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1. Osszefoglalas

A kilénb6zd hazimadarfajok enteralis kérképei fontos gazdasagi jelentéséggel
birnak. A baromfifajok bélcsatornat érinté betegségei k6z6tt ismeriink olyanokat, amelyekben
egy vagy tébb virus jatszik szerepet a megbetegedések kialakitasaban (pl. a csirkék fert6zd
satnyasaga, vagy a kispulykdk PEC/PEMS kérképe). Eléfordulnak olyan enteralis
betegségek is, amikor az etetett takarmany nem megfeleld 6sszetétele vagy minéséghibai
emeésztési rendellenességet és a bél baktériumflérajanak kdvetkezményes eltoldédasat idézik
el (pl. fert6zd elhalasos bélgyulladas). Ismeriink tovabba olyan Spirochaeta-fajokat (B.
hyodysenteriae, B. alvinipulli, B. intermedia, B. pilosicoli) amelyek hajlamosité tényezék
fennadllasa esetén képesek felndtt madarakban bélgyulladast, hasmenést el6idézni. A
madarak intestinalis spirochaetosisardl (AlS) hazikacsaban eddig nem voltak nemzetk6zi
adatok, tyukok esetében pedig hazai viszonylatban nem tértént a betegségrél esetleiras.

A jelen dolgozat célja a hazikacsa és a hazityuk intestinalis spirochaetosisanak
(brachyspirosisanak) természetes kérilmények kozott tortént el6fordulasaval és kisérletes
el6idézésével kapcsolatos jarvanytani, klinikai, kérbonctani, kérszévettani és koéroktani
(immunhisztokémiai, bakteriolégiai, molekularis bioldgiai) vizsgalatok eredményeinek
bemutatasa, valamint a kacsa- és tyukallomanyainkban el6forduld Brachyspira-térzsek
izolalasa, tipizalasa és antibiotikum-érzékenységének meghatarozasa volt.

A vizsgalatok a Mezégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Allategészségugyi
Diagnosztikai Igazgatésag (MgSzH-ADI) budapesti intézetének rutindiagnosztikai vizsgalati
anyagainak a felhasznéalasaval térténtek. A betegség, elhullas okanak felderitése céljabol
vizsgalatra kuldoétt allatokat kérbonctani, kérszdvettani, immunhisztokémiai és bakteriologiai
vizsgalatnak vetettik ala. Az igy szerzett ismereteket a kezel6 allatorvosoktol kapott
jarvanytani, néhany esetben pedig az idéjarassal kapcsolatos adatokkal is kiegészitettik. A
bélbél szelektiv taptalajon kinétt Brachyspira-fajokat biokémiai és molekularis bioldgiai
vizsgalatokkal kisérelttk meghatarozni, és megallapitottuk a koérokoz6 antibiotikum-
érzékenységét. A meghatarozott Brachyspira-fajokkal kisérletes fert6zést végeztink, a
kérokozd kolonizacios illetve megbetegitdé képességének tanulmanyozasa végett.

A hazikacsak intestinalis spirochaetosisat 2008-t6l — az elsé megallapitastol — felnétt
kacsaallomanyokban rendszeresen megallapitjuk. Ezekben az allatokban a betegség
dont6en az els6 tojastermelési ciklus végén jelentkezik. A két részletesen vizsgalt (A és B)
allomanyra jellemzd volt a magas (18,4 és 16,6%) mortalitas. Az elhullott allatokban
kérbonctani és szdvettani vizsgalattal sulyos fibrines vak- és vastagbélgyulladast,

vesefibrézist, maj- és l|épamyloidozist, valamint esetenként az ujjiziletek duzzanatét,
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gyulladaséat lehetett latni. Immunhisztokémiai mddszerrel a vastagbelekben valamennyi
allatbdl kimutathatd volt a kérokozd. Fenotipus- €s genotipus-elemzéssel hét izolalt térzsbdl
négy (A allomany) B. hyodysenteriae-nek, nyolc izolatumbél pedig 6t (B allomany) B.
pilosicoli-nak volt meghatarozhato.

Névendékallomanyban tortént vizsgalatokkal 6sszesen 3 pecsenyekacsa és 1
novendék-térzskacsaallomanybdl 32 elhullott madar kerlt vizsgalatra. Az elhullasok
emelkedése rendszerint 3-4 hetes korban kezd6détt, és a 7000-15000 létszamu allomanyok
mintegy 7-9 %-at érintette. Az elhullott allatok kérbonctani és korszdvettani vizsgalata soran
az intestinalis spirochaetosisra jellemzd vastagbél-elvaltozasok (fibrines-elhalasos gyulladas)
enyhébb formaban voltak felismerheték, mint a felnétt kacsak brachyspirosisa esetén.
Emellett két allomanyban takarmanyozasi artalomra gyanut kelté maj- és veseelvaltozasokat
(majelfajulast, heveny tubulonephrosist), egyben kacsacircovirus-fertézéttséget, egyben
anatipestifer betegséget, egyben pedig nem megfelel6 tartasi kortlményekre jellemzé
elvaltozasokat is meg lehetett figyelni. A ndvendék-térzskacsaallomany ismételt vizsgalataval
8 és 9 hoénapos korban fibrines-elhalasos vastagbélgyulladas és félheveny veseelfajulas —
azaz a felnétt térzsallatok brachyspirosisara jellemzd elvaltozasok — voltak megfigyelhetdk. A
brachyspira-fertézéttséget valamennyi allomanyban igazolni lehetett az allatok tébbségének
vastagbelében immunhisztokémiai, baktériumtenyésztéses és molekularis biologiai
vizsgalatokkal. Az izolalt 10 Brachyspira-térzs t6bbsége (7 izolatum) B. pilosicoli-nak volt
meghatarozhato.

Hazai tydk sziléparallomanyokban, kilénb6zé (50, 87 ill. 47 hetes) életkorban profiz
hasmenés volt megfigyelhet6 az allatok 10-50%-aban. Az érintett egyedek bélsara
emésztetlen takarmanyrészeket és vizes fazist tartalmazott, vagy barnas-sarga szind,
erdésen blizds volt. Az alom atnedvesedett, a kérnyezet, a tyakok tollazata, a tojasok héja hig
bélséarral elszennyezddott. A tojastermelés és a keltethetéség cstkkenése, a hasmenés
ismételt jelentkezése utan, elérte a 15-20%-ot. A tojasok héja elvékonyodott, térékennyé,
szine vildgosabba valt. A tojok legyengiltek, nehezen mozogtak, gyakran dltek. A talpb&r
megvastagodott, berepedezett és masodlagos fert6zések miatt gyakran begyulladt. A napi
elhulldsok szama enyhén (heti 0,3-0,4%-rél 0,7-0,8%-ra), vagy egyaltalan nem névekedett.
Az izolalt Brachyspira-térzsek biokémiai tulajdonsagai és szekvencia-analizis alapjan
kilencbél 6t esetben B. hyodysenteriae-nek egyben pedig B. intermedia-nak bizonyultak.

Az izolalt térzsekkel naposallat (kacsa és csibe) fert6zési kisérleteket végeztiink.
Naposkacsak vastagbelében a B. alvinipulli, B. pilosicoli, valamint a kacsa-, tyuk- és
sertéseredetl B. hyodysenteriae megtelepedett, onnan a kérokozok a kisérlet lezarasakor
kimutathatéak voltak. Csibék vastagbelét csak fajazonos B. hyodysenteriae-vel tudtuk

eredményesen (mind kloakan, mind szajon at) fertézni, azonban a kérokozot csak elsé héten



tudtuk az allatokbdl visszaizolalni. Az allatokban brachyspira-fertézésre visszavezethet6
kérbonctani és kérszdvettani elvaltozast nem lehetett megfigyelni.

Felndétt hazikacsak intestinalis spirochaetosisarél a nemzetkdzi szakirodalomban
elséként szamoltunk be, és megallapitottuk, hogy a nandu és a hazilud megbetegedéséhez
(valamint a sertésdysenteriahoz) hasonld, elhullasokkal jard, sulyosfoku elhalasos
vastagbélgyulladas j6n létre. Névendékkacsa allomanyokban a brachyspira fertézés dnalldan
nem okoz elhullasokat, de mas koérokozdkkal egyltt hozzajarulhat az allatok
megbetegedésének sulyosbitasahoz és a veszteség mértékének ndveléséhez.

Felnétt tojotydk-allomanyokban — a kulféldi megfigyelésekkel ésszhangban — tartos
hasmenéssel és termeléscsdkkenéssel jard brachyspirosist figyeltink meg, amely nem jart
szamottevé elhullassal.

A kilénbdzb Brachyspira-izolatumokkal naposkacsakat és naposcsibéket fertézve
nem sikerllt klinikai tineteket vagy elhullassal jaré6 megbetegedést kivaltani, azonban a
szajon at, vagy kloakan keresztil bejutatott kérokozé — az allatfaj és a Brachyspira-faj altal
eltér6 mértékben — tartésan megtelepedett a vastagbél nyalkahartyajaban a ham felliletén

és/vagy a mirigyek Uregében, ezzel lehetéséget teremtve a késdbbi megbetegedésre.



2. Bevezetés

A baromfieredetl élelmiszerek iranti kereslet évrél évre n6. Ez nagy feladatot ré a
baromfiagazatban dolgoz6 allattartokra, allattenyésztékre és az allategészségugyi
szakemberekre egyarant. A genetikai elérehaladas az utobbi évtizedben lelassult, kiiléndsen
igaz ez az intenziv kérilmények k&zott tartott allatokra, amelyek kozelitenek a genetikai
képességeik szerinti maximalis termeléshez. Mivel a tenyészt6i munka eredményeként a
szelekcié elsésorban a termelésndvekedés iranyaba hat, egyéb fontos tényezék a hattérbe
szorulhatnak.

A magas termelési eredményekre toérekvd intenziv takarmanyozas és a nagy
létszamu allatcsoportok egyitt tartasa nagymértékben probara teszi az allatok egészségét.
Az Uzletpolitikdval foglalkozé szakemberek nyomasara az allattartok és a tenyészték a profit
maximalizalasara térekednek. Ezt leginkabb az allatlétszam emelésével és a kiadasok
csOkkentésével igyekeznek elérni. Ez utdbbira egyik lehet6ség az olcsébb takarmany
vasarlasa, mint a f6 kiadasi forras mérséklése. Ennek eredményeként el6fordulhat, hogy
beltartalmi  értékek szempontjadbdl nem teljes értékli, esetleg min6éséghibas (pl.
mikotoxinokkal szennyezett) takarmany kerul etetésre. A masik kiadascsdkkentési lehetéség
az istalléhigiénia ,elhanyagolasa”, a nem megfelel6 takaritas, fertétlenités. Megemlitendd az
is, hogy az egész szarnyas agazatban, kuldndsen az intenziven tartott fajok esetében
(brojlercsirke, pulyka) jellemz6 a merev, erdltetett munkamenet. A telepités valamint a vagas
szigortan (akar tdbb hoénappal elére) meghatarozott rend szerint zajlik, és az adott
alapterileten tartott allatok szama eléri, vagy gyakran meghaladja a még eltlirhet6
allatsiriséget. Ez a kérokozok feldusulasat eredményezheti.

Ez a csupan néhany példa is abba az iranyba hat, hogy a koradbban jol
meghatarozhaté koérokozéra visszavezethetd betegségek helyett inkabb az Un. dsszetett
kéroktanu betegségek (t6bbféle koérokozd egyittes hatasa, vagy fakultativ pathogén
korokozo és kulsé kérnyezeti, tartasi vagy takarmanyozasi eredetli gyengité hatasok) jelentik
manapsag a baromfidgazatban a komoly termeléskiesések gyakori okat. A baromfifajok
fiatalkori enteralis betegségei k6z6tt ismeriink olyanokat, amelyekben egy vagy tébb virus
jatszik szerepet a megbetegedések kialakitasaban (pl. a csirkék runting-stunting szindréma
néven is ismert fert6z6 satnyasaga, vagy a kispulykak PEC/PEMS koérképe). El6fordulnak
olyan enteralis betegségek is, amikor az etetett takarmany nem megfelel6 ésszetétele vagy
mindséghibai emésztési rendellenességet és a bél baktériumflorajanak kdvetkezményes
rendellenes eltolodasat idézik eld. llyenkor E. coli vagy Clostridium-fajok (colibacillosis,

elhalasos bélgyulladas) okozhatnak megbetegedést, elhullast. A romlott vagy mikotoxinnal
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szennyezett takarmanyok o6nélléan is gyakran idéznek el6 hasmenést, bélgyulladast,
amelyhez ugyancsak tarsulhat E. coli baktérium okozta vérfertézés. Ismeriink tovabba olyan
Spirochaeta-fajokat (B. hyodysenteriae, B. alvinipulli, B. intermedia, B. pilosicoli) amelyek
hajlamositd tényez6k fennalldsa esetén képesek feln6tt madarakban bélgyulladast,
hasmeneést elidézni.

Ezekre a betegségekre jellemz6, hogy a megel6zés, és az eredményes védekezés
komplex megkézelitést igényel, figyelembe véve a hajlamosité tényezék kikliszébodlését is.
Az allattartobkban az a szemlélet él, hogy a vakcinazas és a gydgyszeres kezelés jelenti a
fert6zd eredetl betegségekre a megoldast. A komplex kéroktanu betegségek esetében a
konkrét elhullast kivalto fert6z6 kérokozok ellen gyakran nincs vakcina, vagy alkalmazasuk
nem gyakorlatias, esetleg nem gazdasagos. A gydgykezelést pedig — a tartadsi vagy
takarmanyozasi eredetl gyengité faktorok (pl. zsufoltsag, vagy rossz minéségil takarmany)
valtozatlan fennallasa esetén — gyakran a korabban emlitett recidiva kdveti, amely pl.
baktériumok esetén a mar hasznalt antibiotikummal szembeni rezisztencia kialakulasat is
eredményezheti.

A hazai és nemzetkdzi kutatasoknak és a hatékony vakcinak kifejlesztésének
kdszénhetben az olyan megbetegedések, amelyek a korabbi évtizedekben egy-egy agazat
létét veszélyeztették (Marek betegség, Derzsy betegség stb.), mara szérvanyossa valtak. Az
MgSzH-ADI Baromfibetegségek Laboratériumaban egyre gyakrabban talalkozunk olyan
komplex koroktanu betegségekkel, amelyek egy egész gazdasag eredményességét
hatranyosan befolyasoljak és a mai piacgazdasag elvarasait tekintve, 1étét is veszélyeztetik.

A jelen dolgozat célja a hazikacsa és a hazityuk intestinalis spirochaetosisanak
(brachyspirosisanak) természetes korlilmények kozétt tértént eléfordulasaval és kisérletes
elbidézésével kapcsolatos jarvanytani, klinikai, koérbonctani, korszdvettani és koéroktani
(immunhisztokémiai, bakteriolégiai, molekularis biologiai) vizsgalatok eredményeinek
bemutatasa, valamint a kacsa- és tyukallomanyainkban el6fordulé Brachyspira-tdrzsek
izolalasa, tipizalasa és antibiotikum-érzékenységének meghatarozasa volt. A hazikacsa
betegségével kapcsolatos vizsgalatok eredményei nemzetk6dzi vonatkozasban is Uj
eredménynek tekinthetdk, a hazityuk intestinalis spirochaetosisanak vizsgalata pedig hazai
viszonylatban hoztak uj eredményeket és megfigyeléseket. A két baromfifaj kdzll a hazityuk
intestinalis spirochaetosisa felnétt tojastermeld allomanyokban tartés hasmenéssel és
tojastermelés-csokkenéssel jart, de szamottevé elhullds nem  fordult  eld.
Kacsaallomanyokban viszont — ugyancsak a tojastermelés idészakaban — nagyaranyu
elhullds és a hullakban sulyosfoku elhalasos vastagbélgyulladas alakult ki, amely
emlékeztetett a sertésdysenteria esetén lathaté elvaltozasokra. Mindkét fajban a
megbetegedések kialakulasat hajlamositd tényezék (a tojasrakassal kapcsolatos terhelés, és

az etetett takarmany minéséghibaja) segitették elé.
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3. Irodalmi attekintés

Az allattartas, és igy a baromfitartas koltségeinek oroszlanrészét a takarmanyozas
kiadasai teszik ki. A takarmany lebontasanak, felszivédasanak f6 helyszine a bélcsatorna. A
bélcsatorna egy olyan komplex szerv, amely lehetévé teszi a tdpanyagok hasznosulasat,
szabalyozza az anyagcserét (pl. vas), és mivel ,nyitott” a Kkilvilag felé is, ezért
szilkségszerlien részt vesz a szervezetet érd kilsd él6 és élettelen behatasokkal szembeni
védekezésben. A bélcsatorna azonban nemcsak egy szerv, hanem egy O©kologiai
életk6zbsség is. A bélcsatornat allatokban természetes kérilmények kézoétt fajra jellemzé
vegyes baktériumfléra (normal bélfléra) lakja, amelynek jelenléte fontos a takarmanylebontas
komplex folyamataban. A fajra jellemzd bélfléra eltolédasa (pl. kulénbdzd bélgyulladasok,
helytelen antibiotikumkuara, helytelen tdmés) egészségkarosodashoz, megbetegedéshez

vezethet.

3.1 Az intestinalis spirochaetosis torténete és el6fordulasa

Szamos spirochaeta faj okozta betegséget ismeriink emlésékben és madarakban (1.
tablazat). Ezek koézll jelen dolgozatban, a szarnyasok bélcsatornajat érinté bantalmakra

kivanok fokuszalni.

3.1.1 Az intestinalis spirochaetosis rovid térténete emléstkben

Intestinalis spirochaetosis alatt a vastagbélben a patogén Brachyspira-fajok
megtelepedését, és ennek kdvetkeztében kialakuld, féként emésztbszervi tinetekkel és
elvaltozasokkal jaré, megbetegedést értjlk.

A brachyspirakat az ember, a kutya, a nydl, a kilénbdzb ragcsaléfajok, a
szarvasmarha, és talan allategészségigy szempontbdl legfontosabb fajként megemlitve, a
sertés bélcsatornajabdl izolaltak (Harris és Kinyon 1974; Joens és Kinyon 1982; Jones és
mtsai 1986). Egyes spirochaeta-fajok, pl. a sertésekben az enyhén béta-hemolizalo
Brachyspira innocens (Kinyon és Harris 1979) és a nem hemolizadl6 Brachyspira
succinifaciens (Cwyk és Canale-Parola 1979) a vastagbélfléra nem patogén résztvevéjéenek
tekintheté. Mas béta-hemolizist mutatd fajokat emberbdl és sertésbél hasmenés esetén
mutattak ki (Jones és mtsai 1986; Jacques és mtsai 1989; Lee és Hampson 1992; Lee és

mtsai 1993). llyen fajokkal, mint pl. a Brachyspira hyodysenteriae-vel, a sertésdysenteria
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kérokozojaval, konvencionalis (Taylor és mtsai 1980), valamint gnotobiotikus sertések (Neef
és mtsai 1994) megbetegithetéek voltak. Laboratériumi korilmények kdzott az egér is
megbetegithetd volt B. hyodysenteriae térzsekkel végzett kisérletes fertézés soran. (Joens
és Glock 1979).

Hazai vonatkozasban Molnar (1985) foglalkozott a sertésdysenteria — korabban
sertések un. fert6zé6 gyomor- és bélgyulladasa néven ismert betegség — oktanaval és az
izolalt Treponema-fajok tulajdonsagaival, majd Siiveges (2002) foglalta 6ssze a bantalommal

kapcsolatos veszteségek cstkkentésének lehetbségeit.

1. tablazat: pathogén spirochaetak és az altaluk okozott kérképek kilénb6zé emlés és madarfajokban. Jansson

(2009a) nyoman.

Faj Betegség Gazdafaj
Treponema pallidum subsp. pallidum szifilisz ember
Treponema pallidum subsp. pretune frambézia ember
Treponema carateum pinta ember
Treponema paraluiscuniculi nyulszifilisz nyul

Treponema spp.

Treponema spp.

Borrelia recurrentis (és még 15 faj)
Borrelia burgdorferi (sensu lato: és még
11 faj)

Borrelia anserina

inygyulladas, paraodontitis
digitalis dermatitis

visszatérd laz

Lyme-koér

baromfiborreliozis

ember, kutya
kérédzok

ember

ember, kutya, 16

liba, kacsa, tyuk, pulyka, facan

Leptospira spp. leptospirosis ember, kutya, sertés, kér6dzok,
16, ragcsélok

Spirillum minus patkanyharapas-laz/sodoku ember

Brachyspira pilosicoli, B. aalborgi Intestinalis spirochaetosis ember

Brachyspira hyodysenteriae sertésdysenteria sertés

Brachyspira pilosicoli sertések spirochaeta hasmenése sertés

Brachyspira hyodysenteriae, B. pilosicoli, madarak intestinalis spirochaetosisa tyuk, pulyka, nandu, liba, kacsa
B. alvinipulli, B. intermedia

3.1.2 A madarak intestinalis spirochaetosisanak (AlS) térténete
Madarfajok kdzll szamos haziasitott és vadmadarbdl izolaltak Brachyspira-fajokat a

vildag minden tajarél. Ezek egy része azonban tlinetmentes hordozasnak minésilt (2.

tablazat).
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2. tablazat: madarakbdl szarmazo, természetes esetekbdl izolalt Brachyspira-fajok és azok els6 leirasa

Madarfajok Kérokozo Elsé leiras
Hazityuk' B. intermedia 1986
B. pilosicoli 2001
B. alvinipulli 1998
B. hyodysenteriae 2008
Pulyka' B. pilosicoli 1990
Hazilud' B. alvinipulli, B. hyodysenteriae 2006
Nandu’ B. hyodysenteriae 1992
Facan B. pilosicoli 1997
Fogoly B. pilosicoli 2001
Toékésréce B. hyodysenteriae, B. suanatina® 2004
Orvés bukéd B. alvinipulli 2007
Nyilfarku réce, chilei futylléréce,
fekete hattyu, rozsas flamingd Brachyspira spp. 1995
Csoka, vetési varja, dolmanyos varjt B. corvi? 2008

1: klinikai AlS-t is medfigyeltek.
2: hivatalosan nem besorolt Brachyspira-fajok

Hazityakokban (Gallus gallus domestica) mar az 1930-as évek elején leirtak
spirochaeta morfologiaju baktériumalakokat bélkenetbdl (Harris €s mtsai 1930), majd eurépai
és észak-amerikai szerz6k a ’80-as évek végén és a '90-es években beszamoltak az
intestinalis spirochaetosis el6fordulasarol. A tojétyukok intestinalis spirochaetosisaban a f6
kérokozdként szamon tartott B. infermedia okozta megbetegedések esetén hasmenésrél, a
tojastermelés csdkkenésérél és a tojasok tdmegének, valamint karotinoid tartalmanak
csokkenésérél szamoltak be (Davelaar és mtsai 1986; Feberwee és mtsai 2008; Griffiths és
mtsai 1987; Hampson és McLaren 1999). A patogén fajok kézul a B. alvinipulli okozta enyhe
megbetegedés esetén az allatok kb. 5%-at érinté hasmenést az alom és a tojasok bélsarral
valé szennyezddését lattak (Stanton és mtsai 1998). B. pilosicoli okozta megbetegedésnél
az allatok kb. 25%-at érinté hasmenést és mintegy 5%-o0s tojastermelés-cstkkenést észleltek
anélkldl, hogy az elhullasok szama megnétt volna (Stephens és Hampson 2001). B.
hyodysenteriae-t a kdzelmultban Hollandidban izolaltdk egy hasmenésben megbetegedett
tyukallomanybdl (Feberwee és mtsai 2008).

Tojotyukokon tul Dwars és mtsai (1990) hasonld koérlefolyasu betegséget irtak le
pulykaban (Maleagris gallopavo).

Sagartz és mtsai (1992) nanduban (Rhea americana) irtak le a kérképet, amelyben a
betegség sulyos formaja, elhullassal jar6 elhalasos vastagbélgyulladas alakult ki.

Tlneteket nem mutaté tékésrécében (Anas platyrhynchos) mar a '90-es években

kimutattak B. alvinipulli-t és B. pilosicoli-t (Swayne és McLaren 1997), majd B.
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hyodysenteriae-t, B. intermedia-t, és B. suanatina-t is (Jansson és mtsai 2001). Késébb
Jansson és mtsai (2009b) kisérletesen fertéztek napos récéket szajon és kloakan at vadréce
és sertés eredeti B. hyodysenteriae-vel, B. suanatina-val, valamint referencia B.
hyodysenteriae-vel (B204%). Ezek a récék szajon at fertézhetéek voltak vadkacsa és sertés
eredetl B. hyodysenteriae-vel és B. suanatina-val, kloakan at pedig fertézhetéek voltak
vadkacsa eredetl B. suanatina-val. Klinikai tinetek azonban nem alakultak ki. A referencia
B. hyodysenteriae t6rzs nem telepedett meg a bélnyalkahartyaban.

Hazankban 2001-ben eléadas hangzott el a lud- és pulykaallomanyokban eléfordult
intestinalis spirochaetosis koértani és ultrastrukturalis vizsgalatarol (Dobos-Kovacs és mtsai
2001). Néhany évvel kés6bb Nemes és mtsai (2006) haziladban (Anser anser)
nemzetkdzileg elséként irtak le az AlS-t, amely két libaallomanyban 18% ill. 28%-os elhullast
okozott. Az allatok a tojastermelési szezon végén a vedletés alatt betegedtek meg. A
kérbonctani és korszovettani elvaltozasok fibrines-elhalasos vak- és remesevégbél-
gyulladas, vesefibrosis és kdvetkezményes kdszvény voltak. A megbetegedett allatokbdl 9
Brachyspira-térzset izolaltak, amelyeket biokémiai és molekularis bioldgiai mddszerekkel

meghatarozva nyolc B. alvinipulli-nak és egy B. hyodysenteriae-nek bizonyult.

3.3 Koroktan

3.3.1 Rendszertan

Az AIS koérokozéi a Spirochaetales rend, Brachyspiraceae csalad, Brachyspira
nemzetségébe tartoznak (Paster és Dewhirst 2000). A nemzetséget jelenleg hét hivatalos (B.
hyodysenteriae, B. intermedia, B. alvinipulli, B. pilosicoli, B. aalborgi, B. murdochii, B.
innocens), valamint t&ébb besorolasra varé faj (B. canis, B. pulli, B. suanatina, stb.) alkotja. Az
elkllonités alapja a multilokusz enzim elektroforézis és a 16S rRNS gén szekvenciaja
(Stephens és mtsai 2005; Jansson és mtsai 2008). Madarakbdl a felsorolt fajok kdzll eddig
csak a B. canis-t és a B. aalborgi-t nem izolaltak, patogénnak szarnyasokban azonban csak
négy faj tekintheté (Hampson and Swayne 2008):

1. B. hyodysenteriae: sertéseken tul megbetegiti a hazitydkot, libat, nandut.

2. B. intermedia: a tojotyukok intestinalis spirochaetosisanak legjelentésebb
kérokozéja.

3. B. alvinipulli: beteg tojotyukokbdl és libakbol mutattak ki.

4. B. pilosicoli: a legkevésbé fajhoz kétott kérokozdénak tartjak, megbetegedett

tojotyukokbdl, pulykakbdl izolaltak.
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Elképzelhetd, hogy a négy korokozé mellett még keriiinek brachyspirak a patogénnak
tekintett fajok korébe, ezt mutatja, hogy példaul a B. pulli-val végzett kisérletes allatfertézés
soran (csirke) a korokoz6é mérsékelten patogénnak bizonyult (Hampson és McLaren 1997).

Az AIS kérokozéit el kell killéniteni a madarak spirochaetosisa néven ismert, vérfertézést
okoz6 baromfiborreliosis kérokozojatél (Borrelia anserina), amelyet a tyukpoloska (Argas
persicus) terjeszt.

3.3.2 Morfolégia

A Brachyspira-fajok Gram festés szerint negativan, Wright-Giemsa festéssel kéken,
Warthin-Starry féle eziist-impregnaciéval barnan festédd, 3-19 um hosszusagu, 0,25-0,6 um
atmérdgju, spirdlis alaku baktériumok. Néha azonban in vitro eléfordulnak gémb alaku formak
is (Wood és mtsai 2006).

1. dbra: Brachyspira alak a bélcsatorna lumenében (Dr. Dobos-Kovacs Mihaly

transzmisszids elektronmikroszképos felvétele, 15.000x)

A sejtmembrant egy vékony proteoglikan réteg, valamint egy masik kétrétegl
membran, az elasztikus membran veszi koérul. A kettd kozott a periplazma talalhatd. A
baktérium aktiv mozgasat a periplazmaban |évd csillok biztositjak. Ez a mozgatérendszer

egyrészt tampontot adhat a pathogén toérzsek fenotipusos elkilonitésére, masrészt pedig
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ennek segitségével a baktérium olyan viszkdézus mucinban is képes a mozgasra, amelyben
egyéb, akar kilsé csillokkal rendelkezé prokariétak mar mozgasképtelenek (Charon és mtsai
1992; Berg 1976). Az él6 baktériumok nativan kénnyen vizsgalhatéak sotétlatéteres és
faziskontraszt mikroszképpal, tovabba a tanulmanyozasukhoz igénybe veheté scanning és

transzmissziés elektronmikroszkop egyarant (1. abra).

3.3.3 Tenyésztés

Az AIS korokozoi anaerob baktériumok, 10% juhvért tartalmazé agaron, illetve
Columbia taptalajon 37-42°C-on 2-10 nap alatt elszaporodnak (Stanton és Lebo 1988).
Tekintettel arra, hogy a vastagbélfléra kilénésen vegyes, valamint a brachyspirak lassan
nének, ezért a kilénbdzb bélbaktériumok tulnéhetik a spirochaetakat. Emiatt a vastagbélbdl
kioltashoz szelektiv taptalajra van szikség. A baktériumok a taptalaj tetejét filmszerlien
boritjak be. A kilénbdz6 fajokbdl szarmazoé B. hyodysenteriae és a B. suanatina térzsek (de
ritkan mas fajok is) erésen béta-hemolizal6 tulajdonsaguak, a tébbi faj gyengén hemolizal

(Jansson és mtsai 2001; Jansson és mtsai 2004; McLaren és mtsai 1996).

3.3.4 Biokémiai tulajdonsagok

A Brachyspira-fajok biokémiai tulajdonsagait (indol termelés, hippurat hidrolizis, o-
galaktozidaz, a-glikozidaz, B-glikozidaz enzimek termelése) a 3. tablazat tartalmazza.
Jansson és mtsai (2008) vizsgalatai azt mutattak, hogy az egyes baktériumizolatumok
biokémiai vizsgalati eredményeinek az ismételhetésége rossz. Ennek a magyarazata, hogy —
a sertésekkel ellentétben — a madarak bélcsatornajaban jelenlévé altaldban kevert
spirochaeta florabdl a kdvetkezetes eredményeket ado szintenyészet nehezen készithet6 el.
A kevert tenyészet a genetikai vizsgalatok eredményeit is befolyasolja. A biokémiai alapon
nyugvo fajmeghatarozas monitorvizsgalatokhoz azonban hasznos lehet. A gyakori kétes (+/-)
biokémiai tulajdonsag a genetikai vizsgalatokat is szilkségessé teszik (Hampson és Swayne
2008).
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3. tablazat: Kiilonb6z0 Brachyspira-fajok biokémiai tulajdonsagai.

faj hemolizis indol hippurat- a- a- B-
véres reakcio | hidrolizis | galaktozidaz | glukozidaz | glukozidaz
agaron

B. aalborgi gyenge - gyenge - - -
B. alvinipulli gyenge - + +/- - +
B. canis* gyenge - - + - +
B. hyodysenteriae erés +/- - - +/- +
B. innocens gyenge - - + +/- +
B. intermedia gyenge + - - + +
B. murdochii gyenge - - - +/- +
B. pilosicoli gyenge +/- +/- +/- - -
B. pulli* gyenge +/- NA + +/- +
B. suanatina* erés + - - - +

* Hivatalosan nem besorolt fajok.

3.3.5 Virulencia faktorok

A brachyspirak okozta betegség kialakulasanak részletei és a betegség
kialakulasaban nélkulézhetetlen vagy fontos baktériumtulajdonsagok a mai napig nem
tisztdzottak. Hampson és Swayne (2008) 6sszefoglalé tanulmanya a kbvetkezé lehetséges
virulencia faktorokat emliti meg (az aladbbi adatok a B. hyodysenteriae és B. pilosicoli

vizsgalatan alapulnak):

e Motilitds, kemotaktikus képesség.

o Bélhamhoz valé kapcsolédas: Muniappa és mtsai (1998) bizonyitottak az in vitro sejt-
baktérium kapcsolddast, de a médja mindezidaig tisztazatlan.

e Hemolizald képesség: Lysons és mtsai (1991) in vitro kisérlettel igazoltak, hogy a
sertéseredetli bélhamsejtek kozotti kotéseket a baktérium hemolizinjei felszakitjak.

e a sejtfalban megtalalhaté lipooligosaccharidok (LOS): a tébbi Gram negativ
baktériumhoz hasonlé (Nuessen és mtsai 1983)

¢ NADH oxidaz enzim aktivitas. Oxigéntdl védi a baktériumot, inaktivalt NADH oxidaz
(nox) génnel rendelkezé baktérium enyhébben betegiti meg a sertést, az altala

fert6z6tt allatok pedig nem hullottak el. (Stanton és mtsai 1999)
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3.3.6 Ellenallé képesség

A B. pilosicoli tuléléképességét vizben 25°C-on 4 napnak, 4°C-on 66 napnak,
sertéstragyaban 10°C-on 78-210 napnak, csirketragyaban 4°C-on minddssze 3 napnak
talaltak. A csirketragya savas pH-javal és szaraz é&llagaval magyarazzak a brachyspirak
csokkent tulélését. A legtdbb fertdtlenitészer hatasos az AIS kérokozéi ellen (Oxberry és
mtsai 1998; Berg 1976; Phillips és mtsai 2003).

3.4 Korfejlodés

Az AIS pontos kérfejlédése tisztazatlan. A fertéz6dés az emésztérendszeren (szajon,
kloakan) at toérténik. A korokozdk ezt kdvetdben tartésan megtelepedhetnek a vak- és
remesevégbélben, ahol féleg a cryptak Uregében talalhatok. Sertéskisérletek alapjan
feltételezik, hogy szinergizmus van a Brachyspira-fajok és a kulénb6z6 anaerob bélflorat
alkoté baktériumok kozott, mint pl. a clostridiumok (Dwars és mtsai 1990; Whipp és mtsai
1979).

A koros elvaltozasok kialakitasaban a virulenciafaktorok jatszanak szerepet. A
brachyspirdk aktiv mozgasra valé képessége lehetévé teszi a vastagbelet boritd viszkdzus
nyalkan térténé athatolast. A bélhamsejt fellletén eddig tisztdzatlan maédon képes
megtapadni, majd hemolizin segitségével akar meg tudja szakitani a bélcsatornat borité ham
sejt-sejt (tight junction) kapcsolatat, ezaltal utat térve a mélyebb széveti térbe. Gyakori
esetben a hemolizin hatasara a Liberkiihn mirigyek kitagulnak, a kehelysejtek pedig fokozott
nyalkatermelésbe kezdenek. Kialakul a helyi vérbéség, a savd pedig a bél lumenébe kerdl.
Tovabbi ozmotikus alapon nyugvé folyadékvesztést jelent, hogy romlik a NaCl transzportja a
bél lumenébdl a vérpalyaba. Erdekesség, hogy mindekézben a ciklikus adenozin- és
guanozin-monofoszfat szint normalis. Ez azt mutatja, hogy pl. sertésekben az enterotoxikus
E.coli okozta hasmenéssel ellentétben, az intestinalis spirochaetosisnal az enterotoxinok és
prosztaglandinok énmagukban nem magyarazzak az elektrolitvesztést. A helyi vérkeringési
zavar kovetkeztében kialakulé regressziv hatasoknak készénhetéen a bélcsatorna hamja
elfajul, sulyosabb esetben elhal. A gyulladasos sejtek a betegség korai szakaszaban
hianyoznak, azok a betegség késObbi szakaszaban jelennek meg els6sorban az elhalt
szbvetek elhatarolasa céljabdl. A parenchymas és egyéb szervek degenerativ elvaltozasai
feltehetbleg a bélbdl felszivodd kilénféle toxinok hataséval magyarazhatéak. A tartéds
hasmenésnek a koévetkezménye a viz és elektrolithaztartas zavara, exsiccosis és
metabolikus acidosis. (Argenzio és mtsai 1980; Hampson és mtsai 2006a; Siveges 2002;

Varga és mtsai 1999).
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AIS koérokozék okozta spirochaetaemiarol madarakban eddig nem szamoltak be, de

ez a lehetéség nem zarhatd ki.

3.4.1 A brachyspirakkal térténd egyik lehetséges fert6zési méd: ,Cloacal drinking”

A madarak kloakanyildsa érintésre egy jellemz6 szivd mozgast végez, amit kloaka
reflexnek ill. angol szakirodalomban ,cloacal drinkingnek” is hivnak. A reflex egyik f6 oka,
hogy az igy felszivott tartalommal az immunrendszer (elsésorban a Fabricius féle bursa)
talalkozhasson és az esetlegesen bekerilt antigének ellen ellenanyagokat termeljen (Sorvari
és mtsai 1975). Ezt tojotyukokban ugy igazoltak a szerzdk, hogy elélt Brucella abortus
szuszpenzibt cseppentettek a kloakara, majd a vérsavoban kifejezett titer emelkedés mutatta
a kisérlet sikerességét. A felszivott tartalom azonban nem all meg a bursanal, hanem a
belekbe is eljut. Kérési (2010) irodalmi adatokra hivatkozva arra hivta fel a figyelmet, hogy az
igy felszivott tartalom akar a zuzoégyomorig is eljuthat. A klodkan keresztil kérokozék is
juthatnak be a szervezetbe, mint ahogy brachyspirdk esetén ezt Jansson és mtsai (2009b)
bizonyitottak. A ,cloacal drinking” azonban hasznos is lehet, hiszen esetleg alternativ

vakcinazasi modként hasznalhaté.

3.5 Korkép (tiinetek és kérbonctan)

A természetes esetekbdl izolalt térzsekkel végzett kisérletes allatfertézéssel gyakran
nem sikerll a betegséget reprodukalni. A klinikai tinetek megjelenését az adott Brachyspira-
toérzs mellett, szamos genetikai, tartasi, takarmanyozasi tényezd befolyasolja. Mindezek
tehetdk feleléssé azért, hogy az AIS soran megfigyelt klinikai tlinetek és patologiai
elvaltozasok jelentésen eltérhetnek a kilénbdzé allomanyokban (Kouwenhoven 1993,
Swayne és mtsai 1995). Fontos megemliteni, hogy tojotyukok esetén a tartastechnolégiai
kilénbségek (ketreces vagy mélyalmos tartas) nincsenek hatassal az AIS el6fordulasara
(Dwars és mtsai 1989). A betegség harom formajat érdemes elkildniteni: a tinetmentes
fertézéttség, az enyhe megbetegedés, valamint a sllyos megbetegedés (Hampson és
Swayne 2008)

3.5.1 Tunetmentes fert6zottség

Kilonb6dzé életkoru és faja, klinikai tineteket nem mutaté madarbdl (pl. névendék
csirkébdl és vadkacsabdl) izolaltak kulénb6zé Brachyspira-fajokat (Jansson és mtsai 2001;

Jansson és mtsai 2004). Az ilyen allatok jarvanytani szerepe nem lebecsilendd, hisz
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tinetmentesen hordozzak a korokozét, majd hajlamositd tényez6k hatasara klinikai korkép
alakulhat ki. Irodalmi adatok nincsenek arrél, hogy az ilyen allatokban bekdvetkezik-e
testsulycsdkkenés, illetve ebbél addédd gazdasagi kar. Jarvanytanilag jelentésége van annak,

hogy fert6z6tt vadmadarak fertézhetik haziasitott tarsaikat is.

3.5.2 Enyhe koérkép

Ezzel a koérformaval taldlkozhatunk pulykdban, tojotyukokban és brojler
sziléparallomanyok intestinalis spirochaetosisa kapcsan. Természetes esetekben a vezet6
klinikai tinet a makacs hasmenés és a tojastermelés-csdkkenés. A hasmenés
kévetkeztében romlik az alomanyag minésége, és névekszik a bélsarral szennyezett tojasok
szama. A koérbonctani elvaltozasok enyhék vagy teljesen hianyoznak. Szévettani vizsgalattal
a vastagbél nyalkahartyaban erodaldédast, a propridban pedig, vagy gyulladasos sejtes
beszirédéssel jaro, vagy anélkili 6démat figyeltek meg (Trampel és mtsai 1994; Swayne és
mtsai 1992; Dwars és mtsai 1992b, Swayne és mtsai 1995; Muniappa és mtsai 1996). Bar
Adachi és mtsai (1985) mar irtak le sikeres fertézést B. hyodysenteriae-vel végzett kisérlet
soran, pathogenitasi vizsgalat feln6tt tyukban csak B. pilosicoli, B. intermedia és B. alvinipulli
felhasznalasaval tortént.

B. pilosicoli-val  végzett fertézés soran tenyésztylUkokban a  bélsar
folyadéktartalmanak noévekedését, a tojashéjak bélsarral vald szennyezédését, és
tojastermelés-csokkenést észleltek. Az allatok vakbele faké volt, tartalma pedig hig, habos. A
tojotyukok hasonldé koérokozéval vald fertézése Klinikailag negativ eredményt hozott.
(Stephens és Hampson 2002; Jamshidi €és Hampson 2002)

B. intermedia-val tortént fertézés utan tojoétydkokban és tenyészallatokban egyarant
hig, nyalkas, habos volt a bélsar, tojastermelés-cs6kkenés mutatkozott, a termelt tojasok
kénnyebbek voltak a kontrollnal, a szik fakobb volt, a tojas karotintartalma pedig csékkent.
Erdekesség, hogy a fertézott, tiineteket mutatoé allatok tojasaibdl keltetett csibék sulya a 2-3
héten a kontrolcsoporttdl szignifikdnsan elmaradt. Fontos azonban megemliteni, hogy az
utodokban brachyspira-fertézéttség nem volt kimutathaté (Dwars és mtsai 1990, 1992b,
1993).

B. alvinipulli-val fert6zétt tyikoknak és naposcsibéknek egyarant sarga-narancssarga
bélsaruk volt. A vakbél kitagult, hig, habos, fakd, sargas-zéldes tartalommal telt volt. A
vakbélben lymphocytas és heterophil granulocytas gyulladas volt lathatd, a bélhamsejtek

hyperplasiajaval (Swayne és mtsai 1995).
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3.5.3 Sulyos koérkép

Sulyos lefolyasu AlS-t eddig két madarfajban irtak le. Nandu (Rhea americana)
esetében a hat hdénaposnal idésebb allatok gyakran elézetes klinikai tinetek nélkil, hirtelen
hullottak el. Néha levertséget és hig bélsaruritést lehetett latni az elhullas elétt néhany napig.
Az allatok vakbélnyalkahartyaja fibrinnel és térmelékes anyaggal fedett volt, esetenként
fekélyképzbdeést is lehetett latni. Szdvettani vizsgalattal a vakbelekben sulyos elhalast, a
kehelysejtek és a ham hyperplasigjat lehetett megfigyelni. Az ilyen beteg allatokbdl B.
hyodysenteriae-t mutattak ki. A nandubdl szarmazoé térzsekkel fertéztek naposcsibét,
pulykapipét, nanducsibét is, melyekben feln6tt allatokéhoz hasonldé (de annal enyhébb)
elvaltozasok alakultak ki (Sagartz és mtsai 1992; Buckles és mtsai 1997).

Libaallomanyokban mar az ezredforduldon is volt szoébeli kodzlés AIS okozta
megbetegedésrdl hazankban (Dobos-Kovacs és mtsai 2001). Néhany évvel késébb Nemes
és mtsai (2006) szamoltak be a nemzetkdzi irodalomban els6ként a betegségrél. Az altaluk
vizsgalt két allomanyban 18% ill. 28%-os mortalitas volt. Az elhullasok az elsé tojasrakasi
ciklusban 1évd tojokat érintették. Az id6sebb allatok és a gunarak kiesése technologiai
szinten maradt. Az elhullasokat néhany napig bagyadtsag és étvagytalansag elézte meg. A
kérbonctanilag elvaltozott, kipirult és duzzadt vakbél fellletén elhalast és fibrines alhartyat,
néhany esetben az Gregében fibrindugo6t lattak. Az elvaltozasokat néhany esetben alhartyas
vékonybélgyulladas is kisérte. A vesék duzzadtak, fakdk voltak, a veseelvaltozasokat néhany
esetben koszvény is kisérte. Kdrszdvettani vizsgalattal a vastagbélben elhalasokkal,
vérzésekkel kisért gyulladasos sejtes besziirédést, a vesékben pedig fibroblast sarjadzassal
kisért vesehamelfajulast lattak. Az elvaltozott bélszakaszokbol végzett immunhisztokémiai
vizsgalattal valamennyi allatban igazoltak a korokozo jelenlétét. Ugyancsak a bélbdl szelektiv
taptalajon végzett tenyésztéssel és fenotipus (biokémiai) meghatarozassal 9-bél 8 térzset B.
alvinipulli-nak, egyet pedig B. hyodysenteriae-nek hataroztak meg. Az izolalt térzsekkel
végzett kisérletes naposliba fertézés soran a fert6zé6tt csoportban az allatok mintegy felének
higabb, sargasabb volt a bélsara, a vakbelek kitagultak voltak, a faluk duzzadt, a tartalmuk
pedig higabb volt. Szdvettani vizsgalattal a vakbelet borit6 hamsejtek enyhe hyperplasiajat, a
propriadban 6démat és Ilymphoid sejtes besz(irédést lattak, a kbérokozdkat pedig

visszaizolaltak (lvanics és mtsai 2007).

3.5.4 A takarmany eredet(i mikotoxikézis lehetséges hajlamositd szerepe

A gombak altal termelt toxikus metabolitok (mikotoxinok) okozta megbetegedést

mikotoxik6zisnak hivjuk. A mikotoxinokat szamos csoportba sorolhatjuk, igy ismertek a
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fuzarium mikotoxinok, ergotoxinok (Claviceps spp.), aflatoxinok (Aspergillus és Penicillium
spp.), ochratoxinok (Aspergillus és Penicillium spp.), citrinin (Aspergillus és Penicillium spp.)
stb. A fuzarium toxinok szamos tovabbi alcsoportra bonthatok: trichotecén vazas toxinok,
monilliformin, fumonizin, fusariochromanon, zearalenon stb. (Hampson és Swayne 2008).

A kulonféle baromfifajok felnevelése és tartasa soran Magyarorszagon a mikotoxinok
kézul a trichotecén tipustak, és azok kézil féleg a deoxinivalenol (DON), valamint a T-2
toxin okozza a legnagyobb gazdasagi veszteséget. Kulénb6z6 baromfifajokkal (csirkékkel,
tojotyukokkal, pulykaval libaval, kacsaval) végzett vizsgalatok alapjan ismert, hogy a T-2
toxin és azzal rokon mikotoxinok karositdé hatasa tébbiranyd. Erételjes citotoxikus hatasuk
van (Schiefer és Beasley 1989), gatoljak a fehérjeszintézist (Rosenstein és Lafarge-
Fraysinnet 1983), tovabba karositjak az idegrendszert (Feuerstein és mtsai 1989), a
parenchymas szerveket (Schiefer és Beasley 1989), az immunrendszert (Taylor és mtsai
1989) és a nemi mikodést is (Vanyi és mtsai 1994, Fazekas és mtsai 1993).

A hazikacsa, és kulondsen a barbari kacsa (Carina moschata) trichotecén
fuzariotoxinok iranti fokozott érzékenysége ismert, és ezen alapszik, hogy esetenként fiatal
kacsakat hasznaltak ilyen tipusi mikotoxinok biolégiai prébaval valé kimutatdsara. Az un.
,kacsateszt” [ényege az volt, hogy kiilénbdz6 fuzariotoxinok kis mennyiségu (0,1-0,4 mg/ttkg)
sub cutan bevitele hanyast idéz elé (Schlosberg és mtsai 1984). Salyi és Glavits (1995)
kisérletikben a T-2 toxint tartalmazé tapot fogyaszté barbari kacsakban takarmany
visszautasitast, névekedésben elmaradast, a lymphoid szervek sorvadasat, a labak bérein
és a szajnyalkahartyan pedig fekélyeket lattak. Az emlitett elvaltozasok gyorsan kialakultak
(24 ¢6ra), majd néhany héten belll enyhiiltek. A majakban és vesékben nem talaltak
elvaltozast. Pekingi kacsaban végzett kisérletekkel Rafai és mtsai (2000) hasonlé
eredményeket talaltak, de csupan a 2 mg/kg toxin koncentraciét meghaladé tapot fogyasztéd

allatokban lattak makroszképos elvaltozasokat, els6sorban a szajnyalkahartya karosodasat.

3.6 Diagnézis

Az AIS gyanujanak a felvetéséhez szilkséges a jarvanytani, koérbonctani,
kérszdvettani vizsgalat. A beteg allatok bélsarabdl készilt nativ (sotétlatéteres vagy
faziskontraszt mikroszkép) vagy festett (Giemsa, fukszin stb.) kenetben jél lathatéak a
direkt vagy indirekt immunfluoreszcens, illetve immunhisztokémiai eljarassal tehetdk
lathatova a brachyspirak. Ezek a modszerek azonban nem képesek meghatarozni faji

szinten a kérokozét (Hampson és Swayne 2008). A betegség diagn6zisahoz azonban nem
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szilkséges a kéroktani azonositas. Amennyiben erre mégis igény mutatkozik, akkor erre t6bb
lehetbség is van:

Egyik ilyen lehetbéség a brachyspirak kitenyésztése és az elszaporodott korokozok
fenotipusos meghatarozasa (a betegség diagnosztikajaban a gyanut koévetd pozitiv
tenyésztés lelet és/vagy az in situ (IH) kimutatas elégséges a diagnézishoz).

Utébbi idékben a tenyésztés nehézségei és fbleg a biokémiai tulajdonsagok
bizonytalansagai miatt egyre jelentésebb eréfeszitések torténnek a Brachyspira-fajok
modern molekularis biolégiai modszerekkel valdé azonositasara (PCR, ISH). A primertervezés
célpontjai a 16S rRNS, a 23S rRNS és a nox gén (Stanton és mtsai 1997; Rohde és mtsai
2002; Barcellos és mtsai 2000). Csirkék bélsarabdl vald kimutatashoz nested duplex PCR
modszert is kifejlesztettek B. intermedia-hoz és B. pilosicoli-hoz (Phillips és mtsai 2006).

A szerolégiai modszerek hasznalhatésaga csekély. A kérokozéval szembeni
immunitas kialakulasarél keveset tudunk. Stoutenburg (1993) azt tapasztalta, hogy
szeropozitivitds akkor is jelen van, amikor a baktérium a bélbdél nem mutathatd ki,
ugyanakkor a fert6zo6tt allatok kdzott is vannak szeronegativ egyedek. Az eredmények
értékelését befolyasolja, hogy a kifejlesztett tesztek (pl. ELISA, indirekt immunfluoreszcencia
stb.) szenzitivitdsa és/vagy specificitasa alacsony. Tovabbi hatranya a szeroldgiai
vizsgalatoknak, hogy nem tudnak kulénbséget tenni a Brachyspira-fajok kézott (La és

Hampson 2001; Hampson és mtsai 2006a).

3.6.1 EIkulonit korjelzés

Az AIS okozta sulyos elhalasos bélgyulladast el kell kiléniteni a Salmonella spp.,
illetve a Clostridium spp. okozta bélgyulladastdl, a szisztémas amyloidosistol, pulykak
esetében pedig a histomonadosistdl (blackhead) is. A libakban talalhaté veseelfajulas és
kdszvény miatt a takarmanyeredet(i mikotoxikozist, a polyoma virus okozta megbetegedést,
valamint az itatastechnolégiai problémakat kell kizarni.

Az enyhébb, krénikus hasmenéssel jar6 AlS-t a salmonellosistél, colibacillosistdl,
kokcidiozistol és a histomoniasistol kell elkiléniteni. Nem fert6zd eredetli kérokok kozil a
takarmanyozasi hibak (s, zsir, széjabab tluletetés) jbhetnek szoba.

A béltartalombdl készitett kenetek értékelése soran figyelembe kell venni, hogy
szamos, tobbségében apatogén helikalis alaku baktérium lehet a béltartalomban. llyenek pl.
a Campylobacter spp., az Arcobacter spp. vagy a Helicobacter-fajok (Hampson és Swayne
2008).
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3.7 Gyogykezelés

Gyogykezelésként antimikrobialis kezelés j6het szoba. A tapasztalat az, hogy a
kezelés hatasara a tunetek enyhilnek, az elhullasok lecsdkkennek, megsziinhetnek. A
kezelés befejeztével azonban a gydgykezelés elbtti allapot visszaallhat. Ennek a
magyarazata az lehet, hogy az antibiotikum itatasa nem szinteti meg a fert6zéttséget, igy ha
a hajlamosito tényez6 tovabb hat, akkor a betegség kiujul. Az EU-ban az élelmiszertermeld
allatoknak engedélyezett készitmények koziul a sertésdysenteria esetén alkalmazott
készitmények hatdsosak AIS ellen is: makrolid antibiotikumok, linkospektinek,
pleuromutilinek (tiamulin), tetraciklinek, egyes p-laktam antibiotikumok. Nemzetk&zi
tapasztalatok azt mutatjak, hogy a tiamulin, linkomicin (és az EU-ban élelmiszer termeld
allatoknak nem adhat6é metronidazol) hasznalhaté eredményesen a kezelésben a kérokozé
Brachyspira-fajtol fuggetlentl (Hampson és mtsai 2006a; Hampson és mtsai 2006b). Fontos
megemliteni, hogy a tiamulin ionofér kokcidium ellenes szerekkel egyitt nem adhaté. Az
esetleges gyogykezelés elétt mindenképpen ajanlott az izolatumbdl in vitro rezisztencia
vizsgalatot késziteni, annak ellenére, hogy egy ilyen vizsgalat elkészitése hosszadalmas

(legalabb 10 nap).

3.8 Védekezés

Az AIS elleni eredményes védekezés csak komplex megkédzelitésben lehetséges.

A mentes allomanyba a behurcolast kell megakadalyozni szigoru jarvanyvédelmi
intézkedések fenntartasaval: a telep fizikai elhatarolasa, a vadmadarak elleni védekezés
(ktléndsen félintenziven tartott madarak esetén az etet6 és itato részen), a takarmany és viz
tisztasaga, a telepre érkez6 allatok karanténozasa, a személyi forgalom minimalisra
csOkkentése, fekete-fehér zsilipes rendszer szabalyainak betartasa.

Fert6zott allomanyok esetében a leghatasosabb, legrovidebb (és lehet, hogy az
egyetlen biztos) modszer a fert6zés megsziintetésére, az AIS koérokozojatdl mentes
allatokkal t6rténé allomanycsere és az Ujratelepitést megel6z8 takaritas, fertétlenités,
valamint az alapos szervizperiddus. A veszteségek mérséklését teszi lehetbvé — a fent
emlitett jarvanyvédelmi intézkedések mellett — a stresszhatasok csékkentése: a j6 minéségu
és mikotoxinokkal nem szennyezett takarmany etetése, a vedlést megel6z6 takarmanyvaltas
kiméletes véghezvitele. Kiemelten fontos a fert6z6tt &allomanyokban a kilénbdzd
korcsoportok keveredésének megakadalyozasa (pl. libak esetén a masodik ciklusaban 1évé

pihend tojék és elsé éves, még nem termeld tojok azonos legelén tartasanak kerillése stb.).
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Gondot kell forditani a telepen a ragcsaléirtasra is, mert rezervoar szerepik nem kizarhato
(Hampson és mtsai 1991).
Specialis megelézés céljat szolgaldé hatékony vakcina jelenleg még nem all

rendelkezésre.

3.9 Gazdasagi jelentoség

Az Egyesilt Kiralysagban tébb szamitas, és becslés latott napvilagot az AlS okozta
veszteségekkel kapcsolatban. A helyzet komolysagat mutatja, hogy Burch és mtsai (2006)
csak a tojotyukok és ezen belil csak a B. pilosicoli fertézés éves kartételét Nagy Britannia
baromfiiparara nézve kb. 4,1 millié6 angol fontra (GBP) becsllte. Ez nagyjabdél 1,3 milliard
magyar forintnak (HUF) felel meg. Smith és mtsai (1998) a spirochaetakkal fertézott
tenyészallomanyok veszteségét (csdkkent tojastermelés és takarmanyhasznositas) 10,600
GBP/allomany/év-re becsilte (3,37 milli6 HUF/allomany/év). A fert6zétt allomany tojasaibdl
keltetett csirkék hizlaldsanak a becsillt vesztesége (csbOkkent takarmanyértékesités és
testsulygyarapodas) tovabbi 9,900 GBP/allomany/év (3,15 milli6 HUF/allomany/év).
Becslések szerint az AlS betegség éves kartétele a brit baromfiipar teljes termelés éves
ertékének az 1,5%-at teszik ki (Burch és mtsai 2006).

3.10 Kozegészségiigyi jelentéség

Az intestinalis spirochaetosis emberekben is el6forduld betegség. Kilénésen a
fejl6d6 orszagokban, valamint a fejlett orszagok immunszupresszalt (pl. AIDS beteg) emberei
k6z6tt magas a betegség prevalenciaja (Trivett-Moore és mtsai 1998; Mikosza és Hampson
2001). A betegség tlnetei: hasfajas, kronikus hasmenés, valamint gyerekek esetén
fejlédésben valé elmaradas (Douglas és Crucioli 1981; Kanavaki és mtsai 2002; Mikosza és
Hampson 2001).

Vizsgalatok kimutattak, hogy emberbél izolalt B. pilosicoli kolonizalja a naposcsibék
és a felnétt tyukok emésztécsatornajat, de a madarakrél emberre terjedés mindezidaig nincs
bizonyitva. Az irodalmi adatok alapjan valészin(isithetd, hogy mivel a B. pilosicoli nem
kétédik szorosan egy gazdafajhoz, a zoondézis lehetésége nem kizarhatdé (Dwars és mitsai
1992a; Jamshidi és Hampson 2003; Trott és mtsai 1995).
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4. Anyag és modszer

A kutatas soran feldolgozott mintak az MgSzH-ADI (volt Orszagos Allategészséguigyi
Intézet) budapesti Baromfibetegségek Laboratériumaba érkezett vizsgalati anyagokbdl
szarmaztak. A megbetegedett allomanyokra vonatkoz6 jarvanytani adatokat (életkor,
hasznositasi irany, morbiditas, mortalitds, a betegség allomanyszintli lefolyasa) a kezeld
allatorvosok Aaltal 6sszegydjtétt megfigyeléseknek, valamint a helyszini vizsgalat soran
szerzett tapasztalatoknak k&szdnhetjik. A bakteriologiai és antibiotikum érzékenységi
vizsgalat a Higiénés Bakterioldgiai Laboratériumban, a molekularis bioldgiai vizsgalatok a
Molekularis Biolégiai Laboratériumban térténtek. A kisérletes allatfertézésre az MgSzH-ADI

allathazaban kertlt sor.

4.1 Vizsgalati minta (hazikacsa vizsgalatok)
4.1.1 Felnétt hazikacsa-allomanyokban tértént vizsgalatok

Felnétt kacsaban az AlS-t el8szér két (A és B), az elsé tojastermelési ciklusat t6lt6é

allomanyban észleltik.
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2. abra: A heti mortalitas valtozasa a 4200 létszamu A allomanyban
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Az A jelzésl allomanyban egy 4200 tenyészkacsat szamlalo telepen (3500 toj6é és
700 gacsér) az elsd tojastermelési ciklus marcius elejétél julius elejéig tartott. Marcius
végétdl azonban a napi elhullas megemelkedett f6ként a tojok kdrében (2. abra), és 24 hét
alatt 773 allat (18,4%) pusztult el (703 toj6é és 70 gacsér). Az elhullast megel6zd 1-2 napon
levertség, étvagytalansag és nehéz mozgas jelentkezett. A telepen tértént boncolas soran
fibrines vastagbélgyulladas, vese-, |ép- és majduzzanat, valamint izileti édéma volt
megfigyelhets. Aprilisban, majusban és juniusban amoxicillin és doxiciklin kezelés volt
(10mg/testtdmeg kg, 5 napig), amely nem vezetett eredményre.

A B allomanyban egy 5000 létszamu, szintén elsé tojociklusban 1évd allatok kdzott
(4300 tojo és 700 gacsér) megemelkedett a napi elhullas, és 20 hét (3. abra) alatt 715 allat
elhullott (550 tojé és 165 gacsér; 16,63%). A klinikai tlinetek és a boncolasi lelet
megegyezett az A jell allomanyban tapasztaltakkal. Fontos megemliteni, hogy hasmenés

egyik allomanyban sem jelentkezett.
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3. abra: A heti mortalitas valtozasa az 5000 létszamu B allomanyban

Intézetlinkbe az A jell allomanybdl 4 héten at, harom alkalommal, 6sszesen 16
elhullott allatot kildtek be, a B jell allomanybdl pedig 12 allatot (8 elhullott és 2 &1 tojét,
valamint 2 gunarat) kaptunk vizsgalat céljabdl.

A két dllomanyban az elhullasok és az idéjarasi események ésszehasonlitasahoz az
Orszagos Meteoroldgiai Szolgalat archivumabdl, az adott telephez legkdzelebbi

mérballomas adatait hasznaltuk fel (www.met.hu/omsz.php, archivum). A vizsgéalataink soran
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a heti csapadékmennyiséget, és a heti atlag maximum hémérsékletet hasonlitottuk 6ssze a
heti 6sszes elhullassal. Az eredmények a 4. és az 5. abran lathatéak. Kiuléndésen a B

allomany esetében megfigyelhetd az csapadékos idészakot kévetd mortalitasnévekedés.
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4.1.2 N6vendékkacsa-allomanyokban tértént vizsgalatok

A vizsgalatainkat 4 (C, D, E, F), négy-, 6t- és héthetes koru kacsaallomanyban
végeztik. A ,C’, a ,D”, és az ,F” allomanyt pecsenyekacsaként, az ,E” allomanyt
térzskacsaként nevelték (4. tablazat). Utébbi allomanyban lehetéség volt haromhavonta
tovabbi vizsgalatokat végezniink. Valamennyi allomanybdl 4 illetve 5 hetes életkorban a napi
elhulldas megemelkedése miatt kildtek intézeti vizsgalatra elhullott allatokat (C:12, D:10, E:3,
F:7), majd az E allomany esetében 5 illetve 8 és 9 hénapos életkorban tovabbi 3-3-3 kacsat

vizsgaltunk.

4. tablazat: A vizsgalt novendékkacsa allomanyok ¢€letkora és Iétszama

Jelzés Kor Létszam Bekiildott mintaszam
A 1 év (torzs) 4200 16

B 1 év (torzs) 5000 12

C 4 hét 11000 12

D 4 hét 9100 10

E valtozd (7-36 hét) 3000 12%

F 5 hét 14700 7

* t6bbsz06ri mintakiildés

4.2 Vizsgalati anyag (hazityuk vizsgalatok)

Vizsgalatainkat 50, 87, ill. 47 hetes életkora, 30000, 35000, ill. 19000 létszamu
hashibrid szilépar allomanyokban (,G”, ,H” és ,I”) végeztik (5. tablazat).

A tyukok 6, valamint 4 éplletben racspadozaton, ill. szalma almon voltak elhelyezve.
A ,G” és az ,I” dllomanyokban a tojasrakasi periédus 3-4. hetétél, a ,H” allomanyban
vedletést kdvetéen profuz hasmenés jelentkezett, ami idészakonként hullamzdan, az allatok
10-50%-aban  volt megfigyelheté. Az érintett egyedek bélsara emésztetlen
takarmanyrészeket és folyadék fazist tartalmazott, barnas-sarga szinl és erdsen biizés volt.
Az alom atnedvesedett, a tyukok tollazata, a tojasok héja hig bélsarral elszennyezdédétt. A
tojastermelés és a termékenység csdkkenése a hasmenés recidivai utan elérte a 15-20%-ot.
A tojasok héja elvékonyodott, térékennyé, szine vilagosabba valt. A tojok legyengiiltek,
nehezen mozogtak, gyakran ultek. A talpbér megvastagodott, berepedezett, és masodlagos
fert6zések miatt gyakran begyulladt. A napi elhullasok szama a ,G” és a ,H” dllomanyban

nem, mig az ,I” dllomanyban enyhén (heti 0,3-0,4%-r6l 0,7-0,8%-ra) névekedett. Tiamulinnal
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és doxiciklinnel tértént 5-7 napig tartdé kezelés hatadsara a hasmenéses egyedek szama
lecsOkkent, azonban a kezelés befejeztével ez az arany ismét megemelkedett.
Takarmanyvaltoztatast kdvetéen a hasmenés megsziint, és ismételten mar nem jelentkezett.
Az ,I” allomannyal a hasmenés idején etetett takarmanyokban 0,25-0,5 ppm dezoxinivalenol
(DON), valamint 0,15-0,5 ppm F-2 (zearalenon) fuzariumtoxin szennyezettséget mutattak ki.
Az ,G” és a ,H” allomanyokkal etetett takarmanyokban mikrobiolégiai moédszerekkel
minéségromlast nem lehetett kimutatni.

Intézeti vizsgalatra a ,G” allomanybdl két kilénbdzd idépontban bekildétt 4-4 é16, a
,H” allomanybdl 5 él6, az I’ dllomanybdl ugyancsak két kiulénbézé idépontban bekildétt 8

él6 és 6 elhullott allat kerdlt.

5. tablazat: A vizsgalt hazityuk allomanyok életkora €s 1étszama

Jelzés Kor ‘ Létszam Bekiilddtt mintaszam
G 50 hét 30000 8
H 87 hét 35000 5
I 47 hét 19000 14

4.3 Kérbonctani és kdrszovettani vizsgalatok

A vizsgalatra kerilt kacsakat és tyukokat az intézeti diagnosztikaban szokasos
modon dolgoztuk fel. Testsulyméréssel meghataroztuk az allatok korhoz, hasznositasi
iranyhoz viszonyitott fejlettségi allapotat. Ezt kdvetéen részletes boncolast végeztiink. Ennek
soran gy(ijtéttik a tovabbi feldolgozasra szant kilénb6z& mintakat, amelyeket a feldolgozas
céljanak megfeleléen taroltunk.

Kérszbvettani vizsgalatot a vakbélbdl, a remesebélbdl, esetenként a csipdbélbdl, a
majbdl, a vesébdl és a 1épbdl készitettiink. Felnbtt kacsdk esetén tovabba az elvaltozott
izlleteket, az agyvel6t és a tidét; névendék kacsakbdl pedig a Fabricius-féle bursat, a tidét,
a choanakat és az agyvel6t is vizsgaltuk. A mintakat 10%-os pufferolt formaldehid oldatban
fixaltuk, paraffinba agyaztuk, metszettik, majd a 3-4 mikrométer vastagsagu metszeteket

hematoxilin-eozinnal festettilk meg.

4.4 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai vizsgalatot mindegyik esetben a vakbélbél és a remesebélbdl
végeztink, a korabban Nemes és mtsai (2006) altal leirt médon. A spirochaetak kimutatasat

egy kereskedelmi forgalomban 1évé, fluoreszcein izotiocianattal jel6lt nydl immunsavoval
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(National Veterinary Services Laboratories, Ames, USA) kiséreltik meg. Az immunsavo 14
kilénbdzb Leptospira-szerotipus tenyészetével, és kisérletesen fertézétt aranyhorcsdgok
szerveiben 5 kilénbdzd Leptospira-szerotipussal adott pozitiv reakciot. Specificitasat Miller
és mtsai (1989) 13 masik baktériumfajjal tesztelték és a leptospirakhoz hasonlé intenziv
reakciot csak a Brachyspira hyodysenteriae esetén kaptak. Nemes és mtsai (2006) a B.
alvinipulli-val vald pozitiv reakcioét is leirtak mar libaban. A szérum hasznalhat6sagat a tébbi
pathogén Brachyspira-fajok esetén (B. intermedia, B.pilosicoli) a tenyészetekbdl egy lveg
targylemezre készitett preparatumon teszteltik, melyhez a jel6lt ellenanyag képes volt
kotédni.

A deparaffinalast kbévetéen a metszeteket citrat-puffer oldatban (pH 6), mikrohullamu
sutében (750W, 20perc) melegitettik. Ezt 10 percig 3%-0s H,O, oldatban, majd ugyanennyi
ideig tarté 2%-os tejporoldatban valé kezelés kévette 37°C-on.

A metszeteket 1:10000 aranyban higitott, jeldlt nyul immunszérummal 30 percig
37°C-on inkubaltuk. Az antigén-ellenanyag kapcsol6das kimutatasa torma peroxidazzal jelolt
polimert tartalmazé teszt (EnVision™ + anti-rabbit HRP, Dako, Glostrup, Dania)
felhasznalasaval tértént. Kromogénként 3-amino-9-etilkarbazol oldatot (Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) hasznaltunk, a kontrasztfestést Meyer-féle hematoxillinnel végeztik. A
pozitiv kontroll egy sertésdysenteriaban elhullott sertés vastagbele volt, mig a negativ

kontrollban a brachyspirakra specifikus ellenanyagot foszfat pufferre cseréltik.

4.5 Bakteriologiai vizsgalatok

Bakterioldgiai vizsgalatot a szivvérbél, a majbdl, a vastagbélszakaszokbadl, ezen kivil
a feln6tt kacsak elvaltozott izuleteibél, valamint a névendékkacsak agyvelejébél végeztink,
10% juhvért tartalmazé agar és Drigalski taptalajokon, aerob és anaerob kdrilmények kézott.

A Dbrachyspirdk tenyésztését a beteg allatok vak és remesebél szakaszaibdl
kiséreltink meg. Az érintett bélszakaszok kdzéps6 részét 1-2 cm hosszu szakaszon steril
olléval bemetszettik, és a nyalkahartya felszinérél steril kaccsal mintat vettiink.

Tekintettel arra, hogy a brachyspirak ndvekedése lassu, és a béltartalom vegyes
baktériumfléraja gyorsan névé baktériumokat is tartalmaz, ezért a tenyésztéshez szelektiv
taptalaj hasznalata szikséges. A taptalaj 5% juhvért, élesztékivontatot, antibiotikumokat:
6,25 ug/ml vankomicin, 6,25 ug/ml kolisztin, 25 ug/ml spiramicin, 12,5 ug/ml rifampicin és
200 pg/ml spektinomicin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), triptont és
szojakivonatot tartalmaz6 agar (Tripticase Soy agar CM131 Oxoid). A taptalajt Kunkle és

Kinyon (1988) nyoman készitette el az Intézetlink Higiénés Bakteriologiai Laboratériuma. A
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tenyészeteket anaerob koérilmények koézoétt (AnaeroGen Oxoid) 42°C-on 3-6 napig
inkubaltuk. A baktériumok alakjat és mozgasat sététlatdteres mikroszkdppal vizsgaltuk.

A tenyészet tisztitasat ugy végeztik, hogy a névekedést mutatd lemezekrdl, a rajzas
széli részér6l 5% juhvért tartalmazé Columbia-agar fellletére szélesztettink, majd a
tenyészeteket a fenti médon inkubaltuk. Az atoltast tébb (3-5) alkalommal megismételtik. A
tovabboltott tenyészeteket is ellendriztiik sététlatoteres mikroszkédppal, valamint Gram szerint
festett keneteket készitettiink, igy ellenérizve azok tisztasagat, a biokémiai, és antibiotikum

érzékenyseégi vizsgalatok elvégzése elbtt.

4.5.1 Biokémiai (fenotipus) vizsgalatok

A szintenyészetek biokémiai tulajdonsagait (hippurat hidrolizis, a-galaktozidaz, a-
glikozidaz és B-glikozidaz) Hommez és mtsai (1998) sertés izolatumokhoz késziilt leirasa
alapjan hataroztuk meg Rosco diagnosztikai tablettdk (Rosco, Taastrup, Dania)
hasznalataval. Az indol reakciét indol reagenssel (1 g p-dimetil-amino-cianoaldehid 10 ml

10% sésavban oldva) atitatott szlrépapiron vizsgaltuk.

4.5.2 Antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok

A Brachyspira-térzsek tiamulin, linkomicin és amoxicillin (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) érzékenységét agarhigitasos, mig tetraciklin és eritromicin érzékenységét
E-teszt (AB Biodisk, Solna, Sweden) moddszerrel hataroztuk meg. Mindkét esetben 5%
juhvérrel kiegészitett TSA agart hasznaltunk. A Columbia agaron névé friss tenyészeteket 2
ml fiziolégias séoldattal 0,5-1 McFarland siriiséglre higitottuk. Az igy kapott szuszpenziét
6,5 mm atméréji Petri-csészében [évd TSA fellletére szélesztettik. A taptalajok az egyes
antibiotikumokat az alabbi koncentraciéban tartalmaztak: 0,25-16 upg/ml tiamulin és
linkomicin esetén, 2-64 pug/ml koncentracié amoxicillin esetén. Az oxitetraciklin és eritromicin
kilénb6z6 higitasait (0,016-256) tartalmaz6é E-teszt csikokat a gyartd utasitdsainak
megfeleléen a fenti médon beoltott antibiotikum mentes TSA agarok fellletére helyeztik. A

rezisztencia hatarértékeket Karlsson és mtsai (2003) nyoman hataroztuk meg.

4.6 Parazitologiai vizsgalatok

A beteg allatok vékony-, és vastagbelének kaparékat nativan vilagoslatéteres
mikroszkdpban, valamint a béltartalmat allomanyonként egyesitve, felszindusitast kévetden,

parazita fejlédési alakok jelenlétére vizsgaltuk (Kassai és mtsai 1994).
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4.7 Molekularis diagnosztikai (genotipus) vizsgalatok

A vizsgalat tisztitott brachyspira kultarakbdl tértént. A DNS kivonasa a kitenyésztett
Brachyspira-térzsekbdl, egy korabban Dan és mtsai (2003) altal kézélt cikkben ismertetett
guanidin-HCl-on alapulé eljarassal tortént. A baktériumtdrzsek nox génjének részleges
molekuléris bioldgiai jellemzéséhez Townsend és mtsai (2005) altal leirt PCR-médszert

alkalmaztunk (6. tablazat).

6. tablazat: A referens Brachyspira-tdrzsek restrikcios enzimes vagassal
kapott szakaszainak méretei (Townsend és mtsai 2005)

Faj Bfml (bp) Dpnll (bp)

B. aalborgi 453, 248, 238 939

B. alvinipulli 742,197 898, 41

B. pilosicoli 742,197 898, 41

B. hyodysenteriae 742,197 684, 214, 41

B. intermedia 504, 238, 197 684, 214, 41

B. innocens 504, 211, 197, 27 684, 214, 41

B. murdochii 504, 211, 197, 27 684, 157, 57, 41

A feler6sitett PCR-terméket a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) segitségével tisztitottuk ki a gélbdl, szekvenalas céljabél. A szekvenalas
(Biomi Kft.,, G6dollg), a PCR-reakcioban is hasznalt primerekkel, valamint a BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
segitségével tértént automata ABI PRISM 3130 szekvenaldn (Applied Biosystems). A kapott
DNS-szekvenciak elemzését, szerkesztését, javitasat és a lehetséges kodolt aminosav-
szekvenciak megallapitasat a DNASTAR (Lasargene, WI, USA) programok (EditSeq,
SegMan, MapDraw), valamint az ingyenes és interneten elérhetd
(http://workbench.sdsc.edu) Biology WorkBench 3.2 programgydjtemény segitségével
végeztik. A lehetséges koédolt fehérjék meghatarozasahoz a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) adatbankjaban 1évé szekvenciakat hasznaltuk a BLASTX
program (Altschul és mtsai 1990) segitségével. Fehérjét nem kédoldé DNS-szekvenciak
homolégia keresését pedig a BLASTN program segitségével végeztik (Altschul és mtsai
1990, National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, USA,
http://www.ncbi.nim.nih.gov). Az evolucios tavolsagokat az UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic mean) moddszer alapjan (Sneath és Sokal 1973) a legnagyobb
kompozit valészinliség (maximum composite likelihood) modellel szamoltuk ki (Tamura és
mtsai 2004). A térzsfa megbizhatésagat bootstrap analizissel ellenériztik 1000 ismétlést

alkalmazva.
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4.8 Kisérletes allatfertozés

A feln6tt kacsakbdl, és tyukokbdl izolalt Kkilénb6zd Brachyspira-térzsek
patogenitasanak meghatarozasahoz harom kisérleti allatfertézést végeztiink.

Az els6 kacsakisérletben valamennyi természetes kacsaesetbdl izolalt, patogénnak
tartott fajjal fertéztink (B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B. alvinipulli, B. intermedia)
naposallatokat ugy, hogy mellette parhuzamosan csoportokat T-2 toxint tartalmazé6 tappal
etettiink. Tekintettel az eredményekre, a kisérletet B. infermedia és B. hyodysenteriae
torzsekkel megismételtik. Ebben ez esetben nem etettiink toxinos tapot, viszont kilénb6zé
allatfajokbdl (pl. sertésbdl, kacsabdl, tyukbol) szarmazé B. hyodysenteriae-vel fert6zott
csoportokat is kialakitottunk.

A természetes tojétyuk esetbdl izolalt B. hyodysenteriae patogenitasat csibékben is
vizsgaltuk. A masodik kacsakisérlethez hasonloan itt is tébb allatfajbdl szarmazo térzseket
hasznéltunk. Kivancsiak voltunk tovabba arra is, hogy a csibék klodkan at fertézhetbek-e.

A kisérletek soran az allatokkal valé banasmaod és eutanazia megfelelt a hatalyos EU
konform magyar jogszabalyoknak (1998. évi XXVIII. térvény az allatok védelmérél és
kiméletérél, hatésagi engedélyszam: 22.1/1848/003/2007).

4.8.1 Els6 kacsakisérlet

Osszesen 123 klinikailag egészséges, egynapos pekingi kacsat hasznaltunk.

Az egy napos allatoknak megmeértik a testtdbmegét, és véletlenszertien 10 csoportot
(I-X) alakitottunk ki. Minden csoportba 12-12 éllat kertlt. Az | és |l csoportot B.pilosicoli-val, a
lll. és IV csoportot B. alvinipulli-val, az V és VI csoportot B. hyodysenteriae-vel, a VII-VIII
csoportot B. intermedia-val fertéztuk szajon at. A IX és X csoport fertbzetlen
kontrollcsoportként szolgalt. A 1, 1V, VI, VI, és X. csoport takarmanyaba 1 mg/kg
koncentracioban T-2 toxint kevertiink. A kisérleti elrendezést Id. a 7. tablazatban.

Csoportonként 3 allatot véreztettiink el a fertézést kévetd elsd, masodik, harmadik és
negyedik hét végén. Az allatokat boncoltuk. A kérszévettani vizsgalatokhoz 3 bélszakaszt
(csip6-, vak-, és remesebél), majat, vesét, 1épet, csecsemémirigyet, Fabricius-féle bursat, és

esetenként nyelvet fixaltunk.
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7. tablazat: A kisérleti elrendezés az elso kacsakisérlet esetében

Fert6z6 anyag \ Takarmany | Normal Toxint tartalmazd
B. pilosicoli L. csoport II. csoport

B. alvinipulli III. csoport IV. csoport

B. hyodysenteriae V. csoport V1. csoport

B. intermedia VIL csoport  VIIL csoport
Fertozetlen IX. csoport X. csoport

4.8.2 Masodik kacsakisérlet

A kisérlet soran 57 klinikailag egészséges, egynapos pekingi kacsat hasznaltunk,
melyeket 6 csoportba osztottunk (9-9 allat/csoport). Az 1. csoportot kacsaeredet(i, a 2.
csoportot libaeredetli, a 3. csoportot tyukeredetl, a 4.-et sertéseredetl B. hyodysenteriae-
vel, az 5.-et pedig kacsaeredetl B. intermedia-val fertéztik, a 6. csoport a fertézetlen kontroll
csoport volt (8. tablazat). Valamennyi fertézés szajon at tértént.

Mintavétel az 1., 2., és 4. héten volt. Alkalmanként és csoportonként 3-3 allatot
elvéreztettiink, majd boncoltunk. Kérszévettani vizsgalatra valamennyi allatbdl majat, vesét,

valamint 3 bélszakaszt (csipd-, vak-, és remesebél) fixaltunk.

8. tablazat: A kisérleti elrendezés a masodik kacsakisérlet esetében

Fert6z6 anyag izolatum szadrmazdsa  csoport

B. hyodysenteriae kacsa 1. csoport
B. hyodysenteriae liba 2. csoport
B. hyodysenteriae tyuk 3. csoport
B. hyodysenteriae sertés 4. csoport
B. intermedia kacsa 5. csoport
Fertdzetlen - 6. csoport

4 .8.3 Csibekisérlet

Osszesen 48 Klinikailag egészséges, SPF tojasbél konvencionalis kérilmények
kozott keltetett egynapos Babcock csibét 5 csoportba osztottunk (9-9 allat/csoport). Az A és
B csoportot tylkeredetli, a C csoportot kacsaeredetli, a D csoportot sertéseredetii B.
hyodysenteriae torzzsel fertéztink. Az A, C, D csoportot szajon at, a B csoportot kloakan

keresztul fertéztiink. Az E csoport a fertézetlen kontroll volt (9. tablazat).
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Mintavétel az 1., 3., és 4. héten volt. Az el6z6 kisérlethez hasonléan csoportonként
és alkalmanként 3-3 allatot vizsgaltunk. Koérszévettani vizsgalatokhoz valamennyi allatbol

majat, vesét, valamint 3 bélszakaszt (csip6-, vak-, és remesebél) fixaltunk.

9. tablazat: A kisérleti elrendezés a csibekisérlet esetén

Fert6z0 anyag izoldtum szarmazasa fert6zés Gtja csoport

B. hyodysenteriae tyuk szajon at A csoport
B. hyodysenteriae tyuk klodkan &t B csoport
B. hyodysenteriae kacsa szajon at C csoport
B. hyodysenteriae sertés szajon at D csoport
Kontroll - - E csoport

4.8.4 Fert6z6 anyag

A Kkisérlethez hasznalt kulénb6éz6 Brachyspira-térzseket, intézetinkbe érkezett
természetes esetekbdl (megbetegedett allatokbdl) izolaltuk. Olyan térzseket hasznaltunk,
melyeket izolaldst kdvetbéen fenotipusos és genotipusos tulajdonsagaik alapjan
meghataroztunk. A meghatarozast kdvetben ezeket a térzseket 15% glicerollal dusitott
triptikaz szdja levesbe (TSB; Becton Dickinson and Company, Sparks, MD 21152 USA)
oltottuk és -80°C-on taroltuk.

Felolvasztast kdvetden a térzseket Columbia véres agarra szélesztettik, és anaerob
kériimények kézott 3-6 napig inkubaltuk. A tenyészetbdl TSB-be szuszpenzidt készitettlink.
A leves slirliségét denzitométerrel (bioMérieux SA, 69280 Mary-I'Etoile, France) 3
McFarlandra (kb. 5x10% CFU/ml) allitottuk be. Az igy készilt leves szolgalt fertéz6 anyagként

a kisérlet soran.

4.8.5 A kisérlet menete

Valamennyi kisérlet soran a fert6zés el6étt harom allatot elvéreztettiink, diagnosztikai
boncolasnak vetettik ala, valamint megkiséreltiik a brachyspirak kitenyésztését is. A szajon
at valo fert6zéskor 0,5 ml/allat fert6zé anyagot adtunk az allatoknak Pasteur pipettaval a
nyelécsébe. A kloakan at vald fertbzéskor pedig 0,2 ml/allat fert6z6 anyagot juttattunk
pipettaval kb. 5 mm mélyre a klodkaba. Az allatok a fertézést kdvetben folyamatos
megfigyelés alatt alltak, a tlineteket naponta megfigyeltik, a testsulyokat hetente
regisztraltuk. A testsulyokbdl szarmazéd adatok statisztikai vizsgalatdhoz tébb szempontos

varianciaanalizist (ANOVA) hasznéltunk az R program (© 2009 The R Foundation for
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Statistical Computing) segitségével. A statisztikai probakban az elséfaju hiba hatarat
(szignifikancia szint) 5%-ban hataroztuk meg («=0,05). Az eutanaziat és boncolast kévetéen
a valamennyi allatbdl elvégzett kérszdvettani, immunhisztokémiai, valamint a bakteriol6giai

vizsgalatokat a korabban leirt metodika szerint végeztik el.
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5. Eredmények

Természetes esetek vizsgalata

5.1 Felnétt hazikacsa-allomanyokban tortént vizsgalatok
5.1.1 Kérbonctani vizsgalatok

A két allomanybdl (A és B) intézetbe kiildétt kacsak (6sszesen n=28) atlagosnal
gyengébb kondicioban voltak. A vakbél, remesebél, m4j, vese, 1ép, labt6- és ujjizlletek
kérbonctani elvaltozasait a 10. tablazatban foglaltam 6éssze. 26 egyedben (93%) a vakbél és
a remesebél a kissé kitagult, a béltartalom blzdés szagu, vérhenyes volt, és gyakran
fibrincafatokat tartalmazott.

10. tablazat: Korbonctani és korszovettani elvaltozasok a két (A és B) felnott hazikacsa-
allomanyban

A allomany B allomany Osszesen

vizsgalt allatok szdma
16 (9) 12 (109 ,23) 28

Korbonctani és szovettani leletek:
fibrines-elhaldsos vakbél- és
vastagbélgyulladas 16 10 26 93%)
duzzadt, sargasbarna vese 16 12 28 (100%)
vesecsatornaham elfajulas 10 9 19 (73%)
vesefibrdzis 6 3 9 (35%)
duzzadt, sziirkésbarna m4j és 1€p 14 9 23 (88%)
amyloidlerakddas a majban ill. 1épben 14 9 23 (88%)
1abto- és labujjiziiletek gyulladdsa 10 8 18 (69%)
petefészektiiszOk degeneracioja 14 7 21 (87%)*
heresorvadas - 2 2 gacsér

*: a vizsgalt tojok %-a

A vastagbél nyalkahartyaja duzzadt és bévérd volt, feliletén szakaszonként
korpaszer(i elhalas és fibrines alhartya boritotta (6. abra). 6 allatban (21%) a vékonybél is

érintett volt: a csipbbelekben heveny hurutos gyulladas jelei voltak lathatok. Valamennyi

38



allatban a vesék duzzadtak, halvany sargasbarna szinlek és esetenként nehezen
szakithatok voltak (7. abra).

6. abra: Brachyspirosisban megbetegedett kacsaban a remesebél duzzadt,

bévérd. A fellletén szakaszonként korpaszer(i elhalas és fibrines alhartya

| S

7. abra: Brachyspirosisban megbetegedett kacsaban a vesék duzzadtak és

faké sargasbarna szinliek
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23 esetben (88%) a lép és a maj duzzadt, szurkésbarna szind, és térékeny volt. 21
valamint a herék mindkét gacsérban sorvadtak voltak. 18 allatban (69%) egyik vagy mindkét
oldali labté és/vagy ujjizlilet duzzanatat észleltiik (8. abra). Az izileti tokok megvastagodtak,

a tokban a sargasbarna iziileti folyadék enyhén megszaporodott.

N

8. abra: Brachyspirosisban megbetegedett kacsa ujjiziileti duzzanata

5.1.2 Kérszdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

Korszbvettani  vizsgalattal a remesevégbél és a vakbél nyalkahartyaja
megszélesbedett, a hamréteg szakaszosan elhalt, levalt vagy nyalkas-fibrines véaladékkal
volt fedett (9. abra). A koétészbvetes rétegben vérzések, valamint lympho-histiocytas és
heterophil granulocytds beszlrédés latszott. 13 esetben (46%) a remesebél
nyalkahartyajaban az elhalas a propria felsé harmadara is raterjedt.

Immunhisztokémiai vizsgalattal valamennyi vizsgalt allat vak- és remesebelében ki
lehetett mutatni a jellegzetesen hullamos alaki baktériumokat (10. abra). A spirochaetak
ugyanolyan intenzitassal festédtek, mint a pozitiv kontrollként hasznalt sertésbél szakaszban
talalhaté baktériumalakok, mig a negativ kontroll metszet nem fest6dott. A brachyspirak a
belek Uregében egyesével, vagy csoportosan mutatkoztak. Tobbszér el6fordult, hogy a
nyalkahartya fellletén, vagy a bélmirigyek Uregében és a propria rétegben kozvetlenil az
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alapjatol elemelkedett enterocytak rétege alatt, néha a lamina propria mélyebb rétegeiben is
megfigyelheték voltak. Intracellularisan nem figyeltink meg baktériumokat.

9. abra: Brachyspirosisban megbetegedett kacsa remesevégbél
nyalkahartyaja duzzadt, lympho-histiocytas és granulocytas beszlrédéssel.
A ham fellletesen elhalt, fibrines alhartyaval fedett. (H.E.) 200x

10. abra: Brachyspirosisban megbetegedett kacsa vastagbelében pozitiv

reakciét adé spiralis lefutasu baktériumok az elhalt és levalt bélhamsejtek

k6z6tt. Immunhisztokémiai reakcid, 400x



Kérszévettani vizsgalattal 19 esetben (73%) a vesékben a tubulusok hamsejtjeinek
zonalis, vagy diffuz elfajulasat lehetett latni. Ezt 9 esetben (35%) gbcos vagy kiterjedt
fibroblast sejt sarjadzas kisérte, ami kdvetkezményes glomerulus és tubulus sorvadassal és
helyenként asvanyi anyag lerakédassal jart (11. abra). A kérbonctani elvaltozasokat mutato
majakban és lépekben gocos vagy diffuz amyloid lerakddast lehetett megfigyelni. Az
elvaltozott izliletek synovialis membranjaban és az alatta lévé kétészdvetben lymphocytas,
histiocytas és heterophil granulocytas beszlrédést és kifejezett fibroblast sarjadzast lattunk.
Egyéb szervekben korjelzd értéki elvaltozast nem lehetett megfigyelni.

11. abra: Brachyspirosisban megbetegedett kacsa veséjében elfajult és

levalt vesetubulus hamsejtek és intertubularis fibroblast sarjadzas. (H.E.)
400x

5.1.3 Bakterioldgiai vizsgalatok.

A majakbdl és a szivvérbél véres és Drigalski agaron kérokozét kitenyészteni
egyetlen esetben sem tudtunk. Az elvéltozott labts- és ujjiziletek folyadékabdl Erysipelothrix
rhusiopathie-t (A é&llomanybdél 4 eset, B allomanybdl 1 eset), Escherichia coli-t (A
allomanyban 1 eset, B allomanyban 1 eset), és Staphylococcus aureus-t (B allomanyban 1
eset) izolaltunk. A béltartalombol aerob és anaerob kérilmények kozott vegyes florat
izolaltunk. Clostridium-fajok nem néttek egy mintaboél sem.
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Az elvéltozott bélszakaszok (vakbél, remesevégbél) nyalkahartyajarol szelektiv
taptalajon anaerob kértlmények koézott 15 esetben izolaltunk brachyspirakat, melyek
biokémiai tulajdonsagai a 11. és 12. tablazatban lathatdk. Tizenétbdl tiz esetben a tdérzsek
meghatarozhatdak voltak fenotipus és genotipus sajatsagai alapjan egyarant (11. és 12.
tablazat, sziirke hattér). Egy térzs (24916/2) esetében a biokémiai vizsgalat eredménye nem
volt dsszhangba hozhaté a molekularis biologiai vizsgalat eredményével. genotipus szerint
B. suanatina, azonban az indol reakcié negativ, az oa-glikozidaz reakcié pedig pozitiv
eredményt adott (11. tablazat, fekete hattér). Négy térzs sem fenotipus sem genotipus teszt

alapjan nem volt faji szinten meghatarozhaté (11. és 12. tablazat, fehér hattér).

11. tablazat: Az A 4llomanybol szarmazo torzsek biokémiai tulajdonsdgai

Torzs 21330/2 21330/3 24916/1 | 24916/2 29086/1 29086/2 29086/3
Hemolizis gyenge erds gyenge eros erds eros
Indol A = - 4 R +
Hippurat
hidrolizis - - - - - -
a_
galaktozidaz - - - - S S
a-gliikozidaz + + - + + +
B-gliikkozidaz 4 3 + 1 4+ 4+
fenotipus intermedia hyodysenteriae spp. Spp. hyodysenteriae hyodysenteriae | hyodysenteriae
genotipus Spp. hyodysenteriae Spp. suanatina hyodysenteriae hyodysenteriae | hyodysenteriae

12. tdblazat: B dlloménybdl szarmazo torzsek biokémiai tulajdonsagai

Torzs 9757/1 9757/2 10363/1 | 10363/2 | 10363/3 | 10363/4 10363/5 10363/6
Hemolizis gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge gyenge
Indol - - - = = - - -
Hippurat hidrolizis - + - - + - + -
a-galaktozidaz - 4 = - o + + +
a-glikkozidaz + = - = = - - -
B-gliikkozidaz + o - - _ + . n
fenotipis spp. pilosicoli | pilosicoli | pilosicoli | pilosicoli Spp. pilosicoli Spp.
genotipus Spp. pilosicoli | pilosicoli | pilosicoli | pilosicoli Spp. pilosicoli Spp.
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5.1.4 Antibiotikum érzékenység

Valamennyi izolatum fajatol figgetlenlil érzékeny volt tetraciklinre és rezisztens volt

eritromicinre. Egy B. hyodysenteriae és egy B. suanatina t6rzs rezisztens volt tiamulinra és

amoxicillinre. Egy B. hyodysenteriae, egy B. intermedia és egy B. pilosicoli t6érzsnek

megemelkedett MIC értéke volt (32 ug/ml) linkomicinnel szemben (13. és 14. tablazat).

13. tablazat: Az A 4llomanybol izolalt és vizsgalt Brachyspira-torzsek gyogyszerérzékenysége

Hatarértékek (ug/ml) Brachyspira
Hatdanyag E R hyodysenteriae | intermedia | hyodysenteriae | suanatina
(29086/1) |[(21330/2)| (21330/3) -24916
tetraciklin <4 >16 0.32 0.02 0.75 0.25
eritromicin <32 >32 256 256 256 256
R R R R
linkomicin <4 >32 1 4 16 32
E E M R
tiamulin <1 >4 0.25> 2 16 8
E M R R
amoxicillin <8 >32 4 2 64 64
E E R R

Roviditések: E: érzékeny M: mérsékelten érzékeny R: rezisztens

14. tdblazat: B 4llomanybol izolalt és vizsgalt Brachyspira-torzsek gyogyszerérzékenysége

Hatarértékek (pg/ml) Brachyspira
Hatdanyag E R pilosicoli pilosicoli Spp.
(9757/2) (10363/1) (10363/4)

tetraciklin <4 >16 0.064 0.016 1
eritromicin <32 >32 64 256 256

R R R
lincomicin <4 >32 2 8 8

E M M
tiamulin <1 >4 0.5 0.25 0.5
amoxicillin <8 >32 2 2 4

Roviditések: E: érzékeny M: mérsékelten érzékeny R: rezisztens

44




5.1.5 Szekvencia és filogenetikai analizis

A Nox gén szekvencia hasonlésag és a restrikcids endonukleaz hasitasi analizisével

(Rhode és mtsai 2002; Townsend és mtsai 2005), valamint filogenetikai 6sszehasonlitassal

15-bél 10 esetben sikerllt megbizhatdan azonositani a kacsakbdl kitenyésztett térzseket faji

szinten (15. tablazat és 12. abra). Az A allomanybdl egy torzset (24926/2) B. suanatina-nak,

négyet (21330/3, 29086/1,2,3) pedig B. hyodysenteriae-nek hataroztunk meg, ez utébbi

térzsek nukleotid szinten teljesen azonosak voltak. A B allomanybdl 5 térzs (10363/1,2,3,5

és 9757/2) B. pilosicoli-nak bizonyult. Filogenetikai analizissel tizen6tb6l négy térzset nem

lehetett egyértelmlen besorolni egyetlen ma ismert Brachyspira-faj k6zé sem.

15. tablazat: A Bfml és Dpnll restrikcios endonukleaz hasitasi helyei a nox gén szekvencidkban
¢s hasonldsaga az altalunk izolalt torzsek esetében. Az eredményeket a Townsend €s mtsai
(2005) altal kozolt tablazatba (sziirke hattér) illesztettiik.

Faj Bfinl (bp) Dpnll (bp) Nukleotid- €s aminosavsorrend hasonlésag*

B. aalborgi 453,248,238 939

B. alvinipulli 742, 197 898, 41

B. pilosicoli 742,197 898, 41

10363/1,2,3,5 (B dllominy) 99% és 100% : B. pilosicoli P43/6/78

9757/2 (B dllomany) AF060807 és AAC78816 torzzsel

B. hyodysenteriae 742,197 684,214, 41

21330/3, 29086/1, 2, 3 (A 100% és 100%: B. hyodysenteriae B78

allomany) AF060807 és AAC78809 torzzsel

. . 91% ¢és 96%: B.alvinipulli C AF060814 és

10363-4, 6 (B dllomzny) AAC78823 torzzsel

B. intermedia 504, 238, 197 684,214, 41

21330/2 (A allomany) 504, 238, 197 898, 41 97% és 99%: B. intermedia PWS/A
AF060811 és AAC78820 torzzsel

B. innocens 504,211, 197,27 | 684, 214, 41

B. murdochii

504,211, 197, 27

684, 157,57, 41

24916/1 (A allomany)

453, 238, 197, 51

939

91% és 95%: Brachyspira spp. A_S4 klon
FJ599592 és ACM41754 torzzsel

B. suanatina** 691, 248 684,214, 41

24916/2 (A allomany) 100% és 100%: B. suanatina AN 3949:2/02
DQ487123 és ABF38943 térzzsel

9757/1 (B allomany) 691,197, 51 684,214, 41 97% és 98%: B. suanatina AN 1418:2/01

DQ487124 és ABF38944 torzzsel

* A legnagyobb BLASTN ¢és BLASTX hasonldsdggal bird torzsek GenBank szdmat tiintettiik

csak fel.

** Altalunk meghatérozott restrikciés endonukleaz vagasi poziciok
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DQ487118 (strain AN 2420/97) hyodysenteriae

DQ487115 (strain AN 1409:2/01) hyodysenieriag

DQ487116 (strain AN 383:2/00) hyodysenteriae

AF080802 (strain R1) hyodysenteriae

39 CPO01357 (strain WA1) hyodysenteriae
e §757-1-duck-HUN (Farm B) | 7

Q487124 (strain AN 1418:2/01) suanatina

29086-1-duck-HUN (Farm A}
DQ487117 (strain AN 174/02) hyodysenteriae
29086-3-duck-HUN (Farm A}
AF080801 (strain B169) hyodysenteriae
SHU19610 (strain B204 (ATCC 31212) hyodysenteriae
21330-3-duck-HUN (Farm A)
29086-2-duck-HUN {Farm A} B./vodysenteriae
AF080800 (strain B78) hyodysenterias
—

53 DQ487119 (strain AN 4858/03) suanatina
100 DQ487122 (strain Dk12570-2) suanatina
- 24916-2-duck-HUN (Farm A) B. suanatina
&8 DO487123 (strain AN 3949:2/02) suanatina

Q487120 (strain AN 1681:1/04) suanatina
Q487121 (strain AN 2384/04) suanatina
AF080810 (strain 2818.5) intermedia
DQ487125 (strain AN 3930:2/02) sp.
21330-2-duck-HUN (Farm A)
EF517542 (isolate ANB19/97) intermedia B. intermediz
AF080812 (strain 4482) intermedia
e AF060811 (strain PWS/A) intermedia

99 EF517543 (isolate ANI83/90) intermedia

AF080815 (strain P280/1) Serpulinasp. | 2

29 AF080813 (strain 56-150}) murdochii

_— EF517545 (isolate C301) murdochii
100 EF517548 (isolate (378) murdochii

AF080803 {strain 155-20} murdochii
100 EF517544 (isolate C173) innocens
AF080805 {sirain 4/71}) inhocens
AF080804 (strain B258) innocens
EF517546 (isolate C336) innocens
EUB19071 (strain Dog A2) canis | &, camis

93
) 9% l: AF080806 (strain HRM7) pilosicoli
AF080808 (strain WesB) pilosicoli
&4
9
—

(A=}
o0

B murdoctny

B. innocens

AF080809 (strain 42167) pilosicoli
9757-2-duck-HUN (Farm B)
AF080807 (strain P43/6/78) pilosicoli
EF517547 (isolate AN497/93) pilosicoli
10363-1-duck-HUN {Farm B)
10363-2-duck-HUN {Farm B}
10363-3-duck-HUN (Farm B)
10363-5-duck-HUN (Farm B)
AFO0B0814 (strain C1) ahinipulli | B. @il

SQL‘E 10363-4-duck-HUN (Farm B) P

100 10363-6-duck-HUN (Farm B)

24916-1-duck-HUN (Farm &) | ?

AF080816 (strain ATCC43994) aalbargi | 5. aalborgr

EUB19074 (strain AN968/2/04) cond | B corvi

106

8. pilosicolf

160

12. &bra: A parcialis nox gén szekvencia alapjan létrehozott filogenetikai fa.
Az abra 59 Brachyspira spp. adatait tartalmazza, beleértve az altalunk izolalt térzseket is. Az
abran a 83%-nal magasabb bootstrap értékek vannak csak feltintetve. A sajat

eredményeket félkévér betlikkel tintettuk fel.
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5.2 Novendékkacsa-allomanyokban tortént vizsgalatok
5.2.1 Koérbonctani, kdrszévettani és mikrobiologiai vizsgalatok

Az C, D, és F jelzésl Bacs-Kiskun megyébdl szarmazd allomanyokban a napi
elhulldsok szama 3-4 hetes életkorban megemelkedett és mintegy 2 héten at tartott. A
veszteség 7-9% korul alakult.

Az intézeti vizsgalatok (16. tablazat) a ,C” allomany esetében heveny vékony- és
vastagbélgyulladast, valamint diffaz patholégias zsiros majelfajulast és a vesékben
tubulonephrosist deritettek fel. Egy allatban a vakbélben fibrindugét is lehetett latni. Harom
allatban Riemerella anatipestifer okozta fibrines szivburok és l1égzsakgyulladas, egy allatban
pedig Aspergillus fumigatus okozta tidémycosis volt megfigyelheté.

16. tablazat: A kiilonboz6 kacsadllomdnyokbol szarmazo hullék intézeti vizsgalatanak
eredményei

g Iml?rlul}h.ls,zto-
Ie o r y o . e r emiail es
N g Korbonctani és korszovettani elvaltozasok bakteriolégiai
> | O L’ vizsgalat
< 5 .S N c
g S — S s 5 % v | SE e —~ @ 2 < @ [T, 2 "g s 2’2\ 4 %0
S|l 2| S |22 | —E|8vsE8=| 2|2 8|3 ~ | E &
T 8| = |g3|ePE |2 l2RBlEERIET | 22| 2| & B|E5
m|S (2253220 |s8=|¥E=|E=|83| >2= S| o]
ST B a B =2la 5 a RSy a = |lw 2| <] 3 O 0
g = > °cS|Z & 9 =] s| S| S| W|E
NIEG |28 5 gREE P “:QSG 5 &
> < |2 |x < & 5| Al =
T =) ) o
C| 4 |12] + + + |+
D | 4 |10 + + + +
7 3 + + +
20 | 3 + + + +
E*
32 | 3 + + +
36 | 3 + + +
F 5 7 + +

*=nem megfeleld tartasi koriilmények

A ,D” allomanyban a Fabricius-féle bursa circovirus fertézéttséggel kapcsolatos
sorvadasat (er6s lymphocyta kilrilést) és PCR mddszerrel circovirus jelenlétét lehetett
igazolni. Harom Adllatban Escherichia coli okozta szepszist, egy allatban pedig
streptococcosist lehetett az elhulldsok okaként megallapitani. 3 allatban a vakbélben
hamlevalassal és fellletes elhalassal jaro fibrines gyulladast is lattunk.

Az F” allomanyban heveny savés-hurutos orrnyalkahartya gyulladas és
kévetkezményes fulladas keriilt megallapitasra. A vak és remesevégbelekben hamsejtek
levalasat lehetett latni.
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Az E” allomanyt a korabban ismertetett feln6tt kacsa ,B” allomany (Szabolcs-
Szatmar-Bereg megye) mellé telepitették le, a betegség megallapitasat kéveté 5. hénapban.
A jarvanyvédelmi intézkedések (pl. korcsoportok megfeleld elklildnitése) nem voltak
megfeleléek, a tartasi higiénia sem a felnétt, sem a fiatal allatok esetében nem volt a
kivanatos szinten. A beklldétt fiatal, 7 valamint 20 hetes &llatokban egyarant, heveny
vékony-, és vastagbélgyulladast valamint diffuz patholdgias zsiros majelfajulast, a vesékben
pedig heveny tubulonephrosist lehetett észlelni. Ezen kivil nem megfelel6 tartasi
kérilményekre utaldé saros, ,csapzott” tollazatot figyeltink meg. A 32 hetes, valamint 36
hetes életkorban ismét vizsgalatra kerilt elhullott allatokban heveny fibrines-elhalasos
vastagbél (vakbél és remese) gyulladast, a vesékben fibrosissal, és mészkonkrementumok
képzddésével kisért félheveny-idilt tubulonephrosist észleltiink.

A bélcsatorna koérszdvettani és immunhisztokémiai vizsgalata soran a kulénb6zd
allomanyokbol szarmazo kacsak esetében a vakbél és a remese makroszkdposan elvaltozott
nyalkahartyajaban lymphocytakbdl, histiocytakbdl és heterophil granulocytakbdl allo
beszirédést lehetett észlelni. Helyenként a hamsejtek elfajulasa, levalasa is felismerhet6
volt. A kehelysejtek megduzzadtak és fokozott mértékl szekrécio jeleit mutattak.

A hamréteg fellletén és a kitagult nyalkahartya-mirigyek Uregében, valamennyi
vizsgalt allatban, kortdl és allomanytol fuggetlenil, egyenként vagy csoportokban spiralis
alaku pozitiv immunhisztokémiai reakciét add spirochaetdkat nagy szamban lehetett

felismerni.

5.2.2 Brachyspira tenyésztés és antibiotikum rezisztencia vizsgalat

Az elvaltozott bélszakaszok (vak-, remesebél) nyalkahartyajarol anaerob viszonyok
kozétt 10 esetben (C-E-F allomanyban sorrendben 1-6-3 alkalommal) izolaltunk Brachyspira-
torzseket. A ,D” allomanybdl beklldétt allatokbdl tenyésztéses vizsgalat nem tértént.
Clostridium-fajok egyik mintabdl sem fejlédtek. Az izolalt Brachyspira-térzsek biokémiai
tulajdonséagait a 20. tablazat tartalmazza.

A Kkitenyésztett kdérokozokbol valamennyi esetben készilt in vitro antibiotikum
rezisztencia vizsgalat is (17. tablazat). Az E allomanybél valamennyi idépontban bekildétt
anyag felhasznalasaval nyomon kovettik a kitenyésztett kérokozok
gyoégyszerérzékenységét. 7 hetes korban tortént bekiildés el6tt amoxicillin, a 20 hetes
korban tortént bekuldés elbtt tiamulin itatas tortént. 32 és 36 hetes korban kézvetlenul a
vizsgalat el6tt nem tortént antibiotikumos gyogykezelés. Ezt kévetbéen az allomanyt

felszamoltak.
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A korokozok tetraciklinre valamennyi esetben érzékenyek voltak. Eritromicinre és
amoxicillinre az E allomanybdél 2, valamint az F allomanybdl izolalt térzs rezisztensnek
bizonyult. Tiamulinra 1, linkomicinre 4 Brachyspira-izolatum mérsékelt érzékenységet, a

tébbi érzékenységet mutatott (18. tablazat).

17. tablazat: Az izolalt Brachyspira-tdrzsek biokémiai tulajdonsagai

Allomény HCH HEH HFH

Torzs 9044 | 1I/12 | 1/28 | 11/29 | 1I/30 | 1I/35 | 1I/36 | 1I/40 | 11/41 | 11/42
Hemolizis | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge | gyenge
Indol - + - - - - + ] ] ]

Hippurat
hidrolizis + - + + - - - + - +
0-
galaktozidaz| + - + + - - - + + +
0-
glikkozidaz + + - - - + + + + +
gliikozidaz - + - - - + + - - -
fenotipis | pitosicoli | intemedia | pitosicoti | pitosicoli | pitosicoli | murdochii? | intermedia | pitosicoli? | pitosicoli? | pilosicoli?
genotipus | pitosicoli

18. tablazat: A novendék-kacsadllomanybol izolalt és vizsgalt Brachyspira-térzsek
gyogyszerérzékenysége

Hatarértékek Allomény
(ug/ml)
Hatéanyag E R "C" "E" "E"
kor: 4 hét | 7 hét 20 hét 32 hét 36hét | 5hét
tetraciklin <4 | >16 | 0,016 0,5 0,032 0,16 0,125 0,064
eritromicin | <32 | >32 [ 0,023 0,125 256 0,32 256 256
E E R E R R
linkomicin <4 | >32 1 16 8 0,25 8 16
E M M E M M
tiamulin <1 | >4 0,5 0,5 1 0,25 2 0,125
amoxicillin <8 >32 4 16 32 2 32 128
E M R E R R

Roviditések: E: érzékeny M: mérsékelten érzékeny R: rezisztens

49



5.2.3 Molekularis biolégiai vizsgalat

Az altalunk izolalt Brachyspira-trzsbél kivont DNS nox génjét megszekvenaltuk. Az
eredményezett szekvencian (939 bazispar [bp] hosszu szakasz) szamitdogépes programokkal
megallapitottuk a két restrikciés enzim (Bfml, Dpnll) RFLP mintazatat, amely megegyezett a
B. pilosicoli referens térzsnél leirttal (Bfml: 742 és 197 bp; Dpnll: 898 és 41bp hosszu
fragmensek). A homoldgia vizsgalatok alapjan az altalunk izolalt t6rzs egy nukleotiddal tért el
a CP002025 génbanki azonositéval ellatott B. pilosicoli 95/100 térzs szekvenciatél a vizsgalt

szakaszon. Aminosav szinten a két szekvencia azonos volt.

5.3 Felnétt hazityuk-allomanyokban tértént vizsgalatok
5.3.1 Kérbonctani vizsgalatok

A tollazat a tydkhullak végbél tajékan csapzott, hig bélsarral szennyezett volt.
Huzamosabb ideje fennalld6 hasmenés esetén a talpparna és az ujjak bére megvastagodott,
durva, egyenetlen fellletld volt, és gyakran berepedezett. Tébb esetben a berepedezés
helyén gyulladas és elhalas jelei latszottak (13. abra). A mellcsonti taraj és a végtagok

csontjai kbnnyebben metszhetdk voltak.

~

13. &bra: Brachyspirosisban megbetegedett tyuk talpbdre megvastagodott
és kirepedezett
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A maj és a vesék gyakran duzzadtak és halvany barnara elszinez6déttek voltak. A
vakbél és a remese-végbél kissé kitagult, és Uregében hig, sargas barna, tébbszdr
emésztetlen takarmanyrészeket is magaba foglalé tartalom mutatkozott. A bélnyalkahartya

megduzzadt, szakaszonként Kipirult és hurutos nyalka boritotta.

5.3.2 Kérszdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

A vizsgélatok soran a vakbél és a remese nyalkahartyajaban lymphocytakbdl,
histiocytakbol és heterophil granulocytakbdl all6 besziir6dést lehetett észlelni. Helyenként a
hamsejtek elfajulasa, levalasa is felismerhetd volt (14. abra). A kehelysejtek megduzzadtak
és fokozott mértékl szekrécio jeleit mutattak.

A hamréteg fellletén és a kitagult nyalkahartya-mirigyek Uregében, valamennyi
vizsgalt allatban, egyenként vagy csoportokban pozitiv immunhisztokémiai reakciét ad6 a
felismerni (15. abra). Ezen kivil coccoid és kilénb6zé méretd, palcika alaku baktériumok is
lathatok voltak. A makroszkopos vizsgalattal duzzadtnak és elszinez6doétinek latszott
majakban szdvettani vizsgalattal patolégias zsiros elfajulas, a vesékben pedig zonalisan
vagy diffuzan tubulonephrosis volt megallapithat6. A koénnyebben metszhet§ csontok
dekalcinalasat koévetben a kéregallomany és a csontgerenddk osteoporosisra utald

elvékonyodasa latszott.

} \J’-". } 1 "‘... N "y ae, ¥ . Py y -:.3? o .f % ‘: . .
14. abra: Brachyspirosisban megbetegedett tyuk vastagbél nyalkahartyaja
megszélesbedett, lymphocytakkal és histiocytakkal besziré6doétt, a

hamréteget hurutos nyalka boritja. (H.E.) 400x



15. &bra: Brachyspirosisban megbetegedett tojétyuk vastagbél

nyalkahartya mirigyének Girgében és a propridban hullamos alaku, pozitiv
immunhisztokémiai reakciét adé Brachyspira alakok. Immunhisztokémiai

reakcio 400x

5.3.3 Bakterioldgiai és antibiotikum érzékenységi vizsgalat.

A szivvéerbél és a majbol baktériumokat egy esetben sem lehetett kitenyészteni. A
remese é€s a vakbél nyalkahartyajardl aerob koéridlmények koézodtt a bélfléra kilonbozéd
alkotéelemei (E. coli, Enterococcus spp. stb.) fejlédtek. Parazitologiai vizsgalattal
kérokozdkat kimutatni nem tudtunk. Az elvaltozott bélszakaszok (vakbél, remese)
nyalkahartyajarél anaerob viszonyok kézétt 9 esetben (a ,G”, a ,H” és az ,I” allomanybél 3-3-
3) brachyspira térzset izolaltunk. Clostridium-fajok egyik mintabol sem fejlédtek. Az izolalt
Brachyspira-térzsek biokémiai tulajdonsagait az 19. tablazat tartalmazza.

Antibiotikum érzékenységi vizsgalat: A G allomanybdl szarmazo6 tdérzs valamennyi
vizsgalt antibiotikumra érzékeny volt. A H &llomanybdl nyert izolatum tetraciklinre és
amoxicillinre, az | allomanybdl kitenyésztett 3 brachyspira tiamulinra volt érzékeny (20.

tablazat).
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19. tdblazat: A feln6tt tyukallomanybol izolalt Brachyspira-torzsek biokémiai tulajdonsagai

G é4llomany H allomany I dllomany
hemolizis | gyenge | gyenge | gyenge erds eros gyenge eros erds eros
indol - - - -(H) -(+) - + + +
Hippurat- - + - - (+) - (-|—) + (_) - - -
hidrolizis
a- + + +(-) - - - - - -
galaktozidaz
a-glukozidaz + + + + + + + + +
B-glukozidaz - + -(+) + + + + + +
B B. B. B B. B. B.
Fenotipus B.spp | B.spp | . ; ) di hyodysen- | hyodysen- | . " hyodysen- | hyodysen- | hyodysen-
intermeaia teriae teriae mnocens teriae teriae teriae
Megjegyzés: zardjelben az irodalmi adatok alapjan az adott fajra jellemzd biokémiai
tulajdonsag, melyektdl az altalunk kitenyésztett térzsek eltértek.
20. tablazat: A felnott tyukallomanybol izolalt és vizsgalt Brachyspira-torzsek
gyogyszerérzékenysége
Hatarértékek Allomany
(ug/ml)
Hato’anyag E R "GH HHH "I"
B. intermedia B. hyodysen- B. hyodysenteriae
teriae
tetracyclin <4 >16 0,064 0,064 8 6 6
E E M M M
erythromicin| <32 >32 3 256< 256< | 256< | 256<
E R R R R
lincomycin <4 >32 2 16 16 16 16
E M M M M
tiamulin <1 >4 1 2 0,5 1 0,5
E R E E E
amoxicillin <8 >32 2 2 64 64 64
E E R R R

Roviditések: E: érzékeny M: mérsékelten érzékeny R: rezisztens
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5.3.4 Molekularis biolégiai vizsgalat

21. tablazat. Az altalunk tytkallomanyokbdl vizsgalt Brachyspira-térzsek nox specifikus
RFLP és a részleges nox gén szekvenciaval végzett DNS homoldgia vizsgalat eredményei.
A tablazatban a GenBankban nyilvantartott szekvencidk koziil az altalunk izolalt térzshoz
leghasonlobbakat tiintettiik fel.

Allomény és jelzés | RFLP Nox szekvencia homologia

,G” 1 torzs Brachyspira spp. 91,38 B. pilosicoli AF060808*

,G7 3 torzs Brachyspira spp. 91,38 B. pilosicoli AF060808*

,,G7 4 torzs B. intermedia 97,5 B.intermedia AF060811%*

,,H 1 tOrzs B. innocens 99,14°% B. innocens AF060804*

,»H” 2 torzs B. hyodysenteriae 100% B. hyodysenteriae AF060801*
,»H” 3 torzs B. hyodysenteriae 100% B. hyodysenteriae  AF060801*
17 1 torzs B. hyodysenteriae 100% B. hyodysenteriae  AF060801%*
17 2 torzs B. hyodysenteriae 100% B. hyodysenteriae  AF060801*
17 3 torzs B. hyodysenteriae 100% B. hyodysenteriae AF060801%*

* GenBank azonosito szam.

Towsend és mtsai (2005) az altaluk leirt cikk protokolljaban a kulénb6zé Brachyspira-
fajokat a nox génen alapulé PCR-el felerésitett termék két restrikciés enzimmel (Bfml, Dpnll)
térténd emésztésével kapott mintazat eredmények alapjan klénitették el egymastol.

Az altalunk izolalt Brachyspira-térzsekbdl kivont DNS nox génjét megszekvenaltuk.
Az eredményezett szekvencidkon (939 bazispar hosszl szakasz) szamitégépes
programokkal megallapitottuk a két enzim RFLP mintazatat, valamint DNS homolégia
vizsgalatokat végeztiink. A kapott RFLP mintazatok alapjan (21. tablazat) sikerult
azonositani a ,H” allomanyban 2 B. hyodysenteriae t6rzset (a két térzs valamint az ,I”
allomany 3 B. hyodysenteriae t6rzse szekvencia szinten azonos) és 1 B. innocens torzset, az
.” allomanyban 3 B. hyodysenteriae torzset valamint a ,G” allomanyban 1 B. intermedia
térzset. Az ,G” allomanybdl izolalt két masik Brachyspira spp. (a kettd, szekvencia szinten
egymassal egyforma) egyikét sem sikerilt faj szinten meghatarozni, mivel egy eddig
ismeretlen RFLP mintdzatot mutatnak.

Mig a B. hyodysenteriae, B. innocens, B. intermedia t6rzsek faji meghatarozasat a
DNS homolégiai vizsgalatokkal kapott magas értékek is alatamasztottak (21. tablazat) a két

Brachyspira spp. t6rzs esetében ez sem adott tovabbi tampontot.
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Kisérletes allatfertozés

5.4 Elso kacsakisérlet

5.4 .1 Klinikai vizsgalatok

A kisérlet soran egy esetben tértént elhullas (az elsé héten) a Il. csoportban. Ebben
az esetben paratyphust allapitottuk meg az elhullasi okaként. Hasmenés egyik csoportban
sem alakult ki. Az allatok testsulyvizsgalataval (16. abra) és a statisztikai probakkal (22.
tablazat) azt az eredményt kaptuk, hogy a kilénb6z8d kérokozokkal fert6zétt csoportok
testtdbmeg gyarapodasa kozétt egyik héten sem mutathaté ki statisztikailag szignifikans
kuldbnbség. Ezzel szemben a toxint tartalmaz6 és toxinmentes tapot fogyaszté csoportok
testtémege koz6tt mind a négy héten szignifikans kulénbség volt. A 2., 3. és utols6 héten az
adatok azt mutattak, hogy a testsuly szempontjabél a toxinetetés és fertézés kapcsolatban

(interakcidban) van egymassal.
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== B. pilosicoli

o+ «®+ B. alvinipulli
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—@— B. hyodysenteriae
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16. abra: Az elsé kacsakisérlet soran meért atlagos testtémeggyarapodas a kiilénb6z8

csoportok kdzott
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22. tablazat: Az els6 kacsakisérletben kapott testtomegértékek statisztikai
vizsgalatanak eredményei (p értékek; a=0,05)

1. hét 2. hét 3. hét 4. hét
fertdzott csoportok kozott* 0,16 0,08 0,93 0,11
més tapot fogyaszté csoportok kozsttx  %1%¥10° | 1,75%107°{3,62%107| 2,28*107"
kérokozo:toxin interakcid 0,13 0,003 5%10™ 0,0017

* A csoportok kozott kapott legalacsonyabb p érték van feltiintetve.
Sziirke hattérrel a szignifikdns eredmények lathatdak.

5.4.2 Koérbonctani és kérszévettani eredmények

Az Allatok kllsé vizsgalataval, a toxint tartalmazé tappal etetett csoportban,
valamennyi allatban a csérén, a talp bérén és a szajnyalkahartyan barna szaraz felrakddast,
a szdjuregben ezen kivil elhalast és fekélyképzbdést, valamint odaragadt
takarmanyrészeket is meg lehetett figyelni. Korszdvettani vizsgalattal ezeknek az allatoknak
a primer immunszerveiben (csecsem&mirigy, Fabricius-féle bursa) sorvadast és lymphocyta
kiurGlést lattunk. Szdvettani vizsgalattal a talp b6érén és a szaj nyalkahartyajaban a
tébbrétegl lapham elhalasat, az irharétegben és a submucosaban gyulladasos sejtes
besz(ir6dést, és baktérium alakokat Iehetett felismerni. Ezek az elvaltozasok a kisérlet 14. és
21. napjan voltak a legkifejezettebbek, a 28. napra a tlinetek mérséklédtek, de jelen voltak. A
vesék és majak nem mutattak kéros elvaltozast. A T-2 toxinos tappal etetett Brachyspira
pilosicoli-val és B. alvinipulli-val fert6z6tt csoportokba tartozé allatokban (Il és V. csoport) a
21. és 28. napon a vakbelekben hig, sargas, emésztetlen tartalmat lehetett latni. Egyéb

korjelz6 értéki elvaltozast nem lehetett regisztraini.

5.4.3 Immunhisztokémiai vizsgalatok

A vizsgalatok soran a fert6zést kdvetd 7. napon a B. pilosicoli-val és B. alvinipulli-val
fert6z6tt mindkét csoportban (I. és Ill. csop.), 1-1 allat vakbelében a bél mirigyeinek
Uregében a baktériumok megtelepedését lehetett latni. A 14. napon a B. alvinipulli-val
fert6z6tt madarak kézil egy allatban (lll. csop.) a vastagbélben és csip6bélben, a T-2
toxinnal etetett és B. alvinipulli-val fert6zott madarak kézil (IV. csop.) egy allatban a
vastagbelekben tortént kolonizacié. A 21. napon a vastagbelekben (lll. csop., 1 allat), a

vakbelekben (IV. csoport, 1 allat), a 28. napon pedig a vakbelekben (I. csoport: 1 allat; Ill.
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csoport: 1 éllat; IV. csoport: 1 allat) baktériumok megtelepedését lehetett latni (23. tablazat).

A t6bbi csoportban (V.-X.) nem lattunk kolonizaciét.

23. tablazat: Az elsO kacsakisérlet immunhisztokémiai eredményei

Fert6zéstol szamitott

Csoportok 7. nap 14. nap 21.nap |28.nap
B. pilosicoli 1/3 (¢) 0/3 0/3 1/3 (c)
B. pilosicoli + T-2 toxin 0/3 0/3 0/3 0/3
B. alvinipulli 1/3 (c) 1/3 (i,c,cr) | 1/3 (c,er) | 1/3 (¢)
B. alvinipulli + T-2 toxin 0/3 1/3 (c,cr) | 1/3 (¢) 1/3 (c)
B. hyodysenteriae 0/3 0/3 0/3 0/3
B. hyodysenteriae + T-2 toxin |0/3 0/3 0/3 0/3
B. intermedia 0/3 0/3 0/3 0/3
B. intermedia + T-2 toxin 0/3 0/3 0/3 0/3
Csak T-2 toxin 0/3 0/3 0/3 0/3
Kontroll 0/3 0/3 0/3 0/3
roviditések: x/y: pozitiv allatok/vizsgalt allatok

1: csipObél

c: vakbél

cr: remeseveégbél

Az IH pozitiv mintakban a baktériumok a bél Uregében és a bélnyalkahartyan
egyesével vagy csoportokban, a Liberkihn mirigyek Uregében csoportokban voltak
kimutathaték. Néhany esetben a brachyspirak a propriarétegben, ritkdn a submucosaban is
felismerhetbek voltak. Az adatok szerint a T-2 toxinnal etetett és a toxinmentes tapon tartott
csoportok  kézétt nem  volt lathatd kildnbség sem a baktériumok szamat sem

elhelyezkedését illetéen.

5.4.4 Bakteriologiai vizsgalatok

Az |. csoportbol a Brachyspira pilosicoli visszaizolalasa (egy ill. két allatbol)
valamennyi mintavételi alkalommal sikeres volt, mig a T-2 toxinnal is etetett csoportbdl (I1.
csop.) egy alkalommal sem tudtunk kérokozoét kitenyészteni (24. tablazat). A B. alvinipulli-val
fert6zo6tt csoportban (Ill.) a 7., 14., 21. és 28. napon is visszaizolaltuk a baktériumot, a T-2
toxinnal szennyezett takarmanyt is fogyasztd allatoknal ez csak a 7. és 14. napon sikerdlt. A

tébbi csoportban (V-X.) brachyspirakat kitenyészteni nem tudtunk.
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24. tablazat: ElsO kacsakisérlet bakteriologiai tenyésztési eredményei

Fert6zéstol szamitott

Csoportok 7. nap 14. nap 21.nap |28. nap
B. pilosicoli 1/3 (cr) 1/3 (¢) 2/3 (c) 1/3 (¢)
B. pilosicoli + T-2 toxin 0/3 0/3 0/3 0/3

B. alvinipulli 3/3 (c) 3/3 (c, cr) [2/3 (c,cr) | 1/3 (c)
B. alvinipulli + T-2 toxin 1/3 (c,cr) [2/3 (c,cr) |0/3 0/3

B. hyodysenteriae 0/3 0/3 0/3 0/3

B. hyodysenteriae + T-2 toxin | 0/3 0/3 0/3 0/3

B. intermedia 0/3 0/3 0/3 0/3

B. intermedia + T-2 toxin 0/3 0/3 0/3 0/3
Csak T-2 toxin 0/3 0/3 0/3 0/3
Kontroll 0/3 0/3 0/3 0/3
roviditések: x/y: pozitiv allatok/vizsgalt allatok

c: vakbél
cr: remesevégbél

5.5 Masodik kacsakisérlet

5.5.1 Klinikum, kérbonctan, korszdvettan, immunhisztokémia

A kisérlet folyaman két elhullas tértént. Az egyik a kacsaeredet(i B. hyodysenteriae-

vel fert6z6tt csoportban (1. csop.) a fert6zést kovet6 3. napon (az elhullasi ok
sziktdmlérepedés), a masik pedig a libaeredetl B. hyodysenteriae-vel fertézott csoportban a
2. héten (colibacillosis). Klinikai tiineteket a kisérlet folyaman egyik csoportban sem lehetett
latni. Testtdmeg méréssel a csoportok kozétt sem egyedi szinten, sem csoportok
atlagolasaval nem latszott kilénbség. Koérbonctani és korszévettani vizsgalattal koérjelzé
értékd elvaltozdas nem volt észlelhet6. Az immunhisztokémiai vizsgalatok is negativ

eredménnyel zarultak.

5.5.2 Bakterioldgiai vizsgalatok

A kacsaeredetl Brachyspira hyodysenteriae-vel fert6zétt csoportban (1. csop.) a
kérokozét alkalmanként egy vagy mindharom allatbdl valamennyi mintavételi alkalommal
visszaizolaltuk. A tyukeredetl torzsekkel fert6zott csoportban (3. csop.) a 2. és 4. héten
valamennyi allatbdl, a sertéseredeti térzsekkel fertézéttben pedig a 4. héten egy allatbdl volt

kitenyészthetd a kérokoz6. A kacsaeredetl B. intermedia-val fert6zott allatok esetében (5.
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csop.) az el6zb kisérlethez hasonléan most is negativ eredményt kaptunk, valamint a
libaeredetl B. hyodysenteriae-vel fert6zott és a fertézetlen csoportban (2. ill. 6. csoport) sem

volt a baktérium kimutathato6 (25. tablazat).

25. tablazat: A masodik kacsakisérlet soran visszaizolalt korokozok szama

1. hét 2. hét 4. hét
1. csoport (kacsaeredet) 1/3 (c) 3/3 (c, cr) 1/3 (¢)
2. csoport (libaeredet) 0/3 0/3 0/3
3. csoport (tyukeredet) 0/3 3/3 (c, cr) 3/3 (¢, cr)
4. csoport (sertéseredet) 0/3 0/3 1/3 (c, cr)
5. csoport (B. intermedia) 0/3 0/3 0/3
6. csoport (kontroll) 0/3 0/3 0/3
roviditések: x/y: pozitiv allatok/vizsgalt allatok

c: vakbél

cr: remesevégbél

5.6 Csibekisérlet

5.6.1 Klinikum, kérbonctan, korszdvettan, immunhisztokémia

A Kkisérlet sordn két spontan elhullas tértént. Az egyik esetben a 4. napon az A
csoportban (tyukeredetl B. hyodysenteriae) kelésgyengeséget allapitottunk meg, mig a 4.
héten a D csoportban (sertéseredetli B. hyodysenteriae) colibacillosis volt az elhullasi ok.
Klinikai tineteket, valamint kérbonctani és kérszdvettani elvaltozasokat egy allatban sem
lehetett megfigyelni. A testtdmeg gyarapodast tekintve a csoportok kozoétt kimutathato

kuldnbség nem volt. Immunhisztokémiai vizsgalattal valamennyi allat negativnak bizonyult.

5.6.2 Bakteriologiai vizsgalat

A szajon at tyukeredetl B. hyodysenteriae-vel fertéz6tt csoportban (A csop.) az 1.
héten egy allat vastagbeleibél, a kloakan at fert6zétt csoportban (B csop.) pedig szintén az 1.
héten két allat vastagbeleibdl sikerllt a korokozoét visszaizolalni. Ezekben a csoportokban
mas mintavételi idépontokban, illetve a tébbi csoportban baktériumot kitenyészteni nem
tudtunk (26. tablazat).
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26. tablazat: A csibekisérlet soran visszaizolalt korokozok szama

1. hét 2. hét 4. hét
A. csoport (tyukeredet po.) 1/3 (¢) 0/3 0/3
B. csoport (tytukeredet klodkan at) 2/3 (c) 0/3 0/3
C. csoport (kacsaeredet) 0/3 0/3 0/3
D. csoport (sertéseredet) 0/3 0/3 0/3
E. csoport (kontroll) 0/3 0/3 0/3
roviditések: x/y: pozitiv allatok/vizsgalt allatok

c: vakbél
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6. Megbeszélés

A madarak intestinalis spirochaetosisa (AlS) enteralis tinetekkel (hasmenéssel) és a
vastagbelek (vakbél, colorectum) gyulladasaval jaré betegség, amely bizonyos fajokban
(nanduban, ludban, kacsaban) a sertésdysenteriahoz hasonl6 sulyos foku elhalasos
vastagbélgyulladassal és nagymérték(i elhullassal jar. Nemzetkdzi adatok alapjan a
betegség féként a tojotyuk-allomanyokat sujtja, ahol enyhe vagy mérsékelt sulyossagu, idilt,
makacsul recidivald hasmenést okoz (Davelaar és mtsai 1986; Dwars és mtsai 1989;
McLaren és mtsai 1996). Az AIS alattomosan jelentkez6, hosszu tdvon komoly gazdasagi
karokat okoz6 betegség. Az Egyeslilt Kiralysagban a betegség altal okozott veszteségek a
baromfiipar éves termelésének 1,5%-at tették ki (Burch és mtsai 2006). Hazai
allomanyokban mar az ezredforduldn beszamoltak klinikai AlS-rol pulykékban és libaban
(Dobos-Kovacs 2001), majd nemzetkdzi szinten el6sz6r Magyarorszagon kézoélték libaban a
brachyspirosist (Nemes 2006). Naposlibaban vizsgaltdk a kérokoz6 (B. alvinipulli)
kolonizaciés képességét (lvanics és mtsai 2007). A hazankban és kilf6ldon a hazikacsa
brachyspirosisarél korabban nem volt tudomasunk. Svédorszagban vadaszati célokra
tenyésztett tinetmentes tékés récek fertézottségérdl, és napos récék kisérletes fertézésérél
szamoltak be (Jansson és mtsai 2004, 2009b). Hazikacsak intestinalis spirochaetosisanak
leirdsa ugyancsak hazankban tértént (Glavits és mtsai 2011), majd a beteg kacsakbal izolalt
Brachyspira-tdrzsekkel naposkacsakat fert6ztunk (Thuma és mtsai 2011a). A
naposkacsakban a Brachyspirak megtelepedésének igazolasa utan felmertlt a kérdés
bennunk, hogy ha felnétt korban klinikai megbetegedés van, és a napos 4éllatok sikerrel
fertézhetéek, akkor névendékkorban jelen van-e a fert6zottség, és esetleg megnyilvanul-e
klinikailag valamilyen formaban (Thuma és mtsai 2011b). Hazankban hazi hushibrid, majd
tojohibrid hazityuk-allomanyban is megallapitottuk az AlS-t (Ivanics és mtsai 2009).

Kutatasunk tervezésekor tébb célt tiztink ki magunk elé. Adatokat kivantunk gydijteni
a korkép hazai el6fordulasardl kacsaban és tyukokban. Tekintettel arra, hogy a klinikai
tunetekben és elhullasokban megnyilvanulé AIS-t felnétt tojastermeld allomanyokban
észleltilk, ezért adatokat kerestink a kilénbdz6 korcsoportokban el6forduld esetleges
fert6zottségére. A talalt koérbonctani és korszdvettani elvaltozasokat Osszevetettik a
kulénbdzb kiegészitd vizsgalatok (klasszikus bakterioldégia: tenyésztési tulajdonsagok
fenotipus (biokémiai) analizis, immunhisztokémia, PCR maodszerek: genotipus analizis)
eredményeivel, és kerestik azt, hogy ezek a moddszerek hogyan és milyen mértékben

segitenek a betegség oktani diagnoézisanak a feldllitasaban. Vizsgalatokat végeztiink az
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egyes allomanyokbdl kitenyésztett kilénb6zé Brachyspira-fajok gyogyszerérzékenységét
illetéen is.

Elért eredményeink szandékaink szerint felhiviak a figyelmet a kilénb6zé
baromfifajokban a betegség eléfordulasara, segitséget nydjtanak a koérfejlédés
megismerésében, a koérhatarozasban és a komplex védekezési mddozatokon belll az

esetleges gyogykezelés megvalasztasaban.

6.1 Felnétt hazikacsa-allomanyokban tértént megfigyelések

Sulyos lefolyasu, elhalasos vastagbélgyulladassal és elhullassal jard AlS-t libadban és
nanduban irtak le eddig (Hampson és Swayne 2008). Nemes és misai (2006) hazai
libadllomanyban a betegséget kdvetkezetesen az elsd tojastermelési ciklusukat befejezd,
vedleni kezdd tojokban észlelték. Az A allomanyban 1500 tojé 28%-a hullott el 8 hét alatt, a
B allomanyban a 4500 toj6 18%-a pusztult el 12 hét alatt. Az érintett allatokban kifejezett
veseelfajulassal és kévetkezményes kdszvénnyel jard vérzéses elhalasos remesevégbél- és
fibrines-elhalasos vakbélgyulladast lattak. Az elvaltozott bélszakaszokban spirochaetak
jelenlétét igazoltak. Korszdvettani vizsgalattal a vastagbelekben hamelhalassal és a propria
rétegben gyulladasos-sejtes beszir6déssel és vérzésekkel jarod elvaltozasokat tapasztaltak.
Néhany esetben az elhalas a propriaréteg fels6 harmadara is raterjedt. A vesékben a
tubularis vesehamsejtek degeneraciét mutattak, intertubularisan pedig zonalis vagy diffuz
fibroblast proliferaciot, valamint a glomerulusok sorvadasat és mészkonkrementumokat
lehetett latni. A majban lymphohistiocytas interstitialis gyulladas volt megfigyelheté.
Fajmeghatarozassal 10 izolalt térzs kdzll 9 Brachyspira alvinipulli-nak, egy pedig B.
hyodysenteriae-nek bizonyult.

A Brachyspira genusba tartozd baktériumok kézul kilénb6z8 madarfajokban ez idaig
a B. hyodysenteriae, B. intermedia, B. pilosicoli és B. alvinipulli bizonyult patogénnek.
Néhany esetben ezen kivil B. innocens, B. murdochii, vagy eddig nem meghatarozott
térzsek kerlltek még a béltartalombdl izolalasra (Hampson és Swayne 2008).

Feln6tt kacsakban végzett sajat vizsgalatainkkal sulyos foka AlS-ra jellemzé
bélelvaltozasokat lattunk, kérokozoként a B. hyodysenteriae-t és a B. pilosicoli-t tudtuk
azonositani. A betegséget kacsaban kdvetkezetesen az elsé tojastermelési ciklus alatt, egy
esetben az elétt lattuk. Ugy tlnik, hogy az AIS manifesztalédasaban liba- és
kacsaallomanyokban a tojok szervezetének a tojasrakassal 6sszefiggd legyengilése
jatszhat hajlamosit6é szerepet. Mas fajokban is jellemz6, hogy az AlS klinikai tiinetei gyakran
hajlamositd tényezdk, egyebek kozt tojéallomanyokban, a vedléssel egyitt jaré stressz

hatasara jelennek meg (Kouwenhoven 1993; Swayne és mtsai 1992, Trampel és mtsai
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1994). Ugyanazon a telepen tartott idésebb (masodik vagy harmadik tojociklusu
allomanyokban) a betegség nem, vagy csak ritkan fordult elé. Ez a fogékonysag korral valé
csOkkenésére, vagy kifejlédé immunitasra utalhat. Az irodalom tanulmanyozasa nem nyuijt
elegendd tampontot a kérdés elddntéséhez. Nanduk B. hyodysenteriae fertézése esetén is
sulyosabb megbetegedést tapasztaltak fiatal névendék allatokban, mint felnéttekben
(Sagartz és mtsai 1992). Ugyanakkor a tojétyuk-allomanyokban a brachyspirakkal val6
kolonizacié mértéke a kor elérehaladtaval nétt (Stephens és Hampson 2001). A fert6zéssel
szemben kialakul6 immunitas természetérél is ellentmondoéak az irodalmi adatok. Sokszor
nem mutathatok ki ellenanyagok fertézoétt allatokbol, maskor olyan madarakban jelentek meg
az ellenanyagok, melyekbdl brachyspirakat nem lehetett kitenyészteni (Stoutenburg 1993).

Az AIS kacsakban fibrines-elhalasos typhlocolitis és kifejezett veseelvaltozas
(tubulonephrosis és interstitialis fibrosis) formajaban jelentkezett. Az esetek tdbbségében az
elvaltozott bélcsatorna mélyén spirochaeta alakokat lehetett latni, és onnan a koérokozot
izolalni is lehetett. Ezek a megfigyelések arra engednek k&vetkeztetni, hogy a
spirochaetaknak oktani szerepiik volt a betegség kialakulasaban, de ez nem zarja ki az
esetleges egyéb anaerob flora (pl. Clostridium spp.) sulyosbit6 szinergista hatasat (Hampson
és Swayne 2008). Ha voltak is jelen ilyen kérokozdk, nekiink egyetlen egy esetben sem
sikerilt izolalni. Nemes és mtsai (2006) ludakban gyakran talalkoztak a béltartalombol
izolalhaté Trichomonas-fajokkal, kacsaban azonban nem talaltunk ilyen fertézéttséget.

A kilonfele madarfajok koézil libdakban és kacsakban a vastagbélszakaszok
sulyosfokl kérbonctani és korszdvettani elvaltozasai megegyeznek a sertésdysenteria
esetén lathatd elvaltozasokkal (vérzéses-elhalasos vastagbélgyulladas). A sertésekben
elé6forduld hasmenés mint vezetd tliinet azonban a beteg viziszarnyasokban nem észlelheté.
Tojétyukokban viszont a hosszl ideig fennall6 és gyogykezelések utan ismét visszatérd
hasmenés volt a jellemzé tinet. Ugyanakkor a vastagbélgyulladas enyhébb mértékd volt. A
nyalkahartya elhalasos-vérzéses elvaltozasa nem alakult ki, és az elhullas sem volt jelent6s
mértékli. A vesefibrosissal és mészkonkrementumok képz6édésével jaré sulyosfoku
karosodas, a kilénbdzb fajok intestinalis spirochaetosisa esetén csak viziszarnyas fajokban
(lud, kacsa) fordult elé. A sulyos vesekarosodas magyarazata talan abban keresendé, hogy
a libak és kacsak fokozottabban érzékenyek a kivalasztd rendszert ért karos hatasokra (mint
ahogy érzékenyebbek a dehidraciora is), és/vagy a karosodott bélnyalkahartyan olyan
toxikus anyagok szivédnak fel, melyek karositjak az allat veséit. Ez utébbi feltételezést
latszik alatamasztani, hogy a majban és a vesében amyloidlerakddast gyakran lehetett
talalni. Ezen kivll kacsak esetén az iziletek elvaltozdsai is kialakultak és esetenként
baktériumokat is ki lehetett tenyészteni, de gyakrabban az bakteriol6giai eredmény negativ

volt.
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A Brachyspira-fajok tipikusan lugos és savas foszfataz, észteraz, lipaz, pB-
galaktozidaz, és foszforilaz aktivitassal birnak (Stoutenburg 1993). Fenotipus szerinti
meghatarozashoz ezért a p-haemolizis erésségét, az indoltermelést, a hippurat hidrolizist,
illetve az a-galaktozidaz valamint az a- és B-glikézidaz aktivitas meglétét vagy hianyat
regisztraljuk. Ez azonban nem eléggé egzakt médszer a fajmeghatarozashoz, éppen ezért
szukséges specifikusabb molekularis technikakat alkalmazni, hogy informaciot nyerjink a
kérokozé fajarol, és a filogenetikai tulajdonsagair6l (Bano és mtsai 2008; Feberwee és mtsai
2008, Hampson és Swayne 2008). Feberwee és mtsai (2008) arrdl szamoltak be, hogy az
altaluk kitenyésztett 73 Brachyspira-izolatum kevesebb, mint felét sikerllt azonositani
biokémiai fenotipus meghatarozassal, mig az izolatumok 94,8%-at sikeresen azonositottak a
baktériumok DNS-ének PCR és szekvencia analizisével. Ismert, hogy — kulléndsen
madarakban — a Brachyspira-fajok meghatdrozdsa még a felsorolt mdbdszerek
igénybevételével sem sikerll minden esetben. Bar vannak hagyomanyos laboratériumi
diagnosztikai és molekularis modszerek is a fajmeghatarozashoz, mindegyiknek megvannak
a maga korlatai és hatranyai (Jansson 2009a).

A két felnétt kacsaallomanybdl szarmazé 15 Brachyspira-izolatumbél 9-et sikerilt
egyértelmien, fenotipizalassal és genotipizalassal is egybehangzéan azonositani.
Valamennyi biztonsaggal azonositott térzs vagy B. pilosicoli-nak, vagy B. hyodysenteriae-
nek bizonyult. A nem egyértelmien azonositott térzsek kézul a 21330/2-es jelzési izolatum
(A allomany) nagy hasonlésagot mutat a referencia B. intermedia térzzsel (99% aminosav
hasonlésag: 298 aminosavbél 1 aminosavban tér el), tovabba filogenetikailag szorosan
kapcsolédik a Brachyspira intermedia genetikai csoportjdhoz, és a Bfml restrikcids profilja is
megegyezik a Townsend és mtsai (2005) altal kézolt B. intermedia profillal. Egy néma
mutacié miatt a Dpnll restrikcikciés mintazata hianyzik, ezért ez az izolatum eltéré profilt
mutat (898, 41), mint a GenBankban fellelhet6 B. infermedia szekvencia adatok.

A 24916/1-es térzs (A allomany) egy Townsend és mtsai (2005) altal vizsgalt (701 és
802-es madar) izoldtumhoz hasonlé restrikciés mintat mutat. Ezt egy uj fajnak, a ‘B. pulli-nak
javasoltdk azonositani. A GenBank adatbazisaban sajnos nincs erre vonatkozé elérheté nox
gén szekvencia, ami lehetévé tenné a szekvenciak &sszehasonlitdsat és tovabbi
koévetkeztetések levonasat. A 10363/4 és a 10363/6 (B allomany) térzsek B. hyodysenteriae-
nek megfeleld restrikcids profil mintazatot mutatnak. Szekvencia analizissel azonban nagy a
hasonlésag a B. alvinipulli-val (91% nukleotid és 95% aminosav hasonlosag), ezért nehéz
megallapitani, hogy tulajdonképpen melyik Brachyspira-fajrél is van tulajdonképpen sz6. A
9757/1-es térzs esetében nagy hasonldésagot lehetett latni a Rasback és mtsai (2007) altal
javasolt 0 fajjal a B. suanatina-val, melyet sertésekbdl és t6kés récékbdl izolaltak. Az
izoldtum azonban egy uj Bfml nox gén restrikciés profilt mutat, amelyet korabban

meghatarozott fajokban eddig nem lattak. Annak ellenére, hogy a 24916/2-es izolatum
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fenotipusos profilja irodalmi adatok alapjan nem egyezik a B. suanatia-val, genotipizalassal
azonban ennek volt meghatarozhaté. A B. suanatina egy meglehetésen Uj fajnak mindsdil,
nem izolaltdk és tanulmanyoztak még elég szamban. Elképzelheté hogy nincs még elég
tapasztalat a biokémiai profiljanak a meghatarozasahoz.

A feln6tt kacsaallomanybdl izolalt térzsek valtozatossaga Ujabb bizonyitékot
szolgaltat arra, hogy madarak bélflorajabél egyedileg mennyire kilénbézé Brachyspira-fajok
izolalhaték. Ez természetesen zavarja a fenotipizalast és a genotipizalast is. Feberwee és
mtsai (2008) szerint vegyes fléra gyakran eléfordul, viszont az elvaltozasokat tébbnyire egy
(vagy tébb) pathogén faj okozza. Ez 6sszhangban van azzal, hogy mi egy allomanybdl, sét
egy allat kilébnbdzd bélszakaszaibdl is gyakran mas-mas Brachyspira-fajnak meghatarozott
torzset tenyésztettiink ki. Ezért AlS jarvanykitérésekor — amennyiben az oktani diagnoézist faji
szinten akarjuk (vagy sziikséges) meghozni — tébb mintat is sziikséges elemezni. Az
elemzéshez azonban nem elég egy modszert hasznalni. Az adott egyedben és a
megbetegedett allomanyban a klinikai tinetek ill. a koértani elvaltozasok elbidézésével
Osszefliggésbe hozhatd Brachyspira-fajt a klasszikus és modern moédszerek eredményeit
egybevetve komplex megkdzelitéssel — allomanyszinten tébb beteg egyed vizsgalataval —
sziikséges meghatarozni.

A két allomany olnapléjanak és az idéjarasi archivumbdl (www.met.hu/omsz) nyert
adatok Osszevetésével latszik, hogy az elhullasok megemelkedése a csapadékcsucsokat
kévetd két héten belll tortént. Gyakorlatban dolgozd kollégak alatamasztottak a
megfigyelést. EImondasuk alapjan pl. a ,B” allomanyban egy kora nyari frontbetérés utan
témegessé valt az elhullas, és az esetek tulnyomo részében AlS volt a diagnézis. Ez felhivja
a figyelmet az allatok altalanos ellenalloképességét negativan befolyasolé stressztényezék,
hajlamosito tényez8k szerepének fontossagara.

A betegség hazai el6fordulasardl, gyakorisagardl még csupan kisszamu adatunk van.
Az intézetinkbe kuldott vizsgalati anyagok eredményei arra utalnak, hogy az intestinalis
spirochaetosis a felnétt korban jelentkezé leggyakoribb kacsabetegségek kozé tartozik. A
betegséget az elsé két megallapitast kdvetben tébbszdr diagnosztizaltuk. Hazikacsaban
felnétt korban 2008-ban 9, 2009-ben 3, 2010 évben pedig 4 allomanyban Kkertilt
megallapitasra. Az érintett telepeken tovabbra is az elhullasok megemelkedése hivta fel a
figyelmet az AlS-ra. Terlletileg 10 esetben Bacs-Kiskun, 6 esetben Szabolcs-Szatmar-Bereg
megyébdl érkezett a vizsgalati anyag. Az esetek tulnyomd tébbségében a korabban
ismertetett elvaltozasok fordultak el6. Tovabbra is a veseelfajulas (67% ill. 78%), az
elhalasos vastagbélgyulladas (61%) és a majamyloidosis (56%) volt a leggyakoribb, azonban
ezek tdbbnyire nem egyszerre jelentkeztek. Néhany esetben volt lathatd izuletgyulladas

(39%). A kronikus vesekarosodas 22%-ban vesefibrézishoz, 11%-ban pedig zsigeri
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koszvényhez vezetett. A korokozok jelenlétét a bél nyalkahartyajan immunhisztokémiai
modszerrel igazoltuk.

Brachyspira tenyésztést, a korabban ismertetett két allomanyon kivil, 8 esetben
kiséreltink meg a béltartalombél, és valamennyi pozitiv lett. Rezisztenciavizsgalatot ezek
kézil 6 izolatumbél végeztiink. Valamennyi tenyészet érzékeny volt tetraciklinre, mig
linkomicinre 4, amoxicillinre és tiamulinra 3, eritromicire 1 térzs bizonyult érzékenynek.

Erdekességként megemlitem, hogy egy Veszprém megyébdl madarinfluenza
vizsgalatra bekildott elhullott bitykés hattyuban (Cygnus olor), hurutos vastagbélgyulladast
észleltink. A vastagbél nyalkahartyajan immunhisztokémiai vizsgalattal valamennyi
vastagbélszakaszban brachyspira-kolonizaciét lehetett megfigyelni (a madarinfluenza

kérokozo kimutatas negativ eredményre vezetett).

6.2 Novendékkacsa-allomanyokban tortént vizsgalatok

Kacsaban az intestinalis spirochaetosis felnétt korban jelentkezé betegség, de napos
allatok is bizonyitottan fert6zhetéek, amelyek eredményeként a bevitt Brachyspira-torzs
kolonizalédik a vastagbelek nyalkahartyajaban. Felmertlt a kérdés, hogy természetes
korilmények kozétt tartott, nagylétszamu ndvendékkacsa allomanyokban kimutathaté-e a
brachyspira-fertézéttség, és ez szerepet jatszhat-e az A&llatok egészségi allapotanak
veszélyeztetésében. Ezért a vizsgalati idészakban az intézetbe kuldétt névendékallatokat
(kacsak, libak, csirkék) diagnosztikai vizsgalata soran brachyspira-fertézéttségre is
kiterjesztettik a vizsgalatokat.

Négy-héthetes, természetes kérilmények kozétt tartott, nagy létszamu (7.000-
15.000) névendékkacsa allomanyokban a brachyspira-fertézéttséget az elhullott allatok
vastagbél nyalkahartyajdban immunhisztokémiai, baktériumtenyésztéses és molekularis
biolégiai vizsgalatokkal igazoltuk. A kilénb6éz6 anyagokbol szarmazd 10 izolalt Brachyspira-
térzs tbbbsége (7 eset) B. pilosicoli-nak volt meghatarozhaté.

Az elhullott allatok koérbonctani és koérszévettani vizsgalata sordn az intestinalis
spirochaetosisra jellemzé vastagbél elvaltozasok (fibrines-elhalasos gyulladas) enyhébb
formaban voltak felismerheték, mint ami a felnétt kacsak brachyspirosisa esetén lathato.
Emellett két allomanyban takarmanyozasi artalomra gyanuat kelté maj- és veseelvaltozasokat
(majelfajulast, heveny tubulonephrosist), egyben kacsa circovirus fert6zottséget, egyben
anatipestifer betegséget, és egyben nem megfelel6 tartasi kdériilményekre jellemz6 leleteket

(pl sarral és tolltetvekkel szennyezett toll stb.) is meg lehetett allapitani.
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Ezenkivll fiatal 32 és 36 hetes tdrzskacsa-allomany megismételt vizsgalataval
fibrines-elhalasos vastagbélgyulladast és szubakut nephropathiat — azaz a felnétt
térzsallomanyok brachyspirosisara jellemzé elvaltozasokat — is megfigyeltink.

Az eddigi eredmények alapjan ugy tlinik, hogy a napos életkoru madarak
brachyspirakkal tortént fert6z8dése utan a koérokozd kolonizalhatja a vastagbelet és
tinetmentes fertézottség alakul ki. Noévendékkorban az Aaltalanos ellenalléképességet
csOkkentd hatasok kovetkeztében és mas betegségekhez tarsulva a brachyspirak
elszaporodhatnak a vastagbelekben, és szerepilk lehet vastagbélgyulladas el6idézésében,
valamint az egyéb eredeti veszteségek mértékének alakitasaban. Onallé
megbetegedéseket és elhullasokat kacsaban - hajlamosité tényez6k hatasara - legkorabban
a tojasrakasi id6szak el6tt észleltlink. Ekkor az elhullott allatokban sulyos foku vastagbél-, és
veseelvaltozast (a kacsak ©6nallé brachyspirosisara jellemzd elvaltozasokat) lehetett
felismerni.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a brachyspira-fertézéttség kialakulasara
ndvendékkacsa allomanyokban a nem megfeleld tartasi kérilmények, az etetett takarmany
mikotoxinokkal toértént szennyez6dése, vagy immunszuppressziv hatasu (pl. circovirus)
fertézés hajlamosithat. Az intestinalis spirochaetosis gyakran mas betegségekkel egyutt
fordul el6, emiatt a ndévendékkori kacsaelhullasokban a kértani jelent6séget az emlitett
tényez6k és az adott allomanyban jelenlévé egyéb megbetegedések egyittes figyelembe
vételével célszerl értékelni.

Egyéb allatfajban (csirke és liba) névendék korban nem talaltunk eddig brachyspira-

fertézéttséggel 6sszefliggésbe hozhaté megbetegedést.

6.3 Felnétt hazityuk-allomanyokban tortént megfigyelések

Tojotyuk-allomanyokban mar a 80-as években észleltek AIS-t a vilag fejlett
baromfitarté orszagaiban, igy az USA-ban, Angliaban, Hollandiaban, Ausztralidban (Swayne
és McLaren 1997). Hazityukban valamennyi, madarakra pathogénnek tekintett Brachyspira-
faj kimutatasra kerilt, amelyek koérokozé szerepe kisérletes fertézéssel is beigazolodott
(Bano és mtsai 2008, Swayne és McLaren 1997, Hampson és McLaren 1999, Feberwee és
mtsai 2008). A tovabbi kimutatott térzsek kdzll a B. innocens és a B. murdochii kértani
szerepe tisztazatlan (Bano és mtsai 2008; Dwars és mtsai 1989; McLaren és mtsai 1996).

Feberwee és mtsai (2008) széleskorli felmérd jellegli vizsgalataikat 25
megbetegedett tojotyuk-allomanyban végezték, amelyekbdl 73 Brachyspira-térzset (B.
intermedia-t, B. pilosicoli-t, B. alvinipulli-t, B. innocens-t, B. murdochii-t és B. hyodysenteriae-

t) izolaltak. A meghatarozds az egyes torzsek biokémiai tulajdonsagainak és DNS
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szekvencidjanak vizsgalatan alapult. Figyelemre mélt6, hogy az izolalt térzsek kevesebb,
mint 50%-at lehetett csupan a biokémiai tulajdonsagaik alapjan tipizalni. Diagnosztikai
szempontbdl tovabbi Iényeges megallapitas volt, hogy egy allomanyon belul, sét, egy
tojotyuk bélcsatornajabdl is tdbb kulonbdzdé Brachyspira-fajt sikerilt kimutatni, ami a
betegség kérhatarozasa soran (kacsakhoz hasonldéan) egyidejlileg tébb minta vizsgalatanak
és esetenként higitasanak szikségességét tamasztja ala.

A tojotyukok intestinalis spirochaetosisa sordn a gazdasagi veszteség - a
viziszarnyas fajokkal szemben — nem elsésorban az elhullasokbdél, hanem féként a
tojastermelés csdkkenésébdl, az alom és a kdrnyezet bélsarral t6rténd szennyezddésébdl,
az allomany legyengilésébdl addodik. A klinikai tiinetek megjelenésének sulyossaga
Osszefiigg az allomany ellenalld képességét cstkkentd kuldnféle hatasok mértékével (Bano
és mtsai 2008).

Sajat eseteinkben a kérhatarozas a jarvanytani adatok, a klinikai tiinetek és a
kérbonctani elvaltozasok figyelembevétele mellett a kérokozonak a bélnyalkahartyaban
térténd in situ kimutatasan (immunhisztokémia), szelektiv taptalajok segitségével tértend
kitenyésztésen és biokémiai tulajdonsagainak, valamint genetikai struktdrajanak PCR
modszerrel t6rténé meghatarozasan alapult. A kitenyésztett térzsek meghatarozasa soran,
Feberwee és mtsai (2008) tapasztalataihoz hasonldéan, mi is csak az izolalt térzsek egy
részét tudtuk biokémiai tulajdonsagaik alapjan azonositani. A 22. tablazatban feltintettuk,
hogy izolatumaink mely biokémiai tulajdonsagokban térnek el az adott faj tébbségére
jellemz6 viselkedéstol.

Az altalunk vizsgalt ,H” allomanyban 2 B. hyodysenteriae és 1 B. innocens, az I’
allomanyban 3 B. hyodysenteriae, a ,G” allomanyban pedig 2 Brachyspira spp. és 1 B.
intermedia térzset hataroztunk meg. A ,G” allomanybdl izolalt két masik Brachyspira spp. (a
kettd, szekvencia-szinten egymassal egyforma) egyikét sem sikerult faji szinten
meghatarozni, mivel egy eddig ismeretlen RFLP mintazatot mutatnak. Mig a B.
hyodysenteriae, a B. innocens, a B. intermedia toérzsek faji meghatarozasat a DNS
homoldégiai vizsgalatokkal kapott magas értékek is alatamasztottak, a két Brachyspira-torzs
esetében ez sem adott tovabbi tampontot.

Ez a vizsgalat megerésitette a holland szerzék eredményeit (Feberwee és mtsai
2008), akik természetes koralmények ko&zott hasmenésben megbetegedett tojotyuk-
allomanyban a B. hyodysenteriae oktani szerepét a vilagon elséként igazoltak. A klinikai
tinetek, valamint a termelési mutatdk alakulasa nem tért el a korabban kulfoldi szerzok altal
B. intermedia (Davelaar és mtsai 1986), B. pilosicoli (Stephens és Hampson 2001), és B.
alvinipulli (Stanton és mtsai 1998) fertézésben megbetegedett tojotyuk-allomanyokban

észlelt klinikai tiinetektdl és termeléscsdkkenéstdl.
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A korkép kifejlédésében a hajlamositdé tényezdk szerepét igazolja, hogy az
antibiotikumkezelések csak atmeneti javulast eredményeztek, a hasmenés azonban csak a
takarmanyvaltast kévetben szlint meg.

Bonyolita a helyzetet, hogy brachyspirosisban megbetegedett  brojler
szUléparallomany altal termelt tojasokbol kikelt csibékben a takarmanyértékesilés
allatonként a teljes hizlaldas soran 180g-ot romlott, a tlneteket nem mutatd
szuléparallomanybodl szarmazé keltetett csirkékhez képest (Smit és mtsai 1998). Az
utoédokban a kérokozét azonban nem sikerdlt kimutatni. Hasonlé jelenséget észleltek Dwars
és mtsai (1993), amikor tojotyukokat kisérletesen fertéztek a tojasrakasi szezon el6tt és
figyelték tobbek kozt a tojasok és az utddok (2. és 3. élethetes) sulyat. Azt tapasztaltak, hogy
a tojasok és csirkék tdmege egyarant szignifikansan elmarad a kontrollcsoportétél. A csibék
bélsaranak allapotat az un. fert6z6 satnyasag esetében latottakhoz hasonlénak irtak le. A
fiatal allatokbol ebben az esetben sem izolaltak koérokozot. A szerzék ezért feltételezték,
hogy a megbetegedett tojok bélcsatornajabdl a tojasszikbe jutd toxinoknak lehet szerepe e
jelenség kivaltasaban. Ez a téma komoly allategészségigyi-dkondmiai és szavatossagi
kérdést is felvet, melynek tisztazasahoz a korfejlédés mélyebb megértésre iranyuld tovabbi
vizsgalatok szikségesek.

A tovabbi jarvanytani eredményeket tekintve az ismertetett G és H allomany
Komarom-Esztergom, az | pedig Bacs-Kiskun megyében volt. Budapesti intézetiinkben
2008-ban a korabban ismertetett 3 allomanyt leszamitva, harom esetben, 2009-ben pedig
egy alkalommal talalkoztunk tyukokban intestinalis spirochaetosissal. A harom 2008-as eset
Pest, Komarom-Esztergom és Jasz-Nagykun-Szolnok megyében, a 2009-es Bacs-Kiskun
megyében fordult elé. 2010-ben nem volt Gjabb altalunk diagnosztizalt eset.

Ezek kézul kétszer tojohibrid allomanyban allapitottuk meg a betegséget. Ezekben az
esetekben a bélelvaltozasok és a fertézottség mértéke joval enyhébb volt, mint a hashibrid
szul6par allomanyokban, és a betegség ketrecbénulassal ill. colibacillosissal tarsult.

Utébbi allomanyok koézil kettébél toértént tenyésztéses vizsgalat (Komarom-
Esztergom és Pest megye). Fenotipus vizsgalattal a kérokozé mindkét esetben B.
hyodysenteriae-nek bizonyult. Egy torzsbél tortént rezisztencia meghatarozas (Pest megye),

a korozo eritromicint leszamitva valamennyi altalunk vizsgalt antibiotikumra érzékeny volt.

6.4 Kisérletes allatfert6zések
Az AIS kapcsan végzett naposallat fertézési kisérletek altaldban egy adott izolatum

béltraktusban térténé megtelepedési (kolonizacios) képességének megitéléséhez nyujtanak

adatot. Szamos esetben végeztek pathogenitasi vizsgalatokat naposallatokban igy
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csirkében, nanduban, libaban, tékésrécében stb. (Trott és Hampson 1998, Sagartz és mtsai
1992, lvanics és mtsai 2007; Jansson és mtsai 2009b). Jansson és mtsai (2009b)
vizsgalataikban tékésréce és sertéseredetl, valamint referencia B. hyodysenteriae (B204%)
torzzsel fertéztek napos récéket. A sertés és a réceeredetl térzsek szajon at és kloakan at
végzett fertézéssel is kolonizaltak az allatok vastagbélszakaszait, mig a referenciatérzs nem
telepedett meg az allatokban. A fertézétt allatok kézll egy allatban sem mutatkoztak klinikai
tinetek.

Vizsgalatainkkal kimutattuk, hogy a beteg allatokbdl izolalt kacsaeredetl B. pilosicoli,
B. alvinipulli és B. hyodysenteriae kolonizalta a napos kacsak egy részének a vastagbelét. In
situ vizsgalatokkal csupan a B. pilosicoli-val és B. alvinipulli-val fertézétt csoportokban
lehetett kolonizaciét latni. Hasonldképpen csak bakteriologiai tenyésztéssel sikerllt igazolni a
tyuk- és sertéseredetl térzsek esetén a megtelepedést. Az in situ (IH) vizsgalatok negativ
eredményét az magyarazhatja, hogy az allatok bélszakaszainak egy adott keresztmetszetét
néztik, mig a bakterioldégiai mintavétel majdnem a teljes vastagbélszakaszt érintette.
Csibekisérletiink eredményei arra engednek k&vetkeztetni, hogy a fajazonos térzsek
képesek szajon at és kloakan keresztll is fertézni az allatokat.

A T-2 toxinnal szennyezett takarmanyt fogyaszt6 kacsak esetében megjelentek a
jellegzetes bér- és szajnyalkahartya elvaltozasok (felrakédas, fekélyesedés, elhalasok), a
bursa Fabricii, a csecsemémirigy sorvadasa, de ez a brachyspira-kolonizacié szamaranyat
nem ndvelte.

A testtbmegmérés eredményei alapjan a harom kisérlet egybehangzbéan az
bizonyitja, hogy a brachyspira-fert6zéttség az elsé négy hétben nem okoz fejlédésben vald
elmaradast. A T-2 toxinnal szennyezett takarmany etetése viszont komoly
testtdbmeggyarapodas csbkkenést okoz, ahogy ezt Rafai és mtsai (2000) is leirtak.
Kiemelendd, hogy akkor 2mg/kg toxin koncentracié alatt nem talaltak bér- és nyalkahartya
elvaltozasokat, mig mi 1Tmg/kg koncentraciéban mar olyan sulyos tineteket és elvaltozasokat
lattunk, mint a korabban emlitett szerz6k 4 mg/kg takarmanykoncentraciénal. Ez felvetheti a
kérdést, hogy mar az eredeti takarmany szennyezett volt-e trichotecén vazas mikotoxinokkal.
A vizsgalatainkkal csupan egy hatarértéken bellli (1mg/kg) deoxinivalenol (DON)
koncentracié emelkedést mutattunk ki. A masik emlitésre méltdé eredmény, hogy statisztikai
vizsgalattal testtémegre vonatkoztatva (negativ) interakciét lehetett kimutatni a fert6zéttség
és a toxin etetés kozott, ugyanis amig a fertézetlen normal tapot fogyasztd csoportban volt a
legnagyobb az atlagos testtdmeg, addig az a fertézetlen T-2 toxint fogyaszté csoportban a
legkisebb. Erre a jelenségre, valamint arra a tényre, hogy a T-2 toxinnal etetett csoportokban
kevesebb egyedbdl lehetett visszaizolalni a kbérokozot, az elvégzett vizsgalatok eredményei

nem szolgaltattak magyarazatot.
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6.5 Osszegzés

Kacsaallomanyokban tértént vizsgalataink soran egy mar ismert betegség (AIS) (j
madarfajban valé megjelenését allapitottuk meg. A kérkép — a sertésdysenteriahoz és a
ludak intestinalis spirochaetosisahoz hasonléan - sulyosfoku elhalasos
vastagbélgyulladasban és elhullasokban nyilvanult meg, azonban hasmenéssel nem jart.
Azonositottuk a koérokozédkat, és azzal naposallatokban fertézési kisérletet végeztiink
igazolva az izolalt torzsek fert6z6 képességét. Adatokat szolgaltattunk arrél, hogy
névendékkorban is jelen lehet a fert6zbttség, és tarsult betegségként, avagy sulyos higiéniai
problémak esetén 6nalldan is jelentkezhet a betegség ebben a korcsoportban.

Tojétyuk allomanyok vizsgalataval a betegség hazai megjelenését dokumentaltuk.
Medfigyeltik, hogy a kérkép — a kilféldi leirasokkal 6sszhangban — elsésorban hasmenéssel
és az dllatok, a kérnyezet és az alom bélsarral valé szennyez8désével jar, az elhullas
azonban nem jelent6s. Azonositottuk a kérokozot, és kimutattuk csibékben a fert6z6
képességét.

Jarvanytani megfigyeléseink azt mutatjak, hogy a megbetegedett kacsaallomanyok a
Duna-Tisza kézén és a Tiszantulon (viziszarnyas tartassal foglalkozé orszagrészeken)
voltak, még tyukallomanyok szempontjabol az orszag nyugati, k6zéps6, és keleti része
egyarant érintett. A fert6zéttség pedig jelen lehet vadmadarakban is. Rezisztencia monitoring
vizsgalatunk azt mutatja, hogy a gydgykezelésben hasznalhat6 szerek kézil a legtébb térzs
a tetraciklinnel szemben bizonyult a leggyakrabban érzékenynek (24-bdl 21 esetben), ezen
tul a tiamulin is gyakran bizonyult eredményesen hasznalhaté szernek (17/24 esetben
érzékeny). Linkomicin (8/24 esetben érzékeny) illetve amoxicillin (12/24 esetben érzékeny)
kezelés el6tt mindenképpen ajanlott elvégezni a rezisztenciavizsgalatot. Eritromicin kezelés
AlS esetén nagy valészinliséggel nem fog eredményre vezetni (csupan 5/24 esetben
érzékeny).

A betegség elleni védekezés — az irodalmi adatokat és a sajat tapasztalatainkat
egybevetve - komplex megkdzelitésben lehet eredményes. Célszerl figyelembe venni a
kérokozdék behurcolasat megakadalyozo6 altalanos jarvanyvédelmi tényez6k megtartasat, az
él6 allatok, a személyek mozgasanak korlatozasat, a ragcsald- és rovarirtds hatékonysagat.
A tartasi korilményekbdl adddd, stresszhatassal jaré tényezdk (pl. a zsufoltsag)
csOkkentése, az alommindség javitdsa ugyancsak Iényeges. Az eddigi tapasztalatok alapjan
ugy tdnik, hogy az etetett takarmanyok minésége, dsszetétele 1ényeges szerepet jatszik a
betegség Kklinikai tuneteinek megnyilvanulasaban, valamint tojotydk-allomanyokban a

hasmenés visszatéré jelentkezésében.
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7. Uj tudomanyos eredmények

A nemzetkézi szakirodalomban is els6ként szamoltunk be a hazikacsak intestinalis
spirochaetosisarél, amely tojéallomanyokban — a sertésdysenteridhoz és a ludak
intestinalis spirochaetosisahoz hasonlé - sulyosfoku elhalasos

vastagbélgyulladasban és elhullasokban nyilvanul meg.

Munkatarsaimmal megallapitottam, hogy a hazai kacsaallomanyok
megbetegedésében féként a Brachyspira hyodysenteriae valamint a B. pilosicoli

térzsek jatszanak oktani szerepet.

A hazai szakirodalomban els6ként szamoltunk be a tojotydukok intestinalis
spirochaetosisardl, és megallapitottuk, hogy a betegséget az altalunk vizsgalt

allomanyokban elsésorban a B. hyodysenteriae térzsek idézik elb.

Vizsgéalatokat végeztem a kacsaban és tyukban el6fordulé betegség hazai

elterjedtségére vonatkozédan.

Adatokat szolgaltattam a hazikacsa és a hazitydk intestinalis spirochaetosisanak

hazai eseteibdl izolalt Brachyspira-térzsek gydgyszerkészitményekkel szembeni

Névendék kacsaallomanyok vizsgalataval igazoltam az ebben a korcsoportban is

fellelhet6 fert6zottséget, és igazoltam a betegség manifesztacidjat is.
A beteg allatokbdl izolalt térzsekkel naposkacsakkal és naposcsibékkel fert6zési

kisérleteket végeztem, és tanulmanyoztam a kilénbdzé Brachyspira-tdrzsek

bélcsatornaban valé megtelepedését.
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10. Készonetnyilvanitas
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segitett, valamint, hogy rendelkezésemre bocsatott SPF tojasokat a kisérleteimhez.
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Végil, de nem utolsé sorban készondm csaladomnak a tamogatasat.
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