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A szerz8k elséként szamolnak be Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)
kitenyésztésérdl vaddiszndbdl, gimszarvasbdl, rokabdl, sertésbdl és bivalybdl
Magyarorszagon. 2006 6ta folyamatos fejlesztéseket hajtottak végre, és nagy
szamban (469 torzs) izolaltak MAP-tdrzseket Magyarorszag egész terlletérdl.
A kitenyésztett torzseket specifikus PCR-rel identifikaltak, és tovabbi molekularis
bioldgiai mddszereket honositottak meg a klilonb6zd MAP-tipusok elkllonitésére.
Uj bakteriolégiai taptalajok bevezetésével megoldottak a specialis névekedési
igényd juh tipusli MAP-t6rzsek szilard taptalajon valé tenyésztését.
Eredményeikbdl kitlinik, hogy a paratuberkuldzis igen elterjedt hazankban. A vizs-
galt mintakbdl legnagyobb ardanyban Komarom-Esztergom megyébdl izolaltak a
kdérokozot. A vadon é18 allatokbdl izolalt nagyszamu torzs felhivja a figyelmet ezen
allatok fertézést fenntartd (rezervoar) és kozvetité szerepére.

Mivel a MAP-fert6zottség jelenléte jelentds gazdasagi veszteségekkel terheli
az allattartokat, a szerz6k felhivjak a figyelmet, hogy szlkséges lenne orszagos
felmérd vizsgalatok segitségével pontosabb képet kapni hazank MAP-fertézott-

ségi helyzetérol.
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A paratuberkuldzis, vagy ahogy tSlink nyugatabbra nevezik, a Johne-koér a kérédzd
allatok idult bélgyulladasban megnyilvanulé, csillapithatatlan hasmenéssel,
fokozatos lesovanyodéassal jaré betegsége, amely masodlagos tlinetek sorat és

jelent8s gazdasagi veszteségeket okoz (8).

A betegséget 1895-ben HEINRICH ALBERT JOHNE irta le (10), a kérokozdt, mai nevén
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosist (MAP) azonban csak 1910-ben,
FREDERICK WILLIAM TwORTNnak sikerllt kitenyészteni (20). A huméan Crohn-betegség
oktanadban mar igen koran felmerUlt a MAP szerepe, igy potencialis zoonotikus

kérokozdként tartjak szamon (19).

A molekularis bioldgia fejlédésével lehetévé valt az egyes baktériumfajokon
belll a kilénboz6 torzsek genomszintl vizsgalata, igy ma mar a MAP-nak 3 al-
tipusat ismerjik, melyeket I-es vagy juh, ll-es vagy szarvasmarha és lll-as vagy

intermedier tipusoknak neveznek (4, 5).

A betegség elsdsorban kérddzs allatokban fordul eld, de kimutattak mar raga-

dozé allatfajokbdl, lovakbél, s6t madarakbdl is (1, 14).

A betegség ez egész vilagon elterjedt. Az Allategészségiigyi Vilagszervezet (The
World Organisation for Animal Health, OIE) adatai szerint Ukrajna és Szerbia kivé-
telével minden hazankkal szomszédos orszagban kimutattak (9). Magyarorszagi
eléfordulasat, a betegség altal okozott gazdasagi veszteségeket és a vakcinazas
lehetéségeit az 1980-as 1990-es években KORMENDY BELA, NAGY GYORGY, TUBOLY
SANDOR és mtsaik vizsgaltak behatdan (11, 12, 13). Az elmult években alig néhany
kozlemény latott napvildgot a betegség magyarorszagi helyzetét illetéen. 1999-ben
HajTOs és mtsai észak-magyarorszagi juhallomanyok paratuberkulézis-fertézott-
ségérbl szamoltak be (7), majd 2012-ben BEREGI és mtsai ismertettek egy muf-
lonesetet (2), amelyet tenyésztéses eljarassal nem vizsgaltak. 2014 elején Fobor

1. ABRA. Mycobacterium avium ssp. paratuberculosissal

fert6zott kecske bélnydlkahdrtya kaparékdnak Ziehl-Neelsen
szerint festett kenete
ZN, 1000x

FIGURE 1. Intestinal mucosa scraping of a Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis infected goat stained with Ziehl-
Neelsen

és mtsai a paratuberkuldzis-fertézottségnek egy hazai
szarvasmarha-allomanyban tapasztalt kartételérdl és
az ott megkezdett védekezési program eredményeirdl
szamoltak be (6). Habar a betegségre egyre nagyobb
figyelem iranyul vildgszerte, és tobb orszagban indultak
mar mentesitési programok (15, 16), hazankban nem
zajlanak orszagos felmérd vizsgalatok, és csupan
allomanyszinten talalkozunk mentesitési torekvésekkel.

A betegség koérbonctani, kdrszbvettani, szeroldgiai,
bakterioldgiai és molekularis bioldgiai mdodszerekkel - eltérd
biztonsaggal ugyan — egyarant diagnosztizalhaté. A jel-
legzetes kérbonctani kép, a Ziehl-Neelsen (ZN) szerint
festett bélsarkenetben aprd vagy nagyobb fészkekbe
rendez8dott, rovid, vékony, pirosan festddd palcak
jelenléte valdszinlsiti a MAP-fert8zottséget (1. dbra).
Szeroldgiai vizsgéalatokkal a szubklinikai paratuber-
kuldzis-esetek csupan toredéke ismerhetd fel, mig
mas Mycobacterium-fajok altal okozott athangolédas
fals-pozitiv eredményt adhat (17, 18). A bakteriolégiai
tenyésztés idSigényes volta (2-5-10 hénap) miatt nincs
nagy hasznara a klinikus allatorvosoknak, habar valéban
pontos diagndzist csupan a specifikus molekularis
biolégiai mddszerekkel azonositott, kitenyésztett
baktériumtorzsek alapjan adhatunk. Vizsgalataink célja
az volt, hogy az elmult években diagnosztizalt para-
tuberkuldzis-esetek alapjan képet adjunk a betegség
hazai el6fordulasardl.
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1. TABLAZAT. A Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis diagnosztikdjanak fejlesztése
a NEBIH ADI Bakteriolégiai és Molekuldris Biolégiai Laboratériumaiban

TABLE 1. Improvements of the Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis diagnostic at the
Bacteriological and Molecular Biological Laboratories of the Veterinary Diagnostic Directorate,
National Food Chain Safety Office

2006 Herrold’s taptalaj altalanos hasznalatanak bevezetése
2008 Inkubalasi idd meghosszabbitasa 1 évre

2010 Molekularis bioldgiai identifikald mdodszerek bevezetése
2012 Juh és szarvasmarha tipus( torzsek elkilonitése

2014 Juh tipus( torzsek szilard taptalajon vald tenyésztése

2006 elbtt a MAP nbévekedésiigényeinek megfeleld Herrold’s szilard taptalaj nem
volt része a rutin Mycobacterium-tenyésztési eljarasnak laboratéoriumunkban,
csupan a célzott paratuberkuldzis-vizsgalatoknal (jellegzetes kérbonctani
elvdltozadsokat mutatd bélszakaszok, ZN-pozitiv bélsdrmintak tenyésztése)
alkalmaztuk. A gimdkorvizsgalatok soran mellékleletként, levestaptalajban
izolalt néhany torzs felhivta a figyelmuinket a kérokozéd jelenlétére, igy bevezettik
a Herrold’s taptalaj rutinszer( alkalmazasat a gumakor felderitését célzé vizsga-
latokban is. Tapasztalataink azt mutattak, hogy a gimdkdrvizsgalat 2 honapos
iddtartama sokszor rovidnek bizonyul a MAP-tdrzsek izoldldsdhoz, igy 2008-t4l
egy évre noveltik a Herrold’s taptalajok inkubalasi idejét. Az igy izolalt nagy-
szamuU torzs azonositasa klasszikus biokémiai és morfoldgiai mddszerekkel
megbizhatatlannak bizonyult, igy 2010-ben molekularis diagnosztikai maéd-
szereket vezettink be. 2012-re képessé valtunk a szarvasmarha és juh tipusi
MAP-torzsek elkllonitésére is. A juh tipusl torzsek kitenyésztése igen hosszu,
akar 40 hetes inkubaciodt is igényel, Herrold’s taptalajon nem tenyészthetdk, igy
2014-ben bevezettik a tenyésztéslkre alkalmas Middlebrook 7H11 és mébdositott
Middlebrook 7H11 agarokat (1. tdbldzat).

Mindezzel parhuzamosan kdrnyezeti mintakbdl és 2008-t6l a hazai vadallo-
manybdl szarmazd gimadkdér-monitoringmintakbdl is végeztink MAP-tenyésztést
annak érdekében, hogy minél szélesebb kdrben nyerjlink adatokat a betegség és
a kérokozé hazai el6fordulasardl.

A vizsgalatra érkezett szovet- és bélsarmintakat (tuberkulin-pozitiv allatok
diagnosztikai mintéi, monitoringmintak, kutatasi céllal vizsgalat mintak) homo-
genizalast kovet8en 5%-o0s oxalsavval (15 perc) vagy 0,75%-0s hexadecil-piri-
dinium-kloriddal (24 6ra) dekontaminaltuk, majd 10 percig 3000 xg-n végzett
centrifugalassal koncentraltuk. A fellllszd elontését kdvetden az Uledéket 2 ml
steril foszfatpuffer-oldatban visszaoldottuk, amellyel mycobactin ] (Synbiotics
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Europe, Lyon, Franciaorszag) tartalmu Herrold’s, Middlebrook 7H11, mddositott
Middlebrook 7H11 ferdeagarokat és Middlebrook 7H9 levestaptalajokat (BD Difco,
Hiedelberg, Németorszag) oltottunk be. A taptalajokat 12 hénapon at 37 °C-on
inkubaltuk, és a baktériumnodvekedést havonta vizsgalatuk megtekintéssel.
A levestaptalajokat 4 havonta ZN-festéssel ellendriztUk.

Minden gyanus tenyészetet megfestettiink ZN szerint, és a pozitiv mintakbdl
f6zéssel (95 °C, 10 perc) és ultrahangos kezeléssel (80 °C, 15 perc) DNS-t vontunk
ki molekularis bioldgiai vizsgalatok céljara. 12 000 xg-n 15 perces centrifugalast
kovetden a fellllszd 2,5 pl-ét hasznaltuk templatként 25 ul reakcidelegyben.

Az izolalt torzsek Mycobacterium avium komplexbe (MAC) tartozasat WILTON és
CousIns (21) mobdszerével vizsgaltuk. A MAP-torzseket az alfajra specifikus 1S900
inzerciés elem jelenlétével azonositottuk (3), mig a szarvasmarha és juh altipusok
meghatarozasat CoLLINS és CASTELLANOS (4, 5) mddszereivel egyarant elvégeztik.
A primereket és a PCR-kondicidkat a 2. tdbldzat tartalmazza.

Az izolalt torzsek esetén 6sszegyljtottlk a szarmazasi adatokat, és 6sszeve-
tettlk az adott régid allatallomanyi adataival.

2006 és 2012 kozOtt 6sszesen 469 MAP-torzset izolaltunk: 424-et szarvasmarhabdl,
22-t vaddiszndbdl, 16-ot gimszarvasbdl, 3-at juhbdl, valamint egy-egy torzset
kecskébdl, sertésbdl, bivalybdl és rokabdl. Kornyezeti mintakbdl nem sikerllt
MAP-t izolalnunk ez idaig.

2. TABLAZAT. Az alkalmazott PCR-rendszerek

TABLE 2. PCR assays used in this study

MYCGEN-F

MYCGEN-R

MYCAV-R

IS900-F

IS900-R

DMC529-F1

DMC531-F2

DMC533-R

MAP3584-F

MAP3584-R

MAV4125-F

MAV4125-R

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1630 b Mycobacterium
TGCACACAGGCCACAAGGGA 65 genus
ACCAGAAGACATGCGTCTTG 180 bp MAC
CCTTTCTTGAAGGGTGTTCG
58 662 bp MAP
CCACCAGATCGGAACGTC
TTGACAACGTCATTGAGAATCC
MAP:
TCTTATCGGACTTCTTCTGGC 60 310 bp C-szarvasmarhatipus
S-juhtipus
CGGATTGACCTGCGTTTCAC 162 bp
GCGTTGGATCCTTTCGTG
59 633 bp MAP 1/1I/IIl tipusok
TCCAGGCCGTCGAGATAG
TCACCTGTCCAGATCAACGA
59 303 bp MAP I/11/1Il tipusok
CGGGATCAGCTTGAGATACC

A tablazatban alkalmazott roviditések: bp - bazispar, MAC: Mycobacterium avium komplex, MAP — Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
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3. TABLAZAT. Mycobacterium avium ssp.paratuberculosis (MAP) pozitiv mintdk ardnya 2006-2012 k6z6tt Magyarorszdgon

TABLE 3. Proportion of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) positive samples in Hungary between 2006-2012

Osszes vizsgalt minta (db)
Osszes pozitiv minta (db)
Nem MAP-pozitiv mintak (db)
MAP-pozitiv mintak (db)
Pozitivitas (%)

Nem MAP-pozitivitas (%)
MAP-pozitivitas (%)

Pozitivon beliili MAP (%)

762 1259 1574 1290 1170 1301 998
129 262 368 181 352 237 258
116 234 250 99 243 161 215
13 28 118 82 109 76 43
16,93 20,81 23,38 14,03 30,09 18,22 25,85
15,22 18,59 15,88 7,67 20,77 12,38 21,54
1,71 2,22 7,50 6,36 9,32 5,84 4,31
10,08 10,69 32,07 45,30 30,97 32,07 16,67

A tablazat felsd soraiban a 2006 és 2012 kozOtt vizsgalt mintak szamat, az ezen belll Mycobacteriumok jelenlétére pozitiv mintak szamat, vala-

mint a pozitiv mintakon belll a MAP és egyéb Mycobacteriumokra pozitiv mintak megoszlasat tintettlk fel. Az alsd sorok ezen adatok szazalékos

értékei mellett a MAP-pozitiv mintaknak az 6sszes Mycobacterium-pozitiv mintan bellli szazalékos aranyat is tartalmazza. A MAP-pozitivitas és

a Mycobacterium-pozitiv mintakon bellli MAP-arany legkisebb értékeit vilagos, mig legnagyobb értékeit sotétszlrke szinnel emeltik ki.

A molekularis bioldgiai vizsgalatokban mind a 469 torzs tartalmazta az alfajra
specifikus IS900 szekvenciat. A harom juh-, a kecske- és egy szarvasmarhatorzs
kivételével, amelyek |-es tipusl juhtdrzsek voltak, minden izolatum ll-es tipusU
szarvasmarha-MAP-nak bizonyult.

A vadallomanybdl szarmazé mintak Baranya, Gydr-Moson-Sopron, Heves,
Komarom-Esztergom, Somogy, Tolna, Vas és Veszprém megyékbdl szarmaztak.
A juh és kecske eredetl torzseket Hajdu-Bihar és Jasz-Nagykun-Szolnok
megyékbdl érkezett mintakbdl, mig a sertés eredetl torzset Somogybdl izolaltuk.
Szarvasmarhak esetén mind a 19 megyébdl izolaltunk MAP-t.

Az Osszes vizsgalt mintat figyelembe véve meghataroztuk a Mycobacterium-
pozitiv mintak, az egyéb Mycobacterium (nem MAP) és MAP-pozitivitas, valamint
az 6sszes pozitiv mintan bellli MAP-pozitivitas szazalékos aranyat (3. tabldzat).
Szarvasmarhaknal 6sszevetettlk a szarmazasi megyék atlagos allatlétszamat az
adott idészakban beklldott mintak és izolalt MAP-térzsek szamaval (4. tdbldzat).

Magyarorszagon elséként izoladltunk MAP-t6rzseket vaddiszndbdl, gimszarvasbdl,
rokabél, sertésbdl és bivalybdl. A NEBIH ADI Bakteriolégiai és Molekularis Bioldgiai
Laboratériumaiban olyan molekularis bioldgiai médszerek rutinszerl alkalmazasat
vezettik be, amelyekkel a korabbi klasszikus biokémiai identifikalassal szemben
gyorsan és pontosan azonosithatok a MAP-t6rzsek. A pontos meghatarozas mel-
lett tovabbi molekularis bioldgiai tipizalasi médszereket is meghonositottunk,
melyek lehetdvé teszik a MAP-t6rzsek juh- és szarvasmarhatipusba, valamint |,
Il és Ill-as tipusba sorolasat.

A tenyésztési id6 meghosszabbitasaval a MAP kitenyésztési aranya 3-5-sz6-
rosére emelkedett (v6. 3. tabldzat), és az Uj taptalajok bevezetésével képessé
valtunk a koradbban csak levestaptalajban tenyészs juh tipusy tdrzsek szilard
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taptalajon valé izolalasara. Mivel a levestaptalaj konnyen befert6zédhet, a torzsek
szilard taptalajon valé kitenyésztése nélklldzhetetlen a biztosan tiszta tenyésze-
tek létrehozasahoz, amely a magasabb szintl molekularis bioldgiai tipizalashoz,
szekvenalashoz elengedhetetlen.

A kitenyésztett torzsek szarmazasi helyének vizsgalata jol mutatja hazank
allattenyésztésiviszonyait és az orszag vadalloméanyanak eloszlasat, hiszen a juh-
bdl és kecskébdl izolalt torzsek a jelentds kiskérddzd-tartasi hagyomanyokkal és
allatlétszammal rendelkezd észak-alfoldi terlletrdl szarmaznak, mig a vaddiszné,
gimszarvas és roka eredet( torzsek zomében a gazdag vadallomanyardl ismert
Dunantuli-k6zéphegység és Dunantlli-dombsag terlleteirdl kerlltek izolalasra.
Akarcsak a szarvasmarha-glumdkoér esetén, a vadallomany fertézésfenntartd
szerepe itt is kihangsllyozandd, nem beszélve a szabad tartasld szarvasmarha-
allomanyok szamara jelentett fertézéskozvetitd kockazatrdl.

Szarvasmarhak esetén az orszag teljes terlletérdl izolaltuk a kérokozdt, amely

4. TABLAZAT. Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis-pozitiv szarvasmarhaminték széma a szérmazdsi megyék dllatlét-

szdmanak tikrében

TABLE 4. Number of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis isolates in cattle presented along with the number of animals

of the County of origin

Bacs-Kiskun

Baranya

Békés
Borsod-Abauj-Zemplén
Budapest+Pest
Csongrad

Fejér
Gydr-Moson-Sopron
Hajdua-Bihar

Heves
Jasz-Nagykun-Szolnok
Komarom-Esztergom
Négrad

Somogy
Szabolcs-Szatmar-Bereg
Tolna

Vas

Veszprém

Zala

66 346,43 256 21 8,20 0,45
29 263,86 629 15 2,38 0,73
60384,43 163 8 4,91 0,19
42561,00 450 57 12,67 1,91
51248,71 784 46 5,87 1,28
41392,43 244 21 8,61 0,72
44 986,00 193 18 9,33 0,57
52800,14 60 6 10,00 0,16
90633,29 31 14 4,50 0,22
14774,71 104 8 7,69 0,77
54 246,57 185 21 11,35 0,55
13702,43 314 49 15,61 5,11
14751,43 269 20 7,43 1,94
33737,29 574 71 12,37 3,01
40351,43 154 7 4,55 0,25
26713,57 112 1 9,82 0,59
29166,00 55 2 3,64 0,10
40627,43 132 10 7,58 0,35
25078,43 134 19 14,18 1,08

Az egyes oszlopokban a legkisebb értékeket vilagos, mig a legnagyobb értékeket s6tétszirke szinnel emeltik ki.



2. ABRA. Magyarorszdg
egyes megyéibdl izoldalt
Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis torzsek
szdma gazdafajonként.

Az abran a 2006 és 2012
kozott izolalt 469 MAP-torzs
szarmazasi megyéit és gaz-
daallatait tintettik fel

FIGURE 2. Number and
host species of origin of the
isolated Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis
strains (2006-2012) in the
different Counties of

Hungary
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annak bizonyitéka, hogy a paratuberkulézis nemcsak hogy jelen van, de igen
elterjedt is hazankban (2. dbra). Ez annal nagyobb jelent8ségi, mert a csokkent
tejhozam, a romld tejminGség, takarmanyértékesllés és szaporodasi mutatok, az
idG elbtti selejtezés, a vagdérték-csokkenés és a novekvd elhullasi arany jelentds
gazdasagi veszteségek forrdsa, ahogy errél FODoOrR és mtsai is beszamolnak (6).

Habar a legnagyobb szarvasmarha-allatlétszammal Hajd(G-Bihar, Bacs-Kiskun
és Békés megyékben taldlkoztunk, a 7 év alatt vizsgalt mintakbdl a legnagyobb
aranyban Komarom-Esztergom, Zala és Borsod-Abaulj-Zemplén megyékben izo-
laltuk a kdérokozdt. A legtobb minta Pest megyébdl szarmazott, azonban a legtdbb
torzset Somogybdl izolaltuk.

Ugyanakkor ha kiszamoljuk a 10 ezer szarvasmarhara esd izolalt MAP-tdrzsek
szamat, Komarom-Esztergom megyét Somogy, Négrad, majd Borsod-Abalj-Zemp-
lén és Pest megyék kdvetik a sorban (vo. 4. tablazat). Tekintve, hogy a mintdk nem
szisztematikus mintavételbdl szarmaztak, a bemutatott adatok nem tekinthetdk
tokéletesen reprezentativnak.

A szerzGk kdszonetet mondanak a NEBIH ADI Bakterioldgiai és Molekuléris Bioldgiai
Laboratériumainak minden dolgozdjanak és a debreceni intézetbdl Dr. Bajmdey
ENDRENnek. A vizsgalatok elvégzésében nyljtott segitséglkért kilon koszonet illeti
SZOMBATINE BODA ILDIKOt, SULE ZSUZSANNAtL, NAGY SANDORNEt, OTTINGER ERNONEt és
JUHASZ AGNESt, valamint az irodalmi hattéranyag 6sszeallitasaért KSLES ERzSEBETet.

Avizsgalatok az FP7-KBBE-2007-212414 TB-STEP palyazat tarsfinanszirozasaval
valosultak meg.
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