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1. BEVEZETES

A kérddzo allatokban szamos fertdz6 agens és nem fertdzd ok képes vetélést
eléidézni. A vetélést okozd baktériumok koziil tobb az emberre is veszélyes, zoonotikus
korokozo. Ilyenek a leptospirdk, a Listeria monocytogenes, a brucellak és az altalunk vizsgalt
Coxiella burnetii és a Chlamydiales rendbe tartoz6 fajok is (MCVEY et al., 2013).

A C. burnetii és a Chlamydiales rendbe tartozo fajok egyarant vildgszerte elterjedt,
kisméretli, Gram-negativ, coccoid palca alaku, intracellularis baktériumok. A hazi kérédzok a
legfontosabb rezervoarjai a C. burnetii-nek, amelyek gyakran tiinetmentesen iiritik a
kérokozot. Idonként azonban vetéléssel, koraelléssel, terméketlenséggel jard korképeket
okozhat a C. burnetii a kérédzokben (VARGA et al., 1999). Kiilonb6zé kullancsfajok
vektorszerepet tolthetnek be a betegség jarvanytani ciklusdban. A hazi kérédzoéallomanyok a
legfontosabb forrasai az emberi megbetegedéseknek. A C. burnetii emberekben magas lazzal
jaro tiido- és majgyulladast okozhat, idiilt esetben pedig szivbelhartya-gyulladas alakulhat ki
(ANGELAKIS et al., 2010, 2014; PAL, 2012).

A Chlamydiales rendbe tartozo fajok szarvasmarhaban idiilt, perzisztald fertézéseket
okoznak, melyek a termelés hatékonysdgat nagymértékben ronthatjdk a tejtermelés, a
termékenység ¢és a sulygyarapodds csokkentése miatt. Egyéb fertézésekkel ¢és
immunszuppressziv tényezokkel egyiitt pedig mar klinikai tiinetekben manifesztalodod
megbetegedéseket is eldidéznek (REINHOLD et al., 2011). Juhban a Chlamydia abortus a
juhok jarvanyos vetélése néven ismert korképet okozza (GYLES et al., 2010). A kér6dzokben
el6forduld fajok emberben ritkan okoznak tiineteket, de ha mégis, akkor az enyhe,
influenzaszer(i tiinetektdl kezdve igen sulyos koérképekig, mint az akut veseelégtelenség €s a
DIC (disszeminalt intravaszkularis koagulacio), sokféle megbetegedést eldidézhetnek. Ezen
kiviil tobb fajrol bebizonyosodott, hogy terhes ndkben vetélést valthatnak ki (BAUD et al.,
2009, 2011, PAL, 2012).

Egy korabbi hazai felmérésben valds idejli polimeraz lancreakcios vizsgalatokkal (rt-
PCR) a C. burnetii DNS-ét mutattak ki a vizsgélt tehéntejek 8,7%-aban, illetve a vizsgalt
juhtejek 4%-aban. A szeropozitivitds ugyanerre a korokozora szarvasmarhdk korében
komplementkotési probaval (KK) 19,3%-osnak, enzyme linked immunosorbent assay-jel
(ELISA) 38%-osnak bizonyult. Ugyanebben a felmérésben a juhok esetében a
szeropozitivitds KK probakkal 0%-os, ELISA vizsgalatokkal 6%-os volt (GYURANECZ et al.,
2012). Egy masik, kiskérdodzok vetélését elemzd, atfogd hazai vizsgalat eredményei alapjan a

C. abortus 4llt leggyakrabban a vetélések hatterében, a juhok fert6zo eredetli vetélései koziil



90%-ban, mig kecskék esetében 68%-ban azonositottdk, mint kivaltd okot. A C. burnetii
el6fordulasa joval ritkabb volt ennél, a juhok fert6z6 eredetli vetéléseinek kevesebb, mint
4%-at, mig kecskékben kicsit tobb mint 5%-at okoztak (SZEREDI et al., 2006).

Az altalunk végzett kutatas célja az volt, hogy atfogo6 képet kapjunk a C. burnetii és a
Chlamydiales-fajok hazai el6fordulasarol kérddzo allatokban, €és szerepiikrdl a hazi kérddzo
allatok vetéléses eseteiben. Ennek érdekében juhokbol, kecskékbdl, szarvasmarhdkbol,
valamint 6zekbdl, ddmvadakbol és gimszarvasokbdl szarmazé mintakat vizsgaltunk meg rt-

PCR-rel, kérszdvettani €s immunhisztokémiai (IH) modszerekkel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Rendszertan

2.1.1. Coxiella burnetii

A C. burnetii a Coxiellaceae csaladba tartozo Coxiella nemzetség tagja. A
Coxiellaceae csalddot a Legionellaceae csaldddal egyiitt a Legionellales rendbe soroljak. Ez
a rend rendszertanilag a Proteobacteriumok torzsébe, ezen belil pedig a
Gammaproteobacteriumok osztalyaba tartozik. A Coxiellaceae csalad tagjai még a Coxiella

nemzetségen kiviil az Aquicella, a Diplorickettsia ¢és a Rickettsiella genus (NCBI, 2014).

2.1.2. Chlamydiales rend

A Chlamydiales rend a Chlamydiae torzsbe, azon beliil a Chlamydiae osztalyba
tartozo6 rendszertani csoport. A Chlamydiales rendbe tartozo fajokat 8 csaladba soroljak,
ezek a Chlamydiaceae, a Parachlamydiaceae, a Simkaniaceae, a Waddliaceae, a
Criblamydiaceae, a Rhabdochlamydiaceae, a Clavichlamydiaceae és a Piscichlamydiaceae
csaladok (CROXATTO et al.,, 2014). A Chlamydiaceae csalad egyetlen nemzetsége a
Chlamydia genus. Ebbe a nemzetségbe tartozik a C. trachomatis, C. suis, C. muridarum, C.
abortus, C. pecorum, C. pneumoniae, C. psittaci, C. felis és a C. caviae (SACHSE et al.,

2014).

2.2. Morfolégia

2.2.1. Coxiella burnetii

A C. burnetii egy kisméretl, Gram-negativ, coccoid palca alakl, obligat
intracellularis baktérium (1. abra). Lipopoliszacharid (LPS)-fazisvariaciora képes, ennek
megfelelden két alakban fordul eld. Az egyik a kis sejtes varians (small cell variant, SCV),
ami a rendkiviil ellenallo, a kornyezetben sokaig életképes, fert6z6 forma. Ennek az LPS-e a
viszonylag gyenge antigenitasu I. fazisu antigént fejezi ki, ezaltal megakadalyozza az
immunrendszer reakciojat a felszini fehérjékkel. A szervezetbe keriil6 SCV sejtek a
mononukledris fagocita rendszer (mononuclear phagocyte system, MPS) sejtjeit fertézik, és
ahelyett, hogy megakadalyoznék a fagolizoszoma kialakuldsat, pont annak savanyoddsanak
hatasara alakulnak ki az SCV sejtekbdl az osztodasra képes nagy sejtes variansok (large cell

variant, LCV). Az egy sejtben kialakulo tobb fagolizoszéma végiil 6sszeolvad és egy nagy



vakuolum képzdédik (PORTER et al., 2011). A szaporodas koézben az I. fazisu antigén
fazisvariacion megy at, igy alakul ki a II. fazisu antigén. Az osztédas kozben az LCV
sejtekbdl ismét SCV sejtek keletkeznek, melyek a sejt lizise kovetkeztében a kornyezetbe

keriilnek (PAL, 2012).

1. dbra. Scanning elektronmikroszkopos felvétel egy megrepedt Vero-sejtrél, melyben igy
lathatova valt egy osztodo C. burnetii-ket tartalmazd vakudlum, 7800-szoros nagyitas.

(Forrds: www.niaid.nih.gov)

2.2.2. A Chlamydiales rendbe tartozo fajok

A chlamydidk szintén kisméretli, Gram-negativ, coccoid palca alakq, intracellularis
vakuolumokban szaporodd mikroorganizmusok (2. abra). Obligat intracellularis életmodjuk
oka, hogy bar képesek sajat makromolekuléik szintézisére, de sejthartyajukbol hidnyoznak az
oxidativ enzimek - a flavoproteinek és a citokromok -, ezaltal az ATP szintézisére
képtelenek, un. energiaparazitdk. A 300 nm nagysdgu chlamydidk - mas néven kis
chlamydiasejtek vagy elemi testek (ET) - a gazdasejt mikrovillusaihoz tapadva aktiv
penetracioval jutnak a sejtbe. Megakadalyozzak az endoszoma savasodasat €s egyesiilését a
lizoszomaval, ez biztositja a talélésiiket. Ezt kovetden megnagyobbodnak és 1000 nm-es un.
halozatos sejtekké, mas széval retikularis testekké (RT) alakulnak. Ezek hozzak létre a
mikroszképpal is megfigyelhetd zarvanytesteket. Tobbszords osztddas utdn a sejtek
zsugorodni kezdenek ¢és ismét fertdzoképes elemi testekké alakulnak, melyek fajtol fiiggden

exocitdzissal vagy a gazdasejt lizise révén szabadulnak ki a fertdzott sejtbdl, és ebben a



formaban ¢élnek tal a kornyezetben (PAL, 2012). A chlamydidkra jellemzd emellett a
perzisztens fertdzések kialakitdsa. Ennek sordn életképes, atipusos retikularis sejtek jonnek
létre, melyek a normalis RT-hez képest nagyobbak (aberrant bodies, AB) és a szervezet
legkiilonfélébb sejtjeiben eléfordulhatnak. Ezek kialakulésat in vitro koriilmények kozott,
kiilonféle negativ behatasokkal (antibiotikumok, bakteriofagok, tapanyagelvonas stb.)
indukalni lehetett. Ezen kiviil a Parachlamydia acanthamoebae fejlodési ciklusaban egy un.

crescent body is ismert, mely az 6 esetében a fert6z6 forma (GYLES et al., 2010).

e cMamydiae.com I'u'li'::hawzl“.'_"'.r""rt:i‘?r

2. abra. Elektronmikroszkopos felvétel egy fagyasztva tort C. abortus zarvanyrdl 30 oraval a
fertdzés utan. A képen jol lathatd, ahogy a chlamydiadk a zarvany sz€li részén, a membranon

gytilnek 0ssze, 7800-szoros nagyitas. (Forrdas: www.chlamydiae.com)

2.3. Jarvanytan, korfejlodés

2.3.1. Coxiella burnetii

A C. burnetii vilagszerte, igy hazankban is el6fordul, ellendlloképessége a
kornyezetben nagyon j6, beszaradt valadékokban akér egy évig is fertdzOképes maradhat. A
baktérium a fertdzott allatok testvaladékaibol képzodott aeroszol belélegzésével, per os és

kotohartyan at is képes atjutni egyik allatrdl a masikra (VARGA et al., 1999). Egyébként a



korokozot a kullancsok - ndlunk foleg az Ixodes ricinus, vadon €16 kistesi ragcsalok,
madarak, kutydk és a macskak is hordozhatjdk (ANGELAKIS et al., 2010, 2014), de a
haziallatok kozil a fert6zést elsdsorban a kérddzok tartjak fent (VARGA et al., 1999). A
korokozot a sz¢él nagyobb tavolsagba is elsodorhatja (MARRIE et RAOULT, 1997). A fertdzést
kovetden a C. burnetii atmeneti szeptikémidt okoz (VARGA et al., 1999), igy jut a
predilekcids helyek, igy a nyirokcsomok, a vesék, a tiidé és a méj makrofagjaiba, valamint a
vér monocitaiba (BACA et al., 1985), tovabba a togybe és a vemhes méhbe is igy keriil
(VARGA et al., 1999). A magzat a vérkeringés utjan ¢és az amnionfolyadék szajon at vald
felvételével fertdozodik (AGERHOLM, 2013). A fert6zott allatok a korokozdt a tejjel,
bélsarukkal, vizeletiikkel €és a nyalukkal iiritik, de fontos fertdzési forras a hiivelyvaladék, a
magzatviz és a vetélt szovetek is (GUATTEO et al., 2006). A pasztorkutydk a vetélt részek

elfogyasztasa utjan fert6zédhetnek (VARGA et al., 1999).

2.3.2. A Chlamydiales rendbe tartozd, kérodzok vetélését eloidézo fajok

A C. abortus-szal torténd fert6z0dés leggyakrabban a vetélt magzatburokbodl és a
fertézott hiivelyvaladékbol képzddott aeroszol belélegzésével vagy per os felvételével
torténik. A beszaradt valadékokban a chlamydidk sokaig fertézoképesek maradnak. A
legijabb kutatasok szerint azonban izeltlabu vektorok, igy kullancsok és bolhdk is szerepet
jatszhatnak a terjesztésiikben (CROXATTO et al., 2014). A szarvasmarha fert6z6désében a
legfontosabb tényezOnek a bélsarral nagy mennyiségben iiriild korokozok szajon at valod
felvételét tartjak (REINHOLD et al., 2011). Ezen kiviil elképzelhetd a kozvetlen érintkezés és a
kiilonboz6 testvaladékokban jelenlévd korokozok altali fert6zés, valamint a nemi uton
torténd atvitel, bar ez utobbi valdszinlileg nem jatszik fontos szerepet a terjesztésben. A
bejutast kovetden a koérokozod a manduldkban szaporodik el és a vérdrammal jut el a
kiilonbozd szervekbe. A gyomor-béltraktusban hosszan perzisztald fert6zések alakulhatnak

ki (GYLES et al., 2010).

2.4. Tiinetek

2.4.1. Coxiella burnetii

A C. burnetii irant sok madar- és emldsfaj fogékony, de klinikai tiineteket altaldban
nem okoz. Szarvasmarhaban, juhban és kecskében, ritkdn egyéb allatfajokban a Q-laznak
nevezett betegséget idézheti eld. Kérddzokben elvétve étvagytalansagot, a tejtermelés

csOkkenését, vagy kotOhartyagyulladast okozhat, illetve vetéléshez, koraelléshez vezethet,



valamint halva sziiletett vagy csokkent ¢letképességli utod ellését eredményezheti
(AGERHOLM et al., 2012). A vetélés a vemhesség végén kovetkezik be. Szarvasmarhaban a
fertdzottség azonban gyakran tiinetmentes marad, és ha ki is alakulnak klinikai tlinetek, azok
inkabb terméketlenség, méh- és tégygyulladas forméjaban mutatkoznak (To et al., 1998).
Kecskékben a fent emlitett tiineteken kiviil tiidogyulladas is kialakulhat, tovabba a
szarvasmarhdhoz hasonldéan kronikus fertézés maradhat fent a méhben és a tégyben
(SANCHEZ et al., 2006). Juhokban a kronikus fertézottség kevésbé jellemzé (VAIDYA et al.,
2008).

2.3.2. A Chlamydiales rendbe tartozd, kérodzok vetélését eloidézo fajok

A C. abortus okozza a juhok enzootids vetélését (endemic abortion of ewes, EAE).
Vilagszerte a leggyakoribb vetélést okozo agens kiskérédzokben, de a szarvasmarhat, a
sertést, a lovat ¢és az Ozet is megfertézheti. Az anyaban ritkdn okoz tiineteket, ha igen, az
altalaban hiivelyi folyasban nyilvanul meg - ez kecskékben viszont gyakrabban eléfordul,
mint juhokban. A juhok enzootids vetélése soran a vetélés altalaban a vemhesség utolsé 2-3
hetében jelentkezik, esetleg halva sziiletett vagy csokkent életképességii 0jsziilott ellése
kovetkezhet be. Klinikai tiinetek altalaban az allomanyba Gjonnan bekertil0 fiatal egyedekben
¢és elsd vemhes anydkban alakulnak ki. Ezekben az esetekben juhokban 30%-o0s, mig
kecskékben 60%-0s vetélési rata is kialakulhat. Ez 2-3 évig marad fenn, amig kozel az 6sszes
nostény fertdzotté nem valik, mivel az atvészelés élethosszig tartd védettséget okoz, tehat
ritka a méasodszori vetélés. A vetélések aranya ezutdn 5% alatt marad, amig ki nem alakul
egy Ujabb jarvany az elsévemhes anyak kozott (GYLES et al., 2010). Kosokban a C. abortus a
szeptikémia soran eljuthat a herékbe, a mellékherékbe és az ondoholyagba, aminek
kovetkezménye idiilt gyulladas és az ondé mindségének romlasa (VARGA et al., 1999).

A szarvasmarhakban el6fordulo, a Chlamydia nemzetségbe tartozo baktériumok a C.
abortus, a C. pecorum, a C. psittaci ¢és a C. suis. Ezek a korokozok gyakran idéznek eld
szarvasmarhdban tiinetmentes, szubklinikai fertézottséget, aminek kovetkeztében kartételiik
nehezebben nyomonkdvethetd (REINHOLD et al., 2011). Bikakban a kosokhoz hasonloan a C.
abortus a vérarammal eljuthat a nemi szervekbe és jarulékos mirigyekbe, ahol idiilt gyulladést
idézhet el (VARGA et al., 1999). Altalanossagban elmondhaté, hogy a 1égzdszervek, a tégy, a
nemi szervek ¢és a béltraktus enyhe, dmde hosszantartd chlamydias fertdzottsége a
tejtermelést, a termékenységet és a stlygyarapodast egyarant negativan befolyasolja. Ezen
kivil mas jarvanytani tényezOkkel egylitt mar klinikai tiinetekben is megnyilvanulo

betegséget okozhatnak (REINHOLD et al., 2011). A szarvasmarha chlamydias fert6zottségét a
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vemhesség utolsé harmadaban torténd vetélés vagy az €16, de csokkent életképességli utod
sziiletése jellemzi. A vetéld anyadllatok a vetélést megel6zden klinikai tlineteket nem
mutatnak (VARGA et al., 1999).

Bar korabban ugy gondoltdk, hogy a tobbi Chlamydiales rendbe tartozd faj
szimbiontaként ¢l amoObakban ¢és mas eukaridta gazdakban, az ijabb kutatasok tobb idetartozo
kérokozo egészségiigyi jelentdségét is kimutattdk. Példaul a Parachlamydia spp., tobbek
kozott a P. acanthamoebae megfigyelésre keriiltek kérddzok vetéléses eseteiben (BOREL et
al., 2007; RUHL et al., 2008) ¢és egy human korasziilés esetében is (BAUD et al., 2009).
Kimutattak Waddlia chondrophila-t is vetélt borjakb6l Europaban ¢s Amerikaban is
(HENNING et al., 2002; RURANGIRWA et al., 1999), valamint a korokozo6 jelenlétével

Osszefiiggd humén vetéléses esetet is leirtak (BAUD et al., 2011).

2.5. Kérbonctan

2.5.1. Coxiella burnetii

A korokoz6 a magzatburkokba jutva azokban vérzéses-elhaldsos gyulladést okoz, a
magzat ennek kovetkeztében elhal, és az anyaallat elvetél. Az érintett magzatburkon a
méhpogacsak kozotti teriiletek sargasak, megvastagodottak ¢és kisebb mennyiségii
gyulladasos izzadmannyal boritottak (3. abra). A magzatban szembetlind elvéltozds nem
tapasztalhatd. Mikroszkoppal vizsgadlva a placenta akut gyulladdsos beszilirddése szintén a
méhpogacsak kozotti teriileteken a legsulyosabb. A hipertrofizalt chorionhamsejtekben C.
burnetii-k figyelhetéek meg. Ha kialakul korszovettani elvaltozds a magzatban, akkor a
horgok koriili, a vese veldallomanyaban és a maj portélis teriiletein kialakuld limfoid

szovetszaporulat jellemzi (MCGAVIN et al., 2001).
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3. abra. C. burnetii okozta vérzéses-elhalasos magzatburokgyulladés korbonctani képe. (A

képet készitette: Szeredi Levente)

2.5.2. A Chlamydiales rendbe tartozo, kérodzok vetélését eloidezo fajok

A placenta elvaltozasai gyakran enyhe fokuak, csak korszovettani vizsgalattal
allapithatoak meg. A fertézés eldrehaladtaval a chorion epithelsejtjeinek szama jelentdsen
lecsokken ¢és gyulladdsos sejtes besziirddés jelenik meg. A magzatburkok gyakran
visszamaradnak, gyulladtak, kifejezetten 6démasak, a méhpogacsdkon fibrinnel fedett
elhalasok, alattuk pedig gennyes arteritisz figyelheté meg. A magzat hasiiregében savo
halmozodik fel, a bor alatti kotdszovet is testszerte Odémas. Tiszurdsnyi vérzések
mutatkoznak a savoshartydk alatt, az oltogyomor nyalkahartyajaban és az egyébként
megnagyobbodott térdhajlati és bélfodri nyirokcsomékban (GYLES et al.,, 2010). A maj
duzzadt, sargasvoros, a multifokalis elhaldsok kovetkeztében tarkazott, az MPS-sejtek gocos
hiperplazidja kovetkeztében feliilete egyenetlen. A gyulladdsos és/vagy elhaldsos gocok,
tovabba az MPS-sejtek gocos proliferacidja a tobbi szervben is megfigyelhetéek (VARGA et
al., 1999). A méhfalban elvaltozas nem jellemzd, bar azokon a teriileteken, ahol a fert6zott
chorion ¢érintkezik az anyai szovetekkel, az endometrium hamrétegében zarvanytestek
figyelhetéek meg. Elérehaladott esetben azonban eléfordul az endometrium hamrétegének

elhalasa és levalasa (GYLES et al., 2010).
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2.6. Korjelzés

2.6.1. Coxiella burnetii

A sorozatos vetélések vagy halva sziiletések laboratoriumi diagndzisa méhlepénybdl,
hiivelyvaladékbol és a vetélt magzat majabol, tiidejébdl vagy gyomortartalmabdl vett minta
alapjan torténhet. A C. burnetii-lirités felméréséhez mintat vehetiink a hiivelybdl, a tejbdl, a
focstejbol és a bélsarbol. Mivel a C. burnetii egy intracellularis baktérium, ezért tenyésztése
megfeleld sejtvonalakban, embrionalt tylktojasban vagy kisérleti allatokban torténhet. A
baktérium megfestést kdvetden koérszovettani metszetben vagy hiivelykenetben vizsgalhato.
Bér hivatalosan Gram-negativ kérokozo, nehezen festhetd Gram-féle festéssel (PORTER et al.,
2011). Savallosaganak koszonhetden Stamp, Gimenez ¢s Giemsa szerint viszont festodik,
valamint a Ziehl-Neelsen- és a Koster-festés modositott valtozatai is alkalmazhatoak rajta, de
ezek nem C. burnetii-specifikus kimutatasi modok. Ilyen célra az IH, az in situ hibridizécio és
a PCR hasznélhat6. Szerologiai modszerek koziil az indirekt IF (immunfluoreszcencia), az
ELISA ¢s a KK vehet6 igénybe, melyek koziil az ELISA a legkonnyebben hasznalhat6 ¢€s a
legmagasabb érzékenységii (OIE, 2010).

2.6.2. A Chlamydiales rendbe tartozo fajok

A C. abortus okozta vetélés gyantija a vemhesség késoi stddiuméaban bekovetkezd
abortusz esetén meriilhet fel. Ezt megerdsiti a korbonctani vizsgalat soran talalt elhalésos
placentitisz ¢és a korokozd nagyszamu el6fordulasa az érintett méhlepénybdl késziilt
korszovettani metszetben. A vetélt magzat még nedves gyapja vagy szlrzete ¢s
hiivelytamponmintak is hasznalhatoak a baktérium kimutatasara (OIE, 2012). Festésiikre a
Giemsa- ¢és a Castaneda-festés mellett a Stamp-festést €s modositott valtozatait alkalmazzuk
leggyakrabban. Mivel a chlamydidk enyhe és relativ savallosdgot mutatnak, ezért ezek a
Stamp-féle fukszin miatt piros, mig az egyéb baktériumok ¢és a sejtes elemek a
hattérfestésként alkalmazott malachitzold miatt zold szinben tiinnek elé (4. abra) (TUBOLY,
1998). A C. abortus izolalasa csirkeembridban vagy szOvettenyészeten torténhet.
Antigénkimutatasra ELISA, IH és IF, DNS-kimutatasra pedig PCR hasznalhato. A KK-val
mért C. abortus elleni ellenanyagszint emelkedése gyakori vetélés és holtellés utan, de nem
jelentkezik minden esetben, rdadasul keresztreakcid alakul ki C. pecorummal és néhany mas
Gram-negativ baktériummal is, tovabba a vakcindzas miatt szeropozitiv allatok elkiilonitésére

sem alkalmas (OIE, 2012).
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4. abra. Stamp szerint festett chlamydidk metszetben, 1000-szeres nagyitds. (A képet

készitette: Szeredi Levente)

2.7. Megelozés, gyogykezelés, védekezés

2.7.1. Coxiella burnetii

A C. burnetii elleni ellenanyagvalasz a koérokozo kétféle megjelenési formajanak
megfelelden az I. fazist és a II. fazisu antigén ellen is kialakul. Az 1. fazisu antigént kifejezd
alak a 1épbdl izolalhato a laboratoriumi ragesalok beoltasat kovetden. A II. fazisu antigént
hordozé forma az embrionalt tojason vagy szovettenyészeteken végzett ismételt passzalasok
soran jelenik meg. Csak azok a vakcindk nytjtanak megfeleld védelmet a Q-laz ellen,
amelyek az . fazist antigént tartalmaz6 inaktivalt C. burnetii-bol késziiltek vagy csak magat
az antigént tartalmazzdk. Az endémids terilileteken ajanlott kiilondsen a fiatal allatok
évenkénti oltasa a korokozo ellen (OIE, 2010). Igy az 4ltalanos jarvanyvédelmi szabalyok
betartdsaval, az allatdllomany oltasaval, a vetélt allatok elkiilonitésével és fertotlenitéssel

csOkkentheté mind az allatok, mind az emberek atfertézottsége (PAL, 2012).

2.7.2. A Chlamydiales rendbe tartozo fajok

A nem komplikalt chlamydia fert6zések ellen leggyakrabban hasznalt antibiotikumok
a tetraciklinek. A makrolidok, példaul az azitromicin és az eritromicin, és a fluorokinolonok
szintén hatékonyak (PAL, 2012). A C. abortus-fertézés megeldzésének legfontosabb 1épései

az altalanos jarvanyvédelmi szabalyok betartdsa, igy a fertOtlenités, a vetélt allatok
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elkiilonitése, az alloméanyok keveredésének elkeriilése és a vemhes allatok egyiittes elletése.
Vakcinazasi lehet6ség szarvasmarha esetén nem all rendelkezésre, juhok szamara inaktivalt
kérokozokat tartalmazo és egy héérzékeny mutdnst tartalmazo €16 vakcina is elérhetd, melyek
kétszeri alkalmazasdval a vetélés megelozhetd és az iirités csokkenthetd, igy az wjonnan
érkezett allatok beoltasa mindenképpen tandcsos. A vakcinazas azonban a mentesitéshez nem
elegendd, a szerologiai monitorozas az elletési idészak utdn segithet a fertdzott nyajak

megtalalasaban, ezutan ajanlott folyamatosan ellendrzd felméréseket végezni (OIE, 2012).

2.8. Kozegészségiigyi vonatkozasok

2.8.1. Coxiella burnetii

Az ember elsdsorban kozvetlenill fertézodik az ellések és vetélések soran, de a
beszaradt valadékokbol szdrmazd por, valamint a nem pasztorizalt tej és tejtermékek is
kozvetithetik a korokozot. A kullancsok altali atvitel igen ritka. Mivel az ember altalaban
kérodzoktol fert6zodik, a megbetegedés foglalkozasi artalomnak tekinthetd, hiszen
gyakrabban fordul el6 az allattartok, allatgondozok, vagohidi munkésok stb. kdrében (VARGA
et al, 1999). 2013-ban Dél-Magyarorszagon humdn Q-laz jarvany tort ki, melynek
kiindulopontja egy fert6zott juhnydj lehetett. Ennek sordn 70 ember bizonyult a vérmintak
mikro-immunfluoreszcens ¢€s rt-PCR vizsgalata alapjan C. burnetii fert6zéttnek (GYURANECZ
etal., 2014).

Az ember fertézottsége altalaban tiinetmentes marad, esetleg enyhe natha jelei
mutatkoznak. Az esetek 5%-aban azonban sulyos tiidégyulladas, granuldmas hepatitisz vagy
szisztémas fert6zés alakul ki. A koérkép honapok utan kronikus fertézésbe megy at, mely
immunhianyos vagy szivbillentyli-elégtelenségben szenvedd személyekben ¢és terhes ndkben
szivbelhartya- vagy szivizomgyulladas kialakuldsaval jar (ANGELAKIS et al., 2010, 2014;
PAL, 2012). Kezelés nélkiil ennek a formanak a mortalitasa tobb mint 50% (PAL, 2012).

A human gyogyaszatban a kezelés alapja a doxiciklin, de ezt sulyos vagy kronikus
fertézés esetén rifampicinnel vagy fluorokinolonokkal sziikséges kiegésziteni. Kronikus
fert6zés esetén a kezelés honapokig, vagy akar évekig is eltarthat. Teljes elolt sejtes, 1. fazisu
¢és alegységvakcina is rendelkezésre all, de csak néhany orszdgban, példaul Ausztralidban
alkalmazzadk a fertézésveszélynek jobban kitett személyek esetén (&llatorvosok, éallattartok

stb.). Megoldast jelenthet a véddoltdzet haszndlata is (PAL, 2012).
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2.8.2. A Chlamydiales rendbe tartozo fajok

A C. abortus ritkin emberben is okozhat enyhe influenzaszerli tiineteket ¢és
tiidégyulladast, de sporadikusan stulyos megbetegedést vagy abortuszt is eldidézhet. Az elsd
tiinetek a laz, a fejfajas, a hanyinger €s a hanyas, ezt koveti a vetélés és kezeletlen esetben
akut veseelégtelenség, DIC ¢és 1égzési elégtelenség is kialakulhat (PAL, 2012). A C. abortus
mellett a W. chondrophila-t és Parachlamydia fajokat is mutatattak ki human abortuszok
hatterében (BAUD et al., 2009, 2011). A fert6zés kezelésére az allatgyogyaszatban

alkalmazottakhoz hasonlo szereket vesznek igénybe (Pal, 2012).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mintagyiijtés és elokésziiletek

A vizsgalatok soran 2011 és 2013 kozott 111 hazi kérddzo (szarvasmarha, n=85; juh,
n=21; kecske, n=5) vetélt méhlepényébdl és 91 vadon ¢l6 kérddzobol (6z /Capreolus
capreolus/, n=33; démvad /Dama damal/, n=22; gimszarvas /Cervus elaphus/, n=36)
szarmazd méhpogacsat dolgoztunk fel. A mintdkat az orszag kiilonbozd részeirdl kiildték be
rutin diagnosztikai vizsgalatokra a NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosaganak
budapesti, debreceni és kaposvari intézeteibe, a vad kérddzokbdl szarmazo mintakat pedig
harom vadaszidény alatt gytijtottiik Délnyugat-Magyarorszagon.

A méhpogacsakbol 3 x 3 cm nagysagi darabokat 8%-os formalinban fixaltuk
szOvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok céljara, illetve ugyanekkora darabokat aprora
vagtunk (5. é&bra), hozzadadtunk 10 ml foszfattal pufferolt séoldatot és 5 percig 10
iités/masodperces sebességgel homogenizaltuk (BagMixer 400 VW, InterScience, Saint
Nom, Franciaorszadg). Az igy kinyert szovetzzalékokat 5000 G sebességgel 5 percig
centrifugaltuk, majd az iiledékbdl 25 mg-ot félretettiink DNS-kivonas céljara.

5. abra. A placentak feldarabolésa és el0készitése a homogenizalasra.
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3.2. DNS-kivonas és real-time PCR-vizsgalat

A DNS-t a homogenizatumokbdl egy a kereskedelmi forgalomban is kaphato kit
(QIAamp DNA Mini kit, Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki a
gyarto utasitasainak megfelelden.

A C. burnetii kimutatasara egy, az ISI111 inzercidés elemre specifikus rt-PCR
vizsgalatot végeztiink (LOFTIS et al., 2006), melyhez az IS1111F (5’-CCG ATC ATT TGG
GCG CT-3’) és az IS1111R (5’- CGG CGG TGT TTA GGC-3’) primereket ¢és az IS1111P
(5’-FAM-TTA ACA CGC CAA GAA ACG TAT CGC TGT G-MGB-3’) probe-ot (jelolt
primer) hasznaltuk. Minden PCR-reakcioelegy tartalmazott 6,775 ul tisztitott vizet (Milli-Q,
Millipore Corp., Billerica, Massachusetts, USA), 1,25 pul AmpliTag Gold puffert (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), 1,25 ul MgCl-ot (25 mmol) (Life Technologies), 0,5 pl
dezoxiribonukleotid-trifoszfat-keveréket (ANTP, 10 mmol) (Fermentas Inc., Burlington,
Kanada), 1 pl forward primert (10 pmol/ul), 0,5 pul reverse primert (10 pmol/ul), 0,125 pl
probe-t (10 pmol/ul), 0,1 ul AmpliTaq Gold DNS-polimerdz enzimet (5 egység/ul) (Life
Technologies) és 1 ul DNS mintat, igy az elegy végtérfogata dsszesen 12,5 ul lett (6. abra).

6. abra. A DNS bemérése az elkészitett PCR-reakcidelegyekbe.
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Az eljaras soran a késziilék (StepOnePlus Real-Time PCR Systems version 2.2,
Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) 10 percig 95°C-os hdmérsékleten tartotta a
DNS-mintét, hogy a szalak kettévaljanak (7. dbra). Ezutan 45 ciklust futtatott le, melyek
soran eldszor 1 percre 60°C-ra hiilt a rendszer, hogy a primerek kotddni tudjanak és a
héstabil DNS-polimeraz szintetizalni tudja a hianyz6 szalat. Ezutan 15 maésodpercre ismét
95°C-ra melegitette az elegyet, hogy a régi és az 0 szédlak szétvaljanak és a folyamat

kezd6dott elodlrol.

7. abra. Az adatok betdplalasa a real-time PCR késziilékbe a futtatas eldtt.

Pozitiv kontrollként egy a kereskedelemben kaphato pozitiv kontrollt (Adiavet Cox,
AesChemunex Inc., Cranbury, NJ, USA) vettiink igénybe az Osszes vizsgalat esetén. A
pozitiv kontroll leirdsa szerint a PCR-rendszer érzékelési kiiszobe 1 telepképzd egység
(colony forming unit, CFU) koril van, ami 36,95-60s Ct-értéknek (cycle threshold,
ciklusszamkiiszob polimeraz lancreakcioban) felel meg. A vizsgalt IS1111 inzercids elem
tobb példanyban van jelen a C. burnetii-ben és a masolatainak szama torzsenként is valtozik
(KLEE et al., 2006). Emiatt a baktériumok pontos mennyiségét nem lehet megallapitani ezzel
a modszerrel, de a hozzavetdleges szamukat meg lehet becsiilni az eredményekbdl.

A Chlamydiales rendbe tartozo fajokat a 16S rRNS génen alapuld Chlamydiales-
specifikus qPCR-teszttel vizsgaltuk a panCh16F2 (5°’-CCG CCA ACA CTG GGA CT-3’) és
a panCh16R2 (5’-GGA GTT AGC CGG TGC TTC TTT AC-3’) primerek és a panCh16S
(5’-FAM-CTA CGG GAG GCT GCA GTC GAG AAT C-BHQI-3’) probe segitsé¢gével. Az
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oligonukleotidok aldahuzott elemei rogzitettek a teszt nagyobb specificitasa érdekében. A
PCR-reakcitelegyek végtérfogata mintanként 25 pl volt, mely 12,8 ul tisztitott vizet (Milli-
Q, Millipore Corp.), 2,5 ul AmpliTaq Gold puffert (Life Technologies), 2,5 ul MgCl-ot (25
mmol) (Life Technologies), 1 pl dezoxiribonukleotid-trifosztat-keveréket (ANTP, 10 mmol)
(Fermentas Inc.), 1-1 pl primert és probe-ot (10 pmol/ul), 0,1 ul AmpliTaq Gold DNS-
polimeraz enzimet (5 egység/ul) (Life Technologies) és 3 pl DNS-mintat tartalmazott.
Pozitiv kontrollként a W. chondrophila DNS-e szolgalt. A folyamat soran el6szor 3 percig
95°C-on tartotta a mintdkat a rendszer, majd 50-szer ismételte a kovetkezd ciklust: a 15
masodpercig tartd 95°C-os 1€pés alatt a szalak kettévaltak, ezutan 15 masodpercig 67°C-on
tartotta az elegyet, hogy a primerek kotddjenek a DNS-szalakhoz, majd a 15 mésodperces
72°C-os stadium alatt a polimeraz elkészitette a hidnyzo szélat. A rendszer érzékenységének
kiiszobe 0t genommasolat, ami koriilbeliil 36,3-as Ct-értéket ad (LIENARD et al., 2011).
Annak érdekében, hogy a detektalt Chlamydiales fajokat azonositani tudjuk, a PCR
termékeit szekvenalasnak vetettiik ala (ABI 3730xI DNA Analyzer, Applied Biosystems Inc.,
USA). A kromatogramok olvasasi hibdit a SeqMan programmal javitottuk (Lasergene
package, DNASTAR Inc., Madison, WI, USA), majd az igy kapott szekvencidkat az

interneten elérheté BLAST keresovel kerestiik meg a GenBankban.

3.3. Szovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

A szovettani €és immunhisztokémiai vizsgalatokat azokon a mintakon végeztiik el,
amelyek pozitivnak bizonyultak valamelyik PCR modszerrel. A formalinban fixalt
méhpogdcsadarabokat paraffinba agyaztuk, haematoxilin-eozinnal festettiik, majd a
kérszovettani elvaltozasokat fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A baktériumok ¢és gombak
felismerése érdekében Giemsa-festést és GOmori-féle eziistimpregnaciot hasznaltunk. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a paraffinba agyazott szovetszeleteket eldszor
deparaffinaltuk. Ennek soran a metszetekbdl xilol segitségével kioldottuk a beagyazoszert,
majd leszallo alkoholsoron (ndvekvd higitast) vittiik 6ket végig, hogy rehidraljuk a szovetet.

Az antigének kinyerése c€ljabol a valamelyik Chlamydiaceae fajra pozitiv mintékat
0,1%-0s protedz XIV-oldattal (Sigma Aldrich Co., St Louis, MO) 37°C-on 10 percig
inkubaltuk, mig a C. burnetii-re pozitiv mintakat pH 6 kémhatasu citrat pufferrel
mikrohulldmu siitében, 750 W-on 20 percig melegitettiikk. A mintdkat 10 percig 3%-o0s H,O,-
oldatban inkubaltuk, majd a proteazt sovany tejpor 2%-os oldataval blokkoltuk. A metszeteket
a Chlamydiaceae csalad egyik lipopoliszacharidjara specifikus egér eredetli monoklonalis

ellenanyaggal (Clone AC-1, Progen GmbH, Heidelberg, Németorszag) egy ¢jszakan keresztiil
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1:400 higitasban inkubaltuk szobahémérsékleten. A C. burnetii vizsgéalata ehhez hasonléan
tortént, azzal a kiilonbséggel, hogy ott egy nyulbdl szarmazé monoklondlis ellenanyagot
alkalmaztunk, 1:10000 higitasban.

A primer antitestek kotddését torma-peroxidazzal jelolt polimer kittel detektaltuk
(EnVision+ HRP Anti-Mouse vagy Anti-Rabbit, Dako Co., Glostrup, Dénia), a gyarto
utasitdsai szerint. A metszeteket 10 percig kezeltik szobahOmérsékleten 3-amino-9-
etilkarbazol kittel (AEC+ High sensitivity substrate chromogen, Dako Co.), majd Mayer-féle
hematoxilinnal 20 percig festettiik ¢és glikol-zselatinnal fedtiik. Pozitiv kontrollként a

megfeleld baktériummal fertézott szovetszeleteket hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Coxiella burnetii

Onalléan a C. burnetii DNS-ét szarvasmarhabol 19 esetben mutattuk ki PCR
vizsgalat segitségével, de ezek koziil egyiket sem erdsitette meg az IH (8. abra). Nyolc
esetben placentitisz volt megfigyelhetd, a korszovettani vizsgalat soran baktériumok okozta
elhalasos-gennyes gyulladast kettd, elhalasos gyulladdst négy esetben diagnosztizaltunk.
Ezekben az esetekben az intracelluldrisan helyez6dd coccusok is megfigyelhetéek voltak.
Egy-egy esetben fordult eld gomba okozta és ismeretlen oktani elhaldsos gyulladas és
vaszkulitisz. Magas C. burnetii DNS-tartalom (Ct 14,12-17,06) harom mintdbol volt
kimutathato, de ezek koziil placentitiszt egyikben sem talaltunk. Autolitikus elvaltozasok

miatt egy minta nem volt vizsgalhatd korszdvettanilag.
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8. dabra. Egy Coxiella burnetii-specifikus rt-PCR-rel vizsgalt csoport €s a pozitiv kontroll

higitasi sordnak eredményei.
A juhbdl szarmaz6 mintak kozil a C. burnetii DNS-ét 6nélloan két esetben mutatta ki

a rt-PCR vizsgalat és a DNS-tartalom mindkét esetben magasnak bizonyult (Ct 8,51-10,08).

Mindkét esetet megerdsitette az IH és a korszOvettani vizsgalat soran placentitisz is
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megfigyelheté volt mindkét mintaban (9. és 10. abrak). A kecske eredetti mintak koziil

egyikben sem volt kimutathatd a C. burnetii 6nallo jelenléte.

9. dbra. C. burnetii-specifikus IH-val jeldlt szovet. A korokozok piros halmazok formajaban

lathatok, 100-szoros nagyitas. (A képet készitette: Szeredi Levente)

10. dabra. C. burnetii-vel (lila baktériumfelhdk) fert6zott juh placentdja. Hematoxilin-eozin

festés, 200-szoros nagyitas. (A képet készitette: Szeredi Levente)
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A gimszarvas eredetli mintak kozil kettOben diagnosztizaltuk a C. burnetii DNS-ét a
rt-PCR  vizsgéalat segitségével, de ennek a mennyisége mindkét esetben alacsonynak
bizonyult (Ct 34,73 és 35,98). Ezek koziil egy esetben taladltunk multiplex gécos elhalasos
placentitiszt baktériumok vagy gombak jelenléte nélkiil, immunhisztokémiaval viszont egyik

esetben sem volt megerdsithetd a C. burnetii kdroktani szerepe.

4.2. A Chlamydiales rendbe tartozo fajok

A 1t-PCR segitségével a szarvasmarhabdl szarmazo mintak koziil 11-ben
diagnosztizaltuk 6nalloan a Chlamydiales rendbe tartozo korokozok jelenlétét, de a detektalt
baktériummennyiség minden esetben 5 genommasolat alatt maradt (Ct 42,37-47,71) és az I[H
sem erdsitette meg az eredményeket. A rt-PCR termékeit DNS-szekvenaldsnak is alavetettiik
a fajok azonositdsa érdekében (11. abra), ami alapjan a C. abortus kettd, a W. chondrophila
harom, Parachlamydia spp. egy, ismeretlen Chlamydiales-fajok pedig 6t esetben kerliltek

kimutatasra.

o 80 &0 100 110 120 130
GCAACGCCGCGTGTIGT GAT GAAGGCTICTAGOGGTT GTAAAGCACTITTICGCTTGGGAATAAGAGAGATTGGCTAATAT

11. dabra. Kromatogram.

Autolizis miatt egy-egy C. abortus, W. chondrophila és ismeretlen Chlamydiales-
pozitiv minta és a Parachlamydia-fajt tartalmazo6 eset sem volt elbiralhatdé korszovettanilag.
Baktérium okozta sulyos elhalasos gyulladést, illetve elhalasos-gennyes gyulladast
vaszkulitisszel és intracelluldrisan helyezddd coccusokkal egy-egy ismeretlen Chlamydiales
rendbe tartozo fajjal fert6zott mintaban mutattunk ki. Egy Waddlia- és egy C. abortus-pozitiv
mintaban taldltunk gomba okozta elhaldsos-gennyes gyulladast vaszkulitisszel.

A C. abortus-t a 1t-PCR vizsgalatot kovetd szekvendlds soran nyolc juh eredetli
mintaban diagnosztizaltuk onalléan. A Ct-értek 26,61 és 36,83 kozott alakult. Mind a nyolc
esetet megerdsitette az IH is (12. abra), tovabba 6 esetben placentitisz is megfigyelhetd volt
(13. 4dbra). A maradék két eset autolizis miatt nem volt elbirdlhat6. Mas Chlamydiales rendbe
tartozo fajt juhbol nem mutattunk ki. C. abortus a kecskékbdl szdrmazo mintak koziil egyben
fordult el6 6nmagaban, ez immunhisztokémiailag is pozitiv lett, a korszovettani vizsgalat

soran pedig placentitisz is megfigyelhetd volt.
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12. abra. Chlamydiaceae-specifikus IH-val jelolt placentaminta. A Chlamydiaceae csalad

tagjai piros szinben tiinnek eld, 200-szoros nagyitas. (A képet készitette: Szeredi Levente)

13. dabra. Placentitisz juhban, hematoxilin-eozin festés, 100-szoros nagyitids. (A képet

készitette: Szeredi Levente)
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Az 6zekbdl szarmazo mintak koziil két esetben mutattunk ki rt-PCR-rel Chlamydiales
rendbe tartozd korokozo jelenlétét, melyek a szekvenalds soran ismeretlen Chlamydiales
fajoknak bizonyultak. Autolizis miatt egyik minta sem volt koérszovettanilag vizsgalhato.
Déamvadbol és gimszarvasbol egy-egy esetben mutattuk ki rt-PCR-rel és szekvenalassal
szintén ismeretlen Chlamydiales faj jelenlétét. Mind a négy esetben kevesebb, mint 6t

genommasolat volt detektalhato (Ct 45,88-49,25).

4.3. A Coxiella burnetti és a Chlamydiales rendbe tartozo fajok egyiittes el6fordulasa

A szarvasmarha eredetli mintak kozil a C. burnetii ismeretlen Chlamydiales rendbe
tartozo fajokkal kettd, mig W. chondrophila-val egy esetben kertilt egyiittesen megfigyelésre.
Az IH egyik esetben sem erdsitette meg egyik korokozoé jelenlétét sem, tovabba vagy nem
voltak megfigyelhetdek korszovettani elvaltozasok vagy az autolizis miatt nem voltak
vizsgéalhatoak a metszetek.

A juhokbdl szérmazd nyolc darab C. burnetii-re és Chlamydiales rendbe tartozo
kérokozora is PCR-pozitiv minta koziil IH vizsgalat egyet erdsitett meg C. burnetii-re is, mig
a Chlamydiaceae-specifikus antigént az Osszes esetben kimutatta az IH. A szekvenalas
alapjan mind a nyolc Chlamydiales-faj C. abortus-nak bizonyult. Savos vagy elhaldsos
placentitis az dsszes esetben megfigyelhetd volt a korszovettani vizsgalat soran.

Egy kecskemagzatbol szarmazd mintdban diagnosztizaltunk rt-PCR segitségével
kettds fertozést. Specifikus antigéneket az [H soran nem tudtunk kimutatni, viszont Stamp-
festéssel Chlamydia-pozitivnak bizonyult a minta. A szekvenalds eredménye szerint a
Chlamydiales rendbe tartoz6 kérok6zé a C. abortus volt.

A PCR-pozitiv mintdk allatfajonkénti és foldrajzi eloszlasa a 14. abran, az

eredmények Osszefoglalasa pedig az 1. tablazatban talalhato.
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14. dabra: A rt-PCR-pozitiv mintdk allatfajonkénti és foldrajzi megoszlasa. A rt-PCR-rel C.
burnetii-re pozitiv mintakat sotétsziirkével, a Chlamydiales rendbe tartozd koérokozora

pozitivakat pedig vilagossziirkével jeloltiik.
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1. tablazat: A hazi kér6dzok vetéléses eseteibOl szarmazo mintak és a vadon €16 kér6dzokbol

szarmazé méhlepények rt-PCR, korszovettani és IH vizsgalata soran kapott eredményei.

Egyéb
C. burnetii C. abortus Chlamydiales- Kozos fertozés
fajok
PCR IH placc. PCR 1IH placc. PCR plac. PCR IH* plac.
szarvasmarha 19 0 8 2 0 0 9 4 3 0 0
juh 2 2 2 8 8 6 0 0 8 [** 8
kecske 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 QF**
0z 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
gimszarvas 2 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
damszarvas 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Magyarazat:

C. burnetii, C. abortus: Az adott korokozoval fert6zott mintdk szama.
Egyéb Chlamydiales-fajok: A C. abortus-on kiviili, a Chlamydiales rendbe tartozé fajokkal
fertdzott mintak szdma.

Ko6zos fert6zés: Azoknak a mintdknak a szama, melyekben a C. burnetii valamelyik
Chlamydiales rendbe tartozo fajjal egytitt fordult elo.

PCR: Az adott korokozora rt-PCR-rel pozitivnak bizonyult mintdk szdma.

IH: Az adott kérokozora IH-val is pozitiv mintak szama.

plac.: Azoknak a mintdknak a szdma, melyek rt-PCR-rel pozitivnak bizonyultak az adott
koérokozora és benniik megfigyelhetd volt barmilyen jellegii placentitisz.

* Csak azoknak a mintaknak a szdma, amelyek mindkét kérokozora pozitivak lettek TH-val.
** Juhokban C. burnetii és Chlamydiales fajokra egyarant rt-PCR-pozitiv mintak koziil ezen
kiviil a C. abortus még hat esetben kimutathat6 volt IH-val.

*#* A minta magzatbol szarmazott.
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5. MEGBESZELES

A C. burnetii 26%-0s (n=22/85) eléfordulasa az altalunk vizsgalt szarvasmarhakbol
szarmazd vetéléses mintdkban Osszhangban all a 2012-es magyarorszagi vizsgalat soran
felmért 38%-os szeroprevalencidval (GYURANECZ et al., 2012). Az altalunk kapott Ct-értékek
azonban mind magasak voltak és az IH sem erdsitette meg egyetlen esetben sem a korokozo
jelenlétét. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy ebben a fajban a C. burnetii szubklinikai
fert6zést okoz, és nem szamit jelentds abortiv 4gensnek hazankban.

A kiilfoldi felmérések eredményei is hasonloak az altalunk kapott adatokhoz a C.
burnetii szarvasmarhaban val6 el6fordulésat illetéen. Fiziologias ellések soran is kimutattak a
baktériumot a placenta trofoblaszt sejtjeiben, tovabba gy talaltdk, hogy a C. burnetii nem
szamit gyakori vetélést okoz6 dgensnek még endémids teriileteken sem (AGERHOLM, 2013).
Valoszinli, hogy ennek a korokozonak inkdbb tédgygyulladdsok ¢és terméketlenség
kivaltasaban lehet szerepe ebben a fajban (PORTER et al., 2011).

Gyuranecz és munkatarsai 6%-os C. burnetii szeroprevalenciat irtak le juhok korében
(GYURANECZ et al., 2012), mig az altalunk végzett kutatas sordn a juh eredeti vetéléses
mintaknak majdnem 48%-a (n=10/21) lett pozitiv rt-PCR-rel vizsgalva. Ezek koziil harom
esetben volt alacsony a Ct-érték és pozitiv az IH teszt, ami azt bizonyitja, hogy a C. burnetii
lehetett az abortuszt kivaltd tényezd. Az altalunk IH-val C. burnetii-pozitivnak talalt juh
eredetli mintak aranya 14% (n=3/21) volt, mig a 2006-ban publikalt felmérésben ez a szam
még csak 2% koriil alakult, jollehet az altalunk vizsgalt mintdk szdma kisebb volt (n=21),
mint akkoriban (n=246) (SZEREDI et al., 2006). Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a
korokozo elterjedtsége folyamatosan né hazédnkban. A korokozéd feltételezett novekvo
eléfordulési ardnya a hazai juhalloméanyban, és a tény, hogy a 2013-as human Q-laz jarvany
kiindulopontja is egy juhnydj volt (GYURANECZ et al., 2014), felhivja a figyelmet arra, hogy
az ezeket megel6z6 jarvanyvédelmi modszerekre nagyobb hangsulyt kellene fektetni.

A kecskébdl szarmazd mintdk szama is alacsonyabb volt a 2006-os felmérésben
résztvevokénél, mi mindossze Ot kecske eredetli esetet vizsgaltunk, mig Szeredi és
munkatarsai 75 kecskemagzatbdl vettek mintat. Ebben az esetben nem taldltunk lényeges
kiilonbséget a két végeredmény kozott, az altalunk vizsgalt mintdk koziil az 6tbdl egy lett
pozitiv rt-PCR-rel vizsgilva, mig 2006-ban 5%-0s pozitivitast allapitottak meg az IH
vizsgalatok alapjan (SZEREDI et al., 2006).
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A C. burnetii éltalunk mért eléfordulasa kiskérddzokben olyan szempontbol
ellentétben all a tobbi orszdgban mért adatokkal, hogy ott a kecskék vetéléses korképeiben
gyakoribb el6éfordulést allapitottak meg, mint juhokban (AGERHOLM, 2013). Ennek az lehet a
magyardzata, hogy a tartastechnoldgia és a telepitési stirliség is befolydsolja a betegség
megjelenését. Ennek oka példaul, hogy az intenziv allattenyészetekben az ¢év minden
szakaban van elletés, tovabba a nagyobb telepitési siiriség miatt a koérokozd terjedése
gyorsabb (HELLENBRAND et al., 2001). Azokkal az orszagokkal szemben, ahol az intenziv
kecsketenyésztés jellemzd, amilyen példaul Hollandia is (VELLEMA et al., 2014),
Magyarorszagon a kis l1étszamu kecskenydjak jellemzdéek, ami magyarazhatja a C. burnetii
kisebb aranyu eléfordulasat.

A C. burnetii DNS-ét 78 6z eredetli minta 5%-aban mutattak ki Spanyolorszagban
(ASTOBIZA et al., 2011), mig Hollandidban a 79 eset 23%-a bizonyult pozitivnak (RUKS et al.,
2011). Spanyolorszagban szeroldgiai mddszerekkel 6zben 5%-0s, gimszarvasban pedig 29%-
os szeropozitivitast taldltak, 39, illetve 116 mintat vizsgalva (Ruiz-FONS et al., 2008). Az
altalunk vizsgalt 36 esetb6l mindossze két gimszarvasbol szarmazd mintaban keriilt
kimutatasra a korokozo, ami 5,5%-os eléforduldst jelent, az 6z eredetli mintak koziil pedig
egyik sem lett pozitiv.

A mas eurdpai orszdgokban végzett kutatdsoknak megfelelden a Chlamydiales rendbe
tartozo fajok jelentdsége Magyarorszagon ugyancsak mérsékelt a szarvasmarhdk vetéléseinek
hatterében. Egy svajci felmérés szerint a C. abortus a szarvasmarha eredetii vetéléses
mintakban még azokon a teriileteken is alacsony prevalenciaval fordult eld, ahol a juhok és a
kecskék korében endémidsnak szamit. Ez arra utalhat, hogy a szarvasmarhék a kiskérédzoknél
kevésbé fogékonyak erre a kérokozéra (BOREL et al., 2006). A Parachlamydia spp., a W.
chondrophila és az ismeretlen Chlamydiales rendbe tartozd korokozok prevalencidja a
korabbi Svajcban végzett vizsgalatok eredményéhez hasonloan alakult hazankban is. Az
altalunk vizsgalt esetek 14%-aban (n=12/85) taldltunk a C. abortus-on kiviili Chlamydiales
rendbe tartozo korokozot, mig a svajci vizsgalatok 14%-osnak, illetve 18%-osnak talaltak az
eléfordulasukat (BOREL et al., 2007; BLUMER et al., 2011). Mivel azonban az Osszes
Chlamydiales rendbe tartozé faj magas Ct-értékkel (Ct 42,37-47,71) keriilt kimutatasra a
hazai szarvasmarhakban, ezek a fajok valdsziniileg nem jelentenek komoly fenyegetést a
szarvasmarha-allomanyokra Magyarorszagon. Ezzel ellentétben egy 2009-ben publikalt,
Svéjcban végzett kutatds rt-PCR ¢és IH vizsgalat segitségével a szarvasmarhdk vetéléses

eseteinek hatterében a Parachlamydia fajok 15%-os el6fordulasat talalta (RUHL et al., 2009),
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tovabba Németorszagban a W. chondrophila-t kimutattdk egy halva sziiletett borjuban
(HENNING et al., 2002).

A 2006-os vizsgalat a kiskérddzok fert6z0 eredetii vetéléseinek legfontosabb
okozdjanak a C. abortus-t taldlta, juhban 90%-ukért, kecskében 68%-ukért volt felelds
(SzEREDI et al., 2006). El6fordulasa azonban az altalunk végzett felmérés soran juhban és
kecskében is alacsonyabb volt, juhban kicsit tobb mint 76%-osnak (n=16/21), kecskében
pedig 40%-osnak mértiik (n=2/5), bar mi kisebb esetszamot vizsgaltunk (SZEREDI et al.,
2006).

Mais eurdpai eredményekkel Osszehasonlitva a C. abortus Magyarorszagon mért
el6fordulasa kiskérddzok korében magasabb, mint Svajcban, ahol a vizsgalt 86 juh eredetii
mintdnak 39%-a, a 144 kecske eredetli mintanak pedig 23%-a bizonyult pozitivnak IH
modszerrel (CHANTON-GREUTMANN et al.,, 2002). Az ir megfigyelésekkel viszont
Osszhangban vannak az altalunk mért adatok, mert ott a 46 juh eredetli elvetélt placenta 70%-
aban diagnosztizaltdk C. abortus jelenlétét rt-PCR segitségével (GUTIERREZ et al., 2012).
Sokkal alacsonyabb fertdzottségi szinteket mértek Szardinian, ahol C. abortus-specifikus
PCR-rel vizsgalva 5-6,5% volt a koérokozd eldéfordulasa a juhok és 9-12,5% a kecskéek
vetéléses mintdi korében (MASALA et al., 2005, 2007). Bar kordbban Svajcban a P.
acanthamoebae jelenlétét leirtdk kiskérddzokben is (RUHL et al., 2008), az altalunk végzett
vizsgalat soran a C. abortus-on kivill méas Chlamydiales rendbe tartozé korokozdét nem
lehetett kimutatni rt-PCR modszerrel a juhbol €s kecskébdl szarmazd mintakbol.

Svajcban 0sszesen 146 gimszarvas és 6z eredetli, mig Spanyolorszagban 6sszesen 240
gimszarvas, damvad és 0z eredetli minta alapjan a C. abortus 3%-os, illetve 20%-o0s
szeroprevalencidjat allapitottdk meg (REGENSCHEIT et al., 2012; SALINAS et al., 2009).
Svajcban az 6sszesen 163 darab 6zbdl és gimszarvasbdl szarmazo mintabol a Parachlamydia
fajok kozel 32%-ban voltak kimutathatoak rt-PCR-rel, ezek koziil kettét, melyek
gimszarvasokbol szarmaztak ¢és tiidd eredetiiek voltak, az IH is megerdsitett (REGENSCHEIT et
al., 2012). Az éaltalunk végzett vizsgalat sordn az Osszesen 91 darab 6zbdl, damvadbol és
gimszarvasbodl szarmaz6 mintdban a C. abortus DNS-e egyik esetben sem volt kimutathato és
a Chlamydiales rendbe tartoz6 egyéb fajokat is csak az esetek mindossze 4,4%-aban (n=4/91)
detektaltuk, €s ezek is csak magas Ct-értékek mellett fordultak eld.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a Q-laz kérokozodja, a C. burnetii
Magyarorszagon széles korben elterjedt a hazi kérédzok kozott és néhany esetben a vetélést
kivalto esddleges tényezd lehet. Nagy aranyban voltak fertdzottek a vizsgalt juhok mind C.

burnetii-vel, mind C. abortus-szal, ami a gazdasagi veszteségek mellett a kdzegészségiigyi
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veszélyre is felhivja a figyelmet. A W. chondrophila, a Parachlamydia spp. és az ismeretlen
Chlamydiales rendbe tartoz6 fajok DNS-e csak alacsony mennyiségben (magas Ct-értékekkel)
volt kimutathat6 a szarvasmarha eredetii vetéléses mintdkban, ezért szerepiik Magyarorszagon
a szarvasmarhak vetéléseinek kivaltasaban feltételezhetéen elhanyagolhatd. Az altalunk
vizsgalt Osszes korokozd csak elvétve fordult elé a vadon ¢€l6 kérddzokbol szarmazod

mintakban.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Coxiella burnetii és a Chlamydiales rendbe tartoz6 baktériumok Gram-negativ,
intracellularis korokozok. Kérédzo allatokban tobbek kozott vetéléses korképeket idéznek
eld, de zoonotikus korokozok 1évén, az emberben is klinikai tiinetekkel jar6 betegségeket
okoznak.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy felmérjiik a C. burnetii és a Chlamydiales rendbe
tartozo baktériumok eléforduldsat és jelentdségét a hazai hazi kérddzok vetéléses eseteinek
hatterében és vadon €16 kérddzOkben. A kutatds soran az orszag kiillonbozd teriileteirdl
szarmazo haziallatokbol (szarvasmarhakbol, juhokbdl és kecskékbdl), valamint harom
vadaszidény alatt Délnyugat-Magyarorszagon 16tt damvadakbol, gimszarvasokbdl és 6zekbol
vett magzatburokmintdkat vizsgaltunk. A méhpogacsakbodl 3 x 3 cm nagysagl darabokat 8%-
os formaldehid oldatban fixaltunk szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok (IH) céljara.
Emellett azonos méretli szovetdarabokat homogenizaltunk, melyekb6l DNS-t vontunk ki
,valos idejii” polimeraz lancreakcios vizsgalatokhoz (real-time PCR). A mintakat C. burnetii,
illetve Chlamydiales rend-specifikus real-time PCR moddszerrel vizsgaltuk, majd az ily
modon pozitivnak bizonyult eseteket korszovettani €s C. burnetii- és Chlamydiaceae csalad-
specifikus IH vizsgalatoknak vetettiik ala. A 111 héazi kérddzébdl szarmazd magzatburkokbol
21 mintdban C. burnetii jelenlétét (szarvasmarha, n=19; juh, n=2), 20 mintaban valamely a
Chlamydiales rendbe tartozo baktériumot (szarvasmarha, n=11; juh, n=8; kecske, n=1) és 12
esetben mindkét korokozot kimutattuk (szarvasmarha, n=3; juh, n=8; kecske, n=1) real-time
PCR segitségével. Ezek koziil 20 esetben IH sordn is bizonyitottuk a kdrokozok jelenlétét (C.
burnetii, n=2, juh; Chlamydiaceae, n=17, juh /n=15/; kecske /n=2/; mindkét korokozot egy
juhban). A vadon €16 kér6dzokbdl szarmazo 91 mintabdl két esetben mutatott ki C. burnetii-t
a real-time PCR vizsgalat, de egyiket sem erdsitette meg IH. Négy placentamintdban
diagnosztizaltunk Chlamydiales rendbe tartoz6, de a DNS-szekvenalas eredménye alapjan a
Chlamydiaceae csaladon kiviili baktériumokat.

Osszességében elmondhatd, hogy a Q-laz korokozodja, a C. burnetii a vilag tobbi
rész¢hez hasonldan hazankban is elterjedt és szamos esetben a vetélés elsddleges okaként
jelolhetd meg. Bar kevés juhbol szarmazd mintat vizsgaltunk, azokban erds C. burnetii-vel és
Chlamydia abortus-szal valo fertdzottséget mutattunk ki, aminek kozegészségiigyi jelentosége
is lehet. A Chlamydiales rendbe tartoz6 baktériumok megjelenése viszont sporadikusnak

mondhat6 mind hazi, mind vadon €16 kérédzofajaink korében.
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7. SUMMARY

Coxiella burnetii and members of the Chlamydiales order are Gram negative,
intracellular bacteria. They are potential abortive agents in ruminants but they are also
important due to their zoonotic character. Namely, they can develop clinical symptoms in
humans as well.

The aim of this study was to estimate the occurrence and the importance of these
infectious agents in the abortion cases of domestic ruminants and in wild ruminants in
Hungary. During the research we examined samples from throughout the country originating
from cattle, sheep, and goats and we collected placentas of red deer, fallow deer and roe deer
during three hunting seasons from the south-western part of Hungary. From the cotyledons
3x3 cm large pieces were cut out and fixed in 8% formalin for histology and
immunohistochemistry method (IHC). Pieces of the same size from the cotyledons were
sliced up then homogenized and issued for manual DNA extraction for the real-time
polymerase chain reaction assays (PCR). The samples were examined with C. burnetii- and
Chlamydiales order specific real-time PCR and with C. burnetii- and Chlamydiaceae family
specific IHC. According to the real-time PCR results, out of the 111 abortion samples from
domestic ruminants 21 animals were infected with C. burnetii (cattle, n=19; sheep, n=2),
members of the Chlamydiales order were detected in 20 cases (cattle, n=11; sheep, n=8; goat,
n=1) and both bacteria occurred in 12 samples (cattle, n=3; sheep, n=8; goat, n=1). However,
only 20 of the positive cases were confirmed by IHC (C. burnetii, n=2, in sheep;
Chlamydiaceae, n=17, in sheep /n=15/ and goat /n=2/; and both pathogens in one sheep). Out
of the 91 abortion samples from wild ruminants two animals were positive for C. burnetii
with real-time PCR, but none of them was confirmed by IHC. Members of the Chlamydiales
order were detected in four placenta samples, but according to the DNA-sequencing none of
them belonged to the Chlamydiaceae family.

In conclusion, the causative agent of Q fever, C. burnetii is widespread in Hungary
and it can be designated as the primary cause of abortions in several cases. Although we
examined relatively few samples originating from sheep, we observed high infection rates
with C. burnetii and Chlamydia abortus in the animals, which may lead to public health
issues. The ocurrence of members of the Chlamydiales order other than the Chlamydiaceae

family is sporadic in both domestic and wild ruminants in Hungary.
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8. KOSZONETNYILVANITAS
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