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Roviditések jegyzéke

DNS: Dezoxi-ribonuklein Sav

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FAMACHA: FAffa MAlan CHArt

FAO: Food and Agriculture Organization

L1: elsd stadiumu larva

L3: harmadik stadiumu fert6z6 larva

LAMP: Loop-mediated Isothermal Amplification
PCR: Polimerase Chain Reaction

PPG: Pete Per Gramm



1. Bevezetés

Hazank juhpopuldciéja a FAO adatai alapjan 2017-ben 1,1 millié6 volt. A juhagazat
fejlesztésében jelentds potencial van. A juhtartas elonyei kozott lehet emliteni tobbek kozott,
hogy az allatok takarmanyozésa alapozhat6 olyan takarmanytermeld teriiletekre, amelyek
alkalmatlanok mas mezdgazdasagi tevékenységekre (Blasko és mtsai, 2011). Tovabba az
agazat kiveheti részét a vidéki foglalkoztatasbol, és a tajfenntartasbol is. Megfeleld

munkaszervezes mellett pedig egész évben arbevételt biztosithat.

A juhdgazat gazdasagossagat azonban hatravetik a magyar viszonyok kozott elterjedt
kedvezOtlen tartasi €s takarmanyozasi koriilmények, ami miatt az allatok nem tudnak élettani
képességeiknek megfelelden termelni. Ehhez nagy mértékben hozzéjarul az allomanyok
parazitds fertdzottsége. A parazitozisok jelentds teljesitmény-, és bevétel-csokkenést
okozhatnak (Motyovszki, 2017).

A juhok oltogyomraban tobb féregfaj fordulhat elé (Kassai, 2003). Ezek kozé tartozik a
vérrel taplalkozd6 Haemonchus contortus, ami a legeltetett juhallomanyokban szamottevd

allategészségiigyi és gazdasagi kart okoz vildgszerte (Morgan és mtsai, 2013).

A féregfaj hazai megjelenésérdl alig rendelkeziink ismeretekkel. Azt azonban meg kell
jegyezni, hogy az utdbbi években tobb-kevesebb rendszerességgel végzett parazitaellenes

kezelések ellenére tobb juhaszatban allapitottdk meg el6fordulasat (Nagy €s mtsai, 2013).

A fentiek ismeretében az elvégzett vizsgalatok célja az volt, hogy bovitsiikk a Haemonchus
contortus hazai elterjedtségével kapcsolatos ismereteket. Az ebben az évben végzett
kérddives felmérés mellett hazadnkban elséként alkalmazott molekularis biologiai

modszerekkel vizsgaltuk az ¢16skddd eldfordulasat juhdlloméanyokban.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Haemonchus contortus

A hazi és vadon €16 kérodzok oltogyomraban ¢10sk6dd, Rudolphi altal 1803-ban leirt faj a
Nematoda torzs Trichostrongylidae csaladjaba tartozik.

Legtobbszor egyeéb gyomorbél-férgekkel egyiitt fordul eld, elsdsorban juhban és kecskében.
Fontos megemliteni, hogy a H. contortus a gazdaszervezetben és a kdrnyezetben rendkiviili
bioldgiai és 6kologiai alkalmazkoddképességet (Crofton és mtsai, 1965), ezért fordulhat eld

vilagszerte (Besier €s mtsai, 2016).

2.1.1 Morfolagia és fejlodésmenet

Az oltogyomorban ¢16skodd tobbi féregfaj kozott konnyen felismerhetd, mivel ez a
legnagyobb, az adultok hossza 2-3 cm (Kassai, 2003). A ndstények orsdszerii teste
jellegzetes piros-fehér csikozottsagot mutat, ami azzal fligg Ossze, hogy a gazda vérét

tartalmazo bélcso koré tekeredik a fehér petefészek (Kassai, 2003).

Az oltégyomor iiregében tartozkodd ndstények altal naponta lerakott 5-15 ezer pete (Dineen
¢s mtsai, 1965) a bélsarral a talajra keriil. A strongylida-tipusu, ovalis, 4-16 sejtet tartalmazé
petébdl altalaban 24 ora alatt kifejlodik az elsé stadiumua (L1) larva. A larvak fejlodését
elsésorban a klimatikus hatasok, tigy mint a kornyezeti hdmérséklet €s a paratartalom
befolyasolja, a larvak igen érzékenyek a szarazsagra (Machen és mtsai, 1998; O'Connor és

mtsai, 2007).

Az L1 a kornyezet hdmérsékletétdl és nedvességtartalmatol fiiggden kb. 5-6 nap alatt
fertdzoképes harmadik stddiuma larvava (L3) alakul (Roberts és Swan, 1981). A
fertdzoképes larvak tobbsége nedves kornyezetben a fliszalakon tartézkodik. A larvaknak a
bélsarbol torténd kivandorlasukhoz szintén nedvességre, és megfeleld hdmérsékletre van

sziikség (Besier és mtsai, 2016).

Az L3 larvak nagy része a bélsarban marad szarazsag esetén, mig tobbségiik a fliszalakon
tartozkodik nagy nedvességtartalom €s homérséklet mellett, igy kdnnyebben jutnak be a

gazdaba legelés soran (Silva és mtsai, 2008).



A larvakat a szarazsag vagy az alacsony homérséklet nem csak lassithatja fejlodésiikben, de

akar el is pusztithatja (Besier és mtsai, 2016).

Legelés kozben a kér6dzok altal felvett larvak az oltdgyomor mirigyeibe hatolva tovabbi két
vedléssel fejlodnek juvenilis férgekké, Gn. preadultokka, majd visszatérve az oltdégyomor
iiregébe ivaréretté valnak (Kassai, 2003).

A parazita teljes fejlodési ideje petébdl adultta kedvezd koriilmények kozott 21 napig tart
(LeJambre és mtsai, 1970 ; Machen és mtsai, 1998).

Az un. hypobiotikus allapot lehetdvé teszi tulelésiiket az allat szervezetében honapokon
keresztiil, akar a szdmara kedvezOtlen iddszakokban is (Melville és mtsai, 2014; Besier és
mtsai, 2016). Ilyenkor fejlédésiik az oltdbgyomor mirigyeiben 4-6 hdonapra megszakad
(Kassai, 2003). Ekkor a hypobiotikus larvak nem taplalkoznak, nem tesznek kart a
gazdaszervezetben. Ezt a nyugalmi allapotot kovetden a larvak fejléddése kedvezd kornyezeti
feltételek bekodszontekor folytatdodik, ami az allatok megbetegedéséhez vezethet (Besier €s
mtsai, 2016). Mérsékelt égovi koriilmények kozott a kordbban hypobiotikus allapotban
atteleld larvak tavasszal fejezik be fejlodésiiket. Ezzel magyarazhato, hogy azoknal az
allatoknal, akiknél a korabbi id6szakban a bélsarban nem vagy csak igen kevés petét lehet
talalni, jelentdsen megemelkedik a peteszam a baranyozas idészakaban (Machen és mtsai,
1998). Ez viszont azzal jar, hogy a kornyezetben rovid idon beliil kifejlodo fertézOképes

larvak tomege fertézheti a baranyokat, ill. az idésebb allatok ujra fertézodhetnek.

2.1.2 Kartétel

A H. Contortus miatti kar kiilondsen a parazita szdmara kedvezd meleg és csapadékos

tropusi teriileteken szamottevo (Besier €s mtsai, 2016; Sall¢ és mtsai, 2019).

A parazita patogén hatdsaért a vérrel taplalkozo negyedik stadiumu larvéak és az adultok a
felelosek (Baker és mtsai, 1959). A larvak és az adultok vérszivasanak kovetkezménye akut
anémia, all alatti vagy akar has alji 6déma, bagyadtsdg (Machen és mtsai, 1998). Az
oltogyomor sériilt nyalkahartyajabol szivargd vér miatt a bélsar sotétre szinezddhet, alvadt
vért tartalmazhat. Az allatok legyengiilnek, faradékonyak lesznek, eléfordulhat gyapjahullas
is (Besier és mtsai, 2016). Az anémia az adultok szamatol fliggéen igen stlyos lehet, a

fert6zodést kovetd két héten beliil kialakulhat (Baker és mtsai, 1959).
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Jo kondici6 esetén is a sulyosan fert6zott allatok néhany nap alatt legyengiilhetnek,
lesovanyodhatnak. Hirtelen elhullas is bekovetkezhet az eldtt, hogy a faj petéi
megjelennének a bélsarban (Emery és mtsai, 2016). A kartétel nagyban fiigg az allatok

crer

valamint egyéb tényezoktol.

2.1.3 A haemonchosis eurdpai és hazai elofordulasa

A kartétele miatt az utobbi évtizedekben kezdtek felfigyelni erre a parazitafajra
kontinensiinkdon. A kozelmultban végzett eurdpai kutatasok szerint a H. contortus
el6forduldsanak atlagos prevalencidja kb. 57% volt a juhaszatokbant, de ez az érték
orszagonként jelentSs eltérést mutatott, igy pl. Ifrorszigban 4%, mig Svajcban és
Olaszorszagban 70% folott volt (Rinaldi €s mtsai, 2015). A parazita az alpesi legelokon
tartott nyajakban €s tobb észak-eurdpai orszagban, igy Skandindvia sarkkori teriiletein is
megjelent (Domke és mtsai, 2013; Hoglund és mtsai, 2009; Kenyon ¢és mtsai, 2009; Troell
¢s mtsai, 2005; Waller és mtsai, 2004).

Magyarorszagon is ismert a parazitafaj eléforduldsa kiilonbozé kérddzo fajokban, igy

juhokban is (Leopold, 1941; Kotlan, 1961; Kassai, 2003; Nagy és mtsai, 2013).

Kotlan Sandor altal irt Parazitoldgia cimii konyvben (Kotlan, 1961) emlitve van a faj hazai

el6fordulasa.

Kassai (2003) konyvében részletesen irt a féregrél. Nagy ¢és munkatarsai (2013) arrol
szamoltak be, hogy a dél-dundntili térségben €16 8 kérddzo faj (damszarvas, gimszarvas,
muflon, 6z, juh, kecske, bivaly, szarvasmarha) 143 dllatdnak boncoldsakor az
oltdbgyomrokban talalhato férgeket vizsgalva a legtobb fajban megtalaltak a H. contortus
példanyait. A vizsgalt 22 juh koziil 20, a 10 kecske mindegyike fertdzott volt (Nagy és mtsai,
2013). 2015 és 2017 kozott tobbizben vizsgaltak a H. contortus férgek gyogyszerekkel
szembeni rezisztenciajat (Nagy és Zsolnai, 2015; Nagy és Csivincsik, 2016; Nagy és
Csivincsik, 2017).



2.1.4 A haemonchosis korjelzése

Hagyomanyos vizsgalati modszerek

A H. contortus okozta fert6zottség a klinikai tiinetek alapjan nem diagnosztizalhat6. A
haemonchosis miatti vérszegénység stlyossaganak a megallapitasara kidolgoztak egy un.
FAMACHA moédszert. A conjunctiva szine alapjan torténd ot kategoria van, az 6todik a
legstlyosabb anémiat jelzi (van Wyk és Bath, 2002). A modszer alkalmazasaval a juhtarté
idében allapithatja meg a beteg allatokndl az anémidt és hatékony parazitaellenes szerrel
elvégezheti a gydgykezelést. Azon tll, hogy a beteg egyedek ¢lete megmenthetd, azzal az
elénnyel is jar, hogy az egyedi kezelésekkel csokkenthetd a H. contortusra hato szelekcios
nyomas, mely a rendszeres anthelmintikum-hasznalat kdvetkeztében folyamatosan fennall.
A gyogyszerkoltségek is csOkkenthetOk, azonban ennek a modszernek a rendszeres

haszndlata munkaerd hianyaban sok juhaszatban nem kivitelezhetd.

A fert0zottség okozta anémia hematologiai vizsgalattal is megallapithato. Sulyos foku
haemonchosis esetében a haematokrit érték 15% ala is csokkenhet, ami az allat elhullasahoz
vezet (Besier és mtsai, 2016). A moddszerrel azonban nem csak a H. contortus okozta

fertdzottség allapithatdo meg -, masfelél nem gyakorlatias.

A parazitozis megallapitasanek egyik lehetdsége a parazitdk azonositdsaval lehetséges.
Ehhez az elhullott vagy levagott allatok oltogyomrait kell vizsgalni Az oltégyomor 6démas,
petechekkel és vérzésekkel boritott nyalkahartyajan szabad szemmel is észrevehetdk (Besier

¢s mtsai, 2016) a 2-3 cm hosszl, fonalszerti H. contortus adultok (1. abra).



1. dbra: Haemonchus contortus férgek

A fert6zottség megallapitasainak masik modszere a bélsarral iiriilé peték vizsgalata. Ennek
nehézsége azzal fligg Ossze, hogy a gyomorban és a bélcsatornaban ¢l6 fonalférgek
tobbségének a petei egyformak, az Gn. strongylida- tipust peték morfoldgidjuk alapjan nem

kiilonithetok egymastol el.

Biztosabb modszer a petékbdl kitenyésztett [L3-ak morfologiai vizsgalata. Az egyes
fonalféregfajok larvainak elkiilonitése a testhossz, a fej morfologiaja, a bélhamsejtek szama
¢s alakja, valamint a farki rész burok-kiterjesztései alapjan torténik (van Wyk és Mayhew,
2013). A H. contortus harmadik stadiumt larvainak vizsgalata azonban igen idGigényes,
nagy gyakorlatot és szakértelemet igényel, ezért nem alkalmazzak. A modszer meglehetdsen
pontatlan is, mivel a kialakul6 larvak eltéré modon reagélnak a tenyésztés koriilményeire,

igy kiilonb6zd méretiiek lehetnek (Rossanigo és Gruner, 1996; Melville és mtsai, 2014).
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A fert6zottség ismeretében a grammonkénti peteszam (PPG) alkalmas lehet a legelé H.
contortusszal valo szennyezettségének a felmérésére, illetve az allatok fertdzottségi fokanak
megallapitasara (Besier és mtsai, 2016). H A H. contortus legtdobbszdr mas Nematoda-
fajokkal egyiitt fordul eld, azonban az ilyen allomanyokban is a H. controtus petéinek
szignifikdns dominancidja jellemzé a legeléket szennyezd bélsarban (Peter ¢és

Chandrawathani, 2005).

A moddszer akut vagy perakut megbetegedések esetén nem hasznalhat6. Az allatok mar akkor
sulyos betegség tiineteit mutatjak, amikor még nem jelennek meg a peték a bélsarban. A H.
contortus esetében szoros Osszefliggést mutattak ki a naponta iiritett peték szama és az
adultok szama kozott (Coadwell €s Ward, 1982), valamint az adultok abszolut szama és a

PPG kozott (Roberts és Swan, 1981).

Alternativ vizsgalat médszerek a H. contortus fert6zottség megallapitasara

A H. contortus peték alapjan torténd azonositasara kidolgozott modszer a lektin-binding
assay. A bélsarbol kimosott petéket lektinhez kapcsolt fluoreszcens festékkel inkubaljak. A
lektin - mely a foldimogyord egy agglutinin proteinje - specifikusan a H. contortus peték
felszini receptoraihoz kotddik. Ezaltal a petéket nem csak azonositani, de szdmlalni is lehet.
Meg kell azonban emliteni, hogy a peték tisztitdsahoz hasznalt modszer, illetve novényi

szennyez0 anyagok befolyasolhatjak az eredményeket (Palmer és McCombe, 1996).

Egy masik lehetdség a LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification) mddszer
haszndlata. A LAMP nukleinsav-sokszorosité modszer izoterm koriilmények kozott, ami
nagy sebességgel, nagyon érzékeny modon amplifikalja a kivalasztott DNS-t (Melville és
mtsai, 2014). Ehhez hat, e célra kifejlesztett primert kell hasznalni, melyek a DNS szal 3¢s
5" végéhez illetve a képz6dd hurkokhoz képesek kapcsolodni, és a polimerizaciot

megkezdeni.
A PCR Tag-polimerazt hasznal a reakciokhoz, ugyanakkor a LAMP modszer Bst-polimerazt,

ami izoterm koriilmények kozott dusitja fel a DNS-t. Amellett, hogy a LAMP gyorsabb, mint
a PCR, 10-szer érzékenyebbnek is bizonyult kutatasok soran (Melville és mtsai, 2014).
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Immunolégiai moddszerek is hasznalhatok a fertézottség kimutatdsdra. Az allatok
valadékaibol (nyal, szérum, tej) a H. contortus antigénjei, illetve az ezekkel szemben
termelddott ellenanyagok vizsgalhatok Western-blot vagy ELISA segitségével (Nisbet €s
mtsai, 2016).

2.1.5 Gyogyszeres kezelés és rezisztencia

A haemonchosis kezelésére hasznalt készitmények hatdanyagai kozé tartoznak a
benzimidazolok, imidazotiazolok (levamisol), makrociklikus laktonok, foszforsavészterek
(naphthalophos), tetrahidropirimidinek (morantel), szalicilanilidek és szubsztitualt fenolok
(closantel, nitroxinil), amino-acetonitril-szirmazékok (monepantel) ¢és spiroindolok

(derquantel) (Besier és mtsai, 2016).

Ismert, hogy a H. contortus rovid idon beliil rezisztenssé valik anthelmintikumokkal
szemben. Uj gyogyszercsoport bevezetése utan gyakori, hogy kevesebb, mint tiz éven beliil

rezisztensé, s6t multirezisztens valnak a férgek (Kotze és Prichard, 2016).

A hasznalatban [évé hatdéanyagok koziill a benzimidazolok, imidazotiazolok é&s
makrociklikus laktonok elleni rezisztencia mar széles korben elterjedt, ujabban pedig egyre
tobben jelentik a legijabb készitmény, a monepantel elleni rezisztenciat is (Kotze és

Prichard, 2016; Besier és mtsai, 2016).

A rezisztenciat un. peteszamcsokkenés modszerével vizsgaljak (Kotze és Prichard, 2016).
Ennek soran az anthelmintikus kezelés elétt majd a kezelést kdvetdén 10-14 nappal kés6bb
megallapitjdk a PPG-t. A 90-95%-nal kisebb grammonkénti peteszam csokkenés
rezisztenciat jelez.

A H. contortus rezisztencidjaval kapcsolatos hazai helyzetrdl Nagy és Zsolnai (2015)
kozoltek adatokat. Haemonchosis miatt elhullott anyajuh boncolasakor gytijtott férgek
molekularis biologiai vizsgalatai alapjan Magyarorszagon eldszor allapitottak meg az adott

féregpopulacioé albendazollal szembeni rezisztencidjat (Nagy és Zsolnai, 2015).

A klinikai tlineteket mutatd allatok szelektiv kezelése igéretes lehet a rezisztencia

terjedésének lassitasaban. Igy jelentésen csokkenteni lehet a legelSt fert6z6 larvak szamat.
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Az Osszes allatra kiterjedd parazitologiai vizsgalat koltséges, azonban a szelektiv kezelés
altal szamottevéen csokkenthetd a felhasznalt antiparazitikumok mennyisége (Kenyon és
mtsai, 2009). A Dél-Afrikaban kidolgozott FAMACHA-modszer segitségével csokkenteni

lehetett a kezelések szamat, valamint a gyogyszerkoltségeket.

Gyogyszermentes védekezés

A parazitdzis elleni komplex védekezés elemei az integralt vegyszeres, immunoldgiai €s
kornyezetgazdalkodasi szabalyok (Kassai, 2003). Ide sorolhaté a takarmanyozasi €s
legeltetési rendszabalyok szabvanyos alkalmazédsa is. Lényeges a takarmany kielégitd

fehérjetartalma, amely fokozza az allatok férgekkel szembeni ellendllo képességét.

Legelégazdalkodas

A legel6 betelepitésekor el kell keriilni a tulnépesitést (Kassai, 2003), illetve a legeltetés
iitemezésénél figyelembe kell venni az adott teriilet 6kologiai és epidemiologiai sajatossagait
(Besier ¢és mtsai, 2016). A legeltetés tipusanak megvalasztasakor célszerti a szakaszolt
legeltetést eldnyben részesiteni (Besier €s mtsai, 2016).

Azt azonban meg kell jegyezni, hogy a H. contortus larvak a kornyezetben fokozott
ellenalloképességgel rendelkeznek (Crofton és mtsai, 1965), ezért korantsem biztos, hogy

akar hetek-honapok alatt elpusztulnak.

Genetikai rezisztencia

A H. contortus ellen fokozott rezisztenciat és toleranciat mutatd allatok genetikai
szelekcidjanak jelentdsége sokéve ismert (Kassai, 2003; Besier €s mtsai, 2016).

A rezisztenciara vald szelekcioval nem csak az egyes egyedek ellenalloképessége
novekedne, hanem csokkenne a legeldk parazita-petékkel valo fertéz6dése is (Woolaston és

Baker, 1996).

Fajta rezisztencia

Egyes fajtak fokozott ellenalloképességét a parazitdzissal szemben az eltérd kornyezetben

végbemend evolucidval magyardzzak (Besier és mtsai, 2016).
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A helyi fajtak mar alkalmazkodtak a térség kornyezeti tényezdihez, és ellenallobbak az ott

honos parazitdkkal szemben (Kassai, 2003).

Vakcinak

A gazdaszervezet immunvalasza a parazitara kulcsfontossagu a fert6zottség lefolyasaban.
Ez azonban lassan alakul ki, és a szerzett immunitas gyakran csak részleges €s instabil, ezért
a féregvakcindk megbizhatosaga kérdéses (Kassai, 2003). Azonban a H. contortus elleni
vakcindzéas szempontjabol eldnyos, hogy a tobbi féregfajjal 6sszehasonlitva a H. contortus
relative er6sen immunogén.

H. contortus-vakcindkat el0szor a parazita intestindlis membranjabol kivont rejtett
antigénekbdl allitottak eld (Smith és mtsai, 2001; Besier és mtsai, 2016).

Egy 2018-as kisérlet soran Barbervax® nevii oltdanyaggal kezeltek H. contortusszal
fert6zott anyajuhokat és baranyokat (Bassetto és mtsai, 2018). A vakcinazott anyajuhok
kozott csokkent az anthelmintikus kezelésre szoruld egyedek szama, a vakcinazott
baranyoknal a PPG 80%-kal csokkent. Ennek az eredménynek az eléréséhez azonban
sziikség volt az anyajuhokat a vemhesség soran hatszor, a baranyokat pedig 72 napos korukig

haromszor oltani.

Bioldgiai védekezés

A biologiai védekezés a fert6zodés megakadalyozasara iranyul, a larvak sebezhetdségének
kihasznalasaval. Ennek igéretes lehetdsége a Duddingtonia flagrans nevii gomba (Kassai,
2003). Az allatok emésztoérendszerén athaladd, majd a bélsarral a legeldre iiritett gomba
elszaporodva kiilonleges térszerkezetet vesz fel. A csapdaba keriilt larvak a bélsarat elhagyva
nem tudnak a fliszdlakra vandorolni (Waller és mtsai, 2006). A Duddingtonia flagrans
hasznalata laboratoriumi és terepkisérletekben hatékonynak bizonyult (Kassai, 2003). A
gombat tartalmazo készitménybdl jelenleg a Livamol® és a BioWorma® termék érhetd el
Ausztraliaban.

A legelokon eléforduld novényeknek a larvék elleni hatasat is vizsgéljak. Egyes novények

kiilonboz6 bioaktiv kémiai anyagokat, igy pl. tannint tartalmaznak (Holmes, 1993).
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3. Anyag és Modszer

4

3.1 Kérdoives modszer

2019 februarjatol a Magyar Juh- és Kecsketenyésztd Szovetség segitségével orszagos szintli
kérddives felmérést végeztiink. A kérddivben Osszesen tizenegy parazitologiai témaji

kérdés, valamint tartasviszonyokra vonatkozo6 kérdések is szerepeltek (2. abra).

Kérdiiv

Tisztelt Juhtartd!

Felmérésiink célja, hogy képet kapjunk a hazai jubdllomdny parazitis betegségeindl.

A kérddiv kirolése korilbelil 5 percet vesz igénybe.

Kérem a kérddivet legjobb mdasa szerint sziveskedjen kitblveni.

Elérhetdségeim:

Néw: Ambrusics Petra

Telefon: +36 30/386-8437

Email: ambrusicspetraf@ gmail com

Koszdnim segitségét!

1. Megye: | ]

2. Tartisi hely: | |

3. A juhienyésziés kezdete: | |

4. Az ﬂhmin’- létszama: [ <50 []50-200 O 200-500 Osoo-1000 []=1000

5. Anyajuhok szama: | |Kosok szama:[___ |

6. Hasznositasi irdny (16bb is jelilhetd):

[ Meriné tipusi [ Has tipusa [ Tej tipusi [ Gshonos

7. Legelietés tipusa: [ Pasztorold ] Szakaszos [] Legeldkertes

Ejjel istalloban: [Jigen [ hem

B. A legelire kihajtanak-e mas allatokat?:

Igen: Allatfaj(ok): | Onem

9. Tud-¢ belsd éldskidik okozta fertdzittségril (1abb is jelilhetd)?:

Igen: [ majmérelykir [ senddmételykir [ Kergekor (falyadékical telt hdlyagok az agyban)

[ Béiférgessé;  [] Tuddférgesség ] Landzsasmételykdr [ Egyéb: |

[ nem

10. Tirténik-e belsd éloskidik elleni kezelés?:

O igen ] Nem
Gyakorisag: []Evente lx [ Evente 2x [ Evente 3x O] Evente 4x
Mikor (hénap/hénapok): | |
Mivel (gydgyseer):| |
Kihajuis [ €l O utan

11. Tud-¢ kilsd éliskidik okozta fertdzouségral (tobb is jeldlhetd)?:

Igen: [IKullancsossdg [ Paklincsossdg [ Tetvesség [ Nylvesség [ Omrbagdcs lirva fertdzditség

[ Rishosség

[ nem

12, Tirténik-e kiilsd éléskidik elleni kezelés?:

Oigen [ Nem
Gyakorisig: []Evente 1x [JEvente 2x  [] Evente 3x [ Evente 4x
Miker (honap/honapok): [

Mivel {gyégymr]:[
A kezelés tipusa: [] Firdetés  [] Gydgyszeres

13. Torténik-e parazitikkal kapesolatos laboratoriumi vizsgalat?:

D Igen: D Nem
Gyakorisag: (] €vente 1x  [JEvente 2x  [] Evente 3x O Evente ax

14. Egyéh megjegyzések:

2. abra : A juhtartoknak kikiildott kérddiv
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A kérdéivet a Magyar Juh- és Kecsketenyészté Szovetség teriileti instruktorai toltették ki az

allattartokkal. Az adatokat egy szamitogépes program segitségével vittem fel az adatbazisba.
3.2 Bélsarmintagyijtés

A bélsarmintak gytjtése 2018. oktdobere és 2019. augusztusa kozott tortént az orszag 14
megyéjében tartott 37 allomanyban. Helyszini kiszallasok soran személyesen gyiijtottem az
adatokat és a mintakat 22 allomanyban (3. dbra). Tovabbi 15 juhaszatbdl a vizsgéalatokhoz
sziikséges bélsarmintakat a Debreceni Egyetem két PhD hallgatoja gytijtotte, ¢s juttatta el a
Parazitologiai és Allattani Tanszékre. Ipolydamasdrol, ahol személyesen is jartunk, az

allatok tulajdonosa juttatta be a mintakat a tanszékre.
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3. dbra Mintagyiijtési helyek
o : azon telepiiléseket jeloli, ahol sajat mintavétel tortént

o : azon telepiilések, ahonnan a mintakat kiildték
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Un. pool bélsarmintak gytijtése tortént. Allomanyonként kb. 20-50 allat altal dritett friss
bélsar egy részét egy taroldedénybe gyljtottiik. A mintdkat allomanyonként kiilon
csomagolva a gyljtés helyének és idépontjanak pontos megjelolésével milanyag dobozban

¢s/vagy tasakban légmentesen lezarva hitéladaban szallitottam/szallitottak a tanszékre.

3.3 Boncolas

Két dllomanyban egy-egy elhullott, valamint a Hetesi vagohidon levagott tiz juh postmortem
vizsgalatakor 0Osszegylijtdttem az oltogyomrok alaposan kimosott tartalmait. Az
oltogyomorban eléforduld parazitakat tgynevezett dekantalds segitségével gylijtottem
0ssze. Ennek Iényege, hogy gyomortartalmakat csapvizzel alaposan elkevertem, majd
né¢hany perc utan a feluszokat ledntottem. Ezt addig ismételtem, mig az liledék feltisztult s
abbol a férgeket sztereomikroszkop alatt kiszedtem €s 70%-os alkoholban taroltam. A
fonalféreg morfologiai vizsgélatakor arra voltam kivancsi, hogy a mintdkban eléfordult-e

Haemonchus contortus.

3.4 A bélsarmintakban talalt peték kvantitativ vizsgalata

Az  Allatorvostudoményi Egyetem Parazitologiai és  Allattani Tanszékének
laboratoriumaban torténtek a vizsgalatok. Az allomanyonként gyijtott bélsarmintakat
alaposan Osszekevertem ¢€s ezt kovetden, hazankban els6ként alkalmazott, mini-FLOTAC-
modszerrel (4. dbra) quantitativ ovoszkopiat végeztem. Megallapitottam a parazitapeték

grammonkénti szdmat.

Allomanyonként 6t parhuzamos mintat vizsgaltam. A modszer rovid 1ényege: a mini-
FLOTAC kever6poharaba mért 2 gramm bélsarat 18 ml ZnSO4 dusité oldattal
homogenizéltam, majd a moddszer leirdsa szerint felontottem a vizsgélati kamrakat. A

kamrakban lathato kiilonféle petéket fénymikroszkop alatt megszdmoltam.

E modszer a hagyomanyosan hasznalt McMaster modszerhez képest 6tszor érzékenyebb,
grammonkénti 6t pete is kimutathatd, A peték morfologiai vizsgalatahoz (Kassai, 2003)

konyvében talalhato abrakat hasznaltam.
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4. abra: Mini FLOTAC készlet
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3.5 Peték bélsarbol torténd kimutatasa molekularis biologiai
madszerekkel

3.5.1 DNS-kivonas férgekbdl és petékbal

A dekantalassal kinyert H. contortus férgeket ollo segitségével feldaraboltam. A
bélsarmintakbol tobbszori felszindusitassal kinyert, majd vizzel kimosott petéket eldszor
2x4 percig 0,7 mm atmérdjii granit orlemény segitségével a peteburkok roncsoldsa céljabol
SpeedMill plus (Analytikjena) késziilékben ziizattam. A férgekbdl és a petékbdl NucleoSpin
Tissue© (Macherey-Nagel) DNS-kivonoé kittel tortént a DNS-kivonasat a kit protokollja

szerint.

3.5.2 Konvencionalis PCR

A konvencionalis PCR reakcié soran a H. contortus ITS1 génszakaszanak koriilbeliil 280
bazispar (bp) nagysagu terméke volt amplifikdlva fajspecifikus F3 forward és B3 reverse
primerekkel (Melville és mtsai, 2014). 25 ul végtérfogata elegyet 5 ul DNS templat és 20 ul
reagens alkotta, amiben a kovetkezok voltak: 1,0 U HotStar Tag Plus DNA polimeraz
(5U/ul) (QIAGEN, Hilden, Germany); 0,5 ul nukleotid mix (10mM); 0,5 ul mindegyik
primerbdl (50uM); 2,5 ul of 10x Coral Load PCR puffer (15mM MgClz-ot tartalmaz); és
15,8 ul PCR viz.

A héreakcid soran az egyszeri kezdeti aktivacids 1épést (95°C 5 min) 35 ciklushan
ismétlddve kovette denaturacié 95°C 30 sec, anellacié 58°C 40 sec, extenzié (polimerizacio)
72°C 1 min és lezarasként egy egyszeri in. végsd extenzids 1épés 72°C 10 min. H. contortus

férgekbdl kivont DNS-t hasznaltam pozitiv kontrollként.

A kapott PCR termék detektalasa gélelektroforézissel tortént, ethidium-bromiddal festett,
1,5%-o0s agar6z gélen, 100V fesziiltség mellett kb. 1 6ran 4t. Az eredményt UV fény alatt
rogzitettiik. A pozitivnak talalt mintdk a Magyar Tudoméanyos Akadémia Szegedi Biologiai

Kutaté Kézpontjaban voltak szekvenaltatva.
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3.5.3 Loop-mediated Isothermal Amplification (roviden LAMP)

A modszer lényege, hogy a DNS amplifikdlasa nem igényel hddenaturaciot, a reakcio
allando (60—65 °C) hdémérsékleten torténik, specialis DNS-polimeraz (Bacillus
stearothermophilus-bol izolalt Bst polimeraz) segitségével. Négy kiilonbdz6 primer a cél
DNS-en 6 kiilonb6z6 szakaszt ismer fel és ezek inditjak el a reakcidt. Az altalunk végzett
reakcidban tovabbi 4 négy szakaszt felismerd 2 primert is alkalmaztunk. A keresett DNS

15-60 perc alatt 10° —10%-szeresére felszaporodik.

Az altalunk alkalmazott LAMP moddszer célja a Haemonchus contortus DNS ITS1 (first
internal transcribed spacer) génszakaszdnak amplifikdlasa és kimutatasa 3 specidlisan
megtervezett primerpar segitségével: F3 belsé forward primer 5' - GGT TCC ATT GAT
CAC GAG AA - 3', B3 bels6 reverse primer 5' - CAG TAC ACC ACATAC TCAAGA A
- 3', FIP kiils6 forward primer 5' - AAC AAT CAC AGC CGC CAC TAAGCT CTATTA
CAT GAG GTG TC-3', BIP kiils6 reverse primer 5' - TCATTG ATG GTT GAG CTT GAG
ACTTGTTCG TAC TTAACC ACC ATC A -3/, FLP hurok forward primer 5' - AAG CGG
CTC ATG TCA TAC AT - 3' és BLP hurok reverse primer 5' - CTA TAA TAC TGC CTC
GCC GTT - 3' (Melville és mtsai, 2014).

A vizsgalatokat specialis LAMP reagens kittel végeztiik (MAST ISOPLEX® DNA Lyo, Mast
Group Ltd, Bootle, UK). A reakciokoriilményeket a gyartd utasitasait figyelembe véve a

tanszéki berendezésekhez igazitottuk.

Reagensmix minden mintara: 0.04 pl mindkét F3 és B3 primerek (50 uM torzsoldat), 0.32
pl FIP és BIP primerek (50 uM torzsoldat), 0.16 pl FLP és BLP primerek (50uM torzsoldat),
8.8 ul MAST ISOPLEX® DNA Lyo MasterMix, 2 pl templat DNS. Pozitivként a kit Pozitiv
Kontroll DNS reagensét, negativ kontrolként PCR vizet hasznéltunk.

Az egyszerlibb és gyorsabb kivitelezés érdekében az izotermalis amplifikaciot (63°C, 35
perc) és a termék detektalasat egy reakcioban, FAM filterrel ellatott real-time PCR
késziilékkel végeztiik (Eco™ Real-Time PCR System, Illumina Inc., San Diego, CA, USA).
A késziilék a 35 perces reakci6 alatt, 30mp-ként rogzitette az adatokat és gérbén abrazolta
az eredményt (5. abra). Pozitivnak azt a mintat tekintettiik, amelyik gorbéje atlépte a szoftver

szerinti 0,05 kiiszobértéket €s alakja exponencidlisan novekvo.
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A szaggatott vonal f61¢ emelkedd gorbék pozitiv eredményt jeleznek.

5. abra: LAMP vizsgalat eredménye.
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4. Eredmények

4.1 Kérdoives felmérés

A Magyar Juh- és Kecsketenyészt Szovetség segitségével két megye kivételével a tobbibol
sikertilt adatokhoz jutni. A kitoltott és visszajuttatott 911 kérddéiv koziil minddssze hat olyan
volt, amin azt irtdk, hogy az allomanyban korabban megallapitottdk a haemonchosis
el6forduldsat. Ezek a juhdszatok Baranya, Somogy, Szabolcs-Szatmar-Bereg és Fejér

egyében vannak, valamint kettd Bacs-Kiskun megyében (6. abra).

Ipolydamasd

o O
Q

Pusztavam

Geszt

Kiskunfélegyhaza

Polany

o

Péesvarad

Gydngydsmellék Zik

6. abra: A kérddivre adott valaszok alapjan megallapitott ( ) és a klinikai tiinetek alapjan

feltételezett (@) haemonchosis eldfordulasi helyei az orszagban

Tovabba voltak olyan juhaszatok, ahol kérddiven feltiintették, valamint telefonon keresztiili
beszélgetés ¢és személyes taldlkozasunk alkalmdval arr6él szdmoltak be, hogy a
haemonchosisra utaldo vérszegénység jeleit, all alatti 6démat (7. &bra), valamint
megndvekedett szdmu elhullast figyeltek meg nyolc megye (Baranya, Békés, Fejér, Gyor-
Moson-Sopron, Heves, Jasz-Nagykun-Szolnok, Komarom-Esztergom, Pest) 9
allomanyaban.
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7. abra: All alatti 56déma és sapadt kotShartya

4.2 A levagott vagy elhullott allatok oltégyomranak vizsgalata

Egy-egy bardudvarnoki, nagykaracsonyi ¢és ipolydamasdi juh boncolédsakor az
oltogyomrokban nagy szamt Haemonchus contortus férgek fordultak eld (8. &bra). Az
ezekkel fertdzott oltdgyomor nyalkahartydjan petechek és nagy kiterjedésii erythema volt
megfigyelhetd (9. dbra).

8. abra : Nagy szamt Haemonchus contortus féreg egy juh oltogyomraban
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9. dbra: Haemonchus contortus okozta oltogyomorbeli elvaltozasok

4.3 A vizsgalt ,pool” bélsarmintakban talalt peték

Egy kaszapéri allomany kivételével a tobbi allomany mintaiban eléfordultak strongylida-
tipusu peték (1. tablazat). A strongylida-tipusu petéken kiviil tobb mintadkban mas parazitak
petéit is lattam. A Moniezia benedeni jellegzetes négyszog alaku petéi 17 allomany
mintdiban fordultak eld. A Moniezia expansa szintén jellegzetes morfologidju petéi 3
allomany mintaiban voltak. A gyomor- és bélférgek kozé tartozd Nematodirus petéket 13

allomanybdl szarmazé mintakban talaltam.
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Mintavétel helye Megye Atlagos (n=5) peteszam/gramm
Pécsvérad Baranya 11
Kokény Baranya 97
Z6k Baranya 524
Bardudvarnokl Somogy 314
Bardudvarnok?2 Somogy 60
Bardudvarnok3 Somogy 221
Bohonye Somogy 38
Berettydujfalu Hajdu-Bihar 9
Biharkeresztes HajdU-Bihar 223
Artand Hajd(-Bihar 19
Nagykereki Hajdd-Bihar 49
Almosd Hajd(-Bihar 5
Ujléta Hajd(-Bihar 4
Vamospércs Hajdd-Bihar 101
Tiszaeszlarl Szaholcs-Szatmar-Bereg 32
Tiszaeszlar2 Szaholcs-Szatmar-Bereg 50
Csanadpalota Csongrad 20
Kaszaper Békés Negativ
Mez8hegyes Békés 70
Vésztd Békés 38
Szendrd Borsod-Abalj-Zemplén 25
Kisgyor Borsod-Abalj-Zemplén 6
Alsépetény Nograd 13
Eger Heves 7
Pély Heves 87
Dorméand Heves 205
Karcag1 (brit tejel6) Jasz-Nagykun-Szolnok 19
Karcagl (kutato) Jasz-Nagykun-Szolnok 9
Nagyivéan Jasz-Nagykun-Szolnok 86
Tiszasz6l6s Jasz-Nagykun-Szolnok 214
Gyér Gydr-Moson-Sopron 274
Esztergom Komérom-Esztergom 40
Fehértd Gydr-Moson-Sopron 3
Ipolydamasd Pest 116
Z6k Baranya 25

1. tdblazat: Mini Flotac mddszerrel vizsgalt bélsdrmintdkban talalt strongylida-tipust peték

grammonkénti szama
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4.4 Molekularis biologiai vizsgalatokkal kapott eredmények

Elészor a boncolas soran kigylijtott H. contortus férgekbdl kivont DNS-ek PCR vizsgalata
tortént. A szekvenalt termékek mindegyikénal 100%-0s azonossagot talaltunk a génbankba
letett szekvencidkkal tortént 6sszehasonlitaskor. A férgekbdl kivont DNS LAMP modszerrel
végzett vizsgalata is hasonld eredményt adott. A késébbiekben ezeket hasznaltuk pozitiv

kontrolként a petékkel kapcsolatos PCR vizsgalatokban.

Hét juhallomany bélsarmintdibdl kimosott strongylida-tipust petékbdl kivont DNS-ekkel
végzett kétféle molekularis bioldgiai vizsgalatok eredményeit a 2. tablazat foglalja 6ssze.
Hagyomanyos PCR vizsgalatkor 4 mintdbol (Hetes, Nagykaracsony, Geszt €s Ipolydamésd)
lehetett kimutatni terméket. Ezeket szekvenaltattuk. A kapott szekvencidk koziil egy 97,4%-
ban, a tobbi 99%-0s azonossagot mutatott a génbankban elhelyezett H. contortus
szekvencidval. LAMP modszerrel végzett vizsgdlatokban a hat allomany mintéi koziil hatnal
lehetett megallapitani a H. contortus okozta fertdzottséget, koztiik a bardudvarnoki, az
esztergomi ¢s a fehértdi mintdkban, amelyeknél negativ volt a fertdzottség megallapitasa
PCR-rel (2. tablazat). Az ipolydamasdi juhok bélsarmint4ibol kimosott petékbdl nyert DNS-
sel végzett LAMP vizsgalat negativ eredményt adott.

Szarmazasi hely Molekularis médszer
PCR LAMP
Bardudvarnok - +
Hetes + +
Nagykaracsony + +
Esztergom - +
Fehérto - +
Geszt + +
Ipolydamasd + -

2. tablazat: Haemonchus contortus kimutatasa strongylida-tipusu petékbdl
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5. Megbeszélés

A hazi és vadon ¢16 kér6dzok oltdgyomraban €l6skodo fonalféregfajok koziil a Haemonchus
contortus okozza a legnagyobb kart vilagszerte, elsésorban a fiatal kis kérédzokben (Kassai,
2003). Az éaltala okozott parazitozis allategészségiigyi és gazdasagi jelentosége régota
ismert. A negyedik stadiumu larvak és az adultok gyakori vérszivasa kovetkeztében kialakult
jelentds vérveszteség miatt a fertdzeést kovetden rovid idon beliil szdmottevden rosszabbodik
az allatok egészségi allapota. A fertdzottség sulyossagatol fliiggden lathatova valnak az
anémiaval Osszefliggd klinikai tiinetek a nyalkahartydkon, all alatti vagy has alji 6déma

alakul ki, az 4llatok bagyadtak, elhullhatnak (Machen és mtsai, 1998).

Bar a magyarorszagi viszonylatokrol egyeldore kevés informacioval rendelkeziink, a

parazitafajt kimutattdk mar hazdnkban.

Leopolod Odén 1941-ben emlitette a H. contortus ,.elhullott 4llatok gyomraban vald
viselkedését”, a ,,Kozlemények az dsszehasonlitd élet- és kortan korébol” cimii konyvben.
Késébb, 1960-ban Kotlan irt a parazitafajrol, melyet a juh sodrottestii gyomorférgének
nevezett. Kassai 2003-as parazitologia konyvében is sz6 van a fajrol. Nagy és munkatarsai
tobb cikket is kozoltek a H. contortus hazai el6fordulasaval kapcsolatban. 2013-ban
szamoltak be arrol, hogy boncolaskor a dél-dunantali térségben ¢él6 8 kérddzo faj
(damszarvas, gimszarvas, muflon, 0z, juh, kecske, bivaly, szarvasmarha) 143 allatanak
oltogyomraban talalhat6 férgeket vizsgalva a bivaly kivételével a tobbi fajban megtalaltak.

A vizsgalt 22 juh k6ziil 20, és a 10 kecske mindegyike fertdzott volt (Nagy és mtsai, 2013).

2015-ben elhullott anyajuhbdl szarmazo6 férgek molekularis biologiai vizsgélatai alapjan
allapitottak meg Magyarorszagon el6szor a H. contortus benzimidazolokkal szembeni
rezisztenciajat (Nagy €s Zsolnai, 2015). A kovetkezd évben az emlitett molekularis bioldgiai
modszerrel albendazol-rezisztens H. contortus himeket talaltak farmon tartott
gimszarvasokban, amelyeket 17 éven at ezzel a hatdanyaggal kezeltek (Nagy és Csivincsik,
2016). Egy évvel kés6bb arrol szamoltak be, hogy 11 dél-dunantili juhaszatbol szarmazo
189 H. contortus him PCR-RFLP-moédszerrel végzett vizsgalata szerint széles korben fordul

el6 rezisztencia a hosszu ideje hasznalt albendazollal szemben (Nagy ¢s Csivincsik, 2017).

Hazankban eddig a H. contortus kevesebb figyelmet kapott, mint a nagy juhtarto

orszagokban, ritkan keriil azonositasra.
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A legtobb helyen, ha fel is boncoljak az elhullott juhokat, az oltégyomrot ritkan nyitjak fel,

vagy nem veszik észre a férgeket az oltoban.

Intézetben végzett boncolassal megallapithatd lenne a parazitdzis eléfordulasa, de az

orszagban talalhat6 3 intézetbe csak ritkan, altalaban mas ok miatt kiildenek tetemeket.

Boncolaskor az oltogyomor fala kipirult, falaban petechek figyelhetok meg. A H. contortus
példanyok altalaban az oltogyomor tartalmaban figyelhetOk meg, sulyosan fertdzott allatok
esetében tomegesen. A parazita konnyen felismerheté a tobbi gyomorbél-féreghez képest

nagyobb méretérdl, valamint a ndstények jellegzetes piros-fehér csikozottsagarol.

A haemonchosis okozta kdrok megel6zése érdekében a legfontosabb feladat megallapitani,
hogy a juhallomanyokban eléfordul-e az ezt okozd parazitafaj. Ennek egyik lehetdsége a
bélsarmintakban eléforduld peték vizsgalata lenne. Azonban koztudott, hogy a juhok
egyidejliileg tobb olyan fondlféreg fajjal fertdzottek, amelyeknek a petéit nem Ilehet
elkiiloniteni a H. contortus petéitdl, mert a strongylida-tipusu petéik vannak (Kassai, 2003).
Ezért csak azt lehet megallapitani, hogy Ilehetséges, nem biztos, hogy az dallatok
fertdzottségét H. contortus okozhatja. Lehetdség lenne arra, hogy a petékbdl kitenyésztett €s
izolalt L3-ak morfologiai vizsgalataval megallapitsak e faj elofordulasat (Mayhew, 2013) .
Ezt a mdédszert azonban nem alkalmazzdk mert iddigényes €s nagy szakértelmet kdvetel
(Rossanigo ¢s Gruner, 1996; Melville ¢s mtsai, 2014).

A haemochosis korjelzésére szerologiai modszereket nem hasznalnak. Napjainkban azonban
molekularis biologiai méddszereket is igénybe lehet venni a parazitozis gyors €s biztos
megallapitasara, amikor is a petékben 1évé DNS-t mutatjuk ki (Melville és mtsai, 2014;
Amarante ¢és mtsai, 2017). A H. contortus 0rokitd anyaga fajon beliil kevés, de fajokhoz
képest jelentds eltérést mutat (Roeber és mtsai, 2017; Amarante és mtsai, 2017), ezért
alkalmas a faj PCR azonositasara. A masik alkalmazott mddszer, a Loop-mediated
isothermal Amplification (LAMP) a konvencionalis PCR-hez képest 10-szer érzékenyebb,
egy gramm bélsarban 1év6 két pete esetén is megbizhatd eredményt ad (Melville és mtsai,

2014).
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Hazankban elséként azt vizsgaltuk, hogy a két mddszer segitségével lehet-e vizsgéalni a

Haemonchus-fert6zottségét.

PCR-rel és LAMP-al vizsgalataink sordan 0sszesen hat megye egy-egy olyan allomanyaban
allapitottuk meg a fonalféregfaj el6fordulasat, ott, ahol korabban nem tudtak az

eléfordulasarol.

Az elvégzett vizsgalatokkal boviiltek az ismereteink a jelentds kart okozd parazitozis hazai
elterjedtségérdl. Egyre tobb adat azt jelzi, hogy tobb alloméanyban fordul el a H. contortus,
mint eddig tudtuk. A vizsgalatokat folytatni kell és érdemes lenne kiterjeszteni a kecske- €s
szarvasmarha allomanyokra is, valamint vadon ¢l6 kérddzokre, amelyek szerepet

jatszhatnak a parazita terjedésében.
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6. Osszefoglalé

A HAZAI JUHALLOMANYOKBAN HAEMONCHOSIS VIZSGALATA
KERDOIVES ES MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREKKEL

Az oltéogyomorban ¢él6skodé Haemonchus contortus a legeltetett juh- és
kecskeallomanyokban szamottevo allategészségiigyi €s gazdasagi kart okoz vilagszerte. A
parasitosis az utobbi évtizedben kontinensiinkon is az érdeklddés kdzéppontjaba keriilt, ami
a klimavaltozassal és az anthelmintikumokkal szembeni rezisztencia gyakoribba valasaval
fligg Ossze. A H. contortus hazai jelenléte régota ismert, de a mai napig nincsenek adatok a
juhalloméanyok  fertdzottségérol, allategészségiigyi ¢€s  gazdasagi jelentdségérol.
Petevizsgalattal e fonalféregfaj okozta parasitosis nem allapithatd meg, a harmadik stadiumu
larvak tenyésztése és morfologiai vizsgalata iddigényes €s nagy tapasztalatot igényel. Az
elmualt évben végzett kérddives felmérés mellett hazankban elséként alkalmazott kétfele

molekularis bioldgiai modszerrel vizsgaltuk az €l6skddo eléfordulasat juhallomanyokban.

A 911 kitoltott kérddiv koziil hat helyrdl jelezték a haemonchosis eldfordulasat, a bantalomra
jellemzd vérszegénységet ¢és all alatti 6démat tobben észlelték. Az orszag 14 megyéjében
tartott 37 allomanyban egy alkalommal Gn. pool bélsarmintakat gytijtottiink. A gyomor- és
bélférgek strongylida-tipust petéit mini-FLOTAC modszerrel vizsgaltuk. Egy hely
kivételével a tobbi mintaban eléfordultak strongylida-tipusu peték. Osszesen 10 juhdszat
mintaibol kimosott petékbdl NucleoSpin Tissue© (Macherey-Nagel) kittel tortént a DNS
kivonasa. Hagyomanyos polimeraz reakciéval (PCR) és a DNS egy masik amplifikacios
modszerével (Loop-mediated isothermal amplification, réviden LAMP) vizsgéltuk a H.
contortus eléfordulasat. A PCR vizsgéalatokban boncolas sordn talalt adultokbol kivont
DNS-t hasznaltunk pozitiv kontrollként. A LAMP esetében a kit pozitiv kontroll DNS
reagensét, negativ kontrollként PCR vizet hasznaltunk. A petékbdl kinyert DNS-sel kapott
PCR termékeket szekvenaltattuk. Osszesen hat megye egy-egy olyan dlloményéaban

allapitottuk meg a fonalféregfaj eléfordulasat, amelyrdl kordbban nem tudtak.

Az orszagos kérddives és a hazankban elséként alkalmazott molekuldris parazitologiai
vizsgalatok eredményei hozzédjarulnak a jelentés kartétellel jar6 haemonchosissal

kapcsolatos ismereteink bdviiléséhez.

30



A LAMP modszerrel rovid idén beliil megallapithato az allomanyok H. contortus okozta
fertdzottsége. Ez a modszer a konvencionalis PCR-hez képest 10-szer érzékenyebb, egy

gramm bélsarban 1év6 két pete esetén is megbizhatd eredményt ad.

7. Summary

EXAMINATION OF HAEMONCHOSIS IN SHEEP HERDS IN HUNGARY WITH
QUESTIONNAIRE AND MOLECULAR BIOLOGICAL METHODS

Haemonchus contortus is a parasite, living in the abomasum, causing damage in animal
health and economy in sheep and goat flocks around the world. The parasitosis got to the
center of attention in Europe in the last decade. This is related to climate change and the fact
that resistance to anthelmintics is becoming more common. Presence of H. contortus in
Hungary has long been known, but still there is no data about the degree of infection of
sheep, or its impact on animal health or economy. The infection caused by this Nematode
cannot be diagnosed by examination of eggs. Breeding and morfological examination of
stage 3 larvae is time-consuming and require considerable experience. Besides our survey
was being done last year, we also used two types of molecular biological methods first time

in Hungary to identify the parasite in sheep flocks.

911 questionnaire have been filled in, 6 in which haemonchosis was noted. More owners
noticed the classical signs of the infection, such as anaemia and submandibular oedema. We
collected pooled fecal samples once in 37 flocks of 14 counties. Strongylide type eggs of
Trichostrongylidae have been examined with mini-FLOTAC. Strogylide type eggs were
found in all samples, except one. Eggs were washed out of the samples of 10 flocks, and we
extracted DNA with NucleoSpin Tissue© (Macherey-Nagel) kit. Presence of H. contortus
was examined with conventional PCR and another amplification method called Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP). For PCR examinations we used the DNA from
adults found with autopsy as positive control. In LAMP the positive control DNA from the
examining kit was used. As negative control we used PCR water. We sent the PCR product
of DNA extracted from eggs to sequencing. We identified the parasite in six flocks in six

counties, where the presence of H. contortus hasn't been known.

The country-wide survey, as well as the molecular biological methods first used in Hungary

will also contribute to the knowledge about this damage-causing parasite, the H. contortus.
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LAMP method is suitable for rapidly diagnosing the flock’s infection with H. contortus. This
method is 10 times more sensitive than PCR, the result is reliable even if fecal egg count is
only 2 eggs in one gramm feces.
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mithelyeinek €és programjainak tdimogatasaval, a mentoralds folyamatanak kidolgozéasaval)”

,,The Project is supported by the European Union and co-financed by the European Social
Fund (grant agreement no. EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00005, project title:
Strengthening the scientific replacement by supporting the academic workshops and
programs of students, developing a mentoring process)”
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HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

Név: Petra Ambrusics

Elérhetéség (e-mail cim): ambrusicspetra@gmail.com

A feltoltendé mii cime:

A hazai juhillomdnyokban haemonchosis vizsgélata kérddives és molekuldris biologiai
moédszerekkel

A mii megjelenési adatai: 37 Lol

Az atadott fajlok szama: 2

Jelen megallapodas elfogadasaval a szerzo, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem
kizérélagos jogot biztosit a HuVetA szaméra, hogy archivélja (a tartalom megvéltoztatisa
nélkiil, a megdrzés és a hozzéférhetdség biztositdsinak érdekében) és masolasvédett PDF
formara konvertalja és szolgéltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél tobb (csak a HuVetA adminisztritorai sziméra
hozzaférhetd) masolatot taroljon az On altal atadott dokumentumbél kizérélag biztonségi,
visszaallitasi és megorzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megdllapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabba, hogy a mii
eredeti és legjobb tudomasa szerint nem sérti vele senki més szerzoi jogat. Amennyiben a mii
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerz6i jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzdi jog tulajdonosatél arra, hogy engedélyezhesse a
jelen megdllapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy éltal birtokolt anyagrész
mellett egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerz6 neve a miivon beliil.

A szerzdi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfelel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tirolt miivek korlatlanul hozzaférhetévé
valjanak a vilaghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem bels6 hélozatara (IP cimeire) korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtérban taldlhaté, dedikalt elérést biztosité szamitogépre korlatozza a feltoltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltoltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),

O 00K
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Kérjiik, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatinak helyben olvasésat a
konyvtarban.

Amennyiben. a feltdltés alapjat olyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megéllapoddssal a
miire vonatkozoan.

A HuVetA iizemeltetéi a szerzé, illetve a jogokat gyakorlé személyek és szervezetek
irinyaban nem véllalnak semmilyen feleldsséget annak jogi orvoslasara, ha valamely
felhasznalé a HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal torvénysérté modon visszaélne.

Budapest, 2019. év oktéber ho 22. nap

I'M mnL) m»ﬂ
alairas
szerz6/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomanyi Egyetem Hutira Ferenc Konyvtar, Levéltar és Miizeum dltal mikodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattar, melynek célja, hogy a magyar allatorvos-tudomany és
-torténet dokumentumait, tuddasvagyonat elektronikus formaban dsszegyiijtse, rendszerezze,
megérizze, kereshetévé és hozzdférhetévé tegye, szolgaltassa, a hatdlyos jogi szabalyozasok
figvelembe vételével.

A HuVetA a korszerti informatikai lehetdségek felhaszndlasdaval biztositia a konnyi,
(internetes kereségépekkel is miikodd) kereshetéséget és lehetdség szerint a teljes széveg
azonnali elérését. Célja ezek révén

- amagyar dllatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikacidira torténd hivatkozdasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai allatorvosi folyéiratok impakt faktoranak novelése;

- az Allatorvostudomdnyi  Egyetem és az egyiittmiikodé  partnerek
tudasvagyondanak koncentralt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
allatorvos-tudomany tekintélyének és versenyképességének novelése;

- aszakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés eldsegitése,

- anyilt hozzaférés tamogatasa.
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