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1. ROVIDITESEK

AN(V) - Avian Nephritis (Virus)
BCN (Baby Chicken Nephropathy)

bp (base pair)

cDNA (complementary deoxyribonucleic
acid)

CKC (Chicken Kidney Cell)

CPE (Cytopathic Effect)

DNS

dNTP

EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetate)
EM

TEM vizsgdlat

EU (European Union)

HE

IBV (Infectious Bronchitis Virus)
KSH

mRNS (messenger RNS)

MTA

ORF (Open Reading Frame)

PBS (phosphate-buffered saline)
PCR (polymerase chain reaction)
PEC (poult enteritis complex)
PEMS (poult enteritis mortality syndrome)
RNS

RSS (Runting Stunting Syndrome)
RT-PCR

RRT-PCR (real-time RT-PCR)

SRVs (small round viruses)
TBE

TRT (turkey rhinotracheitis)
UV (ultraviolet)

fert6z6 vesegyulladas (virusa)

napos csirkék nephropathidja (kdszvénye)
,vese-milkodészavar-komplexus™ (Tanyi, 1970)
bazis par

komplementer dezoxiribonukleinsav (cDNS)

csirke vesesejt

citopatogén hatés

dezoxiribonukleinsav
dezoxiribonukleotid-trifoszfat
etiléndiamin-tetraacetat
elektronmikroszkop

transzmisszids elektronmikroszképos vizsgélat
Eurépai Unid

hematoxilin-eozin

fert6z6 bronchitis virus

Kozponti Statisztikai Hivatal

hirvivé RNS

Magyar Tudomanyos Akadémia

nyilt olvasési keret

foszféttal pufferolt fiziol6gids s6oldat
polimeraz lancreakci6

fiatal pulykak bélgyulladds kérképcsoportja
pulykdk helikopter betegsége
ribonukleinsav

“fert6z6 satnyasdg”

reverz transzkripciot kovetd polimeraz
lancreakcid

val6s idejl, reverz transzkripciot kovetd
polimeraz lancreakci6

kis kerek virusok
trisz-borat-EDTA
pulykarhinotracheitis

ultraibolya



2. OSSZEFOGLALAS

Az avian nephritis virus okozta kérkép a baromfi egy kevéssé vizsgilt, de széles kdrben
elterjedt, gazdasagilag jelentds fertdzd betegsége, amely makroszkdéposan is felismerhetd
morfoldgiai elvdltozdsokat hoz létre. A baromfidllomanyok 4llatorvosi feliigyelete sordn
gyakran tapasztalhaté heveny veseelégtelenségbol, illetve koszvénybdl adédd tomeges
elhullds, azonban a kivalasztds jellegzetességei miatt szamos oka lehet ilyen veseelvéltozas
1étrejottének. A tanszékiinkre bekeriild napos baromfi hullaanyag vizsgélata sordn felmeriilt
egy vesekdrositd fertdzd dgens esetleges jelenlétének, a néhany orszdgban mar leirt avian
nephritis virus okozta fertdzésnek a gyantja. Ez a gyand alapozta meg a specifikus
diagnosztika iranti igényt, az egyéb mas okok altal eldidézett kdszvénytdl vald elkiilonitést,
és az avian nephritis virus jelenlétének megerdsitését vagy kizdrasat.

Mivel a koszvényes elvdltozdst mutaté hulldk egy részének korbonctani és
korszovettani diagnosztikai vizsgélatdval egyértelmlien virusos megbetegedésre utald
elvaltozasokat allapitottunk meg, kiegészitd transzmisszids elektronmikroszképos vizsgalatot
végeztiink, amely sordn kb. 28 nm nagysdgud, 6t- vagy hatdgi csillagra emlékeztetd alakd,
ikozaéder felépitésli nukleokapsziddal rendelkez6, burok nélkiili virionok jelenlétét mutattuk
ki a tubuldris hamsejtekben, ami ANV fert6zés okozta vesekarosoddsra utalt.

A génbankban kozolt teljes ANV genomszekvencia (NC_003790) alapjan az 5' nem
koédold régidra primereket terveztiink. A specifikus, reverz transzkripciét kovetden polimerdz
lancreakcié (RT-PCR), majd egy nested PCR segitségével a referencia torzson kiprobéltuk és
optimalizaltuk a reakciét. Az éllat-egészségiigyi diagnosztikai intézetekben Orzott kordbbi
vizsgélati anyagokban, valamit szamos, nephritisben szenvedo csirkedllomdnyban vizsgéltuk
az ANV jelenlétét. A képzddott, 816 bazispar hosszisdgi terméken direkt nukleinsav-
szekvencia meghatdrozdst hajtottunk végre. A kapott nukleinsav szekvencia a legnagyobb,
92%-0s hasonlésdgot az ANV-hoz mutatta, ezzel igazoltuk, hogy az amplifikdlt termék
valéban a mintdban jelenlévd virus nukleinsav alapjan képzodott (Mandoki és mtsai, 2006b).

2002 és 2005 kozott kiilonb6zd baromfitartd telepekrdl behozott, kiilonb6zd kord,
fertdzottségre gyands hulldkbdl elsdésorban vese- és vékonybél-mintdkat gydjtottiink,
amelyeket dllomanyszintli szlirdvizsgdlatra keverten, részletes szervi vizsgdlatra egyedenként
homogenizdltunk és RNS-t tisztitottunk beldliik. Az igy létrehozott és megvizsgalt
mintacsoportokbdl gylijtottiik a pozitiv eseteket.

Mivel a késObbiek sordn a nagyobb specifikussdgd és érzékenységli rendszert

fejlesztettiink ki, és kedvezObb primertapaddsi helyeket sikeriilt azonositani, dj primereket



szintetizdltattunk a virus ORF1 régidjara, amelyet a tovdbbi sziirdvizsgilatokban
alkalmaztunk. A képzo6dott, 607 bazispar hossziisdgi termékeken tjabb direkt nukleinsav-
szekvencia meghatarozast hajtottunk végre. Tovdbbi pozitiv PCR termékek szekvenalasaval
filogenetikai analizist végeztiink (Méandoki €s mtsai, 2006a), amellyel bebizonyitottuk, hogy
a magyarorszagi ANV torzsek a vizsgdlt szakaszon meglepden nagy eltérést (76-86%)
mutatnak a referencia torzstol, sét egymdstol is. Ez az eltérés nemcsak kiilonboz6 telepekrdl
szdrmaz6 mintdkra, hanem adott esetben egy gazdasdgban nevelt, kiilonb6z6 kord baromfibol
szdrmaz0 mintdkra is igaznak bizonyult.

A modszer segitségével tobb hazai csirkedllomdnyban igazoltuk a virus jelenlétét, és az
adatokat felhaszndlva felmértiik a virus 4ltal okozott korkép hazai elterjedtségét (Mandoki és
mtsai, 2005). Vizsgdlataink eredményei alapjan a fertdzottség orszdgszerte elofordul, és a
korkép valdszintlileg gyakrabban 4ll egyes csirkedllomanyok nem megfeleld fejlodésének
hatterében, mint korabban vélheto6 volt.

A fentiekben leirt, és elsOsorban alapkutatds jellegli laboratériumi vizsgédlatok
gyakorlati munkdaban is hasznosithat6 eredménye az volt, hogy kialakitottunk egy olyan, a
tovabbi diagnosztikai szlirdvizsgalatok szdmadra is felhasznalhatd, gyors, megbizhaté PCR
modszert, amely — a virus meglehetdsen nagy valtozékonysdga ellenére is — képes a
fertdzottség kimutatdsara, ezaltal lehetdséget teremt a jovOben az avian nephritis virus hazai
elterjedtségének feltérképezésére, a koérokozd megbetegitd képességének vizsgilatira és a
magyarorszagi virustorzsek tovéabbi jellemzésére. Emellett ez az RNS virus — magas
mutagenitdsa alapjan — modellként szolgélhat a virusevolicié tanulmdnyozdsdban, amit a

rovid, jol kezelhetd, viszonylag olcson végigszekvendlhatd genom is segit.



3. BEVEZETES

A baromfiipar hazdnk fontos agriardgazata, amely révén olcson, nagy mennyiségben
lehet zsirszegény, a modern étrendi kovetelményeknek is megfeleld proteinforrast eldéllitani.
A hazai husfogyasztds egy fore juté mennyiségének fele baromfihts, illetve baromfihds-
készitmény. Ezt az is igazolja, hogy a Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) 2004. évi adatai
alapjan a vagébaromfi-termelés a 1999-ben mért adatokhoz képest masfélszeresére nott, €s a
baromfi termékpdlya részesedése a mezdgazdasagi termelésben 9%. A 2004-ben eldallitott
baromfihts kozel egynegyede exportra keriilt.

A baromfiipar nyereségességét befolydsold6  tényezdk, a mindségi és
élelmiszerbiztonsdgi szempontb6l kifogédstalan termék elddllitdsdnak igénye és a
gazdasdgossdgi mutatok miatt a termelési paramétereket meghatdrozé dllatbetegségek
kiilonosen fontosak. Az iparszerli termelési rendszerek jelentik a fejlddés motorjat, de az
ezzel jar6 tartdsi koriilmények miatt a fert6zd betegségek kiemelt jelentdségliek, hiszen a
baromfitartds 4ltaldban igen nagy létszamu 4llatdllomany egy légtérben vald tartdsat
feltételezi, ebbol kovetkezoen:

- amennyiben betegség iiti fel a fejét, a gazdasagi kar jelentds lehet;

- a kor terjedését nagyon nehéz megéllitani;

- az eredményes védekezés feltétleniil gyors diagnosztikai munkét igényel.

Mig a vildgszerte terjedd, baromfidllomédnyokra is veszélyt jelentd jarvanyok (pl. a
madarinfluenza) csak d4tmenetileg csokkentik a baromfihis irdnti keresletet, addig
folyamatosan tovdbb fokozzak az éllattartoknak az d&llatorvosokkal és a diagnosztikai
munkdval szemben tdmasztott kovetelményeit. Egy-egy esetleges jarvanyra val6 felkésziilés
mindig aktudlis, tovdbbd a mdr kialakult helyzetben csak tokéletes mindségl, biztonsdgosan
elddllitott termékek vehetik fel a versenyt az exportpiacon. Fel kell késziilniink arra, hogy a
novekvo ardnyban jelenlévd ,,tudatos” fogyaszté nem a legolcsébb terméket veszi meg.

Egyre tobb hir szol arrdl 2005 vége 6ta, hogy az EU korldtozza a baromfihds exportjat
kiilonb6z6  orszdgokbdl a maddrinfluenza megjelenése miatt, vagy a fertdzés
tovibbterjedésének  megakaddlyozdsira. Ez egyrészt jelentds kdrokat okoz a
baromfidgazatnak, mésrészt nagy feleldsséget r6 az dllategészségiigy egészére. A fogyasztok
megnyugtatdsa csak allatorvosi rdhatdssal és meggy6z0 szakszer( intézkedésekkel lehetséges.

Természetesen nem szabad figyelmen kiviil hagyni azt, hogy a laikusok az 4llatbetegségekkel



kapcsolatban érzékenyebbek, hiszen az 4llati eredetli élelmiszerrel kapcsolatos aggalyok a
fogyasztdkat nagyban befolydsoljak.

Allatorvosként, mindig figyelemmel kell lenniink a fertézé betegségek esetleges
megjelenésére, hiszen tobbek kozott a virusok miatt idOrol-idoére 4j €s Uj véltozatokban
jelennek meg fokozott mutédciés hajlamuk, példaul a pulykarhinotracheitis (TRT), a
maddrinfluenza, vagy az avian nephritis virusa, esetlegesen Uj tiineteket, vagy kdérbonctani
elvaltozasokat okoznak (pl. fert6z6 bronchitis nephrotoxikus torzsei), €s ezéltal a védekezés
is nehézkesebb elleniik. A megeldzés mindig szerencsésebb, mint a bizonytalan vagy esetleg
(gazdasagossdgi vagy élelmiszerbiztonsagi okokbdl) lehetetlen gydgykezelés. A nagy
1étszdmui 4llomdnyokban fokozottan igaz az, hogy a védekezés elsd 1épése a gyors és
specifikus diagndzis, ami hagyomanyos (kérbonctani-kérszovettani) és modern (molekuléris
bioldgiai) médszereken alapul, ezért ennek fejlesztése kiemelt jelentdségii.

A boncolds nem minden esetben lehet koérjelzd, pathognomicus értékii, mert a szervezet
a szamtalan koroki tényezdre csak nagyon hasonld folyamatokkal tud reagdlni. A fert6zd
agensek, baktériumok vagy virusok kitenyésztése, valamint a korszovettani vizsgalatok
napokat vehetnek igénybe. A transzmisszids elektronmikroszkdpos vizsgélat nem elérhetd
rutindiagnosztikai laboratériumokban, nem specifikus €s szintén napokat vesz igénybe. Ezért
van sziikség a célszeriibb és gyors, 6rakon beliil elvégezhetd, és megfeleld eldvigydzatossig
mellett korjelzo értékkel bird PCR alapu diagnosztikai médszerek széleskorti alkalmazasédra

18.

A diagnosztikai munka — legyen az orvosi vagy dllatorvosi — nagyfokd hatékonysagot,
gyorsasdgot és pontossdgot igényel. Bar a klasszikus értelemben vett kdrbonctani
diagnosztika — a boncolds és a korszovettani vizsgdlat — mindig elengedhetetlen marad a
kérisme megéllapitdsdhoz, a morfoldgiai vizsgdlo eszkozoket ki kell egésziteni a molekularis
szinten alkalmazhat6 technikdkkal, hiszen a kutatdsban valé elterjedt felhasznaldsuk
nyilvanvalova tette alkalmassdgukat €s széles korben val6 alkalmazhatésagukat.

Az allatorvosi korbonctanban — a boncasztal mellett az azonnali diagnézist
megéllapitani képes, nagy tuddssal rendelkezd szakemberek tuddsa mellett — a gyarapodd
informécié mennyisége valamint az igényelt diagndzis mélysége miatt egyre nagyobb igény
van specifikus diagnosztikai kiegészitd mddszerek kidolgozasara, alkalmazdsdra. A célzott
diagnosztikai tesztek rovid id6 alatt elvégezhetok és nem elhanyagolhatd6 mdédon
érzékenységiiknél fogva a diagnosztikai munka hatékonysdgit is javitjdk. Napjainkra a

molekuldris diagnosztika illetve azon beliil a PCR alapti koérokozé-kimutatds rutinszerti
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vizsgdlati médszerré valt, és igy elOnyeit nem szabad figyelmen kiviil hagyni. Ezek az
elényok a kovetkezok:

- Rendkiviil gyors, vagyis bedllitott, miikodd rendszerek mellett a minta-elokészités, a
tényleges vizsgédlat és a vizualizdci6 folyamata néhdny O6rdn beliil eredményt ad. A
modszertdl fiiggden a diagnosztikdban elsddleges ,,igen - nem” (fertdézott - nem fertdzott)
védlasz mellett a vizsgélat bizonyos kérokozdk esetében még tipizdldsra is képes.

- Mindemellett érzékeny is, hiszen akdr mar 5-10 kopidt is képes kimutatni a keresett
nukleinsavbol. Tisztdban kell lenniink emellett azzal is, hogy ez az érzékenység még hétranyt
is jelenthet a pozitiv eredmény megéllapitdsa és a tényleges korkép kialakuldsa kozotti
Osszefiiggés mérlegelésekor. Ugyanis gyakran a PCR pozitivitds nem jelenti egyértelmiien a
tilnetek kialakuldsdval kisért megbetegedés megjelenését, mivel ez utalhat akar rovid idovel a

mintavétel elott végzett allatorvosi preventiv tevékenységre (vakcindzasra) is.

A primertervezés, a PCR vizsgdlatok, a klénozds és a tobbi molekuldris bioldgiai
modszer, valamint az eldmunkdlatok és eredményértékelés elvégzéséhez egyre jobb
szoftverek, vegyszerek, sot kitek kaphatok megkonnyitve ezzel a kutaté és a diagnoszta
munkdjit, nem is emlitve az interneten fellelhetd hatalmas adatmennyiséget.

A feladat elvégzéséhez a korokozd - szerencsés esetben a génbankban rendelkezésre
all6 - szekvencidja alapjan olyan genomszakaszt kell keresni, amely specifikus a kérokozora,
ugyanakkor nincs jelen az adott éllatfaj genomjdban. A vdlasztds sordn mindenképpen
figyelembe kell venni, hogy a kivdlasztott szekvencia megfeleld konzervativitdssal
rendelkezzen, hogy az esetleges muticidk ellenére az adott kérokozé genotipusainak széles
skalajat ki tudja mutatni. Mindezek a munkalatok foként irodalomkutatdsra €s szamitogépes
0sszehasonlité vizsgélatokra alapozédnak. Majd sor keriil a primerek szintetizaltatdsara €s az
optimdlis reakciokoriilmények kidolgozdsdra. A pozitiv kontroll minta tobbféle mddon
elddllithatd: természetes esetbdl, ha a kivalasztott régidébol szarmazé termék szekvendldsdval
igazoldst nyer a genom nagymértékii hasonlésiga vagy egyezése, a referencia torzs
felhaszndlasdval, illetve pl. szovettenyészeten izoldlt virus pozitiv kontrollként vald
alkalmazdsdval. A pozitiv PCR termékeket agar6z-gél elektroforézissel mutatjuk ki. A pozitiv
kontrollal azonos mérettartomdnyban fut6 DNS darabkdkat példaul szekvendldssal lehet

félreérthetetleniil azonositani a téves diagndzis elkeriilése érdekében.

A PCR alapu diagnosztikai mddszerek felhaszndldsat baromfidllomanyokban a kedvezd

koltség/haszon-elemzés is tdmogatja. Bar a polimerdz ldncreakcié kivitelezése fejlett
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laboratériumi  hatteret és viszonylag magas vegyszerigényeket feltételez, nagy
allomédnyokban a jelentkezd koltségek mégis elenyészOk lesznek az egyéb kiaddsokat
figyelembe véve. E szolgdltatdsokat a baromfitartok méar most is rendszeresen igénylik és a
JjOvOben valdszinlileg még szélesebb korben fogjdk igénybe venni.

A PhD munkdm keretében feladatom az eldzdek tiikrében egyrészt az dllatorvosi
kérbonctani diagnosztika dltaldnos fejlesztése volt: a hdzidllatok, ezen beliil is a baromfifajok
virusos fertdz6 betegségei kimutatisanak korszeriisitése molekuldris biol6giai mddszerek
alkalmazdsdval és a szerzett tapasztaltok értékelése, figyelembe véve a moddszerek
érzékenységét és a pozitiv eredmény interpretdldsanak esetleges nehézségét.

A haziallat-tartdsi szokdsok, illetve az iparszerlien tartott allatdllomanyok (pl. baromfi)
allat-egészségiligyl helyzete sokat valtozott az elmult években. Bizonyos betegségek
jelentdsége hattérbe szorult a preventiv védekezési eljardsok bevezetésével, masok, példaul
az immunszuppresszioval jar6 korképek, eldtérbe keriiltek. E betegségek hajlamosité
tényezoként jatszanak szerepet az dllatok legyengitésében €s mds fertdzések elterjedésében,
valamint pl. gazdasagi haszondllatok esetén a novekedésben vald visszamaradds és
testtomeg-gyarapodds csokkenés mellett, esetenként még silyosabb veszteségek kialakuldsat
teszik lehetdvé tovabbi kérokozok mésodlagos hatdsaval.

Az dllatok rohamos teljesitményndvekedése magas szintli, tudatos dllat-egészségiigyi
ellatast, a kiillonbozo fajok betegségeinek modern, gyors, megbizhat6 diagnosztikdjat igényli.
Az éllatorvosi kérbonctani diagnosztikai munka sordn a beérkezo vizsgélati anyagok esetében
az elhullds okdnak megdllapitdsdhoz a legfontosabb teenddé a makroszképos vizsgdlat.
Emellett azonban legtobbszor felhaszndlunk kiegészitd vizsgdlati mddszereket is.
Elengedhetetleniil sziikséges a diagnosztikai boncolds mellett az elvéltozast mutatd szervek
korszovettani vizsgalata, valamint a fertdz0 és invazids betegségre utald korbonctani
elvdltozdsok esetén a megfeleld szervek bakteriolégiai, viroldgiai vagy parazitoldgiai
vizsgdlata is. Igénybe vesszik még esetenként a kérokozé 4gensek transzmisszids
elektronmikroszképos vizsgdlattal torténd kimutatdsat. Bizonyos esetekben azonban a pontos
diagn6zishoz még ezek a mddszerek sem elegenddek. Gyakran a kérokoz6é mar nincs jelen a
szervezetben, a hulla vagy hullarészek onemésztddése lehetetlenné teszi pl. valamilyen virus
izolaldsat, vagy az éltala okozott jellegzetes elvdltozdsokat elfedik a mésodlagosan kialakult
elvaltozasok. Ilyen esetekben a vérben, vagy mds szovetben a kérokozok még fellelhetdk és
kimutathatok megfeleléen adaptdlt molekuldris biologiai mddszerrel, példaul polimerdz
lancreakciéval (PCR), amely a baktérium vagy virus genetikai anyagédt felismerni és

sokszorositassal lathatova tenni képes.
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PhD munkdm f6 célja olyan dllatorvosi gyakorlatban haszndlhaté molekuldris bioldgiai
diagnosztikai modszerek kidolgozdsa volt, amelyek konnyen elvégezhetdek, és nagy
pontossaggal, korjelzé értékli diagnézist tudnak adni. Elsésorban a PCR technikdval
foglalkoztam, amelynek elonye, hogy gyors, megbizhatd, megfeleld belsd €s kiilsé kontrollok
beépitésével a hibds diagnézis kockdzata minimdlisra csokkenthetd. Ezen kivill az
allomédnyok rutinszerlien kivitelezhetd szlirdvizsgdlatdval bizonyos fert6zd betegségek
orszagos elterjedtségét fel lehet mérni, majd a megfeleld adatok és ismeretek birtokdban akéar

ezek tovabbi terjedését is meg lehet akaddlyozni.
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4. IRODALMI ATTEKINTES

A napos kort baromfi mésodik leggyakoribb elhulldsi oka a kdszvény, amelyet csak a
kelésgyengeség eloz meg (Siller, 1981). Tulajdonképpen barmilyen koérokra vezethetd vissza
a koszvény kialakuldsa, mar a kikelés utdni elsd naptdl lathatéak veseelvaltozdsok, és a
legnagyobb szamu elhullds rendszerint az 6todik napon jelentkezik (Siller, 1981). Ezért kapta
a korkép a ,,baby chicken nephropathy” (BCN) elnevezést (Shirai és mtsai, 1992), ami
magyarul a napos csirkék koszvényének felel meg. Tobb kéroki tényezd jatszhat szerepet
egyidejlileg a sdlyos, elhulldsra vezetd veseelfajulds, a koszvény kialakitdsdban. Még a stilyos
foku légzsdkgyulladds esetleges jelentoségét is felvetették, mikor degenerativ
veseelvaltozasokat (elhaldsokat, tophus-képzodést és zsigeri koszvényt) dllapitottak meg
kisérletes fertdzést kovetden embridk és napos kord csirkék vizsgdlatdval. Azt a
kovetkeztetést vontdk le, hogy a szoveti oxigénhidny a vese vérkeringésének fejletlenségét
vonja maga utdn, és ezért alakulnak ki a regressziv folyamatok a vese szovetében (Yamagiwa
és mtsai, 1968). Az 1960-as, 1970-es években végill még arra sem taldltak vdlaszt a
kiilonb6z6 kutatdcsoportok, hogy a napos csirkék koszvénye felfoghaté-e egy éllandé

kéroktant, egységes betegségnek (Bokori, 1963; Siller, 1981).

4.1. A madarvese felépitése és a kivalasztas jellegzetességei

A madéarvese a gerincoszlop két oldaldn, csontos alapban fekvd, oldalanként hdrom-
harom elkiiloniild, bar parenchyma-hidakkal 0sszekotott egységbol 4all (1. Aabra).
Vesemedence, higyhdlyag, valamint higycsd nem fejlodott ki, a vizelet higyvezetokon
keresztiil vezetddik el az urodaenumba.

A madarvesében kéreg- €s velddllomany nem kiilonboztethetd meg. A veséket vékony
kotdszovetes tok boritja, amelybdl sovények erednek a vesék dllomdnydba. A vesék feliiletén
eroteljes tagoltsag latszik, ami részben a kornyezo szervek, részben a vesén athaladé erek és
idegek benyomata miatt alakul ki (Dobos-Kovécs, 1994).

A lebenyek csicsukra dllitott kip alakd lebenykékre tagolédnak, amelyek a vese
funkciondlis egységei. A vizeletképzést nagyszdmud nephron végzi, amely madarakban is
vesetestecskébdl és  vesecsatorndcskdkbol dll, ezek a vese ,kéreg’-dllomdnydban
lokalizdlédnak. A glomerulusok patké alakban helyezOdnek el a centrélis véna koriil a vese
feliiletéhez kozel, és a vesecsatorndk nem bocsdtanak kacsokat a ,,veld” dllomény felé (Siller,
1981). Fiatal, 6 hetesnél nem idésebb madarakban a lobulus szabadon 4ll6 feliiletéhez kozel

gyongyszerlien helyez6dd, basophil kerek képletek sora ismerhetdé fel koérszovettani
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metszetben. Ezek embriondlis glomerulus maradvdnyok, amelyek bizonyos koriilmények
kozott valddi, mikodd glomerulussd tudnak differencidlédni (Siller, 1981). Jellegzetes
szovettani szerkezet a madarvese fénymikroszkopos vizsgdlata sordn a proximadlis
kanyarulatos higycsatornidcskdkat béleld hdmsejtek kefeszegélye, amelyeket microvillusok
képeznek. Ezéltal konnyen elkiilonithetok a distdlis kanyarulatos hidgycsatorndcskaktol,

amelyek hdmsejtjein microvillusok nem taldlhatdk.
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1. abra: A madarvese anatomiai elhelyezkedése

(Fehér, 1980)

A Bowman-tok iiregébe a glomerulus kapilldrisainak faldn keresztiil passzivan, illetve a
tubulusok iiregébe aktiv tubuldris szekrécié eredményeként jutnak a fehérje-anyagcsere
vizben oldott bomlistermékei, elsdsorban nagy mennyiségli higysav (Guzsal, 1981). A
proximdlis kanyarulatos higycsatorndcskdk miikodészavara az urdtszekrécié csokkenésében
nyilvdnul meg. A nephronok kiterjedt és stlyos elvéltozdsa gyorsan fokoz6dd
hyperurikaemidhoz vezet, ami a jol ismert és szemmel Il4thatd urdt-depozitumok
kialakuldséaval jar (Siller, 1981). Béar a glomerulus filtrdtum napi mennyisége meglehetdsen

nagy, a viz jelentds része visszaszivodik részben a glomerulusban, részben a klodkdban. A
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klodkabdl iiritett bélsarban normadlis koriilmények kozott is jol lathaté a kikristdlyosodd

hugysavas s6 (Fehér, 1980).

4.2. A koszvény

Amennyiben kéros higysavkivdlasztds jon létre a madarak szervezetében a nitrogén
anyagcsere rendellenessége vagy vesekdrosodds és -elégtelenség kovetkeztében, akkor a
higysav felhalmozddik, €s hugysavas s6k formdjaban kicsapodik, eldszor a vese tubulusaiban
és a hugyvezetdben, késobb a vesefunkciés zavar esetleges sulyosboddsdval egyéb
szervekben is (Sdlyi, 1999). Ekkor kdszvényrdl (uricosisrdl) beszéliink. A koszvénynek két f6
formdjat kiillonboztetjiik meg: a heveny, zsigeri illetve az elhizédé formdjat, az iziileti
koszvényt (Bokori, 1962). A huigysavas sok sziirkésfehér, letorolhetd bevonatot képeznek a
savOs- és nydlkahartydkon (Jarmai, 1925), a bor alatti kotdszovetben, illetve esetenként
felhalmozdédnak egyéb parenchymds szervekben (zsigeri koszvény) és az iziiletek iiregében
(iziileti koszvény). A parenchymds szervekben (a mdjban, a lépben, a tiidoben) torténd
higysavkivalast gyulladdsos-sejtes szoveti reakcié koveti. Ennek sordn a kiilonféle
szervekben jellegzetes szoveti szerkezetet mutaté gocok (tophusok) figyelhetok meg, vagyis
granulémaképzddéssel jaré gyulladds alakul ki (Reece és mtsai, 1992). Ez a kérkép — az
ember és a foemlosok kivételével — emldsokben kevésbé jelentés, de madarakban és

hiillékben az 6sszes fehérje-bomldstermék higysav formdjaban keriil kivalasztasra.

4.3. A koszvény kialakulasanak okai

Elsdként kell megemliteniink a technoldgiai hibdkbdl adédé kérképeket (Dobos-
Kovécs, 1994). El6fordul, hogy az dllatok nehezen taldljak meg az itatot, esetleg késedelmes
a vizellatas a telepen, és igy hamar kialakul vizhidnyra visszavezethetd kdszvényes korkép. A
takarmdany belsd Osszetételének hibdi, vagy a takarmédnyban eléfordulé tubulushdm kérosité
toxikus anyagok hajlamosithatnak veselefajulds és végiil koszvény létrejottére (Jarmai, 1925;
Bokori, 1963; Kumar és mtsai, 2004). Mindemellett a napos csirkék homérséklet igénye
magas, a lehlilés szintén erésen megterheli a vesét, kdszvényt eldidézve. JOl ismert, hogy
bizonyos baktériumok, pl. az Escherichia coli, a Staphylococcus aureus vagy az
Arcanobacterium (Actinomyces) pyogenes okozta fertdzéseknek (Sokkar és mtsai, 1998)
tovabba egyes virusos eredetli korképeknek (pl. fert6zd bronchitis, fert6zd bursitis) nem
elhanyagolhaté a vesére kifejtett hatdsuk (Cosgrove, 1962; Ziegler és mtsai, 2002; Lee és

mtsai, 2004; Meir és mtsai, 2004). Winterfield és munkatdrsa (1962) egyenesen ,,fert6zo
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bronchitis nephritis”’-nek nevezte az IBV nephrotoxikus torzsei altal eldidézett korképet, 6k
hasznéltdk el6szor a ,,nephritis-nephrosis” kifejezést az egyidejli gyulladdsos és degenerativ
jelenségek leirdsdra (Winterfield és Hitchner, 1962). Cosgrove 1962-ben ,,avian nephrosis”-
ként emlitette a fertdzd bursitis virus altal eldidézett betegséget, mert minden esetben talalt
veseelvéltozast is a bursa megbetegedése mellett. Akkor hagytdk el ezt az elnevezést, mikor
kisérletes fertdzéssel az dllatok 5%-ban sikeriilt csak veseelfajulést létrehozni (Helmboldt és

Garner, 1964).

4.4. Az astrovirusokkal kapcsolatos ismeretek

4.4.1.  Elozmények humdn vizsgdlatok alapjdn

Az astrovirusokat eloszor 1975-ben irtdk le Skdcidban egy emberi hasmenés jarvany
lehetséges korokozdjanak keresésekor (Madeley és Cosgrove, 1975). TEM vizsgdlattal
fedezték fel a jellegzetes morfoldgidju virusrészecskéket, majd sejttenyészeten izoldltdk dket,
és kisérletes fertdzéssel bizonyitottak kérokozo képességiiket. KésObb felmérd vizsgéalatokkal
kimutattdk, hogy az astrovirusok vildgszerte rendkiviil elterjedtek, és a gyermekekben
diagnosztizalt gyomor-bélgyulladdsok 2-8%-ban astrovirusok tehetdk feleldssé a betegség
kialakulasaért (Roderick és mtsai, 1995; Wilhelmi és mtsai, 2003). Mivel azonban az

astrovirusok nehezen tenyészthetok (McNulty és mtsai, 1990), eleinte csak azok a

laboratériumok vizsgéltak a jelenlétiiket, amelyek TEM vizsgdlatot tudtak végezni.

2. abra: A sertés astrovirusanak elektronmikroszképos képe

(http://www.oardc.ohio-state.edu/lsaiflab/porcine_astrovirus.htm)
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A gorog eredetli ,,astron = csillag” sz6bdl szarmazé elnevezés onnan ered, hogy a
csoportba tartozd virusok a TEM vizsgdlat sordn dltaldban sajidtos megjelenési format
mutatnak (2. abra). Két réteg fedezhetd fel, egy sima vagy esetenként enyhén egyenetlen
kiils6 elektrondenz héj és egy belsd, nem elektrondenz, 5 vagy 6 dgu csillagra emlékeztetd
mag (Tuboly, 1998). A viruspartikuldknak csak mintegy 10%-dban ldthaté a jellegzetes
csillag-szerli rajzolat, a tobbi virion sima feliiletli, és ezdltal nehezen elkiilonithetd mas
hasonl6é méretli virusoktol.

Az astrovirusok éaltalanos morfoldgiai jellemzdik tekintetében és ezért a mintdkban
latott transzmisszids elektronmikroszképos képiik alapjdn hasonlitanak a parvo-, a circo-, a
calici-, vagy a picornavirusokra, hiszen kb. 28-30 nm atmérdjli, ikozaéder szimmetridju,
burok nélkiili virusok. Kordbban éppen a TEM vizsgalatok sordn latott hasonlé megjelenésiik
alapjan a ,kis kerek virusok™ (,,small round viruses”, SRVs) csoportjdba soroltdk dket (Caul
és Appleton, 1982; Koci és Schultz-Cherry, 2002). Ez a gytijtéfogalom az djabban nyert
szekvencia adatok ismeretében, illetve a viroldgidban ma haszndlt meghatdrozas-rendszer
szerint mar elavultnak tekinthetd, hiszen az 6t kiillonboz6d viruscsalad tagjai koziil még a
szimpla szald, pozitiv irdnyultsdgi RNS genommal rendelkezd virusok is eltérnek egymastol

szaporodasi stratégidjuk és genetikai szerkezetiik tekintetében (3. abra).

C licivi
c'urTp  Mon-structural proteins UTR 7.7kb |:+1gense RNA
{nnnnnnnanE g e Expression:
Structural proteins sub-genomic RHA
[ ] —
wf | E— - 4
at2 Astroviruses:
E'UTR Hon=structural proteins TUTE 6.8kb (+)sense RNA
T \u\“u““\u“ T ) ;
? i e Aln) Expression:
' Structural proteins sub-genomic RHA
Fer I B —— o F 2
T
frarmeshntt zile
suTR  Structursl proteing TUTE Picornaviruses:

vpg-l finnimimonanbonoaoonilbae)  (Enteroviruses)
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Expreszion
polyprotein

3. abra: A hasonl6 méretii RNS virusok (SRVs) genomszerkezete
(http://www .tulane.edu/~dmsander/WWW/335/Diarrhoea.html)
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Az astrovirusok viszonylag ellendllak; pH 3-as kozegben, vagy 60°C-on 5 percig is
megorzik fertézOképességiiket (Murphy €s mtsai, 1999). A kornyezetben a leggyakrabban
haszndlt fertOtlenitoszerekkel is nehezen lehetett Oket elpusztitani (Koci €s Schultz-Cherry,
2002).

Az emberi astrovirusok 4ltal okozott klinikai tiinetek hasonléak a calicivirusokndl
megfigyelhetdekhez, mert az astrovirusok is foként hasmenéssel jaré gyomor-bélgyulladést
idéznek el6. Abban viszont a reo/rotavirusokra emlékeztetnek, hogy egész évben
taldlkozhatunk 4ltaluk eldidézett megbetegedésekkel, mégis a téli honapokban okoznak

nagyobb szdmd, klinikailag felismerhetd fert6zést (Jakab és mtsai, 2005; Liu és mtsai, 2006).

Avian nephritis virus

Human Asti/-4
Human Ast\/-2

Human Astv-5
Human Astyv-6
Human Ash-2
Human Asty-3

Human Asty-1

Faline Ast\

Turkey &sty Paorcine Asth

4. abra: Az astrovirusok rokonsagi foka a kapszidfehérjét kédolé gének eltérései alapjan

(http://www.iah.bbsrc.ac.uk/virus/Astroviridae/news.htm)

4.4.2. Az astrovirusok taxonémidja és patogenitdsa

Az astrovirusok az Astroviridae csalddba tartoz6 burok nélkiili virusok, amelyek fiatal
allatokban vagy embereknél, gyengiilt immunrendszerii gyermekekben és iddsekben
elsdsorban gyomor-bélgyulladdst idézhetnek el (Vernacchio és mtsai, 2006). Jelenleg 18
astrovirust tartanak nyilvan, ezek kozé 8 human (HAstV1-8) és 5 madar astrovirus sorolhato,
mig a tobbi kiilonb6z0 mas emldsallatfajokat (szarvasmarhdt, juhot, macskat, sertést és
nyércet) betegit meg (4. abra). Jonassen és munkatdrsai (2001) vizsgalatai sordn a 3’ régid

kapszidfehérjét kodold génjének szekvendldsa és Osszehasonlitdsa alapjan arra deriilt fény,
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hogy a macska (FAstV) és a sertés (PAstV) astrovirusai kozelebb dllnak filogenetikailag az
emberi astrovirusokhoz (HAstV1-8), mint a juh astrovirushoz (OAstV). Jonassen ¢és
munkacsoportja azt is kimutatta, hogy az astrovirusok genomjdnak 3’ végén egy olyan RNS
motivum taldlhatd, amely szinte minden astrovirusban fellelhetd. Ez a szakasz egyébként
nagyon hasonit a Coronaviridae csaladba tartoz6 fert6zd bronchitis virusban (IBV-ban)
taldlhaté 6s-hurokhoz, ami utalhat egy 6si természetes rekombindciéra (Jonassen és mtsai,
1998). Két, viszonylag tdvoli rokonsdgban all6 RNS virus csoport egy genomrészlete kozotti
ilyen mértékl hasonlosag uj megvilagitasba helyezheti az RNS virusok evoliciéjardl alkotott
elképzeléseket.

Néhdany fontosabb astrovirus teljes genomszekvencidjat megéllapitottdk az elmdlt
években. A 8 kiilonb6zé humdén astrovirus szerotipusbol 4-et ismeriink, ezen kiviil elérhetd 1
macska, 1 sertés, 1 juh valamint 3 madar astrovirus teljes genomszekvencidja a génbankban.
Ezekre az adatokra tdmaszkodva Lukashov és Goudsmit (2002) filogenetikai vizsgélatot
végzett. Az astrovirus csalddon beliil két nagy, kiillonb6z6 eredetli csoportot alakitottak ki,
amelyeket két genusba, a Mamastro- €s az Avastrovirus nemzetségbe soroltak, ezek
elnevezése az emldsokben, illetve a madarakban taldlhat6 astrovirusok csoportjara utal (Koci
és Schultz-Cherry, 2002).

Az astrovirusok gyakran okoznak manifesztdl6d, esetenként azonban csak
szubklinikai gastroenteritist, amely hamar lezajlik a kozosségben vagy éllatillomanyban. A
kiillonbozo virustorzsek fajspecifikusak, kiilonboz6 édllatfajok szoros egyiitt-tartdsa sordn sem
okoznak keresztfertozést, csak a gazdafajt betegitik meg. Csak elvétve okoznak stlyos
korképet, emberek esetében haldlra, vagy allatorvosi vonalon elhulldsra igen ritkdn vezetnek.
Kizardlag fiatal allatokban vannak jelen, idosebb korban kialakul az immunitds (Murphy és
mtsai, 1999). Kiilonb6z0 allattart6 telepeken endémidsan fordulhatnak elo. A fert6zés szdjon
keresztiil kovetkezik be, dltaldban bélsdrral kontamindlt viz vagy takarmany felvételét
kovetéen  (http://www.stanford.edu/group/virus/1999/jwdavy/astrovirus.html)  1-4  nap
lappangési 1d0 utdn jelenik meg az enyhe vizszerli hasmenés, ami szintén 1-4 napig tart.
Olyan fajokban, amelyek képesek ra, hanyas is el6fordulhat.

A betegség patogenezise nem teljesen tisztizott napjainkban sem, bar tobb
kutatécsoport (Wilhelmi és mtsai, 2003; Moser €s Schultz-Cherry, 2005) eredményei szerint
a virus eldszor a bélhdmsejtekben szaporodik. Ezt tdmasztja ald, hogy kisérletes fertdzések
sordn baranyokban és borjakban azt tapasztaltik, hogy a virusok elpusztitottdk az érett
bélhdmsejteket, és igy a bélbolyhok felsd kétharmadat. A szovettani képet ezért villus-

atrophia €s crypta-hyperplasia jellemzi a hasmenéses allatokban.

19



Napos kord csirkékben kisérletes fertdzést kovetden a Lieberkithn-mirigyekben
taldlhaté enterocytdk degenerdcidjat és elhaldsat lehetett megfigyelni, enyhe fokd lymphoid
sejtes €s makrofag infiltracié mellett (Frazier és Reece, 1990)

Mivel az astrovirusok 4ltal eldidézett korképek tobbnyire mindenféle beavatkozas
nélkiil elmilnak, vakcinat sem dllitottak el elleniik. Ujabb keletii kutatasokban laboratSriumi
allatkisérletekkel vizsgdltdk, hogyan valtjdk ki az astrovirusok a hasmenést, és milyen
védekezd vdlaszreakcidt véltanak ki a szervezetbdl (Behling-Kelly és mtsai, 2002). Igazolték,
hogy a vérben keringd lymphocytdk szdma nem véltozik jelentdsen, mig a lépben a
virusfertézés hatdsdra olyan makrofdgok képzodtek, amelyek nagyobb mennyiségben
termeltek nitrogén-oxidot. A nitrogén-oxid in vivo kisérletekben is gatolta az astrovirusok
szaporodasat (Koci és mtsai, 2004).

Az dllatok nagy része, akar tobb mint a fele is szeropozitiv lesz felndttkordra, de
tiinetekkel is kisért megbetegedésekrdl fdleg napos vagy fiatal korban, illetve sulyos

immunszuppresszélt dllapotban 1év6 dllatokndl szdmolnak be (Narita és mtsai, 1990).

4.4.3.  Laboratoriumi diagnosztika
Az astrovirusok kimutatdsdra kiilonbozd diagnosztikai mddszereket alkalmaztak, de
ezek érzékenységben, specifikussdgban és/vagy a kivitelezhetoség vonatkozdsdban eltérd

megitélés ald esnek.

5. abra: A HAstV-1 elektronmikroszképos képe klinikai mintaban

(http://www.clinical-virology.org/gallery/images/em/astrovirus.jpg)
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A szovettenyésztés az astrovirusok esetén sajnos nehézkes €s bizonytalan érzékenységli
modszer, mert ezek a virusok nem tenyészthetdk az dltaldanosan haszndlt sejtvonalakon,
altaldban csak lassan szaporodnak sejtkultirdkon és citopatogén hatdsuk is minimaélis (Frazier
és mtsai, 1990).

A virionok koriilbeliil 5 nappal a fert6zés utdn jelennek meg a bélsirban, de tobbféle
enterdlis korképet el6idézd virus (parvo-, picorna-, entero-, calicivirus) is keveredhet a
mintdban, sot a jellegzetes morfoldgidt nem mutatd, sima feliileti astrovirusok is zavarhatjak
a pontos diagnézis felallitdsat. Tapasztalatok szerint (Murphy és mtsai, 1999) a hasmenéses
klinikai tiineteket mutaté allatok bélsarmintdiban tobbnyire nagy szdmban (>10'°TCIDs/gr)
talalhatok virionok (5. abra), azonban a TEM vizsgilat mégsem elég érzékeny a diagndzis
megdllapitdséhoz amellett, hogy koltséges €s meglehetdsen munkaigényes moddszer a
viruskimutatasra.

Az immun-transzmisszids elektronmikroszképos vizsgdlat jol haszndlhat6, mert
specifikus savé haszndlatdval a kiilonb6zd virusok kénnyen és biztosan elkiilonithetdk, tehat
ez egyuttal a specifikus korjelzést is biztositja. Az ELISA vizsgalatot széles korben
alkalmazzdk (Decaesstecker €s Meulemans, 1991), tovdbba a reverz transzkripcié utdn
végzett PCR (RT-PCR) vizsgdlat is megfeleld érzékenységli teszt az astrovirusok
kimutatasara (Koci és mtsai, 2000a).

A kozegészségiigyi kortani vizsgalatokban a real-time RT-PCR is bevezetésre kertilt,
mint olyan rendkiviil érzékeny és nagyon gyors diagnosztikai teszt, amely a mintdban
jelenlévd astrovirusok mennyiségi analizisére is képes. Igy a virusok kértani szerepének
tisztaz4sat is elosegiti a klinikai tiinetekben megmutatkozé esetben (Royuela és mtsai, 2005).

Allatorvosi diagnosztikdban a tobb kérokozé dltal elSidézett ,pulyka bélgyulladas-
elhullds szindromdjat” kialakité vegyes fertdzések kideritését célzd multiplex real-time RT-
PCR-t dolgoztak ki Spackman és mtsai (2005), amellyel nemcsak a pulyka 2-es tipusu
astrovirusat, de a feltételezett kérokozoként jelenlévd pulyka coronavirust és a pulyka
reovirust is ki tudtdk mutatni.

Néhdany humdén, macska, sertés illetve szarvasmarha astrovirust sikeriilt fajazonos
embriondlis vesesejt-tenyészeten izoldlni, de csak a humdn és sertés astrovirusok voltak
képesek adaptalddni és tovabb szaporodni a szovettenyészeten.

A kacsa astrovirusat embriondlt csirketojasban tudtdk szaporitani, amnioniiregbe oltva.
A kikeld madarak satnydk voltak, és a majukon elhaldsos gécok jelentek meg, amelyekben a

virionokat meg lehetett taldlni (Murphy és mtsai, 1999).
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4.4.4. Morfolégia, genomszervezodés és replikdcio

Az astrovirusok kisméretli, kb. 25-30 nm atmérdjii virusok, amelyeknek jellegzetes
ikozaéder alaku fehérjékbdl all6 tokjuk (kapszidjuk) van. A teljes genomjuk tobbnyire 6800-
7900 bézispar hosszisagu, pozitiv szimpla szali RNS. Igy a sejtbe keriil6 virus-nukleinsayv
azonnal fertdzd, hiszen a gazdasejt riboszémdja 5’-3’ irdnyban le tudja olvasni a bekeriilt
virus RNS-t. Az astrovirusok szekvencidjdban altaldban 45-47% a guanin-citozin tartalom.

Szaporoddsi mechanizmusuk tovdbbra sem teljesen tisztdzott; valdsziniileg a
citoplazmdban zajlik, bir egy sejtmagban lezajlé 1épés sem kizart. A virionok tehdt a
citoplazmaban képzddnek és sejtoldodast kovetden jutnak ki az extracelluldris térbe.

A replikécidkor kétféle RNS képzddik. Az egyik egy a 3’ végen poliadenildlt farokkal
rendelkezd, teljes genomikus RNS, amely fert6zo, illetve egy kb. 2.4 kilobazis hosszusagu
szubgenomikus RNS, amely a fo kapszidfehérjét kédolja, és nagy mennyiségben képzddik.

Ez a szubgenomikus RNS nem épiil bele a virionba, ellentétben a calicivirusokkal, ahol igen.

RNS polimeraz

5 ORFla LN 3
H Bl ORF2

proteaz

(0]
“Frameshift” struktira

6. abra: Az astrovirusok genomja (Murphy és mtsai, 1999)

A transzlaci6 sordn két nagy kapszidprotein és tobb kis szerkezeti fehérje keletkezik,
illetve az astrovirusokban megtaldlhaté riboszomdlis ,frameshift” tovabbi fehérjék
létrehozdsat teszi lehetdvé. A nyilt olvasdsi keretek (ORF-ek) atfedik egymdst és a
riboszomalis ,,frame-shift” segitségével kotddik egymashoz az ORF1a és b (6. abra).

Az ORF2 348 bazisparja éltal koédolt kapszid protein bizonyos szakaszokon
meglehetdsen nagy konzervativizmust mutat, ezért gyakran haszndljdk tipizdldsra. A régio
szekvencia- és filogenetikai analizisével sikeriilt a humdn astrovirusokat 8 genotipusba

sorolni (Lukashov és Goudsmit, 2002; Ulloa és mtsai, 2005).
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Az utébbi években sikeriilt megismerni tobb, emberi illetve éllati astrovirus (Human
AstV 1, 2, 3, és 8; Ovine AstV, Turkey AstV-1, -2 valamint az ANV 1) teljes

genomszekvencidjat (Koci és mtsai, 2000b; Jonassen €s mtsai, 2003).

4.5. Az astrovirusok el6forduliasa madarakban és az altaluk okozott korképek

Baxendale és Mebatsion (2004) megvizsgéltdk a madarakban taldlhat6 astrovirusokat és
ot kiilonbozo virust irtak le (1. tablazat). Két sajat astrovirusa van a pulykdknak (Tang és
mtsai, 2005), egy taldlhaté kacsdkban és az avian nephritis mellett leirtak egy j, ugyancsak
csirkében eldforduld astrovirust, amelyet CAstV-ként jelolnek (Baxendale és Mebatsion,
2004). Az ANV 6ndll6 virus, amely mds fajok astrovirusaival mindossze kb. 20 %-os
rokonsdgot mutat.

Altaldban embriondlis szovettenyészeten szaporithaték csak (Frazier és mtsai, 1990),
tenyésztésiikhoz legjobban elsddleges embriondlis csirke-vesesejtek (chicken kidney cell -
CKC) haszndlhaték (Murphy és mtsai, 1999). A virusszaporodds eredményeként esetenként
nagyobb virulencidji virustorzs és/vagy fogékonyabb baromfivonal esetén citopatogén
hatasként (cytopathic effect - CPE) sejtlekerekedést, illetve plakk-formdléddst lehet

megfigyelni (Frazier és mtsai, 1990).

1. tablazat: Az Avastroviridae csoportba tartozé virusok (Baxendale és Mebatsion, 2004)

Név Rovidités | Szekvencia Eléfordulas
1. | Turkey astrovirus 1 TAstV-1 Teljes genom | pulyka
2. | Turkey astrovirus 2 TAstV-2 Teljes genom | pulyka

PEMS szindréméban lehet
korokozo szerepe

3. | Duck astrovirus 1 DAstV-1 Nincs adat Kacsa
(kordbban Kacsahepatitis 2-es tipusat
DHV-2) alakitja ki

4. | Avian nephritis virus 1 ANV-1 Teljes genom | Napos csirke

(Avian nephritis virus 2 ?) | (ANV-2 ?) | Csak ORF2

5. | Chicken astrovirus CAstV Nincs adat Napos csirke hasmenés

Eldszor 1991-ben figyelték meg Amerika dél-keleti dllamaiban a 7-28 napos pulykdk
hirtelen, nagyardnyd elhulldsdval és bélgyulladdsaval jar6 korképét, amelyet PEMS-nek
(Poult Enteritis and Mortality Syndrome) neveztek el (Perry és mtsai, 1991a és b), és
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kialakuldsdban szerepet tulajdonitanak a TAstV-2 virus tipusnak (Koci és mtsai, 2000b; Yu
és mtsai, 2000; Behling-Kelly és mtsai, 2002). Az elhullds heveny esetben nagyszdmdu, de
1éteznek elhizodo, inkdbb fejlédésben vald visszamaraddssal jaré tomeges megbetegedések is
(Schultz-Cherry és mtsai, 2001). Koéroktanilag tobb virus szerepét feltételezik (Saif és mtsai,
1990), de a betegséget kisérletesen csak egyidejli bakteridlis (Escherichia coli) fertdzéssel
tudtdk reprodukdlni, illetve gyakran csak a madsodlagos bakteridlis fertozés sulyosbitotta
elhullasig a kérképet (Qureshi és mtsai, 2001).

Az elhullott pulykdk szamos szovetébdl, tobbek kozott a vériikbol is kimutathaté a
virus, ami a fertdzés sordn 1étrejovd viraemia jele (Koci és mtsai, 2003). Meglepé médon a
sulyos hasmenés ellenére, a kdérszovettani vizsgdlatok nem mutattak ki sdlyos gyulladdsra
jellemzd szoveti reakcidkat a vékonybél nyélkahdrtydjdban vagy egyéb rétegeiben.

A kacsa astrovirusdnak a kacsa hepatitis 2-es (DHV-2) tipusdnak kialakitdsaban
tulajdonitanak szerepet (Gough és mtsai, 1984, Baxendale és Mebatsion, 2004). Ez a
betegség egyeldre csak Anglidban fordult eld, 10 napos kortdl 6 hetes korig okozva kacsdban
vérzéses majgyulladést. A kérokozo csak kiillonbozd diagnosztikai vizsgdlatokkal kiilonithetd
el az 1-es, 3-as és 4-es tipusu kacsa hepatitistdl, amit két picornavirus szerotipus illetve egy
hepadnavirus okoz.

Az avian nephritis 1-es tipusdrdl egyre tobb ismeretiink van, de a feltételezett 2-es
tipust még nem sikeriilt izoldlni, ezért konkrét adatok nincsenek a kartételérdl sem. Az avian
nephritis virus (ANV), amely csirkékben idéz el6 fertdz6 vesegyulladdst, az Astroviridae
viruscsaldd Avastrovirus nemzetségébe tartozik (Imada és mtsai, 2000). Eldszor 1976-ban
izolaltak Japdnban nephritises csirkékbdl (Imada és mtsai, 1979) és akkor a picornavirusok
kozé tartoz6 enterovirusnak gondoltdk, amely kiilonbozik a csirkék encephalomyelitis
virusatdl €s a kacsdk virusos mdjgyulladdsdnak koérokozdjatdl (Yamaguchi és mtsai, 1979;
Imada és Kawamura, 1997).

Napos korban okoz heveny esetben jellegtelen, d4ltaldnos tiinetekkel jar6
megbetegedést, illetve esetenként testtomeg-gyarapodds csokkenést (McNulty és mitsai,
1990), majd két hetes kor koriil veseelfajulas és szovetkozi vesegyulladas jelenik meg (Shirai
és mtsai, 1992), ami silyosabb esetben zsigeri kdszvény kialakuldsdhoz €s elhulldshoz vezet

(Siller, 1981; Varga és mtsai, 1999).
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4.6. Az avian nephritis virus

Az avian nephritis virus, amelyet 2000-ben soroltak be az astrovirusok kozé, 6927 bp
hosszisagu, pozitiv szimpla szdld RNS genommal rendelkezd virus, ami az Avastrovirus
nemzetségbe, a madarak astrovirusai kozé tartozik. A genom nem szegmentdlt, egyetlen

molekula képezi, strukturdlis és nem strukturdlis fehérjéket kodol (7. abra).
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7. abra: Az avian nephritis virus genomjanak szerkezete

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

A genomban harom nyilt olvasasi keretet (ORF-et) kiilonboztetiink meg (2. tablazat).
A jelenlegi ismereteink szerint az ORFla kédolja a virus protedzt, mig az ORF1b felelds az
RNS fiiggdé RNS polimerdz létrehozasaért. Az ORF2 kédolja a strukturdlis fehérjéket, melyek
a kapszidot alkotjak (Koci és mtsai, 2000b). A genom két végén, jelen tuddsunk szerint, nem

kédolé terminalis szakaszok vannak (<14 és >6622nt).

2. tablazat: Az avian nephritis virus genomszervezddése

Jele Neve Hossza Funkcié

ORFla ANVgpl | 14-4551 Nem strukturélis konzervativ protein
(szerin-proteaz)

ORF1b RNS dependens RNS polimeradz

ORF2 ANVgp2 | 4571-6622 | Strukturdlis polyprotein
(kapszid kédold régid, vagy poliprotein
prekurzor)

Poly A farok

4.7. Az avian nephritis virus okozta kérképpel kapcsolatos ismeretek

Az 1976-ban picornavirusként azonositott, majd Yamaguchi és munkatérsai altal 1979-

ben leirt virust, a csirkék fertdz6 nephritisének, az avian nephritisnek a kérokozdjat Imada és

25



munkatdrsai 2000-ben astrovirusként azonositottdk (Yamaguchi és mtasi, 1979; Imada és
mtsai, 2000). Magyarorszdgon napos csirke hulldk boncoldsa sordn a Japdnban leirt ANV
jelenléte mar a 70-es évek végén felmeriilt (Tanyi és Sari, 1970), de akkor ezt nem lehetett
egyértelmiien igazolni.

A fertdz6 vesegyulladds szintén a fent emlitett dgynevezett ,baby chicken
nephropathy” (BCN), ami Iényegében a ,napos csirkék koszvénye” vagy ,vese-
muikodészavar-komplexus™ (Tanyi és Séri, 1970) néven emlitett tiinetcsoport részletjelensége.
Els6sorban a napos csirkék betegsége, amely a fert6z6dés utdni 3. naptél hasmenésben
nyilvanul meg, tovdbba az 4llatok fejlddésben valé visszamaraddsat, sulygyarapoddsdnak
csokkenését okozza. Az elhulldsi ardany daltaldban alacsony, foként azokban az esetekben
szdmolhatunk vele, amikor a vesetubulusok hdmsejtjeinek elvaltozdsai miatt nephroso-
nephritis, majd zsigeri kdszvény alakul ki az dllatban (Shirai és mtsai, 1991b).

Az avian nephritis virus kartétele egyéb hajlamosité tényezdk egyiitthatdséra, tartdsi és
takarmanyozasi hibdkra (Jarmai, 1925; Mézes és Korosi, 2006), valamint immunszuppressziv
allapotra visszavezethetden vélhat jelentdssé (Narita és mtsai, 1990).

Tobb orszagban végeztek széleskorli felmérést a fert6z6 vesegyulladds virusanak
jelenlétét vizsgdlva, és azt tapasztaltdk, hogy a fert6zés elterjedt, sot pulykdban is ki tudtak
mutatni ANV ellenanyagokat (Connor és mtsai, 1987; Cavanagh, 2001). Ezen kiviil
sziirovizsgdlatok sordn szdmos orszagban taldltak SPF (specified pathogen-free)
csirkedllomanyokban is ANV ellenanyagokat (Connor és mtsai, 1987; McNulty és mitsai,
1989), ami felvetette egy esetleges vakcina kontamindcié gyandjat. Az 1990 Kkoriil
kereskedelmi forgalomban elérhetd baromfi vakcindkban azonban sem in vitro, sem in vivo
modszerekkel nem sikeriilt az akkor még picornavirusnak gondolt fert6z6 agens jelenlétét
igazolni (Frazier és mtsai, 1990). Decaesstecker és munkatédrsai (1988) ezzel kapcsolatban
leirtak, hogy a vakcindk vizsgdlatdndl alkalmazott virusizoldldsi kisérletek gyakran vezetnek
téves negativ eredményre olyan esetekben, amikor transzmisszids elektronmikroszképos
vizsgélattal igazolhat6 a picornavirus részecskék jelenléte (Decaesstecker és mtsai 1988).

A hazityadk minden életkorban fogékony a virus irdnt, de a kialakul6 elvaltozdsok
silyossdga fiigg az életkortél (Varga és mitsai, 1999). Irodalmi adatok alapjan
valészintlisithetd, hogy az dllatok megfertdzddhetnek anélkiil, hogy kialakulndnak a klinikai
tinetek is (Imada és mtsai, 1983). Nem egyértelmilien tisztazott jelenleg, hogy van-e
vertikdlis fertdz€s. Kisérletesen, nagy adag virussal embridelhaldst lehet el6idézni (Imada és

mtsai, 1981).
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Az allatok szdjon keresztiil veszik fel a virust, majd az a bélhdmsejtekben szaporodik
el. Miutan kialakult a viraemia, a kérokoz6 kiilonboz6 szervekben okoz elvéltozast, amelyek
koziil legfontosabb a vese karosoddsa (Imada és mtsai, 1983). Az avian nephritis virus
elsésorban a proximadlis tubulusok hamsejtjeiben szaporodik tovabb, azok degenerativ
elvéltozdsait és kovetkezményes szovetkozi vesegyulladast kialakitva (Shirai és mtsai, 1990a;
Koci és Schultz-Cherry, 2002).

Napos csirkékben jobbdra szubklinikai kérképet idéz eld, amely foként hasmenésben,
vesekdrosodasban illetve a testtomeg-gyarapodds csokkenésben jelentkezik (Goodwin és
mtsai, 1993). Az elhulldsok szdma nem magas, de a tilélokben a késObbiek sordn a betegség
elhiz6d6 formdjdra lehet szdmitani (Shirai és mtsai, 1989). Fert6zési kisérletekben igazoltak,
hogy a fert6zddést kovetd 4. napon van a legmagasabb virusszint a vesében, a 10. napra
megemelkedik a vérplazma uratszintje, 4ltaldban mégis kevés a kdszvény miatt elpusztult
allat (Shirai és mtsai, 1990b; Shirai és mtsai, 1991a).

A korjelzés meglehetdsen nehéz, hiszen a megfigyelt klinikai tiinetek és a taldlt
koérbonctani-koérszovettani elvaltozasok tobb fertdzd és nem fert6zd baromfibetegségnél
elofordulhatnak. A virus izoldldsa rutinszerlen nem Kkivitelezhetd, csak csirkeembrid
vesehdmsejt-tenyészeten szaporithaté (Frazier és mtsai, 1990; Varga és mtsai, 1999). A
koérjelzésben azonban felhaszndlhaték a modern, molekuldris diagnosztikai moédszerek
(Cavanagh és mtsai, 1997), hiszen a virus genomjanak teljes szekvencidja megtaldlhaté a
nemzetkozi génbankban (GenBank, NCBI). A virus nukleinsav sorrendjének ismeretében valt
lehetové egy specifikus, a reverz transzkripciét kovetd polimerdz ldncreakciéra (RT-PCR)
alapozott diagnosztikai eljards kialakitdsa, amelyet eldszor munkacsoportunk alkalmazott
(Méandoki és mtsai, 2006b). Vizsgdlataink sordn eldszor a makroszképos kép, majd a
kiegészitd vizsgalatok eredményei hivtak fel a figyelmiinket az avian nephritis virus esetleges

Ujabb kori hazai jelenlétére.

4.8. A PCR technika rovid attekintése

A molekuldris genetikai vizsgilatokat az 1980-as évek végétdl forradalmasitotta a
polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR) felfedezése (Mullis és mtsai, 1986).
A modszer kidolgozasaért Karry B. Mullis 1993-ban kémiai Nobel dijat kapott (Dezsd és
Nagy, 2005). A PCR segitségével lehetové valt a DNS egy rovid (néhdny szdz bazispar
méretll) szakaszdnak a megsokszorozdsa (amplifikaldsa) (Saiki és mtsai, 1985).

A PCR Iényege, hogy hdrom, kiillonb6z0 homérsékleten lejatsz6dd reakciot (ami

egylittesen alkot egy ciklust) 25-45-sz6r megismétliink (Dezsd és Nagy, 2005). Az els6 a
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DNS denaturdldsa, 93-95°C-on ugyanis a DNS két szdla elvdlik egymastol. A mdsodik
reakcid (primerkapcsolddds) dltaldban 45-60°C-on jatszodik le, ekkor a reakcidelegyben 1évo
oligonukleotid primerek odakotddnek a megsokszorozandd, egyszali formdban jelen 1évo
DNS két specifikus szakaszdhoz (Gibbs, 1990). A PCR reakci6 egyébként 68°C kapcsolddési
homérsékletig zavartalanul miikodik. Az oligonukleotidok 20-30 bazisparbdl élld, szimpla
szald DNS-darabkdk, melyek bdazissorrendje komplementer a megsokszorozandé DNS-
szakasz végén 1év0 bazissorrenddel. A primerkapcsoldédas a PCR egyik legkritikusabb pontja,
mert a reakcié specifikussagét alapvetden befolydsolja. Ha alacsony tapadasi hdmérsékletet
alkalmazunk, a primerek akdr egy nem-specifikus DNS szakaszhoz is képesek kapcsolddni,
vagyis olyanhoz amelynek homoldgidja nem teljes és igy képesek hibds pozitiv eredményt
adni. A harmadik reakcié (lancszintézis) sordn, 72°C-on, a jelenlévo DNS-polimeraz enzim
lemdsolja a két primer kozotti DNS-szakaszt (templdt), azaz (j DNS-szdlat szintetizdl. A
kovetkezd ciklusokban ugyanezek a reakcidlépések ismétlodnek meg, de most mar mindig

kétszer annyi lemdsolhat6 DNS-molekula van jelen, mint az els6 ciklusban (8. abra).

Célszekvencia

clinditja az 1. ciklust

' A szimpla szilakra denaturdilis

J DNS-polimeriz horziadasa

primertal
— induld

lincnovekedés

JEER SRR A ennnnnnnu SRR

denaturicio a replikdcio masodik
ciklusdnak elinditisira

8. abra: A PCR reakci6 sematikus dbrazoldsa (Stansfield, 1997)
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Mivel a DNS-fragmentum mennyisége minden egyes 1épésben megkétszerezddik, az
amplifikdcié exponencidlis. E hdrom 1€pésbdl (denaturdlds vagy szétvdlasztss,
primerkapcsolddas, lancszintézis) all6 ciklus nagyszdmi (kb. 30-szoros) ismétlése
eredményeként vizudlisan értékelhetd mennyiségli specifikus DNS keletkezik, amelyet
gélben elektroforetizdlva vdlasztunk el a fel nem haszndlt primerektél és szabad
nukleotidoktdl, majd etidium-bromid jeloléssel tesziink lathatova.

A PCR kivitelezése sordn a reakcid valamennyi komponensét (templdt DNS, primerek,
polimerdz enzim, nukleotidok) Osszemérjiik, a ciklusok pontos végrehajtdsar6l automata
gondoskodik. Egy-egy reakci6lépés ideje 1-2 perc, igy a teljes miivelet csak néhany 6rat vesz
igénybe. A megsokszorozott DNS-fragmentumot szdmos tovdbbi molekuldris bioldgiai
technikdval vizsgédlhatjuk. A betegségekért felelos korokozok, vagy génmuticidk
felismerésére, DNS-szintli diagnosztikdjara is lehetoség kindlkozik (Reiss, 1991; Kiss és

mtsai, 1997; Towsend és mtsai, 1998).

4.9. Egyes PCR technikak és nukleinsavvizsgaléo modszerek rovid leirasa

Polimerdz léncreakcié (PCR): A fentiekben leirt (4.8.) PCR technika olyan in vitro

nukleinsav sokszorozé eljards, melynek specificitdsiat és érzékenységét a reakcidban
alkalmazott, rovid, 4ltaldban 18-25 bédzispar hosszisigu oligonukleotid primerek biztositjdk
(Mullis és mtsai, 1992). A PCR technika lehetdvé teszi fixalt szovetmintdk vizsgdlatat is, ami
az elvéltozdsok retrospektiv értékelésére is alkalmas, igy a betegségek akdr tobb évre
visszamenden nyomon kovethetdvé vdlnak (Singh és mitsai, 2005). Az eredmények
értékelésénél figyelembe kell venni a DNS lehetséges kdrosoddsat és lebomldsat. Mai
tudasunk szerint a 200 bazis-parnal hosszabb DNS szakaszok néhany évig maradnak egyben,
ezért nagy szakaszokat kozrefogd primerek haszndlatdt retrospektiv vizsgalatok esetén
keriilni kell (McOrist és mtsai, 1994).

Az eredetileg kifejlesztett PCR technika alapjan a kutatdsi igényeknek megfelelden a
modszert tovabbfejlesztették, és szdmos véltozatat dolgoztdk ki, melyek koziil legtobbet a
diagnosztikdban is rendszeresen alkalmaznak (Beldk és Ballagi-Porddny, 1993; Loda és
DelLellis, 1994; Biksi és mtsai, 1998). Ezek nagyobb részét PhD munkdm sordn alkalmaztam,
ezért célszerlinek ldtom rovid ismertetésiiket.

RT-PCR: A mintdbdl kivont RNS-t reverz transzkriptdz enzim segitségével dtalakitjuk
komplementer cDNS-sé, €s ez utébbit hasznaljuk fel a PCR-ben templatként. RNS-virusok
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kimutatdsa mellett (Koci és mtsai, 2000a) a génkifejez0dés (mRNS szintézis) vizsgdlatara is
széles korben alkalmazzak.

Nested-PCR: Egy adott target nukleinsav régiora tervezett elsd primerparral elvégzett
PCR érzékenységének és specificitdsanak tovabbi novelésére alkalmas médsodik primerpéarral
végzett PCR kor. Leegyszertiisitve: az elsd reakcidban kapott PCR-terméket haszndljuk egy
masodik reakcidban templéatként, az eredeti primereken beliil (“nested” médon) elhelyezkedd
primerek felhaszndldsaval. Ezért a nested-PCR vizsgalat sordn az els6 PCR terméknél
rovidebbet kapunk.

Nukleotidsorrend meghatdrozds (szekvendlds): A megsokszorozott nukleinsav

fragmentek nukleotid sorrendjét nagy teljesitményii Gn. szekvendld automatdk segitségével
végzik. Az 1{gy kapott informicié6 szdmitégépes elemzésével, nagy pontossiggal
megdllapithatéak az adott kérokozok/kérokozéd csoportok rokonsagi viszonyai (Herczeg és

mtsai, 1999).
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. Vizsgalati mintak

Tanszékiinkon 2002 és 2005 kozott elsdsorban rutindiagnosztikai vizsgdlatra behozott
csirkéket boncoltunk fel. Ezek kiillonboz6é kord, €10, diagnosztikai vizsgdlatra bekiildott
illetve elhullott 4llatok voltak, amelyek klinikai tiineteket nem, vagy esetleg csak jellegtelen
elvdltozdsokat mutattak. A kéreldzményi adatok alapjan az dllomédny nem fejlodott a fajtanak
megfeleld eréllyel, illetve a szokdsosndl nagyobb ardnyd elhullds is mutatkozott a nevelés
elso heteiben.

Masrészt eloboncolt napos csirkékbdl szdrmazé nyers szervmintdkat is kiildtek be az
allatorvos kollégdk olyan esetekben, mikor az 4ltaluk felboncolt napos csirkében
veseelfajuldst, koszvényt, és/vagy a korszovettani vizsgdlat alapjan vesegyulladdst
allapitottak meg. Altalaban vékonybélbdl és vesébdl, de esetenként egyéb szervbol kimetszett
darabokat kaptunk molekularis diagnosztikai vizsgélat céljara.

Emellett az orszdg kiilonbozd helyein miikodd éllategészségiigyi diagnosztikai
intézetek jovoltdbdl szdmos baromfitartd teleprdél beérkezd mintdbdl kaptunk vizsgdlati
anyagot, amelyekr6l a 3. tablazatban adunk attekintést.

Két esetben 1991-bdl szdrmazd, mélyfagyasztott archiv mintdbol vese és thymus

szovetet vizsgaltunk meg.

3. tablazat: A vizsgélt mintdk 6sszefoglal6 tablazata

o Vizsgalt telepek | Osszes eset

Bekiild6
szama szama

SzIE AOTK Kérbonctan 25 42
Orszagos Allategészségiigyi Intézet 15 37
Kaposviri Allategészségiigyi Intézet 11 25
Debreceni Allategészségiigyi Intézet 2 4
Allatgy6gyészati Oltéanyag, Gyégyszer- ) 5
€s Takarmanyellen6rzo Intézet
OSSZESEN: 53 113
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Valamennyi beérkezd mintdt megvizsgaltunk fert6z0 bronchitis virus jelenlétére is,
tovabba ellendriztik egyes dltaldnosan haszndlt IBV vakcindk kontamindcidjdnak
lehetoségét, mivel az irodalomban leirt felvetés és az elvéltozdsok idOnkénti tOmeges
eléforduldsa alapjan benniink is felmeriilt annak a gyanuja, hogy az dllatok esetleg az oltdsi

program sorén fert6zddnek AN virussal napos korban.

5.2. Korel6zmény, kérbonctani morfolégiai vizsgalatok

Eldszor 2002 nyardn meriilt fel az avian nephritis virus hazai kartételének a gyanuja.
Tiz (5 elhullott, valamint 5 él6 és dltalunk diagnosztikai célbdl elvéreztetett) 15 napos kord
ROSS-308 fajtaju csirke hulldjat boncoltuk fel. A hulldk egy olyan teleprol érkeztek
boncolésra, ahol a letelepités utdn szokdsos elhullds, illetve az elfogadhaté 2%-os elhullds
folott tovabbi 3% jelentkezett a 10. naptdl kezdve. A 15. napon még mindig jelentds volt az
elhulldsok szdma, biar semmi magyardzatot nem taldltak a veszteség okdra. A kezeld
allatorvos kisérOirata szerint a nevelés elsO hetében enyhe hasmenés volt megfigyelhetd az
allomanyban.

Ettd]l az alkalomtdl kezdve Magyarorszdg kiilonféle régi6ibol folyamatosan kaptunk
vizsgélatra hasonl6 kéreldzményi adatokkal kiilonboz6 kord €s fajtdju csirkéket, amelyekben
a boncolési lelet szintén hasonl6 volt.

A rutinszerli kérbonctani és korszovettani diagnosztikai vizsgdlat elvégzése utdn, az
altalunk felboncolt dllatok elvaltozdsokat mutaté veséibdl és vékonybelébdl mintdkat
gyljtottiink, amelyeket tovabbi vizsgélatig -20°C-on illetve -80°C-on taroltunk. Ezenkiviil két

esetben thymus, illetve egy esetben pancreas szovetet is kaptunk vizsgalatra.

5.3. Korszovettani vizsgalat

Minden éllatot felboncoltunk €s a kiilonféle elvaltozast mutato, illetve makroszkoposan
egészségesnek latszo szerveiket (veséket, valamint egyéb parenchymds szerveket, tovabba
vékonybeleket, thymust, Fabricius-féle tomlot, agyvelot) 8%-os pufferolt neutralis
formaldehid oldatban fixdltuk kérszdvettani vizsgdlatok céljéra.

Kivéagas utdn felszall6 alkoholsorban viztelenitettiik a szoveteket és paraffinba dgyaztuk
oket, majd 5Sum vastagsdgd metszeteket készitettiink bel6liik Reichert tipusd szdnkds

mikrotémmal, és hematoxilin-eozinnal (HE) megfestettiik a szovetszelvényeket.
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5.4. Bakteriolégiai vizsgalat

A hulldk m4jabdl és vékonybelébdl rutin bakterioldgiai vizsgédlatot végeztiink, melynek
sordn véres- €s Drigalski-agarra szélesztettiink a vizsgdlni kivéant szervekbdl. A tdptalajokat

24 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk aerob koriilmények kozott.

5.5. Transzmisszios elektronmikroszkopos morfolégiai vizsgalat

Az dltalunk diagnosztikai célb6l frissen elvéreztetett allatokb6l 1mm’® méretil
vesedarabkdkat 24 oran 4t 4°C-on 4%-os pufferolt paraformaldehid oldatban fixaltunk. A
mintdkat tartésitds utdn 1% ozmium-tetroxiddal kezeltiik. A fixdlt mintdkat felszallo etil-
alkohol sorban dehidraltuk, majd szintetikus rezinbe (Durcupan ACM, Fluka, Switzerland)
agyaztuk be. Ultravékony metszeteket vagtunk beldliik, majd uranil-acetattal és 6lom-citrattal
kontrasztfestést  végeztink és az 1igy elOkészitett —metszeteket transzmisszids

elektronmikroszképpal vizsgaltuk (JEM 1011, JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

5.6. Virus RNS tisztitasa

A mélyfagyasztott szovetmintdkat kiolvasztottuk, majd apré darabokra véagtuk a
szervrészeket. A kb. rizsszemnyi szovetdarabokat steril porceldn dorzscsészében és steril
homok hozzdaddsdval homogenizéltuk. A szovetek pépesitése utdn 1,5ml steril foszfattal
pufferolt fiziol6gids soéoldatot (phosphate-buffered saline, PBS) adtunk a mintdhoz,
Eppendorf csdbe ontottiik és 6000*g szoggyorsuldssal 10 percig centrifugaltuk a sejttormelék
letilepitése érdekében. A centrifugélt minta feliilisz6jat haszndltuk virusizolélas céljéra.

A koérokozé genetikai anyaganak tisztitdsdéhoz a QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
GmbH, Hilden, Németorszag) RNS tisztitd készletet haszndltuk a gyarté utasitdsai szerint
(Nakazato és Edmonds, 1972). Roviden: 140ul virusszuszpenziét adtunk 560ul
lizispufferhez, amely hordoz6 RNS-t (carrier RNA) is tartalmazott egy 1,5ml-es Eppendorf
csoben. Vortex segitségével megkevertilk az oldatot, majd 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk. Feltards utdn 560ul abszoldt etanolt adtunk az elegyhez, majd az alkoholos
kicsapdast kovetden a mintét szilikagél membranra adszorbedltuk tgy, hogy a kapott oldat
felét centrifugdlhatd, szlirfvel ellatott oszlopra mértiik és 6000*g szoggyorsuldssal egy percig
centrifugaltuk. A lecsepegett folyadékot eltavolitottuk, a maradék oldatot is a szlirére mértiik,
majd ismét centrifugaltuk a mintat. Ezutdn kiilonb6z0 etanol tartalmd mosdoldattal
eltavolitottuk a szennyezd elemeket, €s a kotddott RNS-t 60ul eludlé pufferrel leoldottuk az

adszorbensrol.
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5.7. Primertervezés

A munka soran tobb primerpart terveztiink és haszndltunk fel, a 4. tablazat és a 7. abra
a legfontosabb jellemzoiket és az ANV genomban elfoglalt helyliket mutatja be. A
tervezéshez a Primer Designer 4 SECentral (Scientific and Educational Software Cary, NC,
USA) illetve a Primer 2.0 programot haszndltuk. A primereket a Mezdgazdasigi
Biotechnoldgiai Kutatokdzpont (G6dolld) szintetizélta. A primerparok alkalmasak voltak
diagnosztikai vizsgdlatok megerdsitésére €s filogenetikai elemzésekre is. A nested PCR-hez
két, az ORFl1-re tervezett primerpart allitottunk Ossze, hogy a primerek a konzervativ
szakaszon megtapadva biztosan eredményezzenek terméket. A diagnosztikai kimutatdsra
haszndlt primerek, amelyek a filogenetikai vizsgalatok alapjdt adtdk, szintén az ORF1-en
helyezddtek el, ugyanis az ORF2-re tervezett primerparok — feltehetden a strukturdlis
fehérjék nagy valtozékonysdga miatt — nem adtak PCR terméket. Az ORF2, illetve a teljes

genom vizsgdlatdra tovabbi primerparokat terveztiink.

4. tablazat: Az ANV kimutatdsara tervezett primerek helyez6dése

Neve Szekvenciadja Helye* Termék
hossza

,Nested kiilsé A” | 5'-“TGCCTGGTCCATAATGTTAC-3' 1213-1232

,»Nested kiilsé B” | 5~AATCTCATCAGCGAGGTCTT-3' 2010-2029 816bp

,Nested belsd A” | 5-“CGGCTTCCGTTATCTAACTG-3' 1327-1346 324bp

,Nested belsd B” | 5'-GAGAACCTTGGCTTGAGATG-3' 1632-1651

Fa-primer A 5'-AGA TAC GCT TGC TCG TCT TG-3' 1678-1697 607bp

Fa-primer B 5'-CCT CTA ACC GGC GAT ATT CT-3' 2266-2285

ORF2 - F 5’-CCA GCT CAC AAG CGA GTT AC-3* | 5945-5964 408bp

ORF2 - R 5’-CTG TGC CTC CAG TAT TGA AG-3’ 6334-6353

*A megadott szamok az ANV referencia torzs génbankban megtaldlhaté (NC_003790)

genom szekvencidjara utalnak

Az 1BV fertdzés megerOsitésre vagy kizdrdsdra el0szor az irodalomban leirt

diagnosztikai primerpdrokat és reakcid koriilményeket (Farsang és mtsai, 2002), majd sajat
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tervezésl, ugyancsak diagnosztikai primerpart hasznaltunk (5. tablazat), melynek reverz

primere egyiittmikodott a mar meglévd, kordbban alkalmazott forward primerrel is.

816 408
1213 W 2029 5945 [6353 ,
—» | <«— —»> | <
(1) 1327 <1651 (6927)
¢
324
—» <
1678 | 2285
607
7. abra: A primerek lokalizacidja az ANV referencia-torzs genomjan
5. tablazat: Az IBV kimutatdsara tervezett primerek helyezddése
ioe P " Termék
Neve Szekvenidja Cél Helye
hossza
N 784 5-AATTTTGGTGATGACAAGATGA-3 | | 26566-26587 | 403bp
N 1145 5-CATTGTTCCTCTCCTCATCTG-3' 26948-26968
(Farsang és mtsai, 2002)
avian corona f 5'-ACATGTCTATCGCCAGGGAA-3' b 27280-27299 139
avian corona r 5-CGGCACTGGCATCTTTATAC-3' 27399-27418 b

*A megadott szdmok az IBV génbankban taldlhat6 Beaudette referencia torzsének

(M95169) genom szekvencidjara utalnak

** D - diagnosztika
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5.8. ANV RT-PCR

Az RT-PCR-t a reverz transzkripci6 €s PCR egymds utdni elvégzésére alkalmas
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszdg) felhaszndldsaval dn.
»egylépéses” rendszerben végeztilk. Minden 50ul reakcidelegy 10ul 6tszoros toménységl
puffert, 2,5mM végsé magnéziumklorid (MgCl,) koncentraciét, 0,4mM dezoxiribonukleotid-
trifoszfat (ANTP) keveréket, 20 egység (U = unit) ribonukledz gétlét (Ribonuclease Inhibitor,
Fermentas, Vilnius, Lithuania), mindkét primerbdl 40pmol-t, valamint 2ul polimerdz enzim
mixet (Escherichia coli baktériumban expresszalt Omniscript €s Sensiscript reverz-
transzkriptdz rekombindns heterodimer enzimek és ugyancsak E. coli baktériumban
expresszélt HotStarTag DNS polimerdz rekombindns enzim) tartalmazott. Templat RNS-bol
minden esetben Sul-t adtunk a reakcidelegyhez.

A reverz transzkripcid 50°C-on 30 perc alatt jatszédott le. Ezutdn a szétvélasztds
(denaturicid) kovetkezett 95°C-on 15 percig a reverz transzkriptdz inaktivdldsara, valamint a
kezdeti nukleinsav szétvélasztisra. A PCR reakcié 40 ciklusbol allt, amelynek lépései a
kovetkezOk voltak: szétvalasztds 94°C-on 40 mdésodperc, a primerkapcsolédds 55°C-on 45
madsodperc €s a lancszintézis 72°C-on 1 perc. A lancszintézisek teljes befejezését 10 perces
inkubdcidval végeztiik el 72°C-on. Az ANV kimutatdsara alkalmazott valamennyi primerpér
esetében 55°C-os primerkapcsoloddsi homérsékletet, €s azonos reakcidkoriilményeket
haszndltunk. A reverz transzkripcidt és a polimerdz lancreakciét Omnigene Thermal Cycler
(Hybaid, USA) automata késziilékben hajtottuk végre. Minden futtatdsban szerepelt negativ
és pozitiv kontroll is. A negativ kontroll templat helyett kétszer desztilllt vizet tartalmazott,
mig pozitiv kontrollnak a referencia torzset hasznaltuk, melyet Dr. Palya Vilmos (CEVA-

Phylaxia, Budapest) volt szives rendelkezésiinkre bocsatani.

5.9. ANY nested PCR

A PCR reakcié érzékenységének és specificitdsanak javitisara nested PCR reakciot
dolgoztunk ki, amelyben az RT-PCR sordan a ,Nested kiils6 A és B” primerekkel (4.
tablazat) kapott terméket hasznaltuk templatként. Az RT-PCR sordn alkalmazott program
megegyezett a kordbban (5.8.) leirtakkal, a kapott termék méretét gél-futtatdssal ellendriztiik
az 5.10. pontban leirtak szerint.

A mésodik PCR-nél alkalmazott reakcidelegy 4mM dezoxiribonukleotid-trifoszfat

(ANTP) keveréket és 1,5mM MgCl,-t tartalmazott. A ,,Nested bels6 A és B” primerekbdl
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0,8uM-t, tovabba 2ul amplifikdlt terméket és 1,5U (egység) Taq DNA polimerazt
hasznéltunk a megfeleld pufferkbzegben (MBI Fermentas, Vilnius, Litvédnia).

Ebben a reakcidban a sokszorositdst 25 ciklusban végeztiik (94°C, 30mp; 52°C 40mp;
és 72°C, 50mp). Ezutdn a végsd lancszintézis befejezéséhez a mintdkat 5 percig 72°C-on
tartottuk. A terméket agargél-elektroforézissel tettiik lathatovd a késobbiekben (5.11.) leirt

modszer szerint.

5.10. Az IBV kimutatasara hasznalt RT-PCR

7z

Az N 784” és , N 1145” primerek esetén irodalomban leirt reakcid-koriilményeket
alkalmaztuk. Az ,,avian corona f és r”’ primerpdr esetében az aldbbi leirds szerint végeztiik a
vizsgélatokat.

Az RT-PCR-t ebben az esetben is a reverz transzkripcié és PCR egymds utdni
elvégzésére alkalmas QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag)
felhaszndldsédval ,,egylépéses” rendszerben végeztiik.

Minden 10ul reakcidelegy 2ul oOtszords toménységli  puffert, 2,5mM végsd
magnéziumklorid (MgCl,) koncentriciét, 0,4mM dezoxiribonukleotid-trifoszfat (dNTP)
keveréket, 10 egység (U = unit) ribonukledz gitlét (Ribonuclease Inhibitor, Fermentas,
Vilnius, Litvania), mindkét primerbdl 1uM-t, valamint 0,4ul polimerdz enzim mixet (E. coli
baktériumban expresszalt Omniscript €s Sensiscript reverz-transzkriptiz rekombindns
heterodimer enzimek és ugyancsak E. coli baktériumban expresszalt HotStarTaq DNS
polimeraz rekombindns enzim) tartalmazott. Templat RNS-bdl minden esetben 1ul-t adtunk a
reakcidelegyhez.

A reverz transzkripcié 50°C-on 30 perc alatt jatszodott le. Ezutdn a denaturéci6
kovetkezett 95°C-on 15 percig a reverz transzkriptdzok inaktivdldsdra, a polimerdz
lancreakciohoz sziikséges polimerdz enzim aktivaldsdra, valamint a kezdeti nukleinsav
szétvélasztasra. A PCR reakci6 elsé 4 ciklusdban a szétvdlasztds 94°C-on 40 mdsodperc, a
primerkapcsolédds - a specificitds novelése érdekében - 55°C-on 50 madsodperc és a
lancszintézis 72°C-on 1 perc volt. A masodik rész 34 ciklusbdl allt, amelynek lépései a
kovetkezOk voltak: a szétvalasztas 94°C-on 40 mésodperc, a primerkapcsolédds 50°C-on 50
masodperc és a lancszintézis 72°C-on 1 perc. A kezdeti 5°C-kal magasabb tapaddsi
homérséklet alkalmazdsa a specifikusabb primerkapcsoléddst szolgdlta. A leirt
primerkapcsolddasi homérséklet valamennyi primerpér esetében miikodott. A lancszintézisek

teljes befejezését 10 perces inkubdcidval végeztiik el 72°C-on. A reverz transzkripciot és a
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polimerdz lidncreakciét Omnigene Thermal Cycler (Hybaid, USA) automata késziilékben
hajtottuk végre. Minden futtatdsban szerepelt negativ és pozitiv kontroll is. A negativ kontroll
templdt helyett kétszer desztillalt vizet tartalmazott, mig pozitiv kontrollnak a kereskedelmi
forgalomban haszndlt, fert6z6 bronchitis virus elleni vakcina torzset haszndltuk, melyet Dr.

Farsang Attila (AOGyTI, Budapest) volt szives rendelkezésiinkre bocsatani.

5.11. Gélelektroforézis (vizualizacio)

Vizsgdlataink sordn a reakcidelegybol 10pul-t trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetit (TBE)
pufferben oldott, 0,5ug/ml etidium-bromidot tartalmaz6, 1%-os, illetve a kisebb
molekulatomegli termékek esetén 2%-os agardzgélben (SeaKem® FMC BioProducts,
Rockland, Maine, USA) elektromos térben futtattunk (elektroforetizaltunk) 6-8V/cm
fesziiltség mellett 1 o6rdig. A termék méretét GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fermentas,
Vilnius, Litvdnia) DNS 1étraval ellendriztiik. Ezt kdvetden a gélt 302nm-es ultraibolya fény
(UV) atvilagitassal (AITM-26 transzlumindtor, Alpha Innotech Corporation, USA) vizsgaltuk
és az adatokat Kodak DS Electrophoresis Documentation and Analysis System leképezd
késziiléken, a Kodak Digital Science 1D program segitségével szamitégépes informdacid

formdjéaban taroltuk.

5.12. A kontaminacié veszélyének kivédése

PCR vizsgélatok sordn minden munkafézist (szervhomogenizélds, RNS kivonds, PCR
Osszedllitds, vizualizdcid) a laboratérium elkiiloniild helyiségeiben végeztiink, a mintdkat
tartalmazé Eppendorf csoveket csak gumikesztyliben érintettik meg. Valamennyi PCR
reakciot, kiilonos tekintettel a nested PCR vizsgélatokra, steril PCR munkadllomédsban
mértiink 6ssze. Minden mintdndl pipetta hegyet cseréltiink, tovdbba minden esetben sziirovel
ellatott hegyet alkalmaztunk. A reverz transzkripciot €s az azt kovetd PCR-t egylépéses kit
felhaszndldsdval végeztik. A munkafdzisok, valamint a mintdk feldolgozdsa kozott steril

gumikesztytt cseréltiink a kontamindci6 lehetdségének minimadlisra csokkentése érdekében.

5.13. Szekvenalas

A ORFI régidhoz tapad6 specifikus primerpdrok altal felerdsitett terméket (amplikont)
TBE pufferben oldott, 0,5ug/ml etidium-bromidot tartalmazd, 0,8%-os agar6zgélben
(Standard Low-,; Agarose Gel, Bio-Rad, Richmond, CA, USA) elektromos térben futtattuk

(elektroforetizaltuk) 6-8 V/cm fesziiltség mellett kb. 3 6rdig. Az amplikon helyzetét rovid,

38



alacsony dézisu (rovid idejii) 302nm-es UV atvildgitassal (AITM-26 transzlumindtor, Alpha
Innotech Corporation, USA) vizsgéltuk, majd kb 500mg mennyiségli amplikont tartalmazé
géldarabkat vigtunk ki a géllemezbdl és QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Németorszag)
segitségével kitisztitottuk az elegybdl a DNS-t a gyart utasitdsai szerint.

A kitisztitott PCR termékek nukleotid sorrendjének vizsgédlatat az esetek egy részében a
MTA Szegedi Bioldgiai Kutaté Kozpontjdban, mds mintdkat a godolldi Mezdgazdasigi
Biotechnoldgiai Kutatékézpontban ,,Abi-Prism 310 genetic analyzer” (Perkin-Elmer Corp.,
Wellesley, MA, USA) automata szekvendlon végeztettiik fluoreszcens alapd direkt
szekvendldssal, amely sordn a termékeket mindkét irdnyban megvizsgaltdk. A
szekvendldashoz haszndlt primerek azonosak voltak az daltalunk a PCR reakcidban

hasznéaltakkal.

5.14. Szekvencia elemzés

A szekvendl6 reakci6 sordn leolvasott nukleotid-sorrendeket BLAST homoldgiakeresd
program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) segitségével azonositottuk a génbanki
virusgenomokkal. A komplementer szdl atforditdsahoz és a két szdl Osszehasonlitdsahoz
AlignPlus 4 (Scientific and Educational Software, Cary, NC, USA) és Clustal X (Thomson és
mtsai, 1997) programokat hasznéltuk. Az eltérden leolvasott nukleotidokndl a kromatografids
gorbék egyedi ellendrzésével és Osszehasonlitdsaval allapitottuk meg a helyes szekvencidt. A
szekvenalt genomrészleteket a National Centre for Biotechnology Information (NCBI)

adatbankban megtaldlhat6 rokon virusok szekvencidjdval vetettiik 6ssze.

5.15. Filogenetikai vizsgalatok

A filogenetikai torzsfa létrehozdsakor a Phylip v3.5 programcsomagot haszndltuk

(http://evolution.gnetics.washington.edu/phylip.html; Felsenstein, 1989) az egyenként 465 bp

hossztsagi nukleotid-blokkok 0sszedllitdsdhoz, a szekvencia-pdrok kozotti tdvolsagot
Kimura 2 paraméteres model (Kimura, 1980) segitségével hataroztuk meg.

A fa megjelenitése TreeView programmal tortént (Page, 1996). A genetikai rokonsdagot
mutaté filogenetikai fa dgy van dbrdzolva (rooted), hogy legdsibbnek a japan referencia
torzset (NC_003790) véljiik és mutatjuk. A torzsfa megbizhatésagat 1000-szer megismételt

,bootstrap” tjramintdz4si elemzéssel igazoltuk.
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6. EREDMENYEK

6.1. Boncolasi eredmények

A diagnosztikai boncolds sordn a napostdl a néhdny hetes kord csirkékben kiilonféle
koérbonctani elvaltozdsokat lehetett diagnosztizdlni. A hulldk a boncolds sordn a csirkék
fert6z6 vesegyulladasara kortdl fliggden jellemzo elvaltozasokat mutattdk: 3-5 napos korban

inkdbb a hasmenés domindlt, késdbbi életkorban pedig a veseelvéltozasok uraltdk a képet.

8. abra: A klodka-kornyéki szennyezett tollazat hasmenésre utal napos baromfiban.

Sajét vizsgalataink sordn a kikelés utdn harom nappal hasmenés nyomait (8. abra), az
életkor eldrehaladtdval senyvességet, makroszkoposan is felismerhetd veseelfajuldst és
esetenként zsigeri koszvényt dllapitottunk meg (6. tablazat).

Esetenként mdsodlagosan kialakult elvéltozdsokat lehetett taldlni a boncolds sordn.
Ilyen elvéltozas a sziktomlo-visszamaradds, heveny fibrines hashértyagyulladds, zizégyomor

fekély, vagy a pneumomycosis.
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6. tablazat: Egy imrehegyi teleprdl szarmazé dllatcsoport mintdinak vizsgalati

eredményei (csoportonként 10 dllat boncoldsi eredményének Osszefoglaldsa)

, ANV ANV IBV IBV
Eletkor | Bonclelet

Vékonybél | Vese | Vékonybél | Vese

3. nap Virusos vékonybélgyulladas - - - -

_ +++ - - -
6. nap Heveny veselfajulds

Pancreas (+)
12.nap | Nephroso-nephritis +) ++ - +
14.nap | Nephroso-nephritis; - + - -

Zsigeri koszvény

A hulldk felnyitdsakor a legtobb esetben a bdr alatti kotdszovetben és a savéshartydkon
sziirkésfehér, vakolatszerli, tormelékes anyag lerakoddsa volt lathaté (9. abra). A taldlt

elvaltozas sulyos foku heveny zsigeri koszvénynek felel meg.

9. abra: Hugysavkivalas jelei a testiireget béleld savdoshartya alatt (nyillal jelolve) és a

szivburokban (korrel kiemelve).
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A felboncolt dallatokban a testiireg megnyitdsakor a légzsdkok simdk, fénylok,
atlatszéak voltak. A 1ép minden esetben normdlis alakd és nagysdgu volt. A parenchymds
szervekben makroszképos elvéltozds nem volt felismerhetd. A fiatalabb allatokban a
vékonybelek folyadékkal teltek és erezetesen belovelltek voltak. A kozel két hetes vagy annal
1dOsebb csirkehullak veséi duzzadtak, faké szintek voltak, a felsziniikon szembetliind
tubuldris rajzolattal, tovdbba a huigyvezetoket minden esetben fesziilésig sziirkésfehér,
tormelékes hugysavas so toltotte ki. Egyes esetekben a halvdny, fakdbarna vesékben
elszértan, nagy szdmban jelentek meg tliszirdsnyi-gombostifejnyi méretli sziirkésfehér

gococskak, tophusok (10. abra).

e \3

10. abra: Duzzadt, faké vesék, feliiletiikon kivalt higysavas s6bdl allé csomdceskakkal

(korrel kiemelve), és hiugysavas s6kkal kitoltott, kitdgult higyvezetdkkel (nyillal jelolve).

6.2. Korszovettani vizsgalatok eredménye

A Kkoérszovettani vizsgdlatok sordn koérbonctani elvéltozdsokat foként a vesékben
lattunk, ahol kiilonbozd sulyossdgi szovetkodzi vesegyulladdst, illetve koszvényt lehetett

megéllapitani.

42



11. abra: A virusos vesegyulladasra jellemz6 korszovettani kép: kezdodd

mononukledris sejtes besziirddés az interstitiumban, degenerdlédott hdmsejtek a kanyarulatos
higycsatorndcskdk lumenében, tovabbd a tubulushdmsejtek cytoplasmdjaban zarvanyok

lathatok (nyillal jelolve)

A hasmenés jeleit mutaté éllatok vékonybelében esetenként enyhe foku bélhamsejt
degeneracié és elhalds, valamint a submucosa egyes teriiletein diszkrét lymphoid sejtes
beszlirddés és macrophag aktivalodas szovettani jelei voltak megdallapithaték. A tobbi szerv
vizsgdlata sordn érdemleges elvaltozdsokat nem lehetett megfigyelni.

Koérszovettani  vizsgalattal —megerdsitettik az  irodalomban leirt, jellegzetes
veseelvaltozasok jelenlétét (11. abra). A veseszovetbdl késziilt metszetekben gocos
lymphocytds infiltrdcié, valamint a proximdlis kanyarulatos hiigycsatorndcskdk
epithelsejtjeinek degenerdcidja latszott. A degenerdlddott, elhalt és a tubulusok lumenébe
sodrédott hamsejtek citoplazmdjaban acidophil zarvanyszerli képletek voltak felismerhetok

hematoxilin-eozin festéssel, amely zarvanyok virusszaporodds esetén szoktak megjelenni.
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A tubulusokban kicsap6dé higysavas sok rozettaszeriien rendezddo, tii alakd kristdlyai
karositottdk a hamsejteket és kotdszovetes reakciét véltottak ki (12. abra). Elhuzodobb
esetekben a fent emlitett elvédltozdsok mellett enyhe foku fibrosis is felismerhet6 volt a vese

kotoszovetes dllomanyaban.

12. abra: A tiszerien rendez6do, kioldédott higysavas sk és a tophus koriil sarjadzé

kotoszovet.
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6.3. A boncolasi eredmények osszefoglalasa

Osszességében elmondhat6, hogy a tanszékiinkon vizsgélt, kérbonctani diagnosztikai
vizsgélatra kiildott hulldk, illetve altalunk diagnosztikai célbol elvéreztetett allatok
eredményei eltéréek voltak, de hangsulyozni kell, hogy PCR vizsgélatot csak kiegészitd
vizsgdlatként alkalmaztunk, amikor a latott klinikai tiinetek és koérbonctani elvdltozdsok
alapjan a virusos vesegyulladds gyantja felmeriilt.

A csirkékben 3-5 napos korban hasmenés jeleit lattuk a boncolds sordn. Ezekben az
esetekben a korszovettani vizsgdlat enyhe fokd vékonybélhdmsejt degenerdciot és heveny
reaktiv lymphocytds gyulladdst mutatott. Legkordbban hat napos korban alakultak ki heveny
veseelfajuldsra jellemzd elvaltozasok. Ilyen esetekben vékonybélhurutot és hasmenésre utald
koérbonctani elvaltozdsokat is megdllapitottunk.

Az életkorukhoz képest kis testtomegli, legaldbb 9 napos hulldkban legtobbszor a
kialakult tubulonephrosisra, nephroso-nephritisre és a vesekdszvényre utalé koérbonctani
elvaltozasokat lehetett latni, amit a kérszovettani vizsgalat is megerositett.

Héarom hetes korban mar tophusok képzddését és az elhizd6dé interstitidlis gyulladds
kovetkeztében kialakul6 fibrosist is lehetett tapasztalni.

A bekiildott csirkehulldk mindegyikében megtaldltuk a veseelfajulds miatt kialakuld
koérbonctani elvaltozasokat, amelyek felvetették a virusos vesegyulladds gyanujat, mert a
baromfitelepekrél halmozottan jelentkezd hasmenéses és/vagy koszvényes megbetegedés

esetén célzottan - gyakran helyszini felmérd boncolds utdn - kaptuk a mintdkat vizsgélatra.

Az Orszéagos és a Kaposvari dllategészségiigyi intézetbdl akkor kaptunk mintat, ha a
morfoldgiai vizsgdlatok sordn felmeriilt a virusos vesegyulladds gyandja. Minden esetben
kiildtek mintdt az ANV fertdzés megerdsitésére vagy kizdrdsara, ha a napos csirkék
boncoldsa sordn vékonybélgyulladést, illetve egy hetesnél iddsebb csirkékben zsigeri vagy
vesekodszvényt, és nephrosist dllapitottak meg halmozottan. Ezekben az esetekben a vesék
korszovettani vizsgélata sordn tubulushdm-sejt degenerécidt, cytoplazma zarvanyok jelenlétét
és interstitidlis nephritist talaltak.

Az 1991-b3l szdrmazé mintdk esetében a Debreceni Allategészségiigyi Intézet
feljegyzéseibol sikeriilt kideriteni, hogy az egyik esetben (669-V/91) fejletlenséget,
vékonybélhurutot és veseelégtelenséget dllapitottak meg a boncolds sordn, mig a mdsik

bekiildott esetet (721-BI/91) virusos vesegyulladdsként diagnosztizaltak.
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6.4. Bakterioldgiai vizsgalat

A rutinszer(l bakterioldgiai vizsgélat sordn a parenchymads szervekbdl, és a csontvel6bol
nem lehetett kérokoz6 baktériumot kitenyészteni. A vékonybél vizsgdlata sordn néhany

szovéddményes esetben Escherichia coli baktériumok jelenlétét dllapitottuk meg.

6.5. Transzmisszios elektronmikroszképos vizsgalati eredmények

Elektronmikroszképos vizsgdlattal a vese tubulushdm-sejtjeinek citoplazmdjdban az
astrovirusokra utalé nagysagu és morfol6giaju virionokat lattunk (13. abra). Az irodalomban
leirtaknak megfeleléen a csillagra emlékeztetd rajzolat a mi esetiinkben sem volt

felismerhetd, de a virusrészecskék 28-30 nm nagysagu, burok nélkiili virionok voltak.

13. abra: Pozitiv kontraszt elektronmikroszkopos felvétel a 28-31 nm atmér6jii virionokrol,

levalt tubuléris hamsejtekben.
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6.6. RT-PCR vizsgalatok

Az ANV specifikus RT-PCR reakcidval a vizsgalt 53 baromfitelep koziil 33 esetben
talaltunk pozitiv szervmintakat (7. tablazat). A kiilonboz6 koru, a betegség tiineteit, illetve a
kérbonctani  elvdltozdsokat mutaté dllatok  veséjébdl, thymusdbdl, pancreasbdl és

vékonybélszakaszaibdl sikeriilt kimutatni az avian nephritis virus jelenlétét.

7. tablazat: A pozitiv esetek 0sszesito tablazata

L e, Osszes minta | Vizsgalt telepek | Pozitiv

Vizsgalatokat végzo intézmény
szama szama telepek

SzIE AOTK Kérbonctan 42 25 17
Orszagos Allategészségiigyi Intézet 37 15 7
Kaposviri Allategészségiigyi Intézet 25 11 8
Debreceni Allategészségiigyi Intézet 4 2 1
Allatgyégydszati Oltéanyag, Gyégyszer- 5 ) i
és Takarmdnyellen6rzod Intézet
OSSZESEN: 113 53 33

A PCR reakcié specificitdsdt ugy ellendriztiink, hogy valamennyi mintit tobbszor
ellendriztiink, mindegyik kiilonbdzd primerparral megvizsgaltuk és a kapott eredmények az
ismételt tesztek sordn megegyeztek. A kapott termékek ANV-sal valé egyezését direkt
nukleinsav sorrend meghatdrozdssal tdmasztottuk ald. Mivel a génbankban csak egy
virustorzs nukleinsav sorrendje szerepel és nekiink is csak viszonylag révid genomszakaszok
alltak rendelkezésre, nem volt lehetdség a PCR reakcié érzékenységének tovéabbi
vizsgélatdra. Vizsgélataink és a szekvencia elemzés alapjdn a hasznalt primerek mindig
specifikusan az avian nephritis virus genetikai anyagéhoz tapadtak.

Harom esetben vizsgdltunk meg polimerdz ldncreakcidval olyan csirke veseszovet-
homogenizdtumot, ahol a virusfertdzés gyantja nem meriilt fel. A vizsgdlatra bekiildott,
kiilonbozo telepekrdl szarmazo 4, 9 illetve 10 napos koru csirkék a korbonctani elvaltozasok
szerint veseelfajuldsban és koszvényben pusztultak el, de a kdrszovettani vizsgélat alapjan
toxikus eredetli tubulushdm-sejt kdrosoddst diagnosztizdltunk. A PCR vizsgalat sordn egyik

esetben sem mutattuk ki ANV specifikus nukleinsav jelenlétét.
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A RT-PCR sordn haszndlt primerpdr esetleges baromfifajok kozotti keresztreakcidéjanak
vizsgélatdra egy esetben pulykdbdl szarmazd, veseszdvetbdl kivont RNS-t vizsgéltunk, ami a

RT-PCR vizsgélat sordn szintén negativ lett.

6.6.1. Az avian nephritis virus hazai eldforduldsa

A pozitiv eseteket, melyek az orszdg kiilonboz6 pontjairdl szarmaztak, Magyarorszag
térképvazlatan jelezziik (14. abra).

Egy-egy teleprdl ugyanazon dllomanybdl kiilonbozo életkort dllatokbdl tobb esetben is
kiildtek mintdt. Van olyan telep, ahol néhdny nap eltéréssel tobbszor is vizsgaltuk a telepen
616 csirkéket (6. tablazat). Igy folyamatdban is volt alkalmunk vizsgilni a kérképet. Az is
eléfordult, hogy egy telepiilés kiilonbozd allattart6itdl, dllatorvosaitdl vagy a regiondlis allat-
egészségiligyi intézettdl tobb kiilonb6zd mintat is kaptunk, de ezeket kiilon nem tiintettiik fel.
Ezért van eltérés a térképen szerepld pontok szdma és a 7. tdbldzatban szerepld, a pozitiv
telepek szamat mutaté adat kozott.

Azokat a telepeket, ahonnan kaptunk mintdkat, de azok negativnak bizonyultak szintén

nem jeloltiik be a térképen.
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14. abra: Az avian nephritis virus hazai eléforduldsa a 2005-ig bekiildott mintdk

vizsgélata alapjan.
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6.6.2. A nested PCR vizsgdlat

Az elsé jellegzetes korbonctani elvdltozdsokat mutatd 5 csirkehulla vesemintdin
végeztiik el a reakciot (15. abra). A génbankban letétbe helyezett ANV genomszekvencia
alapjin tervezett primerpdrok a virus jelenlétének kimutatdsdra alkalmasnak bizonyultak. A
vart molekulatomegili termékek a vizualizacié sordn tiszta és hatdrozott csikként jelentek meg.

A negativ kontrollok esetében az amplifikdcié nem eredményezett terméket.

A PCR reakci6 optimalizdldsa utdn, megprobéltuk a nested reakcié primer pdrjait kiilon
is haszndlni. Mindkét primer par értékelhetd csikot adott, ezért a tovdbbiakban az esetleges
kontaminéci6 veszélyének csokkentése érdekében a kiilso primer parral végeztiink el a PCR

reakciot, és a termék nukleotid sorrendjét meghataroztattuk.

—324 bp

15. abra: A 324bp hosszi termék, amely a nested PCR reakcidval vizsgdlt 5 csirkehulla

veseszovet mintdi koziil egyben a virus jelenlétére utal
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Az elsd, TEM vizsgdlattal is megerdsitetten pozitiv mintdbdl (Beb1/15/02) a nested
PCR reakcié kiils6 primer pdarjdval hatdrozott terméket kaptunk. A termék nukleotid
sorrendjének meghatarozasa utan kapott szekvencia az ANV referencia torzs génbankban
megtaldlhat6 (NC_003790) genom szekvencidjanak 1253-1937. nukleotidja kozé volt
illeszthetd. A nested PCR reakcié kiils6 primer pdrjaval kapott 684bp hosszisdgi DNS
szekvencia génbanki elérhetdsége: AY831433 (16. abra).

NC_003790 1253 gaacttatggcatttacagagtttcctcttgaactccaaatagtcactac
ANV Hu-03 L e e e e e Tooiieoo. c..
NC_003790 1303 cgtggttgtttgtacggctgggttcggcttccgttatctaactggtacgg
ANV Hu-03 51 i = R L
NC_003790 1353 ttacgattactgaaccagatggaaccgtaaagaagtacaagaggattttt
ANV Hu-03 10] o i e e e e e e e Coveeii oo ool C.
NC_003790 1403 aatgccaagagtgcaattggcactatttcaacagttttttttgaaaaagc
ANV Hu-03 151 e Qe CoeChuvvnnennnnn
NC_003790 1453 caaggccatacgtggggtgataccttccttcccaagtaaggccgataaca
ANV Hu-03 20 L e e e e e e e e e e e Cevienn tooooon
NC_003790 1503 tcgtaaaaattgaggtagatgttgatggtggttctgctggagttggettt
ANV Hu-03 251 e e (o e oo eTe e eeeneennn ¢}
NC_003790 1553 agacttggcaactacatctacacagcaggccatgttgttggagaagcaaa
ANV Hu-03 30 coviee el tooeooa L Teeenn t..
NC_003790 1603 aatagctaaaatcacctggaaaggcttaacatctcaagccaaggttctcg
ANV Hu-03 351 L.t e e e e e e e = t.
NC_003790 1653 gtcacattgagttaccactcttcacagatacgcttgctcgtcttgaaatt
ANV Hu-03 401 ... .@. 0. [ I t..... [ Covenn gg.a
NC_003790 1703 ccaaaaccttttcaacaactcccagtctttagactagcaaagtcttctga
ANV Hu-03 451 ... .. [T & R
NC_003790 1753 gaacgactatgtgcagatggtctgttttgacaatcaattgcaaaacgttg
ANV Hu-03 501 ...t Qe LU & = a.
NC_003790 1803 tcactttctcaggctgggctaatattgacggcgattacctgaatgctccc
ANV Hu-03 551 .t........ (o Teovenns t..cooo. =
NC_003790 1853 ttcgaaacctatgcaggtacatcgggttcacctattataaatagggacgg
ANV Hu-03 601 ..t........... oo Bt ettt et et e e t..
NC_003790 1903 gaggatgcttggtgtccattttggtagtaacgccg

ANV Hu-03 651 ...a..t.. ... L t....

16. abra: A Beb1/15/02 szammal azonositott (az dbran ,,ANV Hu-03” jeloléssel
ellatott) virustorzs PCR termékének nukleotid szekvencia illesztése a génbankban kozolt

referencia torzs megfelel6 régidjahoz, amellyel 92%-ban mutatott hasonldsagot
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6.6.3. Az 1991-bol szdrmazok mintdk vizsgdlata

A Debreceni Allategészségiigyi Intézet archivumabél rendelkezésiinkre bocsitott két
minta koziil az egyik ANV nukleinsav jelenlétére pozitivnak bizonyult. Mindkét esetbdl vese,
illetve thymus mintdt dolgoztunk fel. A boncolt 4llathulldk életkordr6l nem 4llt adat a
rendelkezésiinkre.

A 17. abran a 2. oszlop a ,,721-BI/91” vese mintat, a 3. oszlop ,,721-BI/91” thymus
mintdt mutatja, amelyek nem tartalmaztak kimutathaté AN virusra jellemz6 RNS-t. Ennek a
mintdnak az IBV nukleinsav kimutatdsra irdnyulé PCR vizsgdlata pozitiv eredményre
vezetett (18. abra). Ez megfelel az 1991-ben feldllitott diagndzisnak, ahol virusos
vesegyulladast 4allapitottak meg. A 4. oszlopban a ,,669-V/91” jelolésii, tobb, azonos
allomanybdl szdrmaz6 egyed kevert veseszovet mintdjanak, az 5. oszlopban a ,,669-V/91”
jelolésti kevert thymus szovet homogenizdtumanak pozitiv eredménye olvashaté le. Ebben az
esetben is ald lehetett tdmasztani a kordbbi diagnézist (fejletlenség, bélhurut és
veseelégtelenség). A 4. és 5. csik gyenge pozitivitdst mutatott. (A 6. és 7. oszlopban mads

teleprol szarmazo, késobb gylijtott mintdk pozitiv eredménye olvashaté le.)

1234 56M89

i

17. abra: Az 1991-bdl szarmazé mintdk vizsgalata nested PCR reakciéval
(1. zseb: 100bp DNS létra; 2-7. zseb: mintdk; 8. zseb: negativ kontroll; 9. zseb: pozitiv
kontroll. A 4., 5., 6., 7. zseb mutatja a megfeleld, 324bp hosszisdgd ANV termék jelenlétét és
ezaltal pozitivnak mindsitettiik, a 2. és 3. zsebben nem lathat6 termék, ezek a mintak

negativak ANV nukleinsav jelenlétére.)
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6.6.4. Az ORF?2 vizsgdlata
Az 4. tablazatban jelolt ,,ORF2 - F” és ,,ORF2 - R” névvel jelolt, az ANV strukturalis

fehérjéket kodolé szakaszdra tervezett primerparok a virus jelenlétének kimutatdsdra
alkalmasnak bizonyultak, mert sikeriilt megfeleld méretli, 408bp molekulatomegli terméket
kapni. A termékek a vizualizdcid sordn tiszta és hatdrozott csikként jelentek meg. A negativ

kontrollok esetében az amplifikacié nem eredményezett terméket.

408 bp

18. abra: Az ANV ORF?2 régi6 nukleinsav részletének kimutatasara iranyulé PCR
vizsgélat elso eredményei
(M zseb: 100bp DNS Iétra; Az 1., 2. és 3. zseb mutatja a megfeleld, 408bp hosszisigu
ANV termék jelenlétét, és ezdltal pozitivnak mindsitettiik, a fennmaradé zsebekben
nem lathaté megfelel6 molekulaméretti termék, ezekben a mintdk negativak ANV

nukleinsav jelenlétére.)
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6.6.5. A fertozo bronchitis virus vizsgdlata

Az irodalomban kozolt, illetve a génbankban letétbe helyezett IBV genomszekvencia
alapjan tervezett primerpdrok a virus jelenlétének kimutatdsdra alkalmasnak bizonyultak,
mert az Osszes altalunk haszndlt primerpérral sikeriilt megfeleld méreti terméket kapni,
vagyis az IB virusra jellemz6 genetikai anyagot kimutatni. A vart molekulatomegii termékek
a vizualizéci6 sordn tiszta és hatdrozott csikként jelentek meg. A negativ kontrollok esetében

az amplifikdci6 nem eredményezett terméket.

1 23 456 7 8 91011

———

139 bp .

18. abra: Az IBV nukleinsav kimutatdsara irdnyulé PCR sziirdvizsgalat eredményeinek
egy csoportja
(A 6. zseb tartalmazza a pozitiv kontrollt (vakcina); 7. zseb: 100bp DNS létra; Az 1, 4,
8,9, és 11. zseb mutatja a megfeleld, 139bp hosszisigi IBV termék jelenlétét, és
ezaltal pozitivnak mindsitettiik, a fennmaradé zsebekben nem l4thaté megfeleld

molekulaméretii termék, ezek a mintdk negativak IBV nukleinsav jelenlétére.)

A Farsang és munkatdrsai (2002) altal leirt PCR az altalunk vizsgdlt mintdkon is
mukodott, de a specificitdsa nem volt megfeleld a szdmunkra, mivel a pulykdk coronavirus

okozta bélgyulladdsdnak, a kék-taraj betegségnek (bluecomb disease) virusat is kimutatta. A
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nested PCR reakci6 esetében mdr a kiilsé primerpér alkalmazdsdndl is a vart erdsségli és
molekulatomegli terméket kaptuk. A rendszer megfeleld érzékenységli volt, ezért a belsd
primerpért a tovdbbiakban nem alkalmaztuk. Mivel a reakcid beallitdsa sordn mds éllatfaj
coronavirusdval is pozitiv eredményt kaptunk, a tovdbbiakban a sziir@vizsgdlatok sordn a
sajat tervezésii diagnosztikai primerpart, az ,,avian corona f és r”” primereket hasznéltuk (8.
tablazat), melyeknél a termék vart mérete 139bp (18. abra). Kiilon kiemelend6 az 1991-bdl
szdrmaz6 masik minta retrospektiv vizsgdlatinak eredménye: az 1. zseb az ,,721-BI/91”
thymus, a 8. zseb a ,,721-BI/91” vese mintdbdl kapott PCR terméket mutatja, mindkettd
pozitivnak bizonyult az IBV nukleinsav jelenlétére.

Egyetlen esetben sem mutattuk ki ANV nukleinsav jelenlétét a fertdz6 bronchitis virus
elleni immunizdldsra hasznélt, kereskedelmi forgalomban 1évdé vakcindkbdl a négy
leggyakrabban hasznélt vakcinatipus PCR vizsgdlata soran.

A 19. abran lathaté gélfotd 9-12. oszlopara mértiik be az IBV elleni vakcinakbdl

szdrmaz6 mintdkat és mindegyik negativnak bizonyult ANV jelenlétére.

L2 s de S e R..9. 10 11,13

8- -
819 20! 523 24

13141516 17

&

AL

19. abra: Az IBV vakcindk esetleges ANV kontamindacidjanak kizarasa RT-PCR
reakcidval.
(1.-13. zseb: 100bp DNS Iétra; 2-22. zseb: mintak; 23. zseb: pozitiv kontroll; 24. zseb:
negativ kontroll. A 2., 3., 6., 16., 20. zseb mutatja a megfeleld, 607bp hosszisagi ANV
termék jelenlétét, €s ezaltal pozitivnak mindsitettiik, a fennmaradé zsebekben nem lathato

termék, ezek a mintdk negativak ANV nukleinsav jelenlétére.)
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8. tablazat: Az IBV fert6zés vizsgalata soran kapott eredmények

Vizsgalatokat végzo Vizsgalt | ANV+ | ANV+/ | ANV+/ | ANV -/ | ANV -/
1n.tez1’nenyektol szarmazo tel(?pek telepek | IBV+ | IBV- | IBV+ | IBV-
mintak szama

SzIE AOTK Kérbonctan 25 17 2 15 3 5
Orszagos 15 7 2 5 2 6
Allategészségligyi Intézet

Kaposvari 11 8 4 4 0 3
Allategészségligyi Intézet

]?ebreceni 2 1 1 0 1 0
Allategészségligyi Intézet

AOGyTI

(Allatgy?ilgyészati Oltéanyag, - - 0 - (5) =
Gydgyszer- és Takarmanyellendrz6 vakcina

Intézet)

OSSZESEN: 53 33 9 24 6 (11) 14

Az Osszes beérkezett mintdt megvizsgdltuk IBV jelenlétére is (8. tablazat). A
vizsgalatok alapjdn az ANV pozitiv telepek 27%-ban (33/9) IB virussal is fert6zottnek
bizonyultak. Mig 6ndll6 IBV fertdzés az esetek 30%-ban (20/6) fordult eld. Az Osszes
vizsgdlt telepet figyelembe véve 26%-ban (53/14) nem tudtuk kimutatni virus nukleinsav
jelenlétét. Ezek kozé, a negativ mintdk kozé tartozik a harom teleprdl szdrmazd, toxikus
veseelfajuldsban elpusztult csirkék szoveteinek eredménye is.

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbdl kapott egyik esetben 44 napos csirkehullak
boncoldsa sordn dllapitottak meg boncoldssal és korszovettani vizsgdlattal nephritist, ami az
életkor miatt nem felel meg a napos csirkék nephropathidja kérképnek. Ebben az esetben

kettds fertozottséget, egyideji ANV és IBV pozitivitdst dllapitottunk meg.

6.6.6. A, Fa” primer pdrral végzett RT-PCR vizsgdlatok
Az elsé vizsgélatok utan tervezett djabb primerparral (4. tablazat) szlr6vizsgélatot
végeztiink a bekiildott mintdkon, a 11 pozitivnak mindsiilt mintdbdl kapott amplikont
szekvenaltattunk és filogenetikai fat készitettiink a magyar torzsek felhasznalasaval.

A kapott pozitiv szakasz az ANV referencia torzs génbankban megtaldlhat6

(NC_003790) genom szekvencidjanak 1753-2217. nukleotidja koz¢ volt illesztheto.
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A ,,JFa” primer-pdrral vizsgdlt 607bp hosszisdgi termékbdl a direkt nukleotid sorrend
meghatdrozds utdn 465bp hosszisagi szekvencidt tudtunk valamennyi vizsgdlt torzs esetében
Osszeilleszteni. Ezért ezeknek szakaszoknak a filogenetikai vizsgalatat végeztiik el. A
filogenetikai fa alapjaul szolgdlé 465bp hosszisdgu DNS szekvencidk hivatkozasi szdmai a

kovetkezok: DQ327608 - DQ327618 (9. tablazat).

9. tablazat: Az ANV magyarorszagi torzseinek 465bp hosszisagu szekvenciai

Szam Név Jelolés Iktatasi Eleticor Szerv
szam (nap)
1. DQ327608 Szal 114 | 8 Bél
2. DQ327609 Sza2 136 | 13 Bél
3. DQ327610 Zall 262 | 18 Bél
4. DQ327611 Lajl 844 | 11 Vese
5. DQ327612 Imrl 865 | 12 Bél
6. DQ327613 Imr2 876 | 14 Vese
7. DQ327614 Hosl 947 | 10 Bél
8. DQ327615 Bocl 1045 | 7 Bél
9. DQ327616 Beb2 2827 | 15 Vese
10. DQ327617 Kecl 4239 | 11 Vese
11. DQ327618 Szel 11156 | 10 Vese

6.7. Filogenetikai elemzés

A PCR termékek nukleotid szekvencidjat meghatdroztuk és elhelyeztiikk a génbankban
(NCBI) (tablazat DQ327608-DQ327618). Minden 4ltalunk kapott szekvencia a génbankban
(NCBI) kozolt japan referencia torzs (NC_003790, Imada és mtsai, 2000) ORF1 régi¢javal
mutatta a legnagyobb hasonlésigot a BLAST homoldgiakeresés sordn. A szekvencidkat
egymdshoz és a referencia torzshoz illesztettiik, amely alapjan 76 és 86% kozott véltozott a
hasonl6sdg mértéke. Az ismert nukleotid sorrendii szekvencidkat az aminosavakat kédold
tripletek ismeretében polipeptid ldnccd alakitottuk, az igy kapott 154 aminosav hosszisagu

polipeptidek, amelyek a virus nem strukturdlis fehérjéjének egy részét képezték, 88 és 93%
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kozotti hasonldésdgot mutattak egymdssal és a referencia torzs (NP_620617) megfeleld
adataival.

A nukleinsav valamint az aminosav sorrendek alapjdn genetikai rokonsigot mutat6
filogenetikai fakat készitettiink (20. abra és 21. abra). Az avian nephritis virus nukleotid
szekvencidja alapjdn készitett filogenetikai fa jol szemlélteti, hogy a magyarorszagi
genotipusok nagy eltéréseket mutatnak (20. dbra). Két f6 csoportot lehetett
megkiilonboztetni; az egyik két, azonos 4allomanybdl szdrmazd, 2005-ben gyijtott
szekvencidt tartalmazott, mig a masikba sorolhaté az Osszes tobbi Magyarorszdgon izolalt
virustorzs. Ez a mdsodik csoport tovabbi két részre oszthatd. Egy egyikbe kettd, 2003-bol
szarmazo, kozeli rokonsdgot mutatd genotipus tartozik, a mdsikba hét, 2002 és 2005 kozott
ANV pozitivnak taldlt mintét sorolhattunk, amelyek tovédbbi alcsoportokat alkotnak.

Az aminosav sorrend filogenetikai vizsgalata a nukleotid szekvencidkétdl kissé eltérd
csoportositast eredményezett (21. abra). Ezen a filogenetikai fan 2005-bol izolalt, egy
teleprdl szarmaz6 mintdk és két, 2003-bdl szarmazo6 virus formdl egy, a tobbi szekvencitol
eltérd, monofiletikus csoportot. Ennek érdekessége, hogy a nukleotid szekvencidkat vizsgalva
ezek a torzsek mds csoportba tartoztak. A tobbi vizsgélt szekvencia eloszldsa is valtozik a
nukleotid sorrendnél megdllapitotthoz képest. Hirom, kiilénb6z6 évben taldlt (2003, 2004 és
2005) virustorzsben tanulmdnyozott genom részlet feltételezett aminosav sorrendje
megegyezik, mikdzben mds, ugyanarrdl a teleprdl, 2003 folyaman gy(jtott virusminta
elkiiloniil toliik. A ,,bootstrap” elemzés hasonlé genomcsoportok kialakuldsat eredményezte

mind a nukleotid, mind az aminosav szekvencidk alapjan késziilt torzsfakon.
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Imr1/03
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NC 003790

0.1

20. abra: Az avian nephritis virus magyarorszagi genotipusainak nukleotid szekvencidja
alapjan készitett torzsfa
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21. abra: Az avian nephritis virus magyarorszagi genotipusainak aminosav sorrendje alapjan
készitett torzsfa
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7. MEGBESZELES

7.1. A koszvény

A koérbonctani diagnosztikai munka sordn gyakran dllapitunk meg napos kord
baromfiban elhulldsi okként koszvényt. A koszvény kialakuldsat alapvetden tobb kiilonféle,
nem fert6z0 és fertdzd okra lehet visszavezetni (Bokori, 1963). A nem fert6z6 okok kozott
kell megemliteni a vesekdrosit6 kémiai anyagok, ezek kozott egyes gydgyszerek (pl.
gentamicin) vagy mikotoxinok szervezetbe jutdsiat (Jarmai, 1925; Kumar és mtsai, 2004).
Ugyancsak a nem fert6z0 okok koz¢ tartoznak: az etetett takarmdny 4ltal eldidézett fokozott
fehérje terhelés (Bokori, 1965), nem megfeleld zsirsavosszetétel (Mézes és Korosi, 2006)
illetve dsvdnyi anyag bevitel, az ivéviz hidnyra visszavezethetd kiszdradds, a napos kori
megfazds (Dobos-Kovécs, 1994), a hideg okozta stressz, az immunszuppresszid vagy pl. az
A-hypovitaminézis (Bokori, 1966). A fert6z6 okok koziil - az esetleges bakteridlis fertozések
mellett (Sokkar és mtsai, 1998) - kiemelendd a fert6z6 bronchitis virus egyes nephrotoxikus
torzseinek vesekdrosité hatdsa (Tanyi és Sari, 1970; Siller, 1981; Maeda és mtsai, 1979;
Salyi, 1999), sot még egyes IBV vakcinatorzsek is 1étrehozhatnak vesekdrosoddst, ami silyos
esetben zsigeri koszvény kialakuldséra vezet.

Eseteink sordn a csirkékben feltlinden gyakran alakult ki koszvény és ennek
kovetkeztében elhullds, éltaldban a kelés utdni mdsodik héten, annak ellenére, hogy a
kérel6zmény, valamint az 4llatok napi rendszeres megfigyelésébdl szarmaz6 adatok alapjdn a
tartasi koriillmények megfeleldek voltak: tobbek kozott ismert eredetli, megfeleld 0sszetételii
indité tdpot etettek, a vesekdrosoddst okozdé gyodgyszerek (pl.: gentamicin) haszndlatat
mell6zték. A korbonctani és fénymikroszképos vizsgdlatok alapjan feltételeztiik, hogy a
csirkehulldkban észlelt nephroso-nephritis minden valdsziniiség szerint virusos eredetii
ugyanis tobbek kozott a korszovettani kép jellegzetességei alapjan kizarhaté volt az
elvaltozasok hétterében elsddleges nem fert6zo ok jelenléte, példaul a folyadékhiany, tovdbba
a toxikus artalom. A lehetséges dgensek kozott jelenlegi ismereteink alapjén elsddlegesen
valamely nephrotoxikus coronavirus torzs illetve a fertdz6 nephritis virusa volt gyanithat6.

A hazai baromfitelepeken vizsgdlt napos csirke hulldkban taldlt elvaltozdsok alapjin

évek oOta gyanitottuk az avian nephritis virus (ANV, Astroviridae) magyarorszagi jelenlétét.
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7.2. A fertéz6 bronchitis virus

A coronavirusok kimutatdséra kifejlesztett PCR proba eredményei alapjin eseteinkben
eléfordult a coronavirus fertdzés Ondlldan és ANV fert6zéssel egyiitt is, sOt olyan
halmozottan jelentkezd baromfikoszvény esetek is voltak, ahol az egyébként
virusfertézéseknél taldlt és jellemzOnek tartott klinikai tiinet és kérbonctani elvdltozds dacéra
sem sikeriilt molekularis diagnosztikai modszerrel a vizsgdlt két virus valamelyikének
jelenlétét igazolni.

A fert6zé bronchitis virusa - elnevezésével ellentétben - tobbféle szovetben képes
szaporodni. A légutak nydlkahdrtydjan kiviil els6sorban a gyomor-bélcsatorna, a vese, a
gonddok és a bursa Fabricii hdmsejtjeiben szaporodik (Cavanagh, 2005). Mivel az 1BV
patogenitds és szoveti tropizmus vonatkozdsdban szélesebb sejt- és szervspektrummal
rendelkezik, mint az ANV, elképzelhetd, hogy a fertdz6 bronchitis virus szaporoddsa altal
kivéltott sejtkarositd hatds segiti az ANV elszaporodésat és fokozza annak kértételét a csirkék
ves€jében. Tobb virus egyiittes fertdzése esetén gyakran 1ép fel szinergizmus, vagy
virusexaltici6. Ilyenkor az egyiittes karosité hatds erdsebb, ezért valdszintileg a kérbonctani
makroszkdpos és mikroszkdépos vizsgalatokkal a szovodményes esetek bizonyithatok jobban,
mig a csak ANV pozitiv esetek kevésbé kifejezettek.

Az IBV fertdzottség valamivel nagyobb szdzalékban (30%) fordult el6 6ndlléan. De az
ANV pozitiv allatok kozel egy harmada (27%) pozitivnak bizonyult IBV jelenlétére is (8.
tablazat). Ez azt is jelezheti egyuttal, hogy a vizsgdlatra mintat kiild6 gazdasagokban az
elhullds akkor emelkedett meg jelentdsebben, amikor az ANV fertzottséget az IBV fertdzés
sulyosbitotta. Feltételezhetd, hogy a latens ANV fertdzés esetleg ilyenkor okozott lathat
klinikai tiineteket és korbonctani elvaltozdsokat.

Mivel a napos baromfit vakcindzzdk fertdz6 bronchitis ellen, az sem kizarhat6, hogy a
vakcinavirus rezidudlis jelenlétét sikeriilt kimutatnunk. Ennek azonban koéroktani szerepe
valdszintlileg nincs, bar hajlamosité hatdsa ennek is lehet. Jelenleg nem tudjuk genom szinten
elkiiloniteni a nephrotoxikus IBV torzseket a vesekdrosoddst nem vagy csak kismértékben
okozo IBV torzsektdl illetve vakcinatorzsektol, tehat nem all rendelkezésre olyan molekularis
bioldgiai diagnosztikai médszer, amellyel specifikusan a vesét kdrosité bronchitis torzseket
lehetne azonositani.

Tudva azt, hogy az IBV gyakran van jelen, és komoly karokat okoz a
baromfidllomanyokban, tovdbbd, hogy a vakcindzds egydltaldn nem vagy csak részlegesen

véd a szdmos szerocsoport nagyfokban eltérd antigenitdsa miatt (Farsang és mtsai, 2002;
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Cavanagh, 2003), a fert6z6 bronchitis kartételére mindig szdmitani kell. Emellett azt is leirjak
az irodalomban, hogy tulajdonképpen minden IBV torzsnek van bizonyos szintli vesekarositd
hatdsa (Tanyi és Sari, 1970), de az a fert6z6dés utdn legkorabban 1 hét mulva, de éltaldban 3
hét utdn manifesztalodik a vesében. Lehetséges, hogy az daltalunk mindkét virussal
fertdzottnek taldlt esetekben az 10-12 napos vagy iddsebb (akdr 44 napos!) csirkék veséjében
a napos kori fert6z6dés utdn perzisztal6 bronchitisvirus segitette eld az ANV okozta kérkép
kialakulasat.

Vizsgalataink alapjan meg kell emliteni, hogy az ANV és az IBV egyiittes
eléforduldsdnak a korbonctani elvdltozdsok sulyossiga és az elhulldsok hirtelen
megnovekedése szempontjdbodl lehet jelentdsége.

Az IBV vakcindk molekuldris biol6giai mdodszerrel tortént tesztelése az esetleges ANV
kontaminéci6é tisztdzdsa céljabol eldrelépést jelentett a kordbbi szovettenyésztési és
transzmisszids elektronmikroszkdépos ellendrzd vizsgédlatokhoz képest (Frazier és mtsai,
1990; Decaesstecker és mtsai 1988). A PCR vizsgdlatok felhaszndldsdval kizartuk azt a
felvetést, hogy a napos csirkékben hirtelen tomegesen jelentkezd ANV fertdzottség a
preventiv célbdl végzett IBV vakcinazas kovetkeztében alakult ki. A polimerdz lancreakcid
érzékenysége miatt a vakcindk kontamindcidjdnak lehetdségét nagy valdszinliséggel

elvethetjiik.

7.3. Az avian nephritis virus

Tanszékiinkon az elmilt évek vizsgdlatai sordn tobbszor dllapitottunk meg fiatal
baromfiban bizonytalan tiinetek mellett testtomeg-gyarapodds csokkenéssel jard szubklinikai
megbetegedést. Mivel a boncolds illetve fénymikroszképos vizsgdlat a jellegtelen, kevéssé
pathognomicus elvaltozdsok miatt nem tudott a korkép oktandra vonatkozéan pontos
diagnézist nydjtani, és felmeriilt az ANV fert6zés gyantija, a virusos eredetll fert6zo
vesegyulladds koérokozdjanak specifikus kimutatdsa valt sziikségessé. Az dltalunk
kidolgozott, PCR alapti diagnosztikai mddszerrel a vizsgdlt 53 telep koziil 33 teleprdl
szdrmaz$ satnya, vesekdrosodds és zsigeri koszvény jeleit mutatd csirkékben sikeriilt

megéllapitani az avian nephritis virus jelenlétét.

7.3.1.  PCR vizsgdlatok
A virus jelenlétének igazoldsdhoz, valamint a kérokoz6é genom egy részének
megismeréséhez gyors, és megbizhaté mddszerként PCR teszt kidolgozdsit, a kapott

termékek szekvendldsat és a szekvencidk bioinformatikai feldolgozdsat vélasztottuk
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(Méndoki és mtsai, 2006b). A kidolgozott médszer megfeleld diagnosztikai felmérd és sziird
vizsgdlatok végzésére, sot eltéro torzsek filogenetikai elemzését is lehetové teszi (Mandoki és
mtsai, 2006a). A tobbszords ellendrzés bizonyitotta, hogy téves pozitiv eredményt nem
kaptunk. A PCR teszt eredményeként kapott megfeleld6 molekulatomegii termékek a
szekvendlds sordn minden esetben az ANV szekvencidjaval mutattdk a legnagyobb
hasonlésagot.

Az ORF?2 régiora tervezett primerpdrok koziil eloszor egyikkel sem kaptunk terméket,
ami felvette annak a lehetdségét, hogy a virus strukturdlis fehérjéket kodolé régiéjan még
nagyobb a kiilonbozd torzsek kozotti szekvencia eltérés, mint az ORF1-en, illetve arra utal,
hogy esetleg az daltalunk tervezett primerparok tapaddsi helyén van muticié. Mivel a
génbankban csak egy teljes genomszekvencia szerepel, nem volt lehetdségiink tobb ANV
szekvencia felhaszndldsaval tovabblépni. Az ORF2-re tervezett primerek kiilonb6zd
parositdsa utan egy primerparral (4. tablazat) sikeriilt mégis megfeleld molekulatomegii
terméket kapnunk. Az ORF2 régidra tervezett primerekkel jelenleg folyik a pozitiv esetek
sziirovizsgdlata, hogy az egyes virustorzsek rokonsdgidt a strukturdlis fehérjék
vonatkozdsdban is vizsgdlhassuk. Egyelore korldtozott szdmi szekvenciaadat 4ll
rendelkezésiinkre, de az identitdsi értékek nagyjdbol azonosak a nem strukturdlis fehérjék
régidjan kapott értékekkel (NS: 79-80%; AS: 88-91%). A virustorzsek nagyfoku szekvencia
eltérései ellenére a genom mindkét régidjara sikeriilt eddigi vizsgdlataink szerint
univerzdlisan miikodd primerpart tervezni. Tovabbi cél a virus izoldldsa, és igy - lehetOség

szerint - a teljes genom megismerése.

7.3.2.  Filogenetikai vizsgdlatok

Az avian nephritis virus ORF1 genomrégidjanak a vizsgdlt szakasz szekvendldsat
kovetd filogenetikai elemzése a magyarorszdgi genotipusok rendkiviili véaltozékonysagat
mutatta annak ellenére, hogy az ellenanyagok 4ltal szelekciés nyomdsnak nem Kkitett, a
strukturdlis proteint kodold génszakasz Osszehasonlitdé vizsgélatit végeztik el. A
Magyarorszagon 2002 és 2005 kozott gytjtott virustorzsek genetikai tdvolsaga hasonld volt
egymdstol, mint a 30 évvel ezelbtt izoldlt japdn referencia torzstol. Noha a magyarorszagi és
japan baromfidllomédnyok foldrajzilag teljesen elkiiloniiltek egymdstol, az egymadstdl sokszor
kis tdvolsdgra 1év0 magyarorszagi telepekrdl szarmazé izolatumok kozotti eltérés koriilbeliil
azonos mértékli volt, mint a magyar és a japdn torzsek kozotti kiilonbség. Ez azért is
meglepd, mert mds virusok esetében a viszonylag konzervativ nem strukturdlis fehérjét

kédol6 région nem szokott ilyen magas lenni a mutaciés hajlam.
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Mindemellett, voltak olyan esetek, ahol ugyanarrdl a teleprél szdrmazo, de eltérd
életkort csirkékbdl mutattunk ki kiilonb6zd genotipusokat annak ellenére, hogy az 4llatok
azonos keltetobdl szarmaztak. Az ANV olyan magas mutdcids rataval rendelkezik, hogy még
a molekularis biologiai vizsgalatok alkalmazdsa sem minden esetben elegendd a
baromfidllomdnyt sijté ANV fertdzés eredetének kideritésére. Ezért nem lehetiink teljesen
bizonyosak abban, hogy az 4ltalunk negativnak taldlt esetekben valéban nem volt jelen az
ANV. Ezt csak az valdszintsiti, hogy a kiilonb6z0 régidkra tervezett primerek egyikével sem
kaptunk pozitiv eredményt ezekben az esetekben.

A kovetkeztetett aminosav sorrend adatok vizsgdlata azt sugallja, hogy sok a néma
muticié és az esetleg kiillonb6zd genotipushoz tartozd torzsek fenotipusuk alapjdn nem
mutatnak eltérést (pl.: Imr2/03, Szel/04, Zall/05). Mdésrészrol olyan mintdk kozott is
taldltunk aminosav sorrendbeli kiilonbséget, amelyeket ugyanarrdl a teleprol, ugyanabban az
idépontban gytjtottiink (pl.: Szal/05 és Sza2/05, vagy Imr1/03 és Imr2/03; 21. abra).

A nagyfoku valtozékonysdg esetleg befolydsolhatja a PCR alapt kimutatdsi médszerek
haszndlhatdsdgat abban az esetben, ha a primerek tapadési helyén alakul ki mutici6. Azonban
ennek ellenére a diagnosztikai munkdban a PCR alkalmazdsa tlinik megfelelonek a
hagyomadnyos virolégiai kimutatdsi modszerekkel szemben, hiszen a virus szovettenyészeten
csak nehezen és koriilményesen izoldlhaté specidlis sejtvonal igénye, lassi szaporoddsa €s
elenyész0 citopatogén hatdsa miatt (Frazier és mtsai, 1990).

A muticiék sordn kialakuldé fehérjeszerkezeti véltozdsok megvaltoztathatjdk a
virustorzsek patogenitdsat és antigenitdsit. Fertdzéses dllatkisérletekben és klinikai esetek
megfigyelése sordn azt tapasztaltdk, hogy az ANV patogenitdsa fiigg a tartdsi tényezoktdl, a
felhaszndlasi tipustdl (toj6 hibrid vagy brojler csirke), a tenyészetett baromfivonaltdl, de az
allatok nemétdl és koratdl is (Frazier és mtsai, 1990; Imada és mtsai, 1981; Imada és mtsai,
1983). Az emlitett tényezOk mellett a torzsek virulencidjanak eltérései is befolydsolhatjdk a
kialakul6 korkép, vagyis a vesegyulladas sulyossdgdt. Shirai és munkatdrsai (1991b és 1992)
leirtak, hogy a napos csirkék koszvényében elpusztult allatokbdl izoldlt AN virustorzsek
allatkisérletekben fert6z6 anyagként felhasznalva eltérd mortalitast okoztak, és a kérbonctani
elvédltozdsok megjelenési formdja is kiilonbozott.

Az A4ltalunk vizsgdlt torzsek szekvenciaelemzése alapjan hasonlé patogenitdsbeli
kiilonbségek Magyarorszdgon is valdszinliek. Tovabbi vizsgélatokkal lehet majd tisztdzni a
kialakul6 nephritis €s a virus genetikai jellemz6i kozotti oki Osszefiiggést, a torzsek kozotti
genetikai diverzitds hatdsat, vagy akdr a fert6z0 és nem fert6zd eredetli hajlamosité

tényezOknek a klinikai és kérbonctani elvaltozdsok silyossdgara gyakorolt befolyasat.
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A mutécidk a patogenitdson kiviil a virus antigenitdsdra is hatdssal vannak. Jelenleg két
avian nephritis virushoz tartozé elkiiloniild szerotipust kiillonboztetnek meg (Shirai és
munkatdrsai, 1991b és 1992). Sajnos az ANV kettes szerotipusdnak csak részleges, az ORF2
régiorol szarmazo szekvencidja (AB046864) taldlhaté meg a génbankban. Mivel ez a szakasz
a virus strukturdlis poliproteinjét, vagyis kapszid fehérjéket kodold régidjat képviseli, az
altalunk filogenetikai analizisre felhaszndlt, ORF1 nem strukturdlis fehérjérél szdrmazoé
magyarorszagi torzseket nem tudtuk Osszehasonlitani a 2-es tipusi AN virussal. Az
antigenitdsbeli kiilonbségekre azonban figyelemmel kell lenni egy esetleges fert6zo
vesegyulladas elleni vakcina kifejlesztése sordn.

Az elsd vizsgdlatok sordn az ORF1-en nested PCR-rel kapott 92%-0s homoldgia a
referencia torzzsel szintén alacsony, ezért gondoltuk, hogy az ORFI1 tovabbi régidinak
filogenetikai elemzése is érdekes eredményre vezethet. A nagyfokd valtozékonysdg, amit
tapasztaltunk, kétségessé tette, hogy az ORF2-n lehetséges 4ltaldnosan vagy széles korben
tapad6 pimerpart tervezni, hiszen a virus strukturdlis fehérjéket kodolé genomszakaszéan joval
magasabb muticié varhatd. Tovabbi vizsgélatok elvégzését tervezziik az dltalunk mostandig
elemzett virustorzsek ORF2 régiéjan amplifikalt termékkel. Igy megvizsgalhatjuk a
strukturdlis fehérjék torzsfa elemzése mellett, hogy a magyarorszdgi virustdrzsek a
génbankban taldlhat6 ANV 1-es vagy esetleg a 2-es tipusdval mutatnak nagyobb
hasonlésagot.

Vizsgélataink sordn természetes esetekbdl szarmazd, nagy eltérést mutatd virustdrzsek
Osszehasonlitdsat végeztiik el. Ez alapjan kimondhatjuk, hogy az éltalunk tervezett RT-PCR
moddszer nagyszdmu, koszvényben elpusztult vagy virusos vékonybél- és vesegyulladds képét
mutatd dllat szervmintdjabol magas ardnyban volt alkalmas eltérd virustdrzsek kimutatdsara
és Osszehasonlitdsok elvégzésére. A PCR teszt a késObbiekben is hasznilhaté lesz tovabbi
mintdk vizsgdlatira, és elemzésére. Az ANV kiilonbozd, akdr kornyezd orszagokbol
szdrmaz6 Ujabb genotipusainak atfogd filogenetikai vizsgdlata tisztdzhatja majd a virus
pontos koéroktani szerepét a csirkék fert6z0 vesegyulladds korképének, és a kovetkezményes

veseelégtelenség kartételének kialakuldsaban.

7.3.3.  Agzelvdltozdsok szoveti megoszldsa és ennek jelentdsége

Feldolgozott eseteinkben az egy hetesnél fiatalabb éllatokban a vékonybél gyakran
mutatott erds pozitivitdst az ANV virus nukleinsav jelenlétére, mig ugyanazon allatok
vesemintdibél nem sikeriilt virusnukleinsavat kimutatnunk. Vizsgdlatainkkal ald tudtuk

tdmasztani az irodalomban is kozolt feltételezett patogenezist, vagyis azt, hogy a fertdzés
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sordn a szdjon at felvett kérokozé valdszintlileg elsddlegesen a vékonybélben szaporodik el.
Emellett volt rd példa, hogy mivel az elhulldsok nem élltak le az els6 hét utdn, ugyanarrdl a
teleprol néhdny nap elteltével ismét kaptunk anyagot és a masodszor megvizsgélt mintdkban
mar a vesében is megjelent a virusnukleinsav jelentétét bizonyité PCR pozitivitds. Ez utalhat
a koztes iddszakban lezajlott viraemidra €s a virus kovetkezményes megjelenésére az egyéb
szervekben. Ezt az is aldtdmasztja, hogy mds vizsgalt szervekbdl (pl. hasnydlmirigybdl és
thymusbdl) is kimutathat6 volt a virus genetikai anyaga.

Ebben az esetben azonban be kell latnunk, hogy az esetleges negativ eredmény nem
mindig fogadhaté el feltétel nélkiil. Hiszen a betegség elnevezésébdl addddan — fertd6zo
vesegyulladds — sok esetben a napos kord éllatokbdl is csak veseszovet mintdt kaptunk, ezért
a kapott negativ eredmény esetleg nem valddi negativitast, hanem a mintavétel hidnyossigait
tikkrozi. Ugyanakkor a bélben jelentkezd pozitivitds sem jelenti azt, hogy az éllat
nephritisben, illetve annak kovetkeztében kialakult koszvényben pusztult vagy pusztult volna
el, hiszen vesekdrosodds esetleg ilyenkor még nem alakulhatott ki. A napos korban kialakult
hasmenéses korkép is gyorsan vezethet a fiatal allatok kiszaraddsdra, lesovdnyoddsara.
Ezekben az esetekben sem volt id0 a vesebeli elvaltozasok kialakuldsara, illetve az is
feltételezhetd, hogy a vékonybélbeli elvaltozdsok gydgyuldsa utdn nem is jelent volna meg a
vesegyulladds. Ellenben az dallatok a fejlodés kezdeti szakaszdban hétranyt szenvednek,
illetve szubklinikai virusfertézés marad fenn az dllomanyban, ezért kialakul a szétnovés, és a
gazdasagi mutatoktol eltérd erélyli gyarapodis.

Végso soron kijelenthetjiik, hogy mind pozitiv, mind negativ eredmény esetén fontos a

koriilmények értékelése (Press és mtsai, 1999).

7.3.4. A magyarorszdgi esetek eloszldsa

A fertdzottnek taldlt telepek megoszldsa alapjan nem sikeriilt olyan 6sszefiiggést taldlni,
ami magyardzatot adna a betegség foldrajzi eloszldsdra vagy a fertdz6dés moédjara
vonatkozéan (Mandoki és mitsai, 2005). Vizsgdlataink sordn felmeriilt, hogy esetleg az
azonos keltetobol szdrmazé éllatokban alakult ki a korkép és/vagy fajtdhoz kothetd az
érzékenység a kérokozdval szemben, de a vizsgdlt telepek kiillonbozo forrasbol szerezték be a
napos baromfidllomanyukat, és a korkép is kiillonbozo fajtaju csirkékben jelentkezett.

A takarmdnykeverd és -beszallité cég sem volt ugyanaz a vizsgalt telepek esetében, ami
a takarmdnyeredetli hajlamosité tényezok irdnydba forditotta volna az esetleges tovébbi
vizsgdlatok irdnyat. Irodalmi adatok, illetve a jelenleg szérvanyos el6forduldst mutaté esetek

alapjin sz6ba johet a takarmdny fitdz kiegészitésének a vizsgalata és hajlamosité tényezdként
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val6é azonositdsa (Mézes és Korosi, 2006). A fitdz alkalmazdsit 2003-ban vezették be a nagy
takarmanygyarté cégek Magyarorszdgon és erre az iddszakra tehetd az esetek jarvanyszerii
eléforduldsi gyakorisdga. Ebbdl azonban nem lehet biztos kovetkeztetést levonni ennek, a
komplex koroktani betegségnek a megjelenésére vonatkozdéan. Mindenesetre azt el lehet
mondani, hogy az dltalunk vizsgdlt mintdkkal kapcsolatban kideriilt, hogy az indit6tdpok

mindsége minden esetben megfelelt a kovetelményeknek.

7.4. A megbeszélés osszefoglalasa

A kezdeti felmérd, majd az elsé igazolt pozitiv minta utdn elvégzett szlir6 PCR
vizsgdlat igazolta (Mdndoki, 2006b), hogy az AN virus jelen van a magyarorszigi
baromfidllomanyokban, illetve Osszefiiggésbe hozhaté a rutin koérbonctani, koérszovettani
vizsgédlatok eredményével (Mdéndoki, 2005). A Magyarorszdgon eddig még nem
diagnosztizdlt  virusnak kimutatdsira alkalmas PCR moddszer kidolgozdsat, a
rutindiagnosztikdba valé bevezetését, valamint a hazankban el6forduld torzsek filogenetikai
analizisét végeztiik el a doktori képzés keretében végzett munka sordn (Méandoki, 2006a). Az
altalunk kidolgozott teszt jol hasznosithaté a hazai jarvanytani, viroldgiai és korbonctani
diagnosztika teriiletén és a gyakorlati életben is felhaszndlhaté a baromfidllomanyok
fertdzottségének gyorsdiagnosztikdjira és dllomdny-vizsgdlatra (Ballagi-Pordany és Beldk,
1996; Vaneechoutte és Van Eldere, 1997).

A vizsgdlt esetek €s a levonhaté kovetkeztetések kapcsan megéllapitottuk az avian
nephritis virus széles korli magyarorszagi jelenlétét. Bar a virus tobbnyire szubklinikai
fertdzést okoz a néhdny hetes csirkedllomanyokban, és szamottevo elhullds csak ritkdn, egyéb
hajlamosité tényezokkel egyiitt kovetkezik be, a fertdzottség éltal okozott kovetkezmények
(kisebb novekedési erély, rossz takarmanyértékesités, az dllomanyok szétndvése) miatt mégis
jelentds gazdasagi karokat okozhat.

Az irodalmi adatokkal teljesen egyez6 megfigyeléseink és a taldlt elvédltozasok felvetik
annak a gyanujat, hogy az AN virus okozta fert6zottség és a kialakuld szubklinikai bantalom,
amely fejlodésben valé visszamaradassal és esetenként elhulldssal jarva okoz karokat a

baromfitartéknak, gyakori hazdnkban.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Morfolégiai, valamint genetikai moddszerekkel bizonyitottam a csirkék fert6zo
vesegyulladasat okoz6 virus, az avian nephritis virus (ANV) jelenlétét
Magyarorszagon.

Diagnosztikai PCR mddszert dolgoztam ki, amely - megfeleld laboratériumi hattér
mellett - rutinszerlien alkalmazhaté az dllatorvosi koérbonctani diagnosztikai
munkdban. Ez a PCR préba a tovdbbiakban a vesekdrosoddssal és koszvénnyel jard
esetekben alkalmas koroktani és elkiilonitd korjelzést eldsegitd vizsgalatok
végzésére.

Bizonyitottam, hogy a baromfidllomanyokban nagy gazdasigi kart okoz6 koszvény-
esetek jelentds részében kimutathatdé az ANV jelenléte, ennek alapjan kortani
szerepe erdsen valdszind.

Igazoltam, hogy az ANV Magyarorszagon széles korben €s orszagszerte elterjedt a
kiilonbozo fajtaja és kiilonbozo rendszergazddkhoz tartoz6 dllomanyokban.

A pozitiv eredményt ad6 PCR vizsgilat sordn keletkezett termékek nukleinsav
szekvencia sorrendjének meghatdrozdsaval kiillonbozd avian nephritis torzseket
hasonlitottam 0Ossze ¢és filogenetikai vizsgédlatokkal megéllapitottam, hogy
Magyarorszdgon nagy a virustorzsek diverzitdsa, tovabbd a leirt magyarorszagi
genotipusok szekvencidja jelentosen kiilonbozik a génbankban szerepld egyetlen
szekvencidtdl is.

Bizonyitottam, hogy a tiinetmentes vagy jellegtelen klinikai tiineteket mutatd, de
gyenge novekedési erélyli baromfidllomdnyokban a gazdasdgi kéar hatterében az
avian nephritis virus szubklinikai jelenléte is szerepelhet.

Igazoltam, hogy a coronavirusok kozé tartozé IBV teljesen azonos klinikai tiineteket és
koérbonctani elvaltozdsokat (nephroso-nephritist és ennek kovetkeztében kdszvényt)
okozhat fogékony dallatokban, tovdbba, hogy az ANV-sal fert6zott dllomanyban az

IB virus fertdzés sulyosabb korképet idéz elo.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkoszonni témavezetomnek, Vetési Ferenc professzor drnak, hogy mar
hallgaté6 koromtdl, majd az oktatévd, kutatéva véldsom elsd 1épéseitdl kezdve egyengette
utamat - mindig a preciz, aprélékos, kreativ munkdra sarkallva. Téle tanultam meg az
allatorvosi kérbonctan szépségét és sokszintiségét.

Koszonetet mondok Dobos-Kovacs Mihaly tanar trnak, aki mellett atéreztem a
baromfidgazat fontossigat, és a hatékony, gyors diagnézis kiilonleges jelentdségét. O hivta
fel figyelmemet a munka alapjat képezd avian nephritis virusra, és a kapcsol6dd kutatdsi
lehetdségekre. Tudomanyos témdjiat Onzetleniil atengedte, de kozben mindig tdmogatott.
Tiirelme, kitartdsa, faradhatatlansdga 6rok mintaként fog szolgdlni 4llatorvosi munkdm sordn.

Kosz6nom Rudas Péter professzor trnak (f) - aki példaképem volt maganemberként,

kutatoként és egyetemi emberként is.

Meg kell emlitenem Bakonyi Tamast, aki a gyakorlati munka sordn kérdéseimre
készségesen valaszolt, a felmeriildé nehézségeket elhdritotta, minden buktatén atsegitett.
Cikkeim megirdsa sordn értékes tandcsokat adott, aprolékos figyelemmel olvasta at
kézirataimat és észrevételeivel mindig emelte az értékiiket.

Hornyak Akos segitsége rengeteget szamitott a disszertdcio elkésziilésének hajrdjaban.
Beszélgetéseink sordn sok hasznos informdciot kaptam tole, és Otleteivel mindig 1j, érdekes
tudoményos kérdések megvélaszoldsdra irdnyitotta figyelmemet.

Minden kollégdmnak, munkatdrsamnak, valamint bardtomnak koszonettel tartozom

azért, hogy batoritottak, segitettek és mindvégig mogottem alltak.

Balogh Karolynak koszonom, hogy 1995-ben, Bostonban a Harvard Egyetem
kérbonctani laboratériumdban dolgozhattam, megismerkedhettem a molekuldris patoldgia
alapjaival és megérthettem a modern koérbonctani diagnosztikdval szemben tdmasztott
elvarasok lényegét.

Utolsoként fejezem ki koszonetemet Lomniczi Bélanak, aki nélkil egy
koszonetnyilvanitds sem lehet teljes. Lomniczi Béla nagymértékben formalta vildgképemet

mind szakmailag, mind emberileg.
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12. SUMMARY

Avian nephritis (AN) is a widely distributed viral kidney disease of newly hatched
chickens resulting in well recognizable macroscopic lesions. Poultry is prone to develop
uricosis, so it is often diagnosed as cause of death. There are several non-infectious and also
infectious causes classified in the aetiology of uricosis. PM examination of young chickens
sent to the Department of Pathology and Forensic Veterinary Medicine indicated that the
diagnosed tubulonephrosis and interstitial nephritis might be of viral origin, most probably
ANV. As any condition which results in nephropathy and renal failure leads to gout, the
differential diagnosis of ANV became essential. The aim of this thesis work was to prove the
presence of the avian nephritis virus in Hungary and to develop a fast and reliable method to
diagnose ANV in samples sent to our laboratory from different farms experiencing high
losses.

In order to detect Avian Nephritis Virus (ANV), kidney samples from chickens
diagnosed with acute nephritis and gout were subjected to histopathologic and electron
microscopic examination. The EM examination revealed the presence of small round, non-
enveloped virions of 28-31 nm in diameter in the tubular epithelial cells with the
characteristic five-pointed or six-pointed star-like morphology of the icosahedral capsid.

ANV-specific primer pairs were designed on the 5° non-structural region of the
reference strain (GeneBank accession number NC_003790). An RT-PCR assay followed by a
nested reaction was developed. After the optimalization of the PCR reaction on the reference
strain, other kidney samples were also screened. The reactions resulted in distinct products
with the previously calculated size, 816bp after the RT-PCR and 325bp after the nested RT-
PCR reaction. The nucleotide sequence of the 816bp long amplicon was determined. It has
shown the highest identity with the nucleotide sequence of the targeted genome region of
ANV in BLAST search. The sequence was aligned with the complete ANV genome,
exhibiting 92% identity between the Hungarian genotype and the GP1 genome section of the
reference virus strain.

Between 2002 and 2005 numerous kidney and intestine samples were collected from
chickens of different age from different Hungarian flocks showing the special pathological
changes. The samples were pooled for screening or stored individually for particular organ
examinations, then homogenized for subsequent RNA extraction/purification. The PCR

resulted in a detection of a specific product in several samples from Hungarian flocks.
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To shorten the time necessary for the diagnosis and to minimalize the possibility of
contamination, a fast and reliable ANV specific RT-PCR based detection method without a
nested step has been developed with a new primer pair positioned on the ORFI1. The
nucleotide sequence of the new, 607bp long amplicons was determined and aligned. Several
positive samples were used in a phylogenetic analysis, showing high divergence (76-86%)
from each other and the reference strain.

Using this test we proved the presence of the avian nephritis virus in several Hungarian
flocks (Mandoki et al., 2005) and the results of the screening helped to clarify the occurrence
of this viral disease. According to our data the infection is widely distributed in the
Hungarian flocks, and the avian nephritis virus infection might more often be the reason for
the improper breeding results in chicken industry, than diagnosed.

This ANV specific RT-PCR based detection method can not only be used for research
purposes, but on the other hand it is a quick, specific and reliable screening method for the
diagnosis of the disease even in case of this highly mutagenic RNA virus. Further
investigations can be performed to identify the distribution of ANV in Hungary, the
connection between the nephritis and the presence of the virus, virulence and genetic
diversity of the different ANV strains. The phylogenetic analysis of more ANV isolates might
allow a better understanding of the virus evolution, as the sequence analysis of this genome,

which is relatively small, and easy to handle easily manageable is possible at small expenses.
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