette a valos rokonsagi kapcsolatok feltarasat, ami abban is megnyilvanult,
hogy ugyanabbol az allatbol szarmazo izoldtumok nem minden esetben egymas mellett
helyezkedtek el a torzsfan. A legvariabilisabb 10kuszok magas mutacids rataja és az ennek
eredményeként esetleg kialakulé homoplazia korlatja lehet az MLVA hasznalhatosdganak
bizonyos esetekben. Mas kutatok is szembesiiltek ezzel a jelenséggel pl. a B. melitensis-en
végzett MLVA16 elemzés soran (Al Dahouk és mtsai., 2007; Jiang és mtsai., 2011; Kattar és
mtsai., 2008), aminek kikiiszobolésére bevezették az egyes markerek sulyozasat, tobbek kozott
a hipervariabilis markerek hatasanak csokkentését az anyag és modszer fejezetben bemutatottak
szerint. Ezzel azonban dvatosan kell banni, mert a legvariabilisabb 16kuszok kikiiszobolésével,
hatasanak mérséklésével pont a nagyon hasonld izoldtumok elkiilonitésének lehetdségét
veszithetjiik el. Nagyon vékony az a mezsgye, amin beliil kell maradni, hogy elég nagy
variabilitdst mutatdé 10kuszt vegyiink bele az elemzésbe, hogy lassuk a torzsek kozotti
kiilonbséget, de ne tal sokat, hogy elkeriiljiik a fals eredményeket.

Ez az elsé olyan vizsgalat, mely finom felbontd képességili genetikai vizsgaldé moddszerrel
feltarta egy B. canis jarvanybol szarmazé torzsek rokoni kapcsolatait. Kimutattuk, hogy tobb
VNTR lokusz gyorsan mutalodik a B. canis-ban és alternativ allélok jelenhetnek meg.
Ugyanakkor az is kidertilt, hogy az MLV A modszer nem volt a legmegfelel6bb az izolatumok
kozotti feltehetden valos jarvanytani kapcsolatok feltarasara. Mindemellett azonban igazoltuk,
hogy a B. canis akar igen rovid iddintervallumon beliil is képes genetikailag valtozni a

gazdaszervezetben.

B. microti els6 izolalasa vaddiszndobol (Sus scrofa)

Bevezetés

Hubalek és mtsai. (2007) mezei pockok (Microtus arvalis) brucellozisarol szamoltak be
Csehorszagban, az izolalt kérokozot pedig B. microti-nak nevezték el (Scholz és tmasai.,
2008a). Ezt kovetéen a korokozot kimutattak még talaj és roka (Vulpes vulpes) eredetii
mintakbol is Csehorszagban és Ausztriaban (Scholz és mtsai., 2008b; Scholz és mtsai., 2009).
A tipus torzs (CCM 49157) teljes genomjat 2009-ben hataroztadk meg, majd egér modellben

vizsgaltdk a koérokozo patogenitasat és tovabbi vizsgalatok sordn pedig a fajon beliili
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biodiverzitasat (Audic és mtsai., 2009; Jiménez de Bagiiés és mtsai., 2010; Al Dahouk és mtsai.,
2012). Ez az egyetlen Brucella faj, mely eléfordul a talajban, ezért a faj kornyezeti el6fordulasa,
okologiaja, zoonotikus potencialja, genetikaja kiilonosen érdekes tudomanyos szempontbol (Al
Dahouk és mtsai., 2012). Vizsgalatunk célja, hogy beszamoljunk az elsé vaddiszné eredetii B.
microti torzs izolalasarol, ami egyben a korokozo elsé hazai kimutatasa is, illetve jellemezziik

a kitenyészett baktériumot.

Eredmények

Egy Rajka melletti vadaszat soran elejtett vaddiszno all alatti nyirokcsomojabol B. microti
torzset izolaltunk 2014. szeptemberében. A nyirokcsomd korbonctani, korszovettani és B.
abortus, B. suis és B. canis specifikus hiperimmun savokkal végzett IHK vizsgalata soran nem
tudtunk kortani elvaltozast kimutatni. A nyirokcsomobol kozvetleniil Brucella szelektiv agarra
tortént kioltas negativ eredménnyel zarult, de a Brucella szelektiv taplevesben tortént
elédusitas, majd Brucella szelektiv taptalajra oltas soran, két nap inkubaciot kovetden telepek
jelentek meg szintenyészet forméjaban. A kezdetben atlatszo, tliszurasnyi, krémes allaga
telepek barna szinezddést mutattak 3 napos inkubalas utdn. A kitenyésztett baktérium Gram-
negativ, Koster-pozitiv, kokkoid-palca volt, katalaz, oxidaz és ureaz aktivitast mutatott, de HoS-
t nem termelt. Novekedett 20 pg/ml tionin és bazikus fuxin jelenlétében és CO»-t nem igényelt
a szaporodasahoz. Erésen agglutinalt A és M savokkal, de R savoval nem reagalt. Az API 20
NE teszt Ochrobactrum anthropi-ként azonositotta 99,9%-0s valoszintiséggel. Az alabbi
reakciok mutattak pozitivitast: nitrat redukcio, ureaz aktivitas, D-gliik6z, L-arabinoz, D-
mannodz, N-acetilgliikozamin, D-maltoz, adipinsav és almasav asszimilacios proba. Negativ
eredményt kaptunk a tobbi vizsgalat sordn: indol proba, D-gliikkdz bontés, arginin hidrolizis,
eszkulin és zselatin bontas, P-galaktozidaz aktivitas, valamint D-mannitol, K-gliikonat,
kaprinsav, trinatrium foszfat és fenilsav asszimilacios proba.

A kitenyészett torzset B. microti-ként (HUN-Bmi-01) azonositottuk a tovabbfejlesztett ,,Bruce-
¢s Suis-ladder” modszerekkel. A ,,Bruce-ladder” v2.0 vizsgalat soran 1682, 1071, 774, 587,
450, 272, 152, és a B. microti specifikus 510 bp nagysagu fragmenteket kaptuk, mig a ,,Suis-
ladder” multiplex PCR 774 és 197 bp nagysagu termékeket adott (9. abra). Meghataroztuk a
torzs inkomplett teljes genom szekvenciajat, melyet SRP053188 azonositdszdmon elhelyeztiink
a GénBankban. Az illesztéshez hasznalt leolvasasok szama 2 705 699 volt (1 725 428 az 1-es
kromoszomahoz és 980 271 a 2-es kromoszémahoz tartozott), mig tovabbi 122 318 leolvasast
nem vontunk be az elemzésbe. A medidn lefedettség 142x volt az 1-es kromoszéman és 140%

a 2-es kromoszoéman. Osszehasonlitottuk a kapott genom szekvenciat a GénBankban talalhato
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B. microti referencia genom szekvenciaval és 19 nuklotid eltérést azonositottunk az 1-es és 11-
et a 2-es kromoszoman a két torzs kozott. A 30 pontmutacio koziil 6 integenikus szakszon
helyezkedett el, mig a 24 kddolo6 szakaszon elhelyezkedd pontmutécié koziil 14 szinonim és 9
miszcens mutacio volt. Az MLVA16 vizsgalat soran egy 0j, eddig nem ismert B. microti profilt
azonositottunk (BH_5: 4-5-12-13-5-2-5-6-7-7-9-10-13-12-4-6, az alabbi lokuszokon: Bruce06-
08-11-12-42-43-45-55-18-19-21-04-07-09-16-30). A B. microti torzsek kozotti genetikai
rokonsagot az MLV A11-es alrendszer segitségével vizsgaltuk (10. abra). A vizsgalt torzsek

VNTR profiljait az MLV A adatbazis (http://mlva.u-psud.fr) tartalmazza.

9. dbra: A , Bruce (bal oldal) és a Suis-ladder” (jobb oldal) multiplex PCR rendszerek
eredménye a HUN-Bmi-01 hazai B. microti t6rzzsel. S: B. suis, C: B. canis, O: B. ovis, S1: B.

suis 1-es biotipus, S2: B. suis 2-es biotipus.
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10. abra: A HUN-Bmi-01 hazai B. microti térzs és az MLVA adatbazisban (http://mlva.u-
psud.fr) elérhetd tobbi izolatum MLVAI I elemzése alapjan készitett minimum spanning torzsfak
foldrajzi eredet (A) és gazdafaj/minta eredet (B) szerint szinkodolva. A: kék: Ausztria, lila:
Csehorszag, zold: Magyarorszag. B: narancssarga: roka, sziirke: mezei pocok, barna: talaj,

zold: vaddiszno. Fekete mindkét abran: B. sUis 5-6s biotipus, ragcsalo, Oroszorszag (outgroup)
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Megbeszélés

A vadaszteriilet, ahol a vaddisznot elejtették kozel helyezkedik el az osztrak hatarhoz, ahol a
korabbi években tobb B. microti térzset is izolaltak. Az eredmények alapjan ugy tiinik, hogy a
B. microti endemikus K6zép-Europaban. Feltételezésiink szerint a vaddiszno egy ragesald vagy
allati tetem (pl. pocok, roka) elfogyasztasa soran, vagy egyszeriien csak a foldet tarva
fertézodhetett a torzzsel. A vadaszok beszamoldja szerint a leltt allatban semmilyen
makroszkopos elvaltozast nem lattak, feltételezhetéen nem betegedett meg a koérokozotol.
Elképzelhetonek tartjuk, hogy a vaddiszné egyfajta rezervoar szerepet is betdlthet, ami képes a
kornyezetben fenntartani és terjeszteni a B. microti-t.

Az S és R tipusu Brucella fajok ellen termelt hiperimmun savokkal végzett IHK vizsgalatok
soran kapott negativ eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a B. microti mennyisége
kisebb volt mint az IHK vizsgalatok érzékenysége. Ezt tamasztja ala az is, hogy kozvetleniil
kioltva nem, csak elddusitas utan sikeriilt a korokozot izolalni. Mindezek megerdsitik azt a
feltételezést, hogy a vaddiszno csak egy tiinetmentes hordozdja volt a B. microti-nak.

A telepmorfoldgiai, ndvekedési €s biokémiai tulajdonsagai a kitenyészett torzsnek, beleértve
az izolalas 3. napjan megjelend barnds szinli pigmentaciot megegyeztek a Scholz és mtsai
(2008a) altal az elsé B. microti torzsr6l leirt tulajdonsagokkal. Az agglutinacios profilja
azonban kiilonleges volt. Az elséként izolalt B. microti torzs csak M savoval agglutinalt, de Al
Dahouk ¢és mtsai. (2012) a késdbbiekben tobb kiilonféle agglutindcids mintazatrol is
beszamoltak. Vizsgalataik soran ugyan a legtobb torzs reagalt az M savoval, egy roka eredetii
izolatum csak az A, mig a talaj mintakbol szarmazé torzsek mindharom savé tipussal
agglutinaltak.

A cseh mezei pocok eredetii és a hazai vaddisznobol szarmazé B. microti térzsek inkomplett
teljes genom szekvenciajanak az Osszehasonlitdsa soran felfedezett csupan 30 pontmutécid
meglepéen kevés, ami arra enged kovetkeztetni, hogy igen nagy lehet a B. microti torzsek
kozott a genetikai hasonldsag Kozép-Eurdpaban. A pontmutaciok keresésébdl ugyan kihagytuk
a tobb kopidban jelenlévo génszakaszok, inzercios szekvencidk és ismétlodo régidk vizsgalatat.
Emiatt a pontmuticiok szdméanak meghatarozasara tett probalkozasunk csak egy mérsékelt
becslésnek tekinthetd, de nagyobb valoszintiséggel tartuk fel azokat a mutacidkat, amik valddi
biologiai kiilonbségeket is jelentenek. Mindamellett a feltart pontmutacidk megbizhato alapot
adnak filogenetikai vizsgalatokhoz, mert elhelyezkedésiik alapjan lefedik a teljes genomot,
relative konzervativok, konnyen 6sszehasonlithatdak €s intergenikus régiokbol is szarmaznak.
fgy a pontmutaciok elemzésének elsédleges célja az volt, hogy tigabb evoluciés szinten feltarja

a cseh €s magyar B. microti torzs kozotti genetikai rokonsag mértékét.
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A nagy mutéciods rataval rendelkez6 VNTR lokuszokat nem tudtuk meghatarozni a teljes genom
szekvenalds soran a hasznalt moddszer jellegébdl addddan. Annak érdekében, hogy a
Csehorszagbol és Ausztriabol szarmazo tobbi B. microti torzzsel is dssze tudjuk hasonlitani az
altalunk izolalt torzset, elvégeztilk a MLV A vizsgalatot. Eredményeink alapjan a vaddiszndbol
kitenyészett torzs jol elkiiloniilt a kornyezd orszagokbdl szarmazo mezei pocok, roka és talaj
eredetii izolatumoktol. A vaddiszno fertéz6désének forrasa (pocok, roka, talaj vagy valami mas)
megfejtéséhez nem keriiltiink kozelebb, tovabbi vizsgalatokra van sziikség, hogy tobbet
megtudjunk a B. microti 6koldgiajarol.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy els6ként mutattuk ki a B. microti-t

vaddisznobol és elséként izolaltuk Magyarorszag teriiletérdl.

Sertés, vaddiszno és mezei nyul eredetii B. suis 2-es biotipusu torzsek
o0sszehasonlité genetikai vizsgalata

Bevezetés

A sertésallomanyokat fenyegeté sertés brucellozis korokozoja a B. suis. A fajon beliil 6t
biotipust kiilonboztetnek meg, melyek koziil az 1-es, 2-es és 3-as biotipusok okoznak
megbetegedést hazi sertésben. Az egyes biotipusok foldrajzi elterjedés, gazdfajlagossag és
fert6zoképesség szempontjabol kiillonboznek egymastol (OIE, 2018a). Eurdpaban elsésorban a
B. suis 2-es biotipusa fordul eld, de az 1-es és a 3-as biotipus okozta megbetegedésrol is
beszamoltak mar (Cvetni¢ és mtsai., 2005, 2009; Gennero és mtsai., 2004; Godfroid és mtsai.,
2005). Az emlitett harom biotipus k6zott az egyik legjelentdsebb kiilonbség, hogy a 2-es
biotipus gyakorlatilag apatogén az emberekre nézve (Garin-Bastuji és mtsai., 2006; Lagier és
mtsai., 2005; Paton és mtsai., 2001; Teyssou és mtsai., 1989), addig az 1-es és 3-as biotipusok
jelentds zoondtikus korokozok. A természetben a vaddiszno és a mezei nyul a B. suis 2-es
biotipusanak a rezervoar fajai (Godfroid és mtsai., 2005; Gyuranecz és mtsai., 2011). A
vaddiszn6 és mezei nyul az extenziven tartott hazi sertés allomanyok potencidlis fert6zési
forrasai lehetnek (Godfroid, 2012; Godfroid és Kasbohrer, 2002; Grégoire és mtsai., 2012;
Koppel és mtsai., 2007; Leiser és mtsai., 2013; Munoz és mtsai., 2010; Wu és mtsai., 2011,
2012). A vadallomany hozzajarulhat a betegség nagy tdvolsdgokra, akar hatarokon is ativeld
terjedéséhez az allatok természetes mozgasa vagy mesterséges attelepitése révén (Godfroid,

2012; Godfroid és mtsai., 2005; Godfroid és Kasbohrer, 2002; Grégoire és mtsai., 2012).
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A vizsgalat célja a magyarorszagi B. suis torzsek MLVA tipizalasa és a nemzetkozi
adatbazisban (http://mlva.u-psud.fr) talalhatd egyéb eurdpai torzsekkel torténd dsszehasonlitd
genetikai vizsgalata volt (11. dbra). Reményeink szerint eredményeink hozzéasegitenek ahhoz,
hogy jobban megértsiik a hazai és mas eurdpai izolatumok rokonsagi kapcsolatait és feltarjuk a

betegség jarvanytanat és az egyes torzsek gazdafaj speficificitasat.
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11. abra: A vizsgalatba bevont B. Suis 2-es biotipusu torzsek foldrajzi eredete. A genotipus (GT)
szamok mérete reprezentalja az adott MLVA 1l genotipusu torzsek szamat. A tortadiagrammok
mérete az adott orszagbol a vizsgalatba bevont izolatumok szamat mutatja. A szinek a torzsek
gazdafajaira Utalnak: narancssarga: vaddiszno, rozsaszin: sertés, barna: mezei nyul, fekete:
szarvasmarha. Az indexképben a magyarorszagi torzsekre vonatkozo informdciok és a torzsek

MLVAII elemzése alapjan készitett minimum spanning torzsfa lathato.
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Eredmények

A 68 magyarorszagi torzs MLVA16 vizsgalata soran 55 genotipust kiilonitettiink el, melyek
koziil 45-6t csak 1-1 izolatum képviselt, mig a maradék 23 torzs 10 db 2-3 {6s csoportba
sorolodott. A 16 vizsgalt 10kusz HGDI értéke alapjan a Bruce04 marker mutatta a legnagyobb
felbontoképességet 0,929-es értékkel. A 203 vizsgalt europai B. suis 2-es biotipusu térzs kozott
167 genotipust kiilonboztettlink meg. Ezzel ellentétben, mikor csak a hazai torzseket
hasonlitottuk 6ssze, akkor a Bruce04 (0,928) és Bruce09 (0,911) markerek mutattak a
legnagyobb felbontoképességet, mig valamennyi eurdpai torzset vizsgalva a Bruce07 (0,870)
¢s a Bruce30 (0,843) régiok mutattak a legnagyobb valtozatossagot. A magyar torzsek esetében
a Bruce09 marker rendelkezett a legkisebb (0,653) HGDI indexxel, melyet a Bruce07 (0,835)
¢és a Bruce30 (0,805) régiok kdovettek. Mind a 203 B. suis 2-es biotipust torzset vizsgalva az
MLVALI rendszer és a 2B panel hasonld felbontd képességet mutatott; 0,886-o0s és 0,883-as
HGDI indexet. Az MLVAL6 0,995-6s, mig az MLV A8 0,804-es értékeket adott. A vizsgalt
torzsek VNTR profiljait az MLVA adatbazis (http://mlva.u-psud.fr) tartalmazza.

A vizsgalt B. suis 2-es biotipust térzsek kozotti rokonsagi viszonyok megjelenitésére hasznalt
eredményeztek (12. és 13. abra). Az egyes markerek sulyozasa nem befolyasolta a térzsfak

megjelenését.
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0.05

12. abra: B. suis 2-es biotipusu torzsek MLVAII elemzése alapjan készitett neighbor-joining

torzsfa. GT: genotipus, Allat piktogrammok: narancssdrga: vaddiszné, rézsaszin: sertés,
barna: mezei nyul, fekete: szarvasmarha, sziirke: ragcsalo, B. suis 5-0s biotipus (outgroup),
Dania (DK), Franciaorszag (F), Horvatorszag (HR), Lengyelorszag (PL), Magyarorszag (H),
Németorszag (D), Oroszorszag (RUS), Portugalia (P), Spanyolorszag (E), Svajc (CH)
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13. abra: B. suis 2-es biotipusii térzsek MLVA1I elemzése alapjan készitett minimum spanning
torzsfa gazdafaj (A) és foldrajzi eredet (B) szerint szinkédolva. A: narancssarga: vaddiszno,
rozsaszin: sertés, barna: mezei nyul, fekete: szarvasmarha, sziirke: ragcsalo, B. suis 5-6S
biotipus (outgroup). B: Dania (DK), Franciaorszag (F), Horvatorszag (HR), Lengyelorszag
(PL), Magyarorszag (H), Németorszag (D), Oroszorszag (RUS), Portugalia (P), Spanyolorszag
(E), Svajc (CH)

Az MLVA vizsgalat eredményei alapjan a hazai B. suis 2-es biotipus populacié rendkiviil
heterogén. Osszesen kilenc MLVAS és tizennégy MLVA11 genotipust azonositottunk, melyek
koziil 6t MLVAS (108, 109, 118, 119 és 120) és kilenc MLVAI11 (213-221) 0 genotipusnak
bizonyult (13. abra). Az 57-es MLV A-11 genotipus orszagszerte eldfordult és a vizsgalt torzsek
43% ebbe a tipusba tartozott. Valamennyi vaddisznobdl vagy sertésbodl szarmazott. A mezei
nyul és vaddisznd eredetii torzsek két, genetikailag €¢lesen elkiilontilt csoportot alkottak. A hazai

vaddiszn6 eredetii torzsek esetében nem talaltunk osszefliggést a genotipus és a torzs foldrajzi
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eredete kozott. Ugyanabba a genotipusba tartozo térzset kimutattunk az orszag nyugati és keleti
rész€bdl egyarant, de azonos foldrajzi eredetli torzsek kozott tobb, kiilonbdzo genotipust is
megfigyeltiink. A hazai mezei nyual eredetli izoldtumok (5 db) a 47-es és 50-es MLVAll
genotipusba sorolddtak, melyek koziil az 50-es genotipust harom kiilonb6zé megyébdl is
kimutattuk. Az egyes torzsek izoldldsanak ideje ¢és genotipusa kozott nem talaltunk
Osszefiiggést.

A kiilonb6z6 eurdpai mezei nyal eredetli torzsek (Franciaorszag, Lengyelorszag,
Magyarorszag, Németorszag, Svajc) egymashoz kozel helyezkedtek el az MLVAI11 torzsfan,
de ezen a nagyobb csoporton beliil nem talaltunk tovabbi csoportosulast a torzsek kozott a
foldrajzi eredetiik alapjan. Ezzel szemben az eurdpai szinten a vaddiszné eredetli torzsek
genotipusa tobbnyire foldrajzi lokalizdciot mutatott. Az Ibériai-félszigetrdl szadrmazo
valamennyi vaddiszn6 és hazi sertés eredetli torzs egy csoportba sorolddott. A német
vaddisznokbol és sertésekbdl kitenyészett izoldtumok véltozatos genotipusokkal rendelkeztek
¢s tobbnyire a magyar vaddiszno és sertés eredetii torzsekkel mutattak rokonsagot. Az 57-es
MLVAI1 genotipus jelenlétét Horvatorszagbol, Magyarorszagrol és Németorszagbol is
kimutattuk. Az 57-es MLVAI11 genotipust tovabb bontva az MLVA16-0s rendszerrel azt
talaltunk, hogy egy horvat sertés és egy magyar vaddisznd eredetii térzs tovabbra is megegyezik

egymassal.

Megbeszélés

A multi-locus sequence typing (MLST) és az MLV A modszereknek egyarant van erésségiik és
gyengéjik, melyek megjelennek a Brucella torzsek Osszehasonlito genetikai vizsgalata,
filogenetikai analizise soran. Az MLST a megfeleld6 modszer a stabil, nagyobb 1éptékii
evolucios folyamatok leirasara, mig az MLVA az alkalmas eljaras a kisebb 1éptékii, Gjabb
evoltcios valtozasok nyomon kovetésére és jarvanytani nyomozasra (Kilig, és mtsai., 2011;
Scholz és Vergnaud, 2013). Korabbi MLST vizsgalatok soran nagyfoku genetikai homogenitast
tapasztaltak a B. suis 2-es biotipust torzsek kozott, huszonkilenc torzs megvizsgalasa soran
minddssze két szekvencia tipust azonositottak (ST15 és ST16) Europaban (Whatmore és mtsai.,
2007). Emiatt vizsgalatunk soran az MLV A moédszert alkalmaztuk a hazai €s europai B. suis 2-
es biotipust torzsek 0sszehasonlitd genetikai és jarvanytani vizsgalatara.

Altalaban a torzsek genetikai rokonsaganak feltarisara a minimum spanning tree modszer
elsdsorban jarvanytani nyomozasok sordn lehet a megfeleld valasztds, amikor a révid
iddintervallumon beliil bekovetkezd aprd genetikai valtozasok kimutatasara van sziikség. Ez a

moddszer azonban a filogenetikai vizsgalatok elvégzésére legtobbszor kevésbé megbizhatod
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(Salipante és Hall, 2011). MLV A11 vizsgalatunk soran azonban a B. suis 2-es biotipusu torzsek
mind a minimum spanning tree, mind pedig a neighbor-joining modszerrel hasonlo topologiaju
torzsfakat adtak, amik arra utalnak, hogy mindkét modszer megfeleld a torzsek dsszehasonlitd
genetikai vizsgalatara egy ilyen genetikailag homogén/konzervativ korokozé esetében.

A megvizsgalt 68 hazai B. suis 2-es biotipusu izolatum kozott viszonylag nagy
valtozékonysagot tapasztaltunk, hiszen az MLVAI1 modszerrel 14, mig az MLVAIG6
rendszerrel 55 genotipust kiillonboztettiink meg. Az MLVAI1 genotipusok koziil kilencet
elsoként irtunk le. Az 57-es genotipus volt a legelterjedtebb az orszagban, a vizsgalt izolatumok
43%-a ennek bizonyult. Sem iddbeli, sem foldrajzi sszefiiggéseket nem taldltunk a magyar
vaddiszno és sertés eredetli torzsek genetikai vizsgéalata soran. A nagy l1étszamu hazai vaddiszn6
populacié (Vadgazdalkodasi Adattar, 2013), az allatok természetes vandorldsa, kevéssé
szabalyozott mesterséges attelepitése mind hozzajarulhatnak a betegség terjedéséhez, a
kiilonboz6 genotipusok keveredéséhez, ami Osszességében egy valtozatos hazai B. suis 2-es
biotipus populédciot eredményez. Emellett azonban a hazai vaddiszn6 és mezei nyul eredeti
torzsek kozott €les genetikai elkiiloniilést figyeltink meg. Hasonlo jelenséget észeleltek
Spanyolorszagban is az ottani izolatumok PCR-restrikcios fragment hossz polimorfizmus
vizsgalata soran (Mufioz és mtsai., 2010).

Az eurdpai és hazai izoldtumok MLVA16 vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy egy horvat
sertés és egy magyar vaddiszno eredetll izolatum genotipusa megegyezik. Ez az eredmény
egyrészt megerdsiti a fertdzés terjedését a vaddiszno €s hazi sertés dllomanyok k6zott, masrészt
utal a korokozo hatarokon ativeld terjedésére az allatok vandorlasa vagy attelepitése révén.
Mivel Horvatorszagban a zoonoétikus, 3-as biotipusu B. suis is el6fordul (Cvetnic és mitsai.,
2005, 2009), ezért fokozottan oda kell figyelni a betegség terjedésének a megeldzésére.

A huszonkilenc, kiilonb6z6 eurdpai orszagbol szdrmazd mezei nyll eredetii tdrzs ugyan tobb
genotipusba sorolodott, de ezek mind egymashoz kozel helyezkednek el a torzsfan. Az
izolatumok f6ldrajzi eredete és genotipusa kozott nem taldltunk Osszefiiggést, ami akar szintén
lehet az Europan beliili intenziv é16 mezei nyul kereskedelem kovetkezménye (Gyuranecz és
mtsai., 2012; Somogyi, 2006). Az eredmények alapjan arra is kovetkeztethetiink, hogy egyes
B. suis torzsek sokkal inkabb a mezei nyulakhoz, mind a vaddisznokhoz adaptalodtak
(Gyuranecz ¢€s mtsai., 2011; Szulowski és mtsai,, 1999). Ennél megalapozottabb
kovetkeztetések levonasahoz azonban tovabbi mezei nyul eredetli torzsek vizsgélatira lenne
sziikség.

Az eurdpai vaddiszn6 eredetii torzsek elsdsorban foldrajzi eredetiik alapjan csoportosultak a

torzsfan. A sertés eredetlieck nem alkottak kiilonallé csoportot, hanem egyes izolatumok a
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vaddisznd, mig masok a mezei nyul eredetli torzsekkel mutattak rokonsagot. Ezek az
eredmények aldtdmasztjak azokat a korabbi feltételezéseket, hogy mind a vaddiszno, mind a
mezei nyul populdciok a szabadon tartott sertés allomanyok fert6zési forrasai lehetnek
(Godfroid, 2012; Godfroid és Kasbohrer, 2002; Grégoire és mtsai., 2012; Koppel és mtsai.,
2007; Leiser és mtsai., 2013; Munoz és mtsai., 2010; Wu és mtsai., 2011, 2012). Mivel a
vaddiszno és a mezei nyul eredetii torzsek genetikailag viszonylag jol elkiiloniilnek egymasrol,

ezért a sertések fert6zodési forrasa az izolalt tdrzsek genotipusa alapjan jol megbecsiilhetd.

Teve eredetii B. melitensis torzsek 6sszehasonlité genetikai vizsgalata

Bevezetés

A brucellozis az egyik leggyakoribb zoonotikus betegség a Foldon, évente 500 000 Gj, emberi
megbetegedést regisztralnak (Pappas ¢s mtsai., 2006). Habar a vilag szamos pontjan
felszamoltak a betegséget, egyes helyeken, mint amilyen az Arab-félsziget, tovabbra is
endémias és jelentds kozegészségligyi problémat jelent (Kili¢ és mtsai., 2011). A B. melitensis
¢és B. abortus altal okozott teve brucellozis el6fordulasarél Ausztralia kivételével valamennyi
teve tenyésztd orszagban beszamoltak mar (Wernery, 2014). A B. melitensis a kiskér6dzok
brucellézisanak a korokozodja, de mas allatfajokat, mint pl. a tevét is megbetegiti, illetve ez a
baktérium felelds elsddlegesen az emberi Brucella fert6zésekért is.

A teve brucellozis eléfordulasa egyes teriileteken a 40%-ot is elérheti, ezaltal stilyos problémat
jelent az érintett orszagoknak (Wernery, 2014). Ismereteink hianyosak a teve brucellézis
jarvanytanara; a fert6zési forrasokra, allatrol-allatra terjedésre ¢€s az allomanyon beliili
perzisztalasra vonatkozoan (Schulze zur Wiesch és mtsai., 2010; Gwida és mtsai., 2012;
Sprague és mtsai., 2012; Wernery, 2014). A teve brucellozis jarvanytananak jobb megértése
elengedhetetlen a megfeleld védekezési eljarasok kidolgozasahoz.

A vizsgalat célja az volt, hogy elséként végezziik el egypupu teve (Camelus dromedarius)
eredetli B. melitensis torzsek Osszehasonlitd genetikai vizsgalatat, melyhez alapvetéen egy
dubai teve teleprdl tiz éven at izolalt torzsek gyiijteményét hasznaltuk. Reményeink szerint
eredményeink hozzasegitenek a teve brucellézis jarvanytananak jobb megismeréséhez és

kozvetve védekezési stratégidk kidolgozasahoz.

60



dc_1740 20

Eredmények

Az MLVAS vizsgalat alapjan az Egyesiilt Arab Emiratusokbdl szarmazé 15 vizsgalt B.
melitensis torzs 5 kiilonb6z6 genotipusba sorolodott, melyek koziil kettd Gj tipusnak bizonyult.
Az MLVAII és 16 vizsgalat soran tovabbi alcsoportokat hataroztunk meg, az elobbivel hét, az
utobbival tiz genotipust kiilonitettiink el. A Simpson diverzitds index az MLVAS esetében
0,790 (0,705-0,876), az MLVAI11 esetében 0,838 (0,724-0,952), mig az MLVA16 estében
0,943 (0,891-0,994) volt. A vizsgalt torzsek VNTR profiljait az MLVA adatbazis
(http://mlva.u-psud.fr) tartalmazza. A minimum spanning tree és neighbor joining (14. abra)
modszerekkel készitett torzsfak hasonlo topologiat mutattak. Az Egyesiilt Arab Emiratusokbol
szarmazo torzsek két fo genetikai kladba, a kelet-mediterran és az afrikai kladba sorolodtak. Az
emiratusi teve eredeti torzsek a helyi vad és hazi kér6dzokbdl szdrmazo izolatumokkal vagy
akar a vilag mas részeirdl szarmazo torzsekkel mutattak genetikai rokonsagot. Ugyan limitalt
szamu (11) tevébdl szdrmazod izolatumot vizsgéltunk, azok a tevék foldrajzi eredete vagy a

mintavétel datuma szerint kisebb genetikai csoportokat alkottak.
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14. abra: B. melitensis torzsek MLVAS8 elemzése alapjan készitett neighbor-joining torzsfa. A

Feketével kiemelve lathatoak az altalunk vizsgalt torzsek.
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Megbeszélés

A vizsgalt torzsek elsé csoportja (C1-C5, GT42) olyan allatokbdl szarmazott, melyek Szatud-
Arabiabol érkeztek 2006 folyaman. Ugyanebbdl a csoportbol szarmazé allatokbol korabban
mar izolaltak és laboratoriumban tértént emberi megbetegedéssel hoztak 0sszefiiggésbe egy B.
melitensis torzset (Schulze zur Wiesch és mtsai., 2010). A genetikai vizsgalat eredményel
alapjan az latszik, hogy a vizsgalt teve allomanyt sikeresen mentesitették ezektdl a torzsektdl
szelekcios mentesitéssel 2006-ban.

Az izolatumok masodik csoportja (C6-C9, uj genotipus) 2008 és 2010 kozott Szudanbol
érkezett tevékbdl szarmazott. A farmon ezt kovetden ujabb sikeres szelekcids mentesitést
hajtottak végre. A C10, szintén egy uj genotipusu tdrzs, egy homoki gazellabol (Gazella
marica) izolaltak 2013-ban Abu Dhabiban. Bar a két 0j genotipus kozeli rokonsagban all
egymassal, kdzvetlen jarvanytani kapcsolat nem ismert a 2008-2010 kozotti dubai teve és a
2013-as abu dhabii gazella brucellézis esetek kozott. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd,
hogy az afrikai/szudani €16 allat import hozzajarulhatott az afrikai kladba tartozo B. melitensis
torzsek megjelenéséhez az Egyesiilt Arab Emiratusokban. Ez a feltételezést tamasztja ala egy
korabbi vizsgalat, mely soran egy kozeli rokon genotipusu torzset (GT41) mutattak Ki
kecskébdl az orszagban (Le Fleche és mtsai., 2006), tovabba a kelet-afrikai teve import utan a
brucellozisos esetek ugrasszerti megemelkedésérdl szamoltak be (Wernery, 2014).

A Cl11 izoldtumot (GT64) egy masik emiratusi farmrdl vasarolt tevébdl izolaltak egy évvel a
telepre érkezése utdn. A C15 torzset egy Szudanbol érkezett ndstény tevébdl tenyésztették ki
hét évvel a megvasarlasat kovetden. Mindkét allat a telepre érkezésiik eldtt karanténban volt,
ahol tobbszords brucellozis specifikus szerologiai vizsgalaton esett at, ezért feltételezéseink
szerint ezek az allatok mar a telepen betegedhettek meg. A fert6zés forrasa ismeretlen, mivel a
telep korbekeritett és szigort jarvanyvédelmi intézkedésekkel rendelkezik. Idénként azonban
vadallatokat (pl.: gazelldkat) lehet latni a telep kozelében, a keritésen kiviil, amik esetleg a
brucellozis fertézési forrasai lehetnek. Ugyanazt a B. melitensis genotipust sikertilt kimutatni
Dubai tavolabbi részeibdl szarmazo kecske (C12) és tejeld szarvasmarha (C13 és Cl14)
mintakbol is. Kozvetlen jarvanytani kapcsolatot nem sikeriilt kimutatni az esetek kozott, de a
genetikai eredmények alapjan feltételezhetd egy olyan k6zos fertdzési forras (pl. vadallatok,
kiskér6édzok), ami gyakori Dubai kiilonbozo teriiletein.

Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy négy kiilonboz6 forrasbol érkezett B. melitensis torzs
a vizsgalt telepre €s ezek koziil ketté 1) MLV AS genotipusnak bizonyult. Az elsd két esetben a
Szaud-Arabiabol és Szudanbol importalt tevékkel keriilt be a fertézés az allomanyba. Mindkét

esetben sikeresen mentesitették az allomanyt. Az utobbi két fert6z6dés forrasa nem teljesen
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tisztazott, de feltételezhetd, hogy az Egyesiilt Arab Emirdtusokban széles korben elterjedt
¢lélény (kiskérédzo, vadallat) lehet a korokozd rezervoarja. Mindenesetre az MLVA
segitségével sikeresen feltartuk az egyes teve eredetii B. melitensis torzsek kozotti genetikai
rokonsagot ¢€s eredményeink hozzajarulhatnak a koérokozo elleni sikeres védekezéshez az

Egyesiilt Arab Emiratusokban.

A Q-laz jarvanytananak vizsgalata

A C. burnetii prevalenciaja Magyarorszagon: tejel6 szarvasmarha allomanyok,
juhaszatok, kereskedelmi forgalomban kaphato tejek és kullancsok felméro
vizsgalata

Bevezetés:

Vilagszerte kevés alapos és megbizhatd felmérd vizsgalat sziiletett a Q-1az el6fordulaséara
vonatkozoan (Guatteo €és mtsai., 2011). Hazankban az 1970-es években végezték az egyetlen
Q-laz felmérd vizsgalatot (Romvary és mtsai., 1979). Vizsgalatunk célja igy a C. burnetii

prevalenciajanak meghatarozasa volt Magyarorszagon.

Eredmények:

Az egyes allomanyok/mintak foldrajzi eredetét a 15. dbra, mig vizsgalati eredményeit az 5.
tablazat tartalmazza. A tejel6 szarvasmarha allomanyokban atlagosan 19,33%-0s egyed szinti
szeropozitivitast észleltiink a KK vizsgalatok soran. Az esetek tobbségében (15,7%) alacsony
(1:10-1:40), mig kisebb hanyadaban (3,7%) magasabb (< 1/80) titer értékeket tapasztaltunk. A
vizsgalt juh allomanyokban KK vizsgélattal nem tudtunk szeropozitivitast kimutatni. Az
ELISA vizsgalatok soran a szarvasmarha és juh allomanyokban 38,0%-os és 6,0%-0s egyedi
szeropozitivitast és 100,0%-os és 60,0%-os allomény szintll pozitivitast detektaltunk.

A tej mintak valos idejii PCR vizsgalata soran 8,7% (Ct 24,2-36,8) C. burnetii tiritést mutattunk
ki szarvasmarhaban és 4,0%-ot (Ct 34,5-35,1) juhban. A tanktej mintak vizsgalata soran a tejeld
szarvasmarha allomanyok 66,7%-a (Ct 32,6-36,8) bizonyult Q-1az pozitivnak. A C. burnetii
DNS-ét a vizsgalt 9 kereskedelmi forgalomban kaphatd pasztdrizalt tej koziil 8-bol sikeriilt
kimutatnunk (Ct 27,7-34,8). Az 5402 kullancs (Ixodes ricinus /3222/, Dermacentor marginatus
1369/, D. reticulatus /361/, Haemaphysalis inremis /315/, H. concinna /735/, H. punctata /22/)

C. burnetii specifikus valos idejii PCR vizsgalata negativ eredménnyel zarult.
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15. abra: A vizsgalatba bevont tejelo szarvasmarha allomanyok (kér), juhaszatok (haromszog)
foldrajzi lokalizacioja és kullancs gytijtések helyszinei (csillag). A kérékben és haromszogekben

talalhato szamok az 5-6s tablazatban taldlhato telep azonositokkal egyeznek meg.
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5. tablazat: A tejel6 szarvasmarha ¢és juh dllomanyok KK, ELISA ¢és valos idejii PCR vizsgélati

eredményei.
KK KK egyedi tej tanktej
telep (titer: 1/10-1/40),  (titer: 1/80 <), mintak mintak
faj ID latens fert6zés™ akut fert6zés* ELISA**  valés idejii PCR **1  valés idejii PCR
1 6 1 7 1(1)
2 6 1 5 0 +
3 3 2 5 3(1) +
4 6 1 4 1(1) +
5 5 1 6 1(1) +
6 2 0 2 1 -
o 7 1 0 3 0 +
E 8 2 0 4 1(1)
g 9 2 0 2 0 -
S 10 4 1 7 3(2) +
11 1 0 1 0 -
12 0 2 1 1(1) -
13 1 0 1 0 -
14 3 2 4 1(2) +
15 5 0 5 0 +
atlag 47/300 11/300 57/150 13/150 10/15
% (15.7 %) (3.7 %) (38.0 %) (8.7 %) (66.7 %)
16 0 0 0 0 NV
17 0 0 1 2 NV
18 0 0 0 0 NV
-5. 19 0 0 1 0 NV
20 0 0 1 0 NV
tlag 0/100 0/100 3/50 2/50 NV
% (0 %) (0 %) (6.0 %) (4.0 %)

* 20 vizsgalt egyed/allomany, ** 10 vizsgalt egyed/allomany (elobbi 20 fele), + ELISA pozitiv
is, NV: Nem vizsgalt

Megbeszélés

A KK proéba napjainkban is laboratoriumok széles kore hasznalja a C. bunetii okozta szerologiai
athangolodas kimutatasara, mivel kivaléan alkalmazhatdo az allomany szinti diagndzis
felallitasara. Eredményeink ugyanakkor alatimasztjak a korabbi megfigyeléseket (WHO,
2010), miszerint a KK proba érzékenysége elmarad az ELISA vizsgalatétol. A KK proba elénye
azonban, hogy a titer értékek alapjan konnyen elkiilonithetd egymastol a heveny és a kronikus
fert6zés (OIE, 2010b). A nemzetkozi ajanlasoknak megfeleléen az ELISA eredményeket vettiik
alapul a valos prevalencia értékek meghatarozasa soran (OIE, 2010b; Guatteo és mtsai., 2011).
A tejeld szarvasmarha allomanyokban tapasztal egyedi és allomany szintli szeroprevalencia

értékek meghaladtak a nemzetkozi atlagot (20,0% ¢€s 37,7%; Guatteo és mtsai., 2011). Ennek
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egyik magyarazata az lehet, hogy a korabbi felmérd vizsgalatokat még akkor végezték, amikor
csak kevésbé érzékeny diagnosztikai mddszerek (Pl: KK proba) alltak rendelkezésre. Ezt a
feltételezést tamasztja ald a tanktej mintdk PCR vizsgélati eredménye, mely soran hasonlo
allomanyszintii prevalencia értéket kaptunk, mint mas kutatok (Guatteo és mtsai., 2011). A C.
burnetii hazai juh allomanyokban tapasztalt allomany szintii el6fordulasa szintén meghaladta a
nemzetkozi atlagot (25,0%), mig az egyedi szintli prevalencia elmaradt a kiilonboz6
orszagokbdl jelentett értékektdl (15,0%; Guatteo és mtsai., 2011). Kordbbi vizsgalatokhoz
hasonléan mi is azt tapasztaltuk, hogy a fert6zott allatok egy része mar azel6tt tiriti a C. burnetii-
t, és ezaltal fertdzési forrasként szolgédl, hogy az ellenanyag valasz kimutathatd lenne.
Természetesen ez akar azt is jelentheti, hogy a fertézott allatok egy része szeroldgiailag nem
hangolodik at.

Ellentétben egy korabbi vizsgalattal mely sordn a Szlovakidban és Eszak-Magyarorszigon
gyljtott kullancsok 2,6%-a (6/235) bizonyult C. burnetii pozitivnak (Spitalska és Kocianova,
2003), a jelen vizsgalat soran nem tudtuk kullancsokban kimutatni a vizsgalt baktériumot.
Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a kullancsok Hollandidhoz hasonléan nem
jatszanak fontos szerepet a Q-laz hazai jarvanytandban (Sprong és mtsai., 2012).
Valoszintsithetéen a hazi kér6dz6 allomanyok (pl.: tejelé szarvasmarhak) a C. burnetii f6
rezervoarjai Magyarorszagon. A tejeld szarvasmarhdkat zart telepeken tartjak, ahol els6sorban
kiilonb6z6 valadékaik révén fertdzik egymast. Legeldére nem jarnak, igy a kullancs vektorok
fert6zési forrasaiként sem szolgalhatnak.

Guatteo ¢és munkatarsai (2011) vizsgalataik soran azt figyelték meg, hogy kevés jol
megtervezett felmérd vizsgalat sziiletett, ahol kellden érzékeny diagnosztikai modszereket
hasznaltak volna a C. burnetii fertézottség felmérésére. Az adekvat prevalencia adatok
ugyanakkor elengedhetetlenek a megfeleld jarvanyvédelmi intézkedések meghozataldhoz.
Vizsgélatunk soran Magyarorszagra vonatkozdan igyekeztiink alapvetd prevalencia adatokat
szolgaltatni, bar a kecske €s vad kérddz6 alloméanyok, valamint a hiivelyvaladékkal, vizelettel

és bélsarral torténd C. burnetii tirités mértékének a felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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Hazai allati és emberi eredetii C. burnetii torzsek 6sszehasonlito genetikai
vizsgalata

Bevezetés

A C. burnetii torzsek Osszehasonlitdo genetikai vizsgalata elengedhetetlen eleme a felmérd
vizsgalatoknak ¢és a jarvanytani nyomozasoknak. Semmilyen informacioval nem rendelkeztiink
a hazai C. burnetii populacio genetikai Osszetételérél. Ezért Magyarorszag kiillonb6zo
terlileteirdl ot juh és Ot szarvasmarha vetélt magzatburokbol szarmazé méhpogacsa mintat €s
egy szarvasmarha tej mintat gy(jtottiink (16. abra) a benniik talalhato C. burnetii torzsek
genotipizalasa céljabol. Egy heveny Q-laz fertézésben (1:128 IgGII titer) szenved6 72 éves férfi
vérmintajat is bevontuk a vizsgalatba. A mintékat sporadikus fertézések soran gyjtottiik, rutin

diagnosztikai vizsgalatok alkalmaval.

ST20/

ST%/ J .

ND/partial

ST20/1

ST37/AF ST37/AF

ST20/ ST20/ A
ST28/AG

ST20/M

100 km

ST37/AF

16. abra: A vizsgalatba bevont szarvasmarhadabol (piros kor), juhbol (kék haromszog) és
emberbdl (zold csillag) kimutatott C. burnetii torzsek foldrajzi eredete, MST és MLVA

genotipusa.
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Eredmények

Mind a 12 vizsgalt minta 33-as cycle treshold (Ct) érték alatti pozitivitast mutatott a C. burnetii
specifikus valos idejii PCR vizsgalat soran és egy kivételével elegendé DNS-t tartalmazott a
teljes MST és MLV A genotipus meghatarozashoz. Az MST és MLV A adatokat a Dryadon
(doi:10.5061/dryad.rc8qg4) és az MLVA adatbazisban (http://mlva.u-
psud.fr/mlvav4/genotyping/) érhet6 el.

A hat szarvasmarha és az 6t juh minta MST vizsgalata soran egy 0j (ST37) és két korabban leirt
(ST20, ST28) szekvencia tipus (ST) el6fordulasat mutattuk ki (17. abra). Az ujonnan leirt ST37-
es genotipus értékei a Cox2-Cox5-Cox18-Cox20-Cox22-Cox37-Cox51-Cox56-Cox57-Cox61
allélokra vonatkozdan az aldbbiak szerint alakultak: 5-4-9-5-8-5-2-3-4-6.

A tizenegy juh és szarvasmarha minta MLV A vizsgélata soran 6t genotipust kiilonitettiink el,
melyek koziil kettd 0j tipusnak bizonyult. A szarvasmarha mintak harom MLVA tipusba (I, J,
M) sorolodtak, mig a juh mintdk adtak a két 0j genotipust (AF és AG). Az emberi mintdnak a
relativ magas DNS koncentracid (Ct 28,31) ellenére is csak részlegesen sikertilt elvégezni a
genotipizalasat. A részleges VNTR profil az MLV A adatbazisban talalhat6 egyik profillal sem
mutatott egyezést, igy feltételezhetéen egy szintén 1j genotipusba tartozik. Legnagyobb
hasonldsagot a juhokbol kimutatott AG genotipussal mutatott, a meghatarozott 6t VNTR koziil
négy megegyezett.

MLVA tipusuktdl fiiggetleniil valamennyi szarvasmarha eredetii minta 20-as szekvencia tipusu
C. burnetii torzset tartalmazott. A juh eredetii torzsek két MST tipusba sorolodtak. A 28-as
szekvencia tipust adtak az AG MLVA profilt térzsek, mig az Gjonnan javasolt 37-es szekvencia
tipusba az AF MLVA profilt torzsek sorolodtak. Tehat Osszefiiggést talaltunk a torzsek
gazdafaji eredete és genotipusa kozott.
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ST11-ember-FR
ST34-FR
ST13-ember, szmarha, kecske, juh, névényzet-FR, ES, PT
ST12-ember, kecske, névényzet-FR, CH, DE
ST24-juh-DE
ST32-kecske-AT
—— ST33-ember, juh, kecske-NL, DE, FR

100

77 83 ST14-ember, juh-FR, DE
91 18T15-ember-FR

ST29-ember-IT, SK

ST18-ember, kecske, juh, szmarha-FR, IT, SK, RO, GR, DE, ES, PL, HU
ST25-légy, vakcina, ember-DE, RU, KZ, IT
ST22-kullancs-SK

86
100

74 1 3T23-kullancs, szmarha, madar, egér, ember, juh-RU, UZ, CZ, SK, KZ, MN
g4 | ST16-ember, szmarha, juh, kullancs-FR, US, RO, CF, SK, DE, JP, PL
4' ST26-ember-UZ
L ST17-ember-FR, GR
ST19-ember-SN

98

ST20-ember, szmarha, ragcsalo, kecske, talaj-FR, DE, US, ES, NL, GB, HU

ST21-ember, macska, kutya-FR, CA, US

ST30-kecske-NA
— ST3-ember-FR
99| | ST2-ember-FR, UA, KG, CF
|_— ST4-ember-FR, ES, PT

ST5-ember-FR
~|;7-ember-FR, RU
ST6-ember, kullancs-FR, SN

ST1-ember-FR

ST27-kecske-AT

ST28-juh, szmarha, kullancs, ember-HU, KZ

ST31-ember-UZ

ST9-ember, galamb-FR
ST8-ember, kecske, juh-FR, ES, US, PT, CA
ST10-ember, juh-FR

0005 |

17. abra: MST vizsgalataink sordn meghatdrozott hazai (fekete) és etidpiai (sziirke) C. burnetii
torzsek és a vilag mas teriiletein leirt torzsek rokonsagi kapcsolatait megjelenité Neighbor-
Jjoining filogenetikai fa. Roviditések: Amerikai Egyesiilt Allamok (US), Ausztria (AT),
Csehorszag (CZ), Egyesiilt Kiralysag (GB), Etiopia (ET), Francia Guinea (GF), Franciaorszig
(FR), Gordgorszag (GR), Hollandia (NL), Japan (JP), Kanada (CA), Kazahsztin (KZ),
Kirgizisztan (KG), Kozép-Afrikai Koztarsasag (CF), Lengyelorszag (PL), Magyarorszag (HU),
Mongolia (MN), Namibia (NA), Németorszag (DE), Olaszorszag (IT), Oroszorszdag (RU),
Portugalia (PT), Romdnia (RO), Slovdkia (SK), Spanyolorszag (ES), Svajc (CH), Szenegdl
(SN), Ukrajna (UA) és Uzbegisztan (UZ).
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Megbeszélés

A C. burnetii izolatumok molekularis jellemzése egy megfeleld modszer egy adott foldrajzi
régioban eléforduld torzsek kozotti genetikai kapcsolatok feltardsara. Mind az MST ¢és az
MLVA modszer erdssége, hogy nagy felbontoképességgel rendelkezik és nem igényli a
korokozo eldzetes izolalasat.

Az MST ¢és az MLVA modszerek segitségével feltartuk a magyarorszagi kérédz6 és human
eredetii C. burnetii térzsek genetikai sokféleségét. Vizsgalataink soran harom C. burnetii ST
(ST20, ST28 és S37) elofordulasat allapitottuk meg a hazai kérddz6 allomanyokban.

Az ST20-as genotipus széleskorti elterjedtségét tapasztaltuk vilagszerte. Kimutattak
Franciaorszagban, Hollandidban, Németorszagban, Spanyolorszagban ¢és az USA-ban
szarvasmarha tejbol, kecske méhlepénybdl, human diagnosztikai mintabol és talaj mintakbol
(Astobiza és mtsai., 2012; Glazunova és mtsai., 2005; Hornstra és mtsai., 2011; Pearson és
mtsai., 2014; Tilburg és mtsai., 2012b). Az ST20-as genetikai mikrovariansait is kimutattak a
Fold kiilonbozo részeirdl. Az 1, J és M MLV A genotipusokat azonositottak szarvasmarha tejben
¢s tejtermékekben Eurdpa (Franciaorszag, Hollandia, Portugélia, Spanyolorszag, Svajc) és a
vilag (Katar, Szaud-Arébia, stb.) kiilonb6z6 orszdgaiban (Tilburg és mtsai., 2012a). Kecskék
kozott kitort Q-laz jarvany soran szintén az ST20-as genotipust azonositottak az Egyesiilt
Kiralysagban (Reichel és mtsai., 2012). Kovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy ugyan a 20-as
szekvencia tipust C. burnetii torzset elsdsorban szarvasmarha eredeti mintakbol mutattak ki,
idénként mas gazdafajban is azonositottak.

A 28-as szekvencia tipusu torzseket korabban szarvasmarha, juh, Hyalomma sp. kullancsbol és
emberi vérmintakbol mutattak ki Kazahsztanban (Glazunova és mtsai., 2005). Az ST37 az ST8,
ST9, ST10, ST27, ST28 ¢és ST31 genotipusokkal mutat kozeli rokonsagot, melyek jelenlétét
emberekben mutattdk ki Ausztridban, Franciaorszdgban, Kazahsztdnban Portugalidban és
Uzbegisztanban, valamint juhban és  kecskében Franciaorszagban, Kanadaban,
Spanyolorszagban és az USA-ban (17. abra) (Astobiza és mtsai., 2012; Glazunova és mtsai.,
2005; Hornstra €s mtsai., 2011; Pearson és mtsai., 2014; Tilburg és mtsai.,, 2012b). A
vizsgalataink soran Gjonnan leirt AG és AF genotipusok kozeli rokonsdgot mutatnak (2-3
l6kusz eltérés) a szintén Eurdpdban juh, kecske és emberi mintdkbol leirt AA és T variansokkal.
Ezeket a genotipusok szintén elsésorban juhban és kecskében fordulnak eld, ami egy ijabb
bizonyitéka a gazdafaj adaptacionak (Pearson és mitsai., 2014). Feltételezéseink szerint még
akar valamiféle kapcsolat is lehetett a jelen kutatds soran vizsgalt emberi €és juh (AG MLVA

genotipus) esetek kozott, mivel a két torzs genetikailag kozel all egymashoz.

71



dc_1740 20

Sem az MST, sem az MLVA vizsgalat soran nem tudtunk genetikai rokonsagot kimutatni a
hazai C. burnetii torzsek és a 2007-es hollandiai jarvanyt okozo izolatumok (ST33) kozott
(Tilburg és mtsai., 2012a,b). A hazai térzsek ugyancsak kiilonboztek a korabbi években Kozép-
Eurdpai mas orszagaiban azonositott baktériumoktol (Glazunova és mtsai., 2005; http://mlva.u-
psud.fr/mlvav4/genotyping/; http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/MST_Coxiella/mst/).

Eredményeink alap adatokat szolgaltatnak a magyarorszagi C. burnetii populacié genetikai
sokszinliségérdl. A megvizsgalt 12 hazai szarvasmarha, juh €s emberi eredetli térzs 3 MST
(koziiliik 1 6j) és 5 MLVA (koziiliik 2 1) genotipusba sorolodott. Osszefiiggést talaltunk a
torzsek gazdafaji eredete és genotipusa kozott, ami megerdsiti Pearson és mtsai. (2014) gazdafaj
adaptacios evolucids hipotézisét. Eredményeink hozzajarulnak az eurdpai C. burnetii

monitoringhoz is.

Uj C. burnetii genotipusok kimutatasa etiopiai kullancsokboél

Bevezetés

A hazi kér6édz6 allomanyok gyakran tiinetmentes hordozoi a C. burnetii-nek, de idénként
vetélést is okozhat a korokoz6 (Maurin és Raoult, 1999). Kozel 40 kullancs fajban mutattak
mar ki a C. burnetii jelenlétét, melyek természetes rezervoarjaiként és vektorjaiként is
szolgalhatnak a korokozonak (Porter és mtsai., 2011).

Etiopiaban Philip és mtsai. (1966) mutattak ki eldszor a C. burnetii jelenlétét szarvasmarharol
gylijtott kullancsokban. KK probaval vizsgalt addis abebai vagohidi munkasok kozott 6,5%
szeroprevalenciat allapitottak meg (Abebe, 1990). ELISA vizsgalatok alapjan Etiopiaban a Q-
laz prevalencidja 31,6% szarvasmarhaban, 90,0% tevében és 54,2% kecskében. Ezek Afrika
mas részein mért értékekhez képest magasabbak (Gumi és mtsai., 2013).

Vizsgalatunk célja szarvasmarhakrol gyiijtott kullancsokban kimutatott C. burnetii torzsek
genetikai karakterizalasa és Osszehasonlitisa a vilag mas tajain kimutatott C. burnetii

izolatumokkal.

Eredmények

Osszesen 296 kullancsot (Amblyomma variegatum, n=118; A. cohaerens, n=100; A. lepidum,
n=2; Rhipicephalus decoloratus, n=50; R. evertsi, n=17; R. praetextatus, n=8 and Hyalomma
rufipes, n=1) gyljtottiink dssze 18 kiillonb6z6 zebu csordaba tartozo 109 szarvasmarharol a

délnyugat etiopiai Didessa volgyben 2012-ben. A C. burnetii specifikus valos idejii PCR
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vizsgalat soran 32 pozitiv kullancsot azonositottunk, melyek koziil 8 (Amblyomma cohaerens,
n=6; A. variegatum, n=2) tartalmazott elegendd DNS-t (Ct<35) a tovabbi genetikai
vizsgalatokhoz.

Az MST analizis sordn egy Uj szekvencia tipust (ST52) azonositottunk a vizsgalt kullancs
mintakban (17. abra). Az 52-es szekvencia tipus allél értékei 3-9-6-1-5-4-4-10-6-5 voltak a
Cox2-Cox5-Cox18-Cox20-Cox22-Cox37-Cox51-Cox56-Cox57-Cox61 l6kuszokra
vonatkozoan. Ez nem csak mar ismert allélok ) kombinéciojat jelentette, hanem egy eddig
ismeretlen Cox5-6s allél felfedezését is, aminek a Cox5.9 (GénBank azonositd: KJ473948,
KJ473949) elnevezést javasoltuk.

Az MLVA moddszer segitségével két uj genotipust irtunk le. A 24-es genotipust a Coxiella
MLVA adatbazis nomenklatiraja alapjan vagy a korabbi publikaciok nevezéktana alapjan AH
genotipust mindkét vizsgalat Amblyomma kullancs fajban, a 26-os vagy Al genotipust az A.
cohaerens-ben. A genotipusok Ms23-Ms24-Ms27-Ms28-Ms33-Ms34 markerekre vonatkozo
allél értékei 6-12-2-7-10-10 volt a 24/AH genotipus és 2-12-2-7-8-10 a 26/Al varidns esetében
(http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/).

Harom A. cohaerens mintabol csak részleges C. burnetii MLVA genotipust sikeriilt
kinyerniink, feltételezhetden az alacsony DNS tartalom (magas Ct érték) miatt. A HSE-167-es
¢s HSE-170-es mintakbol meghatarozott részleges profil alapjan feltételezhetéen a 26/Al
genotipust azonositottuk, mig a HSE-210-es minta részleges profilja alapjan akar mindkét

MLVA tipusba (26/Al vagy 24/AH) tartozhat.

Megbeszélés

Mindkét modszer segitségével 1j C. burnetii genotipusokat azonositottunk a vizsgalt kullancs
mintakban (Astobiza és mtsai., 2012; Glazunova és mtsai., 2005; Klaassen és mtsai., 2009;
Loftis ¢és mtsai, 2006; Tilburg ¢és mtsai., 2012ab; http://ifr48.timone.univ-
mrs.fr/MST_Coxiella/mst/; http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/). Sajnos az elmult évek
soran tobb publikacid is megjelent, amelyben az akkor ujonnan leirt MST tipusok (ST 35-51)
allél kodjait/szekvencidit nem tettét hozzaférhetdvé, ezért nem lehet teljes bizonyossaggal
kijelenteni, hogy az altalunk felfedezett ST52 mindent kétséget kizardan 0jonnan leirt
genotipusnak tekinthetd (Angelakis és mtsai., 2014; Mediannikov és mtsai., 2010). Az MST és
kiilonb6z6 MLVA rendszerek kozotti adat egyeztetési/harmonizacios hidnyossagok tovabbi
nehézséget jelentenek az eredmények kiértékelése soran.

Kevés ismerettel rendelkeziink az afrikai C. burnetii torzsek genetikai sokféleségérol. Az ST2-

es és 16-os genotipust Kozép-Afrikdban, az ST30-ast Namibidban, mig az ST6-0S, 9-es és az
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ST35 ¢és 36-0s varians részleges szekvenciait mutattak ki eddig Afrikdban kullancs és emberi
eredetii mintakbol (Angelakis és mtsai., 2014; Glazunova és mtsai., 2005). Az altalunk ujonnan
azonositott ST52-es genotipus kozeli rokonsagot mutat a vilagszerte elterjedt 20-as szekvencia
tipussal. Az ST20-as genotipus jelenlétét kimutattak mar az Egyesiilt Allamokban, az Egyesiilt
Kiralysagban, Franciaorszagban, Hollandidban, Magyarorszagon, Németorszagban ¢&s
Spanyolorszagban. Ez a genotipus leggyakrabban szarvasmarhdkban fordul eld, de leirtdk mar
mas allatfajokbol is (Astobiza és mtsai., 2012; Glazunova és mtsai., Hornstra és mtsai., 2011).
Az ST52 ugyancsak rokonsagot mutatott az ST19-cel, melyet kordbban egy emberi mintabol
mutattak ki Szenegalban (Glzunova és mtsai., 2005).

Az MLVA vizsgalat soran az 52-es szekvencia tipust tovabbi két varidnsra (24/AH ¢és 26/Al)
bontottuk. Ezt a két Gjonnan leirt MLV A genotipus szintén szarvasmarhabdl leirt C. burnetii
tipusokkal mutattak rokonsagot. Példaul a 24/AH varidns a 25/L tipustdl, melyet egy szlovak
tej mintdbol mutattak ki, csupan az Ms24-es 16kuszon kiilonbozott egy ismétlodd régionyi
egységben (12 helyett 13 kopia) (http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/).

Mindkét genotipizal6 vizsgalat soran azt talaltuk, hogy az altalunk leirt genotipusok, mas, a
vilag kiilonbozd részeirdl kimutatott szarvasmarha eredetli genotipusokkal mutatnak kozeli
rokonsagot. Ez egybevag azzal, hogy az alalunk vizsgalt kullancsokat zebu szarvasmarhakrol
gytjtottiik. Eredményeink megerdsitik a korabbi eredményeket, hogy az egyes C. burnetii
genotipusok erés gazdafaj adaptacioval rendelkeznek (Tilburg ¢és mtsai., 2012a;
http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/MST_Coxiella/mst/).

Vizsgalataink soran genetikai informacioval szolgaltunk a kevéssé vizsgalat afrikai C. burnetii
populaciordl. Az etiép szarvasmarhakrol gyiijtott 8 kullancs mintaban talalhaté C. burnetii
torzseket egy Ujonnan leirt MST (ST52) és két, yj MLVA (24/AH ¢és 26/Al) genotipusba
soroltuk. Valamint Gjabb bizonyitékkal szolgaltunk az egyes C. burnetii variansok erételjes

gazdafaj adaptacidjarol.
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Egy hazai Q-laz jarvany ismertetése

Bevezetés
A kutatds célja a 2013 tavaszan és nyaran Baranya megyében lezajlott Q-laz jarvany

jérvanytani, intézeti diagnosztikai és molekularis epidemiologia vizsgéalatainak bemutatéasa.

Eredmények

A jarvany gocpontja egy koriilbeliil 10 km?-es dombos, erddkkel, mezokkel és mezdgazdasagi
terliletekkel tarkitott teriilet volt a Baranya megyei Vokany (851 f0) és Kistotfalu (321 {6)
telepiilések teriiletén (45.90 °N, 18.33 °E) (18. 4bra). A teriilet kontinentalis klimaja, de 2013-
ban egy szokatlanul hideg és havas marciust egy meleg, szaraz és idonként szeles aprilis
kovetett. Egy Vokany melletti meriné juh allomany (450 anyajuh), egy kis 1étszamu tehenészet
(40 allat), egy kis 1étszamu, vegyes juh és kecske allomany (20 allat) és néhany haztaji kérodzo
képezte a teriilet allatdllomanyat. A vizsgalt évben a juhok ellési iddszaka januartol aprilisig

tartott a tertleten.

N

18. dbra: A Q-laz jarvannyal érintett teriilet Baranya megyében. piros kér: 29 human eset, lila
kor: 11 human eset, sarga kérok: 6-6 human eset, zold korok: 2-3 human eset, kék korok: egyedi
human esetek, narancssarga csillag: meriné juhdszat (450 dllat), vilagoskék csillagok:

szarvasmarha dallomdny (40 dallat) és vegyes juh-kecske telep (20 dllat).
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A kozegészségiigyi szolgdlat a majus 8-an rutin 1€gzdszervi kérokozo vizsgalatra érkezett,
aprilis 17. ota lazas tlineteket mutat6 nyolc beteg vérmintajabol hatban C. burnetii specifikus
2-es fazisu IgM-et mutatott ki mas l1égzdszervi korokozok kizarasa mellett. Ezt kdvetden
minden fert6zés gyanis emberi esctet (magas laz és tiidogyulladasra utald rontgen leletet
mutatd beteg, aki aprilis 4. utan az ¢érintett foldrajzi tertileten megfordult) Q-laz specifikus
szerologiai vizsgalatnak vetettek ala, valamint a Baranya megyei kdzegészségiligyi szolgalat
jarvanytani nyomozasba kezdett. A vérminta vétel a helyi korzeti orvosi rendeldkben és
korhazakban, mig a mintak feldolgozasa egy kdzponti laboratoriumban tortént.

Aprilis 17. és jalius 31. kozott 176 fertdzés gyanus, magas lazzal, 16gzészervi tiinetekkel,
fejtajassal és mellkasi fajdalommal jaré emberi megbetegedést regisztraltak. Az esetek koziil
103 férfi, 73 pedig nd volt. A betegek 14 és 84 év kozottiek voltak. A megbetegedett emberek
tobbsége vokanyi vagy kistotfalui lakos volt, de néhany beteg csak atmenetileg érintkezett a
jarvany gbcpontjaval. Huszonhat beteg korhédzi elldtdsra szorult, de haldlos kimenetelil

megbetegedés nem tortént (19. abra).

Ellési id&szak Kullancsgydijtés
. > Tragya Juhdszat
Els§ emberi eltakarita- fertétleni-
megbetegedések sa a juha-

. o . . tése
. . Mint. t llatoktol .
észlelése Intagytjtes az aflatokto szatbdl

l AR

Emberi megbetegedések szama
®

15. 18.

H

16.
H

17.
H

30.

Januar
Februar
Marcius

Augusztus

Szeptember

Aprilis Majus Jdnius Jdlius

19. abra: A jarvany lefolyasa és a diagnosztikai vizsgalatok idobeli sorrendje. Az oszlopok (kék:

feérfi, piros: né) az igazolt emberi fertézések szamat jelzik az elsé vérvétel idépontja szerint.

A MIF vizsgalati eredmények alapjan a 176 fert6zés gyanlis emberi megbetegedés koziil 100
ember C. burnetii szeronegativnak bizonyult, mig 76 egyén feltételezett fertézottként lett
diagnosztizalva. Széaztizenhét emberbdl sikeriilt savopar mintadkat venni és 70 esetben (60%)

allapitottunk meg igazolt Q-1az fertdzést (szeroldgiai athangolodas tortént és/vagy emelkedett
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/nagyobb, mint 1:252/ 1gGI1/IgGl szintet detektaltunk a savopar vizsgalat soran). Az igazolt
esetek kozott tobbsége férfi volt (45 férfi, 25 nd). A 26 kérhazi ellatasra szorult beteg koziil 15-
nél igazoltuk a C. burnetii fertézést. A valds idejiit PCR vizsgalat soran a 26 alvadasban gatolt
vérminta koziil harombol, mig az 51 savé minta koziil 17-b6l tudtuk a korokozot kimutatni (Ct
29,4-36,1) 1-3 héttel a klinikai tiinetek megjelenését kovetben. Az id6 elérehaladtaval a
kimutathatdsag csokkent; a fert6zés elsé hetében vett mintak 48%, masodik hetében vett mintak
23%, mig a harmadik héten vett mintdk kozil viszont egy sem mutatott PCR pozitivitast. Az
0sszesen 20 PCR pozitiv ember koziil 19-ben tudtunk szeroldgiai athangolodast kimutatni. A
differencial diagnosztikai szempontbdl jelentds egyéb korokozokat (Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydophila pneumoniae, Ch. psittaci, Legionella spp.) laboratoriumi vizsgalattal zartuk ki.
Harom hetes doxiciklin (200mg/nap) terapidban részesitettiink valamennyi igazoltan Q-laz
fertdzott beteget és a jarvannyal érintett teriiletr6l szarmazd gyants esetek dontd tobbségét
(pontos szam ismeretlen) is. Valamennyi beteg szamara a fert6zés szerologiai nyomon
kovetését, IgGl titerének ellendrzését javasoltuk, mert a tartosan magas (>800) titer értékek
kronikus Q-laz fertdzés kialakulasara utalhatnak. Sajnos 2014. jiniusaig harmadik savo minta
a 70 igazolt Q-laz fertézott ember koziil csak 21-t61 érkezett vizsgalatra, és mindnél magas
(>512) IgGIl/1gGl titer értékeket detektaltunk.

A voékanyi merind juh allomanybdl 56 savo és 20 tejminta, mig a tobbi allatdllomany
valamennyi egyedétdl érkezett minta laboratoriumi vizsgalatra. Valamennyi telep elletd
istallojabol tragya mintakat is gytjtottiink. A juhaszatbol gyjtott savo mintak 23,2%-a (13/56)
és 44,6%-a (25/56) bizonyult pozitivnak a KK és ELISA vizsgélatok sordn. A valds idejii PCR
vizsgalat alkalméval a 20 egyedi tej minta koziil 4-bol tudtuk kimutatni a kérokozot (Ct 30,1-
33,5), mig a tragya mintak kétharmada (41/65, Ct 28,9-36,82) bizonyult pozitivnak. A 4 PCR
pozitiv juh koziil 2 ELISA pozitiv is volt. A jarvannyal érintett teriileten talalhato tehenészetbdl
és juh-kecske vegyes allomanybol gyiijtott vérmintak esetén 11 a 40-bdl, és 2 a 20-bol bizonyult
pozitivnak az ELISA vizsgalat soran, illetve egy tehéntej mintabol sikeriilt kimutatnunk a C.
burnetii DNS-¢ét (Ct 33,7). Ebbdl a két kisebb allat allomanybol gyhijtott tragya mintak, valamint
a haztaji allatoktol gyijtott vér, tej és tragya mintak C. burnetii specifikus laboratoriumi
vizsgalatai negativ eredménnyel zarultak.

Julius és szeptember kozott csak 7 kullancsot (5 1. ricinus és 2 H. concinna) kullancsot sikeriilt
a merind juh allomany legel6jérél begytjteniink. Ezért a vizsgalatokba bevontunk 115
gyljteményben tarolt kullancsot, amit 2011-2012 folyaman gy{ijtottiink a meriné juhaszattal
akkor egyiitt tartott két kutyarol (4 D. marginatus) és 23 kecskérdl (91 1. ricinus és 20 H.
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concinna). A kecskékrol gytijtott 201 1-es archivalt mintak koziil 5 kullancsbol (3 larva, 1 nimfa,
1 néstény) tudtuk kimutatni a C. burnetii DNS-ét (Ct 35,0-36,58).

Az MST vizsgalat soran egy human mintabdl €s a merind juhdszatbol gyijtott két tragya
mintabol egyarant ST18-as C. burnetii genotipust sikeriilt kimutatnunk (17. abra). A mintak
MLVA mintazata szintén majdnem megegyezett; 4/5-9-3-3-0-5 (Ms23-Ms24-Ms27-Ms28-
Ms33-Ms34). A kullancs és szarvasmarha mintabol kimutatott C. burnetii genotipizalasa nem

volt sikeres a mintak alacsony DNS tartalma miatt.

Megbeszélés

Hetven igazolt emberi megbetegedést diagnosztizaltunk a 2013-as Baranya megyei Q-laz
jarvany soran. A szerologiai és valos idejii PCR vizsgalatok segitségével sikeriilt néhany nap
alatt pontos diagnozist adnunk az els6é betegekkel kapcsolatban, ami lehet6vé tette a tovabbi
szintén megfelelonek bizonyult a helyes diagndzis felallitdsdhoz a fert6zés korai, elsé két hetes
stadiumaban. A jarvany forrasaként a vokanyi merin6 juhaszatot azonositottuk. Erdekes modon
a juhasz nem tapasztalt a szokasosnal nagyobb szdmu szaporodds biologiai problémat a
januartol 4aprilisig tartd ellési iddszak alatt. A vizsgalat sordn megallapitott 44,6%-0s
szeropozitivitas viszont sokkal magasabb volt, mint a korabbi magyarorszagi felméré vizsgalat
soran a juhdszatokban tapasztalt 6,0%-os prevalencia, ami egyértelmiien jarvanyra utalt
(Gyuranecz és mtsai., 2012).

A jarvany korokozoja egy 18-as szekvencia tipust C. burnetii torzs volt. Ez alapjan egyértelmd,
hogy a Baranya megyei jarvany nem allt oktani kapcsolatban a 2007-2009-es holland
jarvannyal, amit els6ésorban az ST33 okozott (Huijsmans €és mtsai., 2011; Tilburg és mtsai.,
2012a). Korabban az ST18 jelenlétét Franciaorszagban, Németorszagban, Olaszorszagban,
Romanidban ¢és Szlovékidban mutattdk ki (Glazunova és mitsai., 2005). Kozelmultban
Belgiumban egy emberi vérmintabdl szintén kimutattdk a 18-as szekvencia tipusu, vagy ahhoz
nagyon kozel allo C. burnetii térzset (Huijsmans és mtsai., 2011). A genetikai vizsgalataink
soran szintén igazolast nyert, hogy az Baranya megyei emberi Q-1dzas megbetegedések forrasa
a vokanyi juhéaszat volt. Az Ms23-as 10kuszon tapasztalt egy ismétlédd régionyi kiilonbség a
juh és emberi torzs kozott minden valdszinliség szerint a l0kusz magas mutacios ratajaval
magyarazhatd (Tilburg és mtsai., 2012b). Feltételezésiink szerint a C. burnetii-t tartalmazo
méhvaladékkal szennyezett €s beszaradt tragyat a szé€l fujhatta el a teleprdl a telepiilések
iranyaba. Ezt a feltételezést tdmasztja ald annak a beteg esete is, akinek a mintdjabol a

genotipizalast végeztilk. Ennek az embernek semmilyen kozvetlen kapcsolata nem volt a
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juhaszattal. Egy masik kozeli faluban lakott, de valdszintileg egy Vokany kézeli domboldalban
fertdzoédhetett mikdzben ott mezdgazdasidgi munkat végzett. A jarvanytani adatok, a
laboratoriumi vizsgalati eredmények és az emberi megbetegedések nagy szama miatt nagy
valoszintiséggel kizarhato a kullancs vagy nyers tej fogyasztasa kozvetitette fertézés. Az ST18-
as genotipusu torzs eredete ismeretlen, Magyarorszag teriiletén els6sorban az ST20-as
(szarvasmarha) ¢és az ST28-as és ST37-es (juh) genotipusok fordulnak el (Sulyok és mtsai.,
2014).

A merin6 juhdszatban jarvanyvédelmi intézkedéseket vezettek be. A tragyat eltavolitottdk a
teleprol 2013 juniusaban, majd a helyszint fertdtlenitették (VIROCID, Cid Lines Inc, Belgium
¢s Disinflex, Hexachem Kft, Magyarorszag) jaliusban. Ezt kvetden ujabb akut emberi Q-lazas
megbetegedést nem regisztraltak a régioban. Egy évvel késobb, 2014 majusaban tragya és tej
mintakat gylijtottiink a vokanyi juhészatbol és annak 30 km-es korzetében talalhatd valamennyi
allattartd teleprél, melyek C. burnetii specifikus valos idejii PCR vizsgalata negativ

eredménnyel zarult. El6vigydzatossagbol 2014. juniusaban a juhészatot Gjra fertotlenitették.

A C. burnetii kimutatasa hazi és vadon é16 kérédzok egészséges és vetélt
magzatburok mintaib6l Magyarorszagon

A vizsgalat célja az volt, hogy felmérjiik, hogy a C. burnetii milyen szerepet jatszik a hazi és
vadon €16 kérédzok vetéléses korképeiben. A kutatdshoz méhpogacsa mintakat gytijtottiink 111
hazi kérddzo (85 szarvasmarha, 21 juh, 5 kecske) vetélt magzatburkabol és 91, vadaszatok soran
elejtett vad kér6dzo (33 6z /Capreolus capreolus/, 22 damvad /Dama dama/, 36 gimszarvas

/Cervus elaphus/) egészséges magzatburkabol.

Eredmények

A szarvasmarha magzatburok mintak 26%-bdl (22/85) tudtunk valos idejii PCR-rel C. burnetii
DNS-t kimutatni, ami nagysagrendileg megegyezik a korabban hazankban végzett felmérd
vizsgalat soran talalt egyedi szeropozitivitasi adatokkal (38%, 57/150) (Gyuranecz és mtsai.,
2012). A vizsgalat esetek 3,5%-ban (3/85) tudtunk magas DNS tartalmat detektalni (Ct 14,12-
17,06), de magzatburok gyulladast nem tapasztaltunk, és a fertézést IHK-val sem tudtuk
megerdsiteni (6. tablazat). Egyéb baktérium okozta magzatburok gyulladast 6 esetben, mig
gomba okozta fert6zést egy esetben diagnosztizaltunk a kérszovettani vizsgalat soran. Tovabbi

egy esetben vaszkulitisszel tarsult magzatburok gyulladast észleletiink, bakterialis vagy gombas
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fert6zés kizarasa mellett és a C. burnetii PCR pozitivitas is hatarérték alatti volt (Ct 39,68). Egy
esetben C. burnetii és Waddlia chondrophila, két esetben pedig C. burnetii és ismeretlen
Chlamydiales faj kevert hordozasat mutattuk ki PCR-rel.

6. tablazat: Hazi és vadon €16 kér6dzok magzatburok mintainak C. burnetii specifikus valos

idejii PCR, korszovettani és IHK vizsgalatainak eredményei *

magzatburok gyulladas

Gazdafaj Mintaszam  PCR Specifikus Nem IHK
specifikus
szarvasmarha 85 22 (3) 0 8 -
juh 21 10 (8) 3 7 3
kecske 5 1(1) - - -
gimszarvas 36 2 0 1 -
6z 33 - NV NV
damvad 22 - NV NV

*Minden mintan elvégeztiik a PCR vizsgalatot, de csak a PCR pozitiv mintakat vizsgaltuk
tovabb korszovettani és IHK modszerekkel. A PCR vizsgalati eredmények esetén zarojelben
azt soroltuk fel, hogy a C. burnetii pozitiv mintak koziil hany bizonyult Chlamydiaes pozitivnak

IS. -: negativ; NV: nem vizsgalt

A C. burnetii DNS-ét a juh vetélés mintak 47,6%-bol (10/21) sikeriilt kimutatnunk, ami sokkal
magasabb értéket jelent mint a korabbi szerologiai felmérd vizsgalat sordn tapasztalt 6% (3/50)
(Gyuranecz ¢és mtsai., 2012). Az 0sszes PCR pozitiv mintdban méhgyulladast is
diagnosztizaltunk a korszovettani vizsgalat sordn (6. tdblazat). Hirom PCR pozitiv esetben (Ct
8,51-13,07) korszdvettani és IHK vizsgalattal is megerdsitettiik a fertdzést, igy feltételezéslink
szerint a C. burnetii oktani szerepet jatszott a vetélés kialakulasaban. Csak 6t kecske
magzatburok mintat volt lehetdségiink megvizsgalni, és koziilik csak az egyikbd6l tudtuk
kimutatni a C. burnetii jelenlétét (Ct 35,3). A vad kér6dz6 mintak koziil két gimszarvasbol
szarmaz6 méhpogacsa mintabdl sikeriilt a C. burnetii-t kimutatni a PCR vizsgalat soran (5,55%,

2/36, Ct 34,73 és 35,98).

Megbeszélés

Korabbi kisérletes fertézések soran nem tudtak igazolni a C. burnetii szerepét szarvasmarhak
vetéléseinek kivaltasaban. Feltételezhetden még endemikusan fert6zott teriileteken is csak
ritkan okoz vetélést szarvasmarhaban (Angerholm, 2013). Vizsgalatunk soran tapasztalt magas

Ct értékek (22,3%, 19/85) és az antigén kimutatas hianya arra enged kovetkeztetni, hogy a C.
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burnetii csak szubklinikai megbetegedést okoz szarvasmarhaban és Magyarorszagon Sem
tekinthetd jelentds vetélést okozd koérokozonak. Vizsgaltunk sordn IHK-val megallapitott C.
burnetii okozta juh vetélések szama (14,3%, 3/21), illetve egy korabbi hazai vizsgalat
eredményei (2%, 5/246) meghaladjdk Eurdpa mas részein tapasztalt prevalenciat (kb. 1% vagy
az alatt) (Angerholm, 2013). Tiz C. burnetii pozitiv magzatburok mintab6l 8 Chlamydia
abortus pozitiv is volt a PCR és IHK vizsgalat soran. A C. abortus fert6zésre jellemz6 savos
vagy elhalasos magzatburok gyulladas 7 C. burnetii pozitiv (Ct 30,59-37,23) mintaban szintén
megfigyelhet6 volt. A juh vetélések soran gyakran fennallo szubklinikai C. burnetii fert6zés és
a Baranya megyei Q-laz jarvany felhivja a figyelmet a hazai juhaszatok higiéniai helyzete
javitasanak a sziikségességére (Gyuranecz és mtsai., 2014). Az elmult évek vizsgalatai azt
mutattadk, hogy a Q-laz okozta vetélés sokkal gyakoribb kecskében, mint juhban vagy
szarvasmarhaban (Angerholm, 2013). Szemben az intenziv kecske tenyészt6 orszagokkal (pl.:
Hollandia: 1160 000 egyed), Magyarorszagon viszonylag kevés kecskét tartanak (55 000
egyed) és azokat is inkabb kisebb, 1-50 allatot szamlalo telepeken (Magyar Juh és
Kecsketenyészt6 Szovetség: http://mjksz.hu/), ami magyarazatul szolgalhat a hazai C. burnetii
okozta kecske vetélések alacsony szdmara. A vad kérédzékre vonatkozoan egy korabbi spanyol
vizsgalat all rendelkezésre, ahol a mi vizsgalatunkhoz hasonldan a gimszarvas mintak 5,1%-
bol (4/78) mutattak ki a C. burnetii DNS-ét, mig a szerologiai vizsgalat soran 15,4% (6/39) és
29,3% (34/116) szeropozitivitast talaltak 6zben és gimszarvasban (Asttobiza és mtsai., 2011,
Ruiz-Fons és mtsai., 2008).

Vizsgalataink alapjan megallapithato, hogy a C. burnetii igen elterjed a hazai hazi kérédzo
allomanyokban. Elsdsorban kiskér6dzOkben, idonként a vetélés kozvetlen kivaltd oka is lehet
a fert6zés. Szarvasmarhdban inkabb csak szubklinikai megbetegedést okoz és Magyarorszdgon
sem tekinthet6 jelentds vetélést okozo korokozonak. A vadon €16 kérédzokben pedig csak

elvétve fordul elb a C. burnetii hordozasa.
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Uj tudomanyos eredmények

10.
11.

12.

Immunhisztokémiai modszert fejlesztettlink ki a mezei nyal (Lepus europaeus)
brucell6zisanak kimutatasara.

Az omp3l gén természetes gatlasat mutattuk ki az I1S711 beékelodése kovetkeztében B.
ovis-ban. Bizonyitottuk, hogy az IS711 természetes koriilmények kozott is mobilis
genetikai elem lehet a B. ovis genomjaban.

Els6ként mutattuk ki a B. canis jelenlétét Magyarorszagon, és leirtuk, hogy jelentOs
szaporodasbiolodgiai zavarokkal jaré megbetegedéseket tud okozni hazankban is.

Els6ként mutattuk ki, hogy a B. canis képes a gazdaszervezeten beliil, az idébeli és térbeli
valtozasok fliggvényében mutalddni.

Els6ként izolaltuk a B. microti-t vaddisznobol (Sus scrofa), és el6szor mutattuk ki a
koérokozo jelenlétét Magyarorszagon, valamint jellemeztiik a kitenyészett baktériumot.
Kimutattuk, hogy egyes B. suis 2-es biotipusu torzsek sokkal inkabb a mezei nyulakhoz,
mind a vaddisznokhoz adaptaloédtak. Az eurdpai vaddisznd eredetli torzsek elsOsorban
foldrajzi eredetiik alapjan mutatnak rokonsagot. A sertés eredetiick nem alkottak kiilonalld
genetikai csoportot, hanem a vaddiszné és a mezei nyul eredetii torzsekkel is rokonsagban
allnak, bizonyitva, hogy mind a vaddisznd, mind a mezei nydl populdciok a szabadon
tartott sertés allomanyok fertdzési forrasai lehetnek.

Els6ként végezziik el egypupu teve (Camelus dromedarius) eredeti B. melitensis térzsek
Osszehasonlitd genetikai vizsgalatat, megallapitva, hogy mind az afrikai, mind a kelet-
mediterran kladba tartozoé B. melitensis torzsek eléfordulnak tevében.

Meghataroztuk a C. burnetii prevalenciajat Magyarorszagon. Megallapitottuk a tejeld
szarvasmarha és juh allomanyok, kereskedelmi forgalomban kaphato tejek, valamint
kullancsok C. burnetii fertdzottségét.

Feltartuk a magyarorszagi kér6dz6 és emberi eredetii C. burnetii torzsek genetikai
sokféleségét. Egy uj MST (ST37) és két uj MLVA (AF és AG) genotipust irtunk le.

Egy uj MST (ST52) és két uj MLVA (24/AH és 26/Al) mutattunk ki etiopiai kullancsokbol.
Az ST18-as genotipusi C. burnetii torzset azonositottuk egy nagyszamu emberi
megbetegedést kivalté Q-laz jarvany okozojaként.

Megallapitottuk, hogy a hazai juhokban idonként a vetélés kozvetlen kivaltod oka is lehet a
C. burnetii fert6zés, mig szarvasmarhaban nem tekintheté jelentés vetélést okozd

korokozonak. Vadon é16 kérddzékben csak elvétve fordul eld a C. burnetii hordozasa.
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Mellékletek

1. melléklet: Mintavételi jegyz6konyv: soltszentimrei kutyatenyészet

Minta Kutya Sziiletési
lvar Mintak Egyéb
azonosito azonosito datum
BC1 Marci kan 2005 Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
BC2 Bogancs kan 2005 Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
BC3 Zsanett szuka 2005 Alvadasban gatolt vér  Elvetélt: junius 7-
Alvadasban nem g. v én hat magzatot
Hiively tampon két héttel az ellés
Garat tampon elott.
BC4 Morci szuka 1999 Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon
Garat tampon
BC5 Szamodca szuka 2006 Alvadasban gatolt vér  Elvetélt: marcius
Alvadasban nem g. v 16-4n, 4 magzatot,
Hiively tampon majd 26-an 2
Garat tampon magzatot és egy
€16 kolykot= Fiige
BC6 Heidi szuka 2006 Alvadasban gatolt vér  Elvetélt: januar 5-
Alvadasban nem g. v én, 4-5 magzat.
Hiively tampon
Garat tampon
BC7 Gesztenye szuka 2006 Alvadasban gatolt vér Els6 két
Alvadasban nem g. v paroztataskor iires
Hiively tampon maradt, majd
Garat tampon harmadjara
vemhes lett.
BC8 Csenge szuka 2001 Alvadasban gatolt vér

Alvadésban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon
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BC9

Sindy

szuka

2007

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon

Els6 paroztataskor

iires maradt.

BC10

Pepita

szuka

2004

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon

BC11

Szaffi

szuka

2000

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon

BC12

Torpi

szuka

2006

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon

BC13

Domind

szuka

2007

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon

BC14

Lizi

szuka

2004

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v

Garat tampon

BC15

Trixi

szuka

2006

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon

Garat tampon

Janius 6-an harom
kolykot ellett,
abbol ketto

elpusztult.

BC16

Szava

szuka

2004

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v

Garat tampon

BC17

Franciska

szuka

1999

Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v

Garat tampon
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BC18 Poni szuka 2006 Alvadasban gatolt vér Elvetélt: 2008.
Alvadasbannem g. v oktober 26-an. Ez
(ebbdl csak keveset volt az els6
sikeriilt begytlijteni)  vetélés. Vemhesen
Hiively tampon kertilt a
Garat tampon tenyészetbe.
Maércius 27-én
korasziilés, 4
kolyok, 1 nap
mulva
elpusztultak.
BC19 Tulipan szuka 2001 Alvadasban gatolt vér  Hét kolykat ellett
Alvadasban nem g. v julius 4-én.
Hiively tampon
BC20 Ro6ézsabimbd  szuka 2002 Alvadasban gatolt vér 2 kolykot ellett
Alvadasban nem g. v junius 29-én.
Hiively tampon
BC21 Fiige szuka 20009. Alvadasban gatolt vér ~ Szamoca életben
03.26. Alvadasban nem g. v maradta kolyke.
Hiively tampon
BC22 Alma szuka 2006 Alvadasban gatolt vér Kétszer lires
Alvadasban nem g. v maradt, 2008.
Hiively tampon marciusaban
Garat tampon kellett volna
ellenie.
BC23 Kantor kan 2002 Alvadasban gatolt vér
(haz6rz6, Alvadasban nem g. v
németjuhasz
keverék)
BC24 Satan (beagle)  kan 2003 Alvadasban gatolt vér

Alvadasban nem g. v
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BC25 Liza (beagle) szuka 2003 Alvadasban gatolt vér
Hiively tampon
BC26 Morzsa szuka 2006 Alvadasban gatolt vér
(beagle) Alvadasban nem g. v
Hiively tampon
Garat tampon
BC27 Z0é szuka 2005 Alvadasban gatolt vér  Elvetélt: mércius
Alvadasbannem g. v 22-¢n kellett volna
Hiively tampon ellenie, de kb. 2
Garat tampon héttel el6tte eltlint
a hasa
nyomtalanul.
BC28 Jenny szuka 2007 Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon
BC29 Csita (beagle) szuka 2008 Alvadasban gatolt vér
Alvadasban nem g. v
Hiively tampon
BC30 Sara (beagle) szuka 2005 Alvadasban gatolt vér 2 éve ellett
Alvadasban nem g. v csaszarral, az6ta
Hiively tampon nem volt vemhes
BC31 Jenna (beagle) szuka 2007 Alvadasban gatolt vér

Alvadasban nem g. v

Hiively tampon
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2. Melléklet: A vizsgalt B. canis izolatumok gazda egyede, izolalasi ideje, helye, valamint elsédleges és masodlagos VNTR alléljai

polimorf VNTR monomorf VNTR
Izolalas 1 2 33
1D Gazda ideje 1zol4las helye 1 alt 2 alt 30 33 alt 3 7 14 16 20 21 25 27 28 29 31
Cl BC3 Janius magzat 234 214 568 295 303 417 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
Cc2 szuka kutya Jalius vér 234 242 206 214 568 303 - 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
C3 Jlius hiively 234 206 568 263 417 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
C4 BC2 Julius vér 234 214 568 303 311 417 306 122 233 439 100 490 413 198 260 507
C5 kan kutya Augusztus  nyirokcsomo 234 231 568 295 417 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
Cé6 BC21 Julius vér 242 250 150 214 574 255 263 417 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
c7 Kolyok kutya Augusztus vér 234 214 568 255 263 417 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
C8 Augusztus  nyirokcsomo 234 242 214 568 255 263 417 306 121 233 439 100 490 413 198 260 507
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