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Anaplasma marginale fertozés
szeroprevalenciaja és a fertozés
esélye hazai nagy Iétszamu tejelo
tehenészetben

SUMMARY

Anaplasma marginale is endemic in tropical and subtropical regions around the
world. The aim of the serological survey study was to assess the apparent serop-
revalence in a large scale dairy cattle herd infected with A. marginale in Hungary.
The age, one of the risk factors, was analyzed in association with prevalence of
antibodies against A. marginale in the herd. The antibodies against A. marginale
were tested in indirect enzyme-linked immunosorbent assays. In the statisti-
cal analysis, Fisher's exact test was used to determine seroprevalence and the
odds of infection. The apparent seroprevalence was 12% in the under 3 years old
age group and was 49% in the 3 years old and older age group. The difference
of seroprevalence was significant (p < 0.0001). The odds of infection compared
the over 3 years old cattle than under 3 years old cattle 6.94-fold (OR = 6.94; 95%
Cl: 2.73-19.19).



SZARVASMARHA A. MARGINALE FERTOZES PREVALENCIAJA ES ESELYE EGY TEJELO TEHE-
NESZETBEN

A szarvasmarha anaplasmosisat okozd, Gram-negativ baktériumok kozé tartozd
Anaplasma marginale (A. marginale) a Rickettsiales rend Anaplasmataceae
csaladjanak tagja.

A szarvasmarha- Az Anaplasma nemzetség tagjai izeltlabl vektor kdzvetitette obligat sejtparazi-
anaplasmosis mér a tdk, amelyek kozil az A. marginale a kér8dz8k vorosvérsejtjének kérokozdja (18).
szubtrépusi teriileteken A szarvasmarha anaplasmosisa elsésorban a tropusi és a szubtropusi régiéban
kiviil is jarvanyszeriien fordul eld és okoz jelentds gazdasagi karokat, viszont egyre tobb esetben sza-
terjed molnak be ezen kivili terlleteken is, beleértve Magyarorszagot is, az Anaplasma

jelenlétérdl és terjedésérdl (6, 9). A fejl6d8 orszagokban a szarvasmarha-anap-
lasmosis jarvanyszerlen terjed. A betegség elleni védekezést jelentésen meg-
neheziti a hordoz0 allatok egyedi azonositasanak bizonytalansaga, amely a labo-
ratériumi diagnosztikai médszerek technikai és anyagi korlataibol adédik (17).

A betegség heveny szakaszaban a vorosvérsejteknek akar az 50%-a is fertézott,
amely lehetdvé teszia korokozd kimutatasat a legelterjedtebb, hazankbanis alkal-
mazott klasszikus diagnosztikai médszerrel, a Giemsa-festéssel (9) (1-2. dbra).

A. marginale Giemsa- Azokban az allatokban, amelyek spontan atvészelik a betegség heveny szaka-
festéssel biztonsdgosan szat vagy szlUkség szerint tetraciklin-kezelésben részesllnek és klinikailag gyo-
csak a heveny, bacte- gyulnak, ill. a szubklinikai anaplasmosison atesett egyedekben élethosszig tarto,
raemids szakaszban perzisztens fertézés alakul ki (21). A hordozé egyedekre jellemz8 a ciklikus ric-
mutathato ki kettsaemia, amely megkdzelitéleg 5 hetes id6kdzonként 1ép fel, és vérikben a

fertdzott vorosvérsejtek szama 102—10’/ml kozott taldlhatd, aktivimmunitas mel-
lett (4, 10). A hordozé, valamint a lappangéasi szakaszban |év8 egyedek meghatéa-
rozasa diagnosztikai szempontbdl jelentds kihivas, mivel a kdrokozé vérkenetbdl
torténd kimutatasa Giemsa-festéssel csak a heveny, klinikai tUnetek formajaban
megmutatkozd, bacteraemias szakaszban megbizhaté (9). Hordozd és lappan-
gasi szakaszban |1évS egyedbdl a kérokozd kimutatdsanak érzékeny modszere
a PCR (polymerase chain reaction) és a PCR-RFLP (restriction fragment length

1. ABRA. Anaplasma marginaleval fertézott vorésvérsejtek 2. ABRA. Anaplasma marginaleval fertéz6tt szarvasmarha
(nyilak) szarvasmarha vese interstitiumdnak vérereiben vorosvérsejtek (nyilak) vérkenetben

Giemsa-festés, 630x%, Bar = 50 um Giemsa-festés, 630x

(DR. JakAB CsaBA felvétele) (DR. JakaB CsaBaA felvétele)

FIGURE 1. Parasitized erythrocytes (arrows) in the vessels of FIGURE 2. Anaplasma marginale infected Parasitized

the interstitium from Anaplasma marginale infected cattle (arrows) in bloodsmear

(Photo: DR. CSABA JAKAB) (Photo: DR. CSABA JAKAB)
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polymorphism) (15, 20). Perzisztensen fert6zott egyedek esetében a diagnosz-
tika tovabbi lehetséges eszkdze az A. marginale ellen termelt ellenanyag kimuta-
tésa szeroldgiai teszt segitségével. Szamos szeroldgiai mdédszert dolgoztak ki az
A. marginale ellen termelt ellenanyagok kimutatasara, mint az indirekt immunf-
luoreszcencia (immunofluorescence antibody test, IFAT) (11), a komplement kotés
(5), az enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (12), az immunoszenzor (19) és
a latex agglutinacids teszt (LAT) (17). A szeroldgiai mddszerek specidlis eszkdzrend-
szert és képzett szakembereket igényelnek, amelyek jelentésen novelik a reak-
cidk koltségeit, de emellett hazdnkban a legnagyobb probléma, hogy az emlitett
diagnosztikai mddszerek koézll egyik sem érhetd el a szarvasmarha-betegségek
diagnosztikajaval foglalkozd laboratdériumokban. Tovabbéa diagnosztikai gondokat
okozhat az, hogy a jelenleg nemzetkdzi kereskedelmi forgalomban 1évé és elér-
hetd tesztek keresztreakciét ad(hat)nak egyéb Anaplasma és Ehrlichia fajokkal,
els8sorban az A. centraleval és az A. phagocytophilummal (16).

Jelen tanulmanyunk célja egy A. marginaleval endémiasan fert6zott, nagy 1ét-
szamu tejelS szarvasmarha-allomany fertézottségének felmérése a nemzetkozi
kereskedelmi forgalomban elérhetd, de hazankban ez idaig nem alkalmazott
indirekt ELISA-teszttel. A ellenanyag-prevalencia meghatarozdsa mellett
szintén célunk volt a kor mint rizikbfaktor vizsgalata. Az allomanyban a latens
formaban, évenként 1-2 allatra korlatozddd, sporadikusan megjelend, de nem
azonositott kdérokozd a heveny BVD-jarvany leklzdését segité BVDV elleni vak-
cinadzast kbvetden heveny formaban, tomeges megbetegedést okozott.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatainkat egy, a dél-alfoldi régidban taldlhatd, nagyjabdél 1600 osszlét-
szama (800 tehén, 600 ndvendék és vemheslszd és 200 vegyes ivarl borjd)
holstein-friz fajtaju tejeld tehenészetben végeztik. Az A. marginale dllomanyban
betdltott kérokozd szerepét a tdmeges megbetegedések alkalmaval - a sze-
roldgiai vizsgalatot megel6z8en - vérkenetbdl Giemsa-festéssel, vérbdl pedig
PCR-vizsgalattal és szekvenéalassal allapitottak meg. Az allomany fertdzottségé-
nek felmérése céljabdl altalunk meghatarozott korcsoportokbdl, altalunk meg-
hatarozott szamdu, klinikai tineteket nem mutaté egyedet vizsgaltunk indirekt
ELISA-mddszerrel. A vizsgalatba bevont korosztalyokat és egyedszamokat els-
zetes szakirodalmi forrds alapjan hataroztuk meg, a vizsgalni kivant allomany
nagysagara adaptalva (22). A colostrum itatdsat megel6z8en a O napos egye-
dek kozil nyolc, a colostrum itatasat kovetéen a 3 napos egyedek kozul hét, a
3 hdénapos korcsoportbdl tizendt, a 4 hdnaposbdl 6t, az 5 hénaposbdl ot, a 6
hénaposbdl hét, a 7 hdnaposbdl nyolc, a 9—12 hdnaposbdl tizendt, az 1-2 évesbdl
tiz, a 2—3 évesbdl tiz, a 3—4 évesbdl tizendt és a 4 évnél idGsebb korcsoportbdl
harmincnyolc egyed indirekt ELISA-vizsgalata tortént meg. Pozitiv kontrollként
a szeroldgiai vizsgalatba bevalogattunk egy 2 éves és két 3 évnél idésebb egye-
det, amelyek 4—5 hdonappal a vizsgalatot megel6z8en mutattak heveny anaplas-
mosisra jellemzd klinikai tineteket, és Giemsa-festéssel a vérkenetUkbdl kimu-
tattuk a kérokozdt. A szeroldgiai felmérés idépontjaban nem volt anaplasmosis
klinikai jeleit mutatdé szarvasmarha az allomanyban.

A szerolégiai vizsgalathoz szlkséges vérmintakat a v. coccygeabdl vettik a
szakma szabalyainak megfeleléen. A laboratériumi mérésekhez a vért alvadasban
nem gatolt, nativ vérvételi csébe gy(jtottik. A véralvadas és a centrifugalas (3000
rpm, 5 perc) utan nyert szérumbol 24 6ran belil végeztik el a meghatarozast.

Az A. marginale ellen termelt ellenanyagokat Svanovir A. marginale-Ab ELISA
(Boehringer Ingelheim Svanova, Uppsala, Sweden) tesztkittel hataroztuk meg a
gyartd altal megadott hasznalati utasitasnak megfeleléen (3, 16).
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Korcsoport Mintaszam (db) Pozitiv (db)

0 nap (colostrumitatas el6tt) 8 0

3 nap 7 2

3 hénap 15 3

4 hénap 5 0

5 hénap 5 0

6 hénap 7 1

7 hénap 8 0
9-12 hénap 15 3
1-2 év 10 1
2-3 év 10 1
3-4 év 15 7
>4 év 38 19
Kor Fert6zott Nem fertSzott Osszesen
3 évnél fiatalabb 9 66 75
3 évnél idésebb 26 27 53
Osszesen 35 93 128

A statisztikai értékeléshez az altalunk meghatarozott korosztalyokbdl két 6
korcsoportot hoztunk Iétre: (I.) 3 évnél fiatalabbak és (I1.) 3 éves és annal idseb-
bek. A statisztikai elemzés soran Fisher-féle egzakt probat alkalmaztunk.

EREDMENYEK

A statisztikai elemzésbe, az adatok torzitdsanak elkerllése érdekében, nem
kerllt bele a 0 és a 3 napos korcsoport. A szlletés korlli idében azt tapasztaltuk,
hogy a O napos egyedek kozUl, még a colostrum itatdsat megel6zéen minden
egyed szeronegativ volt, viszont ugyanazokat a borjakat vizsgalva a colostrum
itatasat kovetd 3. napon mar volt szeropozitiv borjd. A statisztikai vizsgalatba
bevont 128 egyed a teljes allomany 8%-a. A rétegzett mintavételt kdvetSen a
korcsoportok szeropozitivitasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a 3 évesnél id6-
sebb szarvasmarhak nagyjabdl 50%-a, a fiatalabb korcsoportok 10—-30%-a volt
szeropozitiv (1. tdbldzat).

A statisztikai elemzés soran alkalmazott Fisher-féle egzakt préba eredménye
alapjan a fert8zés prevalencidja a 3 évesnél fiatalabb szarvasmarhak kozott 12%
(apparent prevalence, AP: 9/(9 + 66) = 0,12). A fertézés prevalencidja a 3 éves és
annal idésebb egyedek kdrében 49% (AP: 26/(26 + 27) = 0,49) (2. tdbldzat). A Fis-
her-féle egzakt proba a 3 éves és annal idésebb korcsoport, valamint a 3 évnél
fiatalabb korosztaly k6zott szignifikans eltérést mutatott (p < 0,0007).

A fertdzés esélye a hdroméves és annal idésebb szarvasmarhak kérében a 3
évesnél fiatalabbakhoz képest majdnem hétszeres (esélyhanyados, odds ratio,
OR =6,94; 95% CI: 2,73-19,19). Ez azt jelenti, hogy amennyiben az id6sebb korosz-
talybdl egyetlen allatot véletlenszerlien kivalasztunk, az hétszer nagyobb esély-
lyel szeropozitiv, a fiatalabb korcsoport egy véletlenszerlien kivalasztott egye-
déhez képest.



3. ABRA. Sdpadt, enyhe sdrgasdg jeleit mutaté szdjnydlka-
hdrtya
FIGURE 3. Oral mucosa showing signs of anaemia and icterus

4. ABRA. Vérszegénység jeleit mutato kétéhdrtya
FIGURE 4. Oral mucosa showing signs of anaemia and

icterus

5. ABRA. Sdpadt és sdrgasdg jeleit mutatd hivelynydlkahdrtya

FIGURE 5. Vaginal mucosa showing signs of anaemia and

icterus
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MEGVITATAS

Az A. marginale lappangasi szakaszat kévetd heveny, bac-
teraemias fazisban a vorosvérsejtek akar 30—70%-a fer-
t8zott A. marginaleval, amely Giemsa-festéssel bizton-
sagosan felismerhetd. Az A. marginale lappangasi ideje a
fert6zottség fokatdl fliggben széles hatarok kozott mozog,
megkozelitéleg 7-60, atlagosan 28 nap. A fert6zés a mik-
roszkdpos vizsgalat szamara a korokozd bejutasat kovetd
2—8. héten valik l1athatova (16). A klinikai tinetek siUlyos-
saga Osszefliggésben all a megbetegedett allat koraval:
az 1 évesnél fiatalabb allatokban altalaban latens, tlinet-
mentes, az 1-3 éves korosztalyban koézepesen sullyos,
mig a 3 évesnél idGsebb szarvasmarhakban sulyos és a
gydgykezelés elmaradasa vagy tal késdi megkezdése ese-
tében akar 30-50%-ban halédlos kimenetel(i anaplasmosis
alakul ki (2).

A heveny anaplasmosisra jellemzd klinikai tUnetek a
vorosvérsejtek érintettségére utaldé képet mutatnak.
A fertdzott erythrocytdkat a szarvasmarha reticuloendo-
thelialis rendszerének sejtjei fagocytaljak, majd az elsd-
sorban a lépben érzékelhetd extravascularis haemolysis
kovetkeztében - a fertdzottség fokatdl fliggben — kulon-
b6z8 mértékld anaemia és sargasag alakul ki (3-5. abra),
haemoglobinaemia és haemoglobinuria jelei nélkil. Emel-
lett jellemzd a betegség bevezetd szakaszaban kialakuld
magas laz, étvagytalansag, levertség, gyengeség, hirte-
len sllyvesztés, sapadt nyalkahartyak, sargasag, erdlte-
tett, szapora 1égzés, valamint az oxigénelladtottsag zavara
(hypoxia) miatt kialakuld vetélés (8).

Vérkenetbdl Giemsa-festéssel a heveny szakaszon
kivil kevés esetben és nem biztonsdgosan diagnoszti-
zalhatd a kérokozd, ezért a hordozé egyedek meghataro-
zasat, ill. a fertézottség megallapitasat nagymértékben
segiti a szerolbgiai vizsgalat, amelyek koziul jelenleg a
kompetitiv ELISA az egyetlen validalt szeroldgiai mbd-
szer (16). Az altalunk alkalmazott indirekt ELISA-mdd-
szerrel meghatarozott szeropozitivitasi és szeropre-
valencia értékek 06sszhangban vannak a szakirodalmi
adatokkal. Az A. marginale elleni antitesteket hordozé
borjak aranyat Gjszulott kortdl 7 hdnapos korig vizsgaltuk.
A colostrum itatdsat megeldzGen vizsgalt 8 borji mind-
egyike szeronegativ volt, majd ezeket vizsgaltuk meg a
colostrum itatast kdvetd 3. napon. A 7 haromnapos borju
kozul 2 a vizsgalat eredménye szerint szeropozitiv volt,
ami a kolosztralis ellenanyagok borjdba t6rténd atjutasat
jelzi. A 3-7 hdnapos korosztalyban kevés szamban talal-
tunk szeropozitiv borjat, ami részben a maternalis ellen-
anyagok viszonylag gyors kilrtlésével magyarazhato,
részben pedig azzal, hogy ez a korosztaly a megbetege-
désen még tinetmentes formaban sem, vagy csak kevés
esetben esett at. YOSHIHARA és mtsai 0-6 hénapos bor-
jak anaplasma ellen termelt ellenanyagszintjét vizsgalva
szintén azt tapasztaltdk, hogy a passzivimmunitas, vagyis
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a maternalis ellenanyag-titer a colostrumfelvételt kdvetéen viszonylag gyorsan
csokken, és 2 hénapos korban teljesen kilirll a szervezetbdl (23). MADRUGA és
mtsai GjszUlott borjak maternalis anaplasma ellenanyagszint-valtozasat tanul-
manyoztak 270 napos korig, és megfigyelték, hogy a passzivan szerzett humora-
lis immunitas a borjak atlagosan 47 napos koraig van jelen, folyamatosan csok-
kend mennyiséget mutatva (13). Egy kés8bbi vizsgalat sordn az eredmények azt
jelezték, hogy a maternalis ellenanyagok minden vizsgalt borji vérébdl 60 napos
korra teljes mértékben kitriltek (14). Az eredmények feltételezik, hogy a késébb,
a vérpalyaban jelen 1év3 A. marginale ellen termelt specifikus ellenanyagok akar
latens, akar klinikai tinetekkel jaré anaplasmosison atesett egyedek aktivimmu-
nitdsanak kovetkezménye.

A 9-12 hdnapos korcsoportot két f6 okbdl vizsgaltuk nagyobb szamban. Egy-
részt ez a korosztaly a gazdasagban mar hosszabb ideje érintkezik az idésebb,
A. marginaleval perzisztensen fert6zott szarvasmarhakkal, vagyis elGfordulhat,
hogy kozottuk mar taldlhatd olyan egyed, amely atesett a fertézésen, és immu-
nitasa aktiv. Masrészt egyes kilfoldi vizsgalatok szerolégiai felméréseik eredmé-
nyei alapjan feltételezik a 9—12 hénapos egyedek korral 6sszefliggésbe hozhatd
rezisztencidjat a kérokozéval szemben (2, 22). Az eredményeink alapjan a kor-
okozéval szembeni, korral 6sszefliggd rezisztencia megallapitdsa megcafolhatd,
mivel az altalunk vizsgalt egyedek 20%-a volt szeropozitiv, vagyis a korcsoport
nem rezisztens az Anaplasmdra. Ez az eredmény viszont aldtdmasztja, hogy bar
a tizenot egyedbdl egyik sem mutatott élete sordn anaplasmosisra jellemzd kli-
nikai tUneteket, az allatok egy része latens formaban, klinikai tinetek megjele-
nése nélkll mégis atesett a fertézésen, és hordozdva valt.

A vizsgalt allomanyban a 3 évnél fiatalabb korosztalyban a szeroprevalencia
12%, a 3 éves és annéal idésebb korosztalyban pedig 49%, amely statisztikai-
lag kimutathato, szignifikans kllonbséget jelent. Az esélyhanyados megerdsiti
a kor rizikéfaktor szerepét a fertézés szeroprevalenciajaban, mivel a fertézés
esélye a haroméves és annal idésebb szarvasmarhak korében a 3 évesnél fia-
talabbakhoz képest 6,94-szeres. Vagyis egy véletlenszerlien kivalasztott egyed
6,94-szer nagyobb eséllyel fertézott az idGsebb korosztalyban a fiatalabb kor-
csoport egy véletlenszerlen kivalasztott egyedéhez képest. Az altalunk bemu-
tatott eredmények 6sszhangban vannak egyéb, allomanyokban tortént szero-
|6giai felmérések eredményeivel, vagyis az idésebb korcsoportokban (3-4 év,
> 4 év) jelent8sen nagyobb a latszélagos ellenanyag-prevalencia, a fiatalabb
korcsoportokhoz képest (1, 2).

Abban az esetben, ha egy allomanyban az A. marginale hosszabb ideje endé-
miasan jelen van, endémias stabilitas alakul ki, vagyis a kérokozd nem, vagy csak
sporadikusan, 1-1 allatra korlatozédva okoz klinikai tineteket (8). Immunszupp-
ressziv hatasra a kdérokozo fogékony szarvasmarhakban klinikai tinetekben meg-
nyilvdnulé betegséget okoz, felborul az endémids stabilitds (7). Az allomany-
szint( prevalencia, vagyis a fertdzott allomanyok el&forduldsi gyakorisaga, az
adllomanyon bellli prevalencia, vagyis fertézott allomanyban a fert6zott egyedek
el6fordulasi gyakorisdga és a szezonalitas a tartdsmodbeli kilonbségek miatt
eltérd a tejhasznl és a hishasznl allomanyokban. Tejhasznl allomanyokra jel-
lemzd a kisebb allomanyszint{ szeroprevalencia, ugyanakkor fert6zott alloma-
nyokban a nagyobb allomanyon bellli, egyedszint( szeroprevalencia, valamint
endémias allomanyban az egész évben megjelend sporadikus megjelenés. HUs-
hasznU allomanyokban ezzel szemben jellemzé a nagyobb allomanyszint( sze-
roprevalencia, a kisebb allomanyon bellli szeroprevalencia, valamint a klinikai
tinetekben, ill. athangolddasban megnyilvanuld szezonalitas, amely a kullancs-
vektorok szezonalitasaval esik id6ben egybe.

Azokban a szarvasmarha-allomanyokban, ahol az A. marginale endémiasan
jelen van, minimalisra kell csékkenteni annak lehetdségét, hogy a kdrokozd a
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perzisztensen fert6zo6tt egyedekbdl atjuthasson a fogékony egyedekbe. Mivel a
kérokozd nemcsak bioldgiai vektorok (pl. Ixodes sp., Dermacentor sp.) Gtjan jut-
hat be a szervezetbe, hanem mechanikai vektorok (pl. Tabanidae csalad, Stomo-
xys calcitrans), ill. iatrogén artalmak segitségével is (16), ezért az Anaplasmdval
endémiasan fertdzott allomanyokban kildndsen fontos az ektoparazitak elleni
kezelés és a kUloénb6z6 sebészeti beavatkozasok, valamint a vakcinazas soran a
ezek kiklszobolése.

KOSZONETNYILVANITAS

EzUton kbészonjuk meg az indirekt ELISA-vizsgalat kivitelezésében Csuka EDIT
agrarmérndk, mikrobiolégus (SZIE AOTK Haszonallat-gydgyaszati Tanszék és Kli-
nika) munkajat. A kdézleményben ismertetett tudomanyos vizsgalatok az OTKA
K 108571 projekt és a SZIE AOTK 2014. évi Kutatd Kari keretének tdmogatasaval

valdsultak meg.
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