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I. Roviditések jegyzéke

Al: (avian influenza) madarinfluenza

AlV: (avian influenza virus) madarinfluenza virus

E. coli: Escherichia coli

FAO: (Food and Agriculture Organization of the United Nations) Az ENSZ Mez6gazdasagi
és Elelmezési Vilagszervezete

H: hemaglutinin

HAG: hemaglutinacié gatlas

HE: hematoxilin-eozin

HP: (highly pathogenic) magas patogenitasu

HPAI(V): (highly pathogenic avian influenza [virus]) magas patogenitasu madarinfluenza
(virus)

LP: (low pathogenic) alacsony patogenitasu

LPAI(V): (low pathogenic avian influenza [virus]) alacsony patogenitasu madarinfluenza
(virus)

N: neuraminidaz

Nyh: nyalkahartya

OIE: (World Organisation for Animal Health [korabban: Office International des Epizooties])
Nemzetkézi Allatjarvanyligyi Hivatal

IF: immunfluoreszcencia

IH: immunhisztokémia

IHC: immunohistochemistry

lg: log10 (tizes alapu logaritmus)

P. multocida: Pasteurella multocida

PCR: (polymerase chain reaction) polimeraz lancreakcio

gRRT-PCR: (quantitative real time reverse transcriptase polimerase chain reaction)
kvantitativ, val6s idejl reverz transzkripciot kévetd polimeraz lancreakcio

RNS: (RNA) ribonukleinsav

RRT-PCR: (real time reverse transcriptase polimerase chain reaction) valés ideji reverz
transzkripciot kévetd polimeraz lancreakcio

SPF: (specific pathogen free) specifikalt kbrokozoktél mentes

WHO: (World Health Organisation) Egészségiigyi Vilagszervezet

VLA: Veterinary Laboratories Agency



Il. Osszefoglalas

2006 februarjaban a Duna dél-magyarorszagi szakasza mentén elhullott 35 bitykds hattyu
(Cygnus olor) részletes koérbonctani, koérszévettani és immunhisztokémiai vizsgalatat
végeztik el. Valamennyi egyedben virologiai €s molekularis biolégiai vizsgalattal igazoltuk a
H5N1 altipusu, magas patogenitdsu madarinfluenza virus fert6zést. A megtalalas helyén a
kisszamu, még él6 allat jellegzetes idegrendszeri tineteket (kérben Uuszast, fej-,
nyaktekergetést) mutatott.

A leggyakrabban talalt kérbonctani elvaltozasok a sziv epicardiuma alatt, a mirigyesgyomor
nyalkahartyajaban, a hasnyalmirigyben és a vazizomzatban megtalalhatdo vérzések, a
hasnyalmirigyben, a majban latott gocos elhalasok, a szivizom-elfajulas; valamint a 1ép és a
tidé heveny pangasos bdvérisége volt. Néhany esetben sero-mucinosus valadék
halmozodott fel a testiregekben.

Korszbvettani vizsgalattal gliasejt-sarjadzassal és esetenként perivascularis vérzéssel jaro
lymphocytas agyvel6- és agyhartyagyulladas, lympho-histiocytas besziir6déssel kisért gocos
szivizom-elfajulas és -elhalas, korllirt elhalasokkal jaré6 hasnyalmirigy-gyulladas,
tudéboévérliség, interstitialis tiddé-oedema és a légesd nyalkahartyajanak oedemas
beivédasa, valamint a fiatalabb madarakban a Fabricius-témlé lymphocyta-kitriléssel és
apoptosissal jaré sorvadasa mutatkozott.

A talalt elvaltozasok és a vizsgalt allatok jo-kdzepes kondicidja megfelelt a
szakirodalomban, mas madarfajokban korabban mar leirt, gyors lefolyasu HPAIV fertézések
esetén tapasztaltakkal. A jo-kdzepes taplaltsagi allapotu allatok elhullasa a HPAIV okozta
elvaltozasokra volt visszavezethetd. A gyengébb virulenciaju térzsekkel valo fertézbttségre
jellemz6, gyakran észlelt léguti (beleértve az infraorbitalis sinusokat és a légzsakokat is)
vagy nemi szervi elvaltozasokat és lesovanyodast, tovabba a tyukfélék HPAI
virusfert6zésekor gyakran megfigyelhetd bdrelvaltozasokat (cyanosist, vérzést, oedemat,
elhalast) nem észleltiink.

Immunhisztokémiai vizsgalattal a légcs6 kivételével minden vizsgalt szervben sikerilt
kimutatni a virusantigént. Legnagyobb mennyiségben az agyvel6 tartalmazott viralis
nukleoproteint.

A virust embrionalt SPF tyudktojasokban izolaltuk, azonositadsukat pedig H5 és H7
szubtipusra specifikus poliklonalis savok igénybevételével, haemagglutinacio-gatlasi (HAG)
prébaval végeztik. A H5 és N1 gének kimutatasat illetve szekvenalasat az EU
madarinfluenza referencia-laboratériuma  (Avian Virology Laboratory, Veterinary
Laboratories Agency, Weybridge, UK) altal kiadott protokoll alapjan végeztilk hagyomanyos

és real time PCR alkalmazasaval.



Diagnosztikai megfigyeléseink adatokat szolgaltattak a hattyd H5N1 HPAI jarvanytanaban

betdltétt szerepének értelmezéséhez.

. A madarinfluenza er6ésen virulens, H5N1 altipusu virustérzse okozta megbetegedéseket

2006 junius-juliusaban illetve 2007 januarjdban a Duna-Tisza k&zének déli részén,
viziszarnyas allomanyokkal sir(in betelepitett régidéban, 15 lud- és 15 kacsa- (11 pekingi és 4
mulard) allomanyban allapitottunk meg. Kis- és nagylétszamu allomanyok egyarant érintettek
voltak, és egy kislétszamu allomanyban hazityukok és gyéngytyukok is megbetegedtek. A
l[udallomanyok zéme 1000 és 5000, a kacsaallomanyok 3000 és 30000 egyed ko&zottiek
voltak, de kislétszamu (30-100 egyedet tartd) allomanyok is érintettek voltak.

Az érintett allomanyokban a naponkénti elhullasok szama meredeken emelkedett. A
betegség allomanyszintl lefolydasanak megfigyelésére a hatdsagi intézkedés (kiirtas) miatt
nem volt lehetdség. A megbetegedett allatokon bagyadtsagot, étvagytalansagot, savos
rhinitist, koénnyezést és idegrendszeri tlneteket (rendellenes fejtartast, fejremegést,
fejoldaltartast, valamint lab- és/vagy szarnybénulast) lehetett megfigyelni. Az allatokat
esetenként elézetes tlinetek észlelése nélkil, elhullva talaltak. Bérelvaltozasok (cyanosis,
oedema, vérzés, elhalas) nem mutatkoztak.

A vizsgalat alda vont 55 hazilud és 65 pekingi illetve mulard kacsa kérbonctani és
kérszbvettani vizsgalata soran az er8sen virulens madarinfluenza virustérzsek hatasara
jellemz6, heveny-félheveny elvaltozasokat figyeltink meg. A kilonbdzé szbvetekben,
szervekben, féként a savoshartyakon vérzéseket talaltunk, a hasnyalmirigyben, a
szivizomzatban, a majban gocos elhalasokat észleltiink, tovabba csaknem minden esetben
lymphocytas agyvel6gyulladast talaltunk szévettanilag. Az elvaltozasok mind a kacsa-, mind
a ludallomanyok esetében hasonld jelleggel és gyakorisaggal, azonban a kacsakban
enyhébb formaban voltak megfigyelhet6k. Immunhisztokémiai vizsgalattal a virusantigént
féként az elhullott ludak, kacsak agyvelejében és pekingi kacsak kivételével, kulénb6zd
szerveiben mutattuk ki.

A virust embrionalt SPF tyuktojasokban izolaltuk, azonositasukat pedig H5 és H7
szubtipusra specifikus poliklonalis savok igénybevételével, hemagglutinacio-gatlasi (HAG)
prébaval végeztik. A H5 és N1 gének kimutatasat illetve szekvenalasat az EU
madarinfluenza referencia-laboratériuma  (Avian  Virology Laboratory, Veterinary
Laboratories Agency, Weybridge, UK) altal kiadott protokoll alapjan végeztiik hagyomanyos
és real time PCR alkalmazasaval.

Diagnosztikai megfigyeléseink adatokat szolgaltattak a hazi viziszarnyas allomanyokban
lezajlott H5N1 HPAI fert6zés jarvanytananak értelmezéséhez, valamint a vadon él6

viziszarnyasokban lezajlott elhullasokkal valé jarvanytani kapcsolat elemzéséhez.



[ll. Tekintettel arra, hogy a H5N1 altipusu madarinfluenza virus hazankban elsésorban
viziszarnyas fajok megbetegedését és elhullasat idézte el6, amelyek a korabbi szakirodalmi
adatok szerint a madarinfluenza virusfert6zésre kevésbé fogékonyként vagy rezisztensként
voltak ismertek, a virus szervtropizmusat négy kulénbdzd faj egyedeiben vizsgaltuk
részletesen. Természetes korilmények kdzott elhullott, viroldgiai és PCR vizsgalattal HSN1
HPAIV pozitiv, 10 butykds hattyd, 6 hazilid, 6 mulard és 5 pekingi kacsa szerveiben
vizsgaltuk a virus okozta korszdvettani elvaltozasokat, a virus mennyiségét
immunhisztokémiai, illetve a harom haziszarnyas faj esetében ezzel parhuzamosan
kvantitativ RRT-PCR modszerrel. Vizsgaltuk az agyveldé agykérgi, agytbrzsi, kisagyveldi
terlleteinek, tovabba a szivizomzat, a hasnyalmirigy, a vese, a 1ép, a maj, a tidd, a légcsd
valamint alkalmanként a vazizom, a vékonybél, a Fabricius-féle témlé és a bér
virusmennyiségét.

Immunhisztokémiai vizsgalattal valamennyi faj 6sszes vizsgalt egyedében sikerilt a
virusantigént kimutatni. A vizsgalt hattyuszerv mintak 70%-a, a libaszervek 59%-a, a mulard
kacsa szervek 61%-a, a pekingi kacsa szervek 12%-a volt pozitiv. A pekingi kacsa esetében
csupan az agykamrak falaban sikerilt kimutatni a virusantigént, a tébbi szervminta negativ
maradt.

Kvantitativ RRT-PCR modszerrel csak a haziszarnyas fajok kerlltek vizsgalatra. Mindegyik
faj valamennyi vizsgalt egyedében igazolhaté volt a H5N1 virus RNS jelenléte. A ludak
vizsgalt szerveinek 100%-a, a mulard kacsak szerveinek 25%-a, a pekingi kacsak
szerveinek 43%-a volt e modszerrel pozitiv. Osszevetve a két modszer érzékenységét, 4,31
lg kopialreakcio feletti RNS mennyiség esetén az immunhisztokémiai modszer is
kévetkezetesen pozitiv eredményt adott, mig ennél alacsonyabb virusmennyiség esetén IH
modszerrel pozitiv és negativ eredmények egyarant eléfordultak. Mindkét moédszer
koévetkezetesen az agyvel6ben mutatta ki a legnagyobb virusmennyiséget, igazolva ezzel a
H5N1 virus neurotrop tulajdonsagat.

A vizsgalatok eredményei adatokat szolgaltattak a természetes uton H5N1 HPAI virussal
fert6z6dott butykds hattyu, hazilad, pekingi és mulard kacsa esetében a madarinfluenza
virus okozta szdveti elvaltozasok és a virus szervtropizmusanak, valamint az alkalmazott

modszerek érzékenységének dsszehasonlité tanulmanyozasahoz.



lll. Summary

The results of pathological, immunohistochemical, virological and polymerase chain reaction
examinations carried out on 35 mute swans (Cygnus olor), that succumbed to a H5N1 highly
pathogenic avian influenza virus (HPAI) infection during the 2006 outbreak in Southern
Hungary are here reported. In all affected birds the presence of H5N1 HPAIV was confirmed
by classical virological and molecular-biological methods. In the area where birds were
originally found some individuals still alive have shown such signs of neurological disorders
as circle swimming, tremor, incoordination, torticollis.

In the swans examined the most frequently observed macroscopic lesions included
haemorrhages under the epicardium, in the proventricular and duodenal mucosa, pancreas
and sometimes skeletal muscles; focal necrosis in the pancreas and liver was seen together
with myocardial degeneration and congestion of spleen and lung. Accumulation of sero-
mucinous exudate in the body cavities was also observed.

Histopathological lesions comprised lymphocytic meningo-encephalomyelitis accompanied
by gliosis and occasional perivascular haemorrhages; multi-focal myocardial degeneration
with lympho-histiocytic infiltration; pancreatitis with focal necrosis; congestion and oedema of
lung; oedema of tracheal mucosa and in case of young birds the atrophy of the bursa of
Fabricius as a result of lymphocyte depletion and apoptosis was observed, too.

The observed lesions and the moderate to good body conditions were compatible with
findings in acute HPAI infections of other bird species reported in the literature. Skin lesions
and lesions typical for infections caused by strains of low pathogenicity (LPAI) such as
emaciation or fibrinous changes in the reproductive and respiratory organs, sinuses and
airsacs were not observed.

The virus was isolated in embryonated SPF fowl eggs and typing was carried out by
haemagglutination inhibition test using H5 and H7 subtype-specific polyclonal sera. H5 and
N1 genes were identified by conventional and real time PCR following the recommendations
of EU avian influenza reference laboratory (Veterinary Laboratories Agency, VLA,
Weybridge, UK).

Our observations contribute to understand the role of mute swan in the epidemiology of
H5N1 HPAL.

In June-July 2006 and January 2007 diseases caused by highly pathogenic avian influenza
strain (H5N1 subtype) were confirmed in 15 domestic goose and 15 domestic duck (11
Pekin duck and 4 mulard duck) flocks in a region of dense population of waterfowl in the
Southern part of the Danube-Tisza interfluve region. The number of animals in the goose
flocks varied between 1000 and 5000 and that of duck flocks between 3000 and 30 000.



Small (30-100 animals) flocks were also involved and among them one, where hens and
guinea fowls were diseased, as well. Daily number of death increased dramatically in the
infected goose and duck flocks. Due to the official measure (extermination) enacted any
observation of the flock level course of the disease was not possible. Infected animals
showed lethargy, anorexia, serous nasal discharge, lacrimation and neurological signs
(deviation of the head, head-tremor, lateral deviation of the head, leg and wing paralysis). In
some cases animals were found dead without any previous clinical signs. In the 55 geese
and 65 ducks examined there were no skin lesions (cyanosis, oedema, haemorrhage,
necrosis) observed. During post mortem and histological examinations — both in case of
duck and goose similarly and of the same frequency but in ducks in milder form — acute-
subacute changes typical to highly pathogenic avian influenza strains were observed. These
were: haemorrhages in different tissues, organs, mainly on serous membranes, necrotic foci
in the pancreas, myocardium, liver and almost in all cases lymphocytic encephalitis.
Immunohistochemical examination revealed viral antigen in the brain and with the exception
of Pekin ducks in other visceral organs of geese and ducks.

The virus was isolated in embryonated SPF hen eggs and typing was carried out by
haemagglutination inhibition test using H5 and H7 subtype-specific polyclonal sera. H5 and
N1 genes were identified by conventional and real time PCR following the recommendations
of EU avian influenza reference laboratory (Veterinary Laboratories Agency, VLA,
Weybridge, UK).

Our diagnostical observations help to interpret the epidemiology of HSN1 HPAI in domestic

waterfowl and its epidemic connection with wild waterfowl.

The epidemic of H5N1 subtype highly pathogenic avian influenza virus (HPAIV) in Hungary
caused the largest losses in wild aquatic birds (mute swan) and domestic ducks and geese
which were supposed to be the most resistant to this pathogen according to the literature at
the time. The presence of pathological lesions and the amount of viral antigen were
quantified by histopathology and immunohistochemistry (IHC) in the organs of four
waterfowl species (mute swans, domestic geese, mulard ducks and Pekin ducks) collected
during the epidemic. H5N1 subtype HPAIV was isolated from all animals. Quantitative real-
time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (QRRT-PCR) was also applied on a
subset of samples. Viral antigen was detected by IHC in all individuals of all species
examined. However the overall presence of viral antigen in tissue samples was quite
variable. It was 70% in swan, 59% in goose, 61% in mulard duck and 12% in Pekin duck
tissue samples. No AlV antigen was found in Pekin duck tissue samples other than the
brain. Quantitative RRT-PCR examination was carried out only on domestic waterfowl.
H5N1 subtype HPAIV was detected by qRRT-PCR in all birds examined; in 100% of goose,



in 25% of mulard duck and in 43% of Pekin duck tissue samples. The IHC was much less
sensitive compared to virus isolation and qRRT-PCR. Above 4,31 Ig copies/reaction the IHC
was consistently positive, but it gave very variable results below that level. The neurotropism
of the isolated virus strains was demonstrated by finding the largest amount of viral antigen
and highest average RNA load and the most severe histological lesions in the brain in all
four waterfowl species examined.

Our results help to understand the tissue lesions and tissue tropism of H5SN1 HPAIV in mute
swan, domestic goose, mulard and Pekin duck naturally infected, using and comparing

different diagnostic tools.
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IV. Bevezetés

A madarinfluenza erésen patogén H5N1 altipusu virustérzse okozta jarvany elsé hullama
2006 elején elérte hazankat, és az év els6 negyedében vadmadar elhullasokat idézett el az
orszag kdzéps6 részének déli tertletein (Palmai és mtsai., 2006, 2007). A kérokozd az
Orszagos Allategészségiigyi Intézetben (jelenlegi neve Mezdgazdasagi Szakigazgatasi
Hivatal Kézpont, Allategészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésag) akkor mintegy 3000,
kiilénbdzd faju, elhullott vadmadarhulla (kdztik 165 hattyu) vizsgalata soran dsszesen 67
bitykds hattydaban (Cygnus olor), 2 dankasiralyban (Larus ridibundus), 1 szarcsaban (Fulica
atra), 1 t6kés récében (Anas plathyrynchos) és 1 kormoranban (Phalacrocorax carbo) kerilt
kimutatasra. A jarvany masodik és harmadik hullama 2006 masodik negyedében illetve 2007
januarjadban a Duna-Tisza k6zén, viziszarnyasokkal sirin betelepitett terlleten tdmeges
hazikacsa- és hazilud-elhullasokat okozott, és 15 kacsa-, valamint 15 ludallomany kertlt a
fertézés miatt kiirtasra (Ivanics és mtsai., 2007 a,b).

Hazankban madarinfluenza virus okozta megbetegedések el6szér az 1960-70-es években
kerlltek megallapitasra. Tanyi (1997) gyéngytyukokbdl a vilagon el&szér, tbkés récébdl,
pézsmakacsabdl, pulykabdl Koézép-Eurdpaban, hazikacsabdl Magyarorszagon elséként
mutatott ki influenzavirusokat.

2002 el6tt a kilénbdz6 patogenitasu madarinfluenza virustdérzsek vilagszerte elsésorban a
tyukfélékben, pulykakban okoztak témeges megbetegedést és elhullast, mig haziasitott és
vadonélé viziszarnyas-fajokban csupan enyhefokiU megbetegedés vagy tlinetmentes
virushordozas volt a jellemzé.

A H5N1 altipusu virustérzs 2002-ben Nyugat-Kinaban a Qinghai-t6 kdrnyékén heveny
megbetegedés utan elpusztitotta az ott él6 mintegy 6000 egyedet szamlalé vadmadar
populaciot, kdztik a vizimadarakat. Utdbbi fajokban okozott elhullasok alapjan a kérokozo
vizimadar-patogén tulajdonsagunak tekinthetd. E virustdrzs jutott el 2005-ben — azsiai és
kozel-keleti orszagokon keresztil — Eurbpaba, igy hazankba, ahol heveny hattyu-, lud- és
kacsaelhullasokat okozott. Emberi megbetegedésrdl hazankban nincs tudomasunk (Ellis és
mtsai., 2004, Swayne és Halvorson, 2003, 2008, Oyana és mtsai., 2006, Sabirovic és
mtsai., 2006, Terregino és mtsai., 2006, Webster és mtsai., 2006, Palmai és mtsai., 2007,
Tiefke és mtsai., 2007).

Vizsgalataim célja az volt, hogy tanulmanyozzam az erésen patogén, HS5N1 altipusu
madarinfluenza virus okozta hazai jarvany soran a butykds hattyaban, a haziludban és a
hazikacsaban kialakuld Klinikai tlineteket, patomorfolégiai (kérbonctani és kérszdvettani)
elvaltozasokat és a virusantigén, valamint a viralis RNS kimutathatésagat, szervi illetve
sejtszintl lokalizaciojat, mennyiségi viszonyait, ezaltal a virus szervtropizmuséat. Ossze

kivantam hasonlitani a virus viselkedését két ludféle és két réceféle fajban.
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Megfigyeléseink, valamint a 2006. évi jarvannyal kapcsolatos kilféldi vizsgalatok (Sabirovic
és mtsai., 2006, Terregino és mtsai., 2006, Tiefke és mtsai., 2007) arnyaljak azt a korabbi
nézetet, amely szerint a viziszarnyas fajok — és a vizimadarak — kevésbé fogékonyak a
madarinfluenza fertézés irant és rajuk csak a tiinetmentes fert6zottség, a virushordozas a
jellemz6, ami lehetévé teszi a virus nagy tavolsagokra torténd eljuttatasat, és ez a

leggyakoribb forrdsa a haziasitott allomanyok elsédleges fert6z6désének.
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V. Irodalmi attekintés

Influenzanak ma az Orthomyxoviridae csaladba tartozé virusok okozta, tébbnyire felséléguti
fertbzéseket és megbetegedéseket tartjuk, amelyek emberben, l6ban, hazi sertésben,
szamos madarfajpan, nyércben és kllénféle tengeri emlésékben fordulnak eld.
Baromfifajokban az influenzavirusok okozta fertézések a tlinetmentes fert6z6ttségtél a l1éguti
megbetegedéseken és a tojastermelés csdkkenésén at egészen a perakut lefolyasu, akar
100 %-os mortalitassal is jar6 szisztémas megbetegedésig kuldnb6z6 formakban
nyilvanulhatnak meg (Easterday és mtsai., 1997). Az utébbi kérformat az erésen virulens
madarinfluenzavirusok okozzak, amelyeket eddig csak a H5 és H7 altipusok kdzott talaltak.
A H5 altipusok nem mindegyike erésen virulens azonban madarakra.

A madarinfluenzavirusokat az Orthomyxoviridae csalad Influenzavirus A genusaba soroljuk.
A virus 80-120 nm-es, gébmb, pleomorf, esetenként filamentézus, szimpla szald RNS virus
(Perdue és mtsai., 1999, Shortridge és mtsai., 1998, Suarez és mtsai., 1998, Swayne, 1997,
Swayne és Halvorson, 2003, 2008).

A természetben az influenzavirusok tlinetmentes hordozdi, genetikai rezervoarjai a
Ludalkatuak-Anseriformes (foként a récefélék, ludfélek és hattyufélék csaladja) és a
Lilealkatuak-Charadriiformes (f6ként a siralyfélék, csérfélék, lilefélék csaladja) rendhez
tartoz6 madarak (Stallknecht, 1998, Webster és mtsai., 1992). Szarazf6ldi vadmadarakbdl
nagyon ritkan izolaljak a virust (Swayne és Halvorson, 2003, 2008).

1981-ben a ,First International Symposium on Avian Influenza” vezette be a magas
patogenitasu madarinfluenza virusokra a ,highly pathogenic avian influenza” (HPAI)
hivatalos terminologiat. A 2002-es ,Fifth International Symposium on Avian Influenza” az
alacsony patogenitasi madarinfluenza virusok hivatalos megjel6lésére bevezette a ,low
pathogenic avian influenza” (LPAI) megnevezést. Ez a csoport az 6sszes madarinfluenzat
magaban foglalja, melyek nem elégitik ki a HPAI-ra vonatkoz6 kritériumokat (Swayne és
Halvorson, 2003, 2008).

A Nemzetkdzi Allat-jarvanyigyi Hivatal (Office International des Epizooties) a bejelentési
kotelezettség ald tartoz6 madarinfluenza (notifiable Al) megnevezést alkalmazza, mely
csoport a HPAI virusokat (HP notifiable Al [HPNAI]) és a LPAI virusok kézil a H5 és H7
szubtipusokat (LP notifiable Al [LPNAI]) foglalia magaban (Alexander, 2000, Office
International des Epizooties, 2004). Az OIE International Animal Health Code szerint a
HPNAIV kritériuma az 1,2-nél nagyobb intravénas patogenitasi index (IVPI) 6 hetes
csirkékben, illetve legalabb 75%-o0s mortalitas 4-8 hetes csirkékben intravénas fertézés
esetén. Azon H5 és H7 virusokat, melyek ezeknek a kritériumoknak nem felelnek meg,
szekvenalni kell annak kideritésére, hogy rendelkeznek-e t6bbszérésen bazikus

aminosavakkal a hemagglutinin vagasi helyén. Ha a vagashely hasonlé mas HPNAI
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izolatumokéihoz, az adott izolatumot is HPNAI-nak kell tekinteni. LPNAI virusok azok a H5,
H7 virusok, melyek nem sorolhaték a HPNAI csoportba (Swayne és Halvorson, 2003, 2008).
Annak ellenére, hogy a madarinfluenza virusoknak laboratériumi modszerekkel csak két
patotipusat (LP és HP) lehet elkll6niteni, természetes fertézés soran a betegség klinikai
lefolyasa széles hatarok kodzétt valtozhat a virustdrzs, a gazda faja illetve kora és a
kérnyezeti faktorok fuiggvényében. A mortalitds mértéke, a klinikai tinetek és a kartétel
alapjan erd6sen, mérsékelten és enyhén virulens, valamint avirulens Klinikai csoportba
sorolhatok a madarinfluenza virusok (Swayne és Halvorson, 2003, 2008). Az erésen virulens
torzsek nagy, kézel 100%-os, elhullassal jard sulyos, szisztémas megbetegedést idéznek
el6, mely a legtdébb szervet érinti, beleértve az idegrendszert és a cardio-vascularis
rendszert. Ebbe a klinikai csoportba a H5 és H7 HPAI virusok tartoznak, melyek féként
tyukfélékben okoznak betegséget (Swayne és Suarez, 2000). A mérsékelten virulens Klinikai
csoportba olyan LPAIV térzsek tartoznak, melyek jellemz6en |égzdszervi, reproduktiv szervi,
vese és hasnyalmirigy elvaltozasokat okoznak. 5-97%-os mortalitast idéznek elé (nagyobb
aranyu elhullast jellemzéen a fiatal madarakban okozva) és a Kklinikai tlnetek
sulyosbodasaban a masodlagos fertézéseknek is nagy szerepe van (Capua és Marangon,
2000, Capua és mtsai., 2000, Newman és mitsai., 1981). Az enyhén virulens csoportba
tartoz6 LPAI virusokra enyhe |égz8szervi tliinetek és a tojastermelés csékkenése jellemzé.
Az elhullas altalaban 5% alatt marad és inkabb az id6sebb madarakat érinti. Az avirulens
csoportba olyan LPAI virusok tartoznak, melyek jellemzéen az Anseriformes és
Charadriiformes rendbe tartozé vadon él6 madarakban okoznak klinikai tiinetek nélkdili,
inapparens fertézést. Olykor hazi baromfidllomanyok szerolégiai athangoldédasat is
okozhatjak egyes gyengén gazda-specifikus LPAIV tdrzsek, melyek vadmadarakkal térténd
érintkezés soran jutnak a baromfiallomanyokba (Johnson és Maxfield, 1976, Hooper és
Selleck, 1998, Ziegler és mtsai., 1999, Swayne és Halvorson, 2003, 2008). Jarvany esetén
tapasztalhatjuk a négy klinikai csoport keveredését is, kevert fert6zés, illetve egy H7 vagy H5
LP— HP patotipusvaltozas soran (Swayne és Halvorson, 2008).

Az influenzavirusok a fert6z6tt allatok orrvaladékaval, kétéhartya valadékaval és bélsaraval
Urtlnek a koérnyezetbe. Fogékony egyedek direkt érintkezéssel vagy indirekt mddon
cseppfert6zéssel, fertdzott bélsarral illetve az azzal kontaminalt ragalyfogé targyak utjan
fert6z6dhetnek (Swayne és Halvorson, 2008).

Az influenzavirusok fajspecifikusak, azonban eléfordul fajok kézti terjedés is, elsésorban
azonos taxonomiai csaladon belll (pl.: tyuk - pulyka), de néha eléfordul két kilénb6z8
rendhez tartoz6 faj kozt is (pl.: kacsa [Anseriformes rend] - pulyka [Galliformes rend]). Ennél
még ritkabb, hogy kilonb6zé osztalyok kézt (madar — emlds) terjed a virus (Swayne, 2000).
Madarinfluenza virusok emberben vagy sporadikus, egyedi komplett Al virionnal val6

fert6zéseket okoznak, vagy human influenza pandemiakbél izolalt térzsekben mutatnak ki
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madarinfluenza génszegmenteket. EI6bbi esetek jéval gyakrabban fordultak el6 a H5N1
HPAI virusok esetében, &sszehasonlitva egyéb HPAI virusokkal, és el6fordulnak fatalis
kimenetellel végz6d6 megbetegedések is. Olyan human esetekben, ahol emberi influenza és
madarinfluenza virus egyszerre van jelen, méd nyilik a virusok génszakaszai k&zotti
reasszortaciora (Swayne és Halvorson, 2003, 2008).

Az alacsony patogenitasu madarinfluenza virusok (LPAIV) okozta kérbonctani elvaltozasok a
légz6szerveket érintik, leggyakrabban savoés-fibrines gyulladast okozva. A légcsé
nyalkahartyaja vizeny6s, bdvérl, alkalmanként vérzéseket lehet benne megfigyelni.
El6fordulhat fibrines l1égzsakgyulladas. Az infraorbitalis sinusok duzzadtak lehetnek és savos,
savés-hurutos orrfolyas jelentkezhet. Hurutos-fibrines bronchopneumonia is kialakulhat,
elsésorban masodlagos baktériumos (Pasteurella multocida, Escherichia coli) tarsfertézések
kdvetkeztében. Leirtak még fibrines hashartyagyulladast, vak- és vékonybélgyulladast,
tojocs6gyulladast és deformalt, alacsony kalciumtartalmua tojasok képzddését. Szdvettanilag
heterophilsejtes-lymphocytas tracheitis, bronchitis, peribronchitis, acinaris necrosissal jaro
pancreatitis (elsésorban pulykaban), a lymphoid szervekben lymphocyta kiurilés, apoptosis,
a vesében nephrosis és nephritis lathatdk. A virusantigén gyakran mutathaté ki az elhalt
légz6szervi nyalkahartyakban, a vesetubulus hamjaban és a pancreas mirigyvégkamrainak
hamsejtjeiben (Swayne és Halvorson, 2003, 2008).

Az erésen patogén madarinfluenza virusok (HPAIV) multiplex elhalasokat és/vagy gyulladast
okoznak. A legkdvetkezetesebben ezek az elvaltozasok az agyat, a szivet, a tudét, a
hasnyalmirigyet, a primer és szekunder nyirokszerveket érintik. Gyakori a gocos gliosissal
kisért lympho-histiocytas meningo-encephalitis, idegsejt-elhalassal, neuronocytophagiaval,
de oedema és vérzések is el6fordulhatnak. Goécos szivizom-elfajulas és gdcos-diffuz
coagulatios necrosis szintén gyakran kerll megfigyelésre, melyet sokszor kisér lympho-
histiocytas gyulladas. Ezek az elvaltozasok a neuronokban és a myocytakban megtalalhato
virusproteinek jelenlétével hozhatok Osszefliggésbe. Egyéb gyakori elvaltozasok még a
vazizomrostokban, a vérér endothel sejtekben, a mellékvesekéreg sejtjeiben, a
hasnyalmirigy exokrin sejtieiben és a vesetubulusokban megfigyelhetd elhalasok. 3-5 nap
tulélés utan az elhalasok szama csdkken és a lympho-histiocytas gyulladas kerul el6térbe. A
lymphoid szerveket atrophia jellemzi. Légzbszervi elvaltozasok el6fordulhatnak, de nem
jellemzbek. A tollal nem boritott b6rben szamos esetben elhalasok jelentkezhetnek, melyek
microthrombusokkal, vasculitisszel, endothelkarosodassal illetve -elhalassal, perivascularis
oedemaval hozhaték dsszefliggésbe (Swayne és Halvorson, 2003, 2008).

A virus izolalasarél és meghatarozasardl szolé6 mobdszereket, valamint a szerologiai
diagnosztikat részletesen leirtak a szakirodalomban (Easterday és mtsai., 1997, Swayne és
Halvorson, 2003, 2008). A virusantigén kimutatasara szolgald modszerek koézil

immunhisztokémiai (immunperoxidaz festés, IH; Slemons és Swayne, 1990, Van Campen és
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mtsai., 1989b), antigén keresé ELISA (Kodihalli és mtsai., 1993) és immunfluoreszcencias
(IF; Skeeles és mtsai., 1984) modszerek sikeres alkalmazasarol szamoltak be. Van Campen

és mtsai. (1989a) in situ hibridizaciés technikat dolgoztak ki.

Vadon él6 madarfajok HPAIV fert6zés okozta koértani elvaltozasairdl csak kisszamu adat
taldlhatd a szakirodalomban. Struccban heveny bélgyulladast, valamint a majban és a
lépben elhalasokat figyeltek meg. Mérsékelt virulenciaju virustérzsek hatasara emuban,
nanduban és struccban sinusitis, légcsd- és |légzsakgyulladas, interstitialis tidégyulladas,
esetenként fibrines szivburok- vagy hashartyagyulladas észlelését emlitik (Swayne és
Halvorson, 2003, 2008).

Vadmadarakban a legtébb alacsony patogenitdsi madarinfluenza virus okozta fert6zés
szubklinikai marad és az egyed hordozova valik (Swayne és Halvorson, 2003, 2008).
Vadmadarakban az 1961-es — kuszvagd csérben torténd — megallapitastdl eltekintve nem
irtak le HPAIV fert6zést (Becker, 1966), a kézelmult eurdpai jarvanyai azonban azt mutattak,
hogy a magas patogenitasu madarinfluenza térzsek — mint a H5N1 &zsiai vonala — letélis
fert6zéseket is okozhatnak egyes vadon él6 madarfajokban. A napjainkban jarvanyt okozo
H5N1 térzsek 1996-ban bukkantak fél a kinai Guandong tartomanyban, kezdetben csak
haziszarnyasokban. El6szér Hongkong iranyaba terjedtek 1997-ben, aztan Kelet-Azsia felé
és fokozatosan nyugatra Mongodlia, Kazahsztan, Oroszorszag felé, majd 2005 nyaran-6szén
elérték Eurdpat (Romaniat, Térdkorszagot, Goérogorszagot és Horvatorszagot), majd az
Eurdpai Unié szamos tagallamat, kdéztik hazankat is. A 2002. évi hongkongi, majd a kinai
Qinghai tavon 2005-ben lezajlott jarvany sordn szamos vadmadarfaj, utébbi esetben jelentds
szamu vandormadar (indiai lud) is elpusztult. Eurépaban a jarvany zdmmel az Anseriformes
rend néhany tagjara szoritkozott (bitykds és énekes hattyu, kontyos réce, kanadai lud) (Ellis
és mtsai., 2004, Swayne és Halvorson, 2003, 2008, Oyana és mtsai., 2006, Sabirovic és
mtsai., 2006, Terregino és mtsai., 2006, Webster és mtsai., 2006, Palmai és mtsai., 2007,
Tiefke és mtsai., 2007, Brown és mtsai., 2008).

A hattyu influenzavirus iranti fogékonysagarol és lehetséges jarvanytani szerepérdl torténtek
ugyan feljegyzések Japanban 1982-ben (Otsuki és mtsai., 1982), de hattyut érinté H5N1
fert6zés korlefolyasarol, patogenezisérdl és a koérbonctani elvaltozasokrol a 2006. évben
egyes europai orszagokban (Nagy-Britanniaban, Olaszorszagban, Németorszagban) tértént
megallapitasokat és ezt kévetd kisérletes fert6zéseket (Sabirovic és mtsai., 2006, Terregino
és mtsai., 2006, Tiefke és mtsai., 2007, Brown és mtsai., 2008, Kalthoff és mtsai., 2008)
megel6z6éen részletes leirast nem talaltunk.

A 2006. évben jarvanyt eldidéz6, H5N1 altipusu madarinfluenza virustérzs Németorszag
észak-nyugati részén, Rigen szigetén hattylelhullasokat okozott. Az elhullott bltykés és

énekes hattyuk korbonctani és korszdvettani vizsgalataval az er8sen patogén
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madarinfluenza virustérzsek hatasara jellemzd elvaltozasokat (a hasnyalmirigyben gocos
elhalasokat és vérzéseket, tidébévériiséget és -6démat, valamint a sziv epicardiuma alatt
vérzéseket; szbvettani vizsgalattal a hasnyalmirigy exocrin mirigyeinek koérulirt tertileteken
mutatkozd elhalasat és idegsejt elfajulassal kisért lymphocytas agyvel6gyulladast) figyeltek
meg. Ezeken kivil a Iépben és a Peyer-plakkokban enyhefoku lymphocyta elhalas volt még
felismerhet6. Immunhisztokémiai vizsgalattal az influenzavirus nukleoprotein —
O0sszhangban a szdveti elvaltozasokkal — féként a hasnyalmirigyben és az agyvel6ben,
kisebb meértékben a mellékvesékben, a tidében és a majban volt kimutathaté (Tiefke és
mtsai., 2007).

A vilag kilénbdzb részein 1955 6ta 26 olyan, nagy veszteségekkel jar6 madarinfluenza
jarvanykitorest regisztraltak, amelyeket erésen virulens (H5 vagy H7 altipusu) virustérzsek
idéztek el6 (Swayne és Halvorson, 2003, 2008). Az emlitett jarvanyokat okozo
virustérzseket z6mében csirkékbdl (14 esetben), valamint pulykakbdl (8 esetben) izolaltak.
Az erbsen virulens térzsek okozta jarvanyok soran, esetenként kisebb aranyban, hazi
viziszarnyasok (féként kacsak) elhullasat is észlelték (Alexander, 1993, McNulty és mtsai.,
1985, Tanyi, 1997, Turner, 1976).

Az 1999-2000. évi olaszorszagi, H7N1 altipusu virustdérzs okozta madarinfluenza jarvany
soran, Padova koérnyékén elhullott libakat és barbari kacsakat vizsgaltak kérbonctani-
kérszbvettani modszerekkel és olyan elvaltozasokat talaltak, melyek az er6sen patogén
madarinfluenza-virustérzsek hatasat igazoltak. Immunhisztokémiai vizsgalattal az
influenzavirus nukleoprotein a ludakban a hasnyalmirigy parenchyma-elhalasainak széli
terlletein a mirigyhamsejtekben, valamint az agyveld kiterjedt terliletein az idegsejtek és
gliasejtek cytoplasmajaban volt kimutathaté. A barbari kacsakban minddéssze az agyvel6
kisebb korulirt terlletein, néhany idegsejtre szoritkozéan sikerult az antigént kimutatni
(Capua és Marangon, 2000).

A H5N1 altipusu virustérzs viziszarnyas fajokra Kkifejtett patogenitasanak lényeges
emelkedésérdl a 2002-es hongkongi jarvanykitérés kapcsan szamoltak be (Ellis és mtsai.,
2004). Ezt kovetdéen a jarvany fokozatos terjedése soran az azsiai, majd a kozel-keleti
orszagokban hasonlé megfigyelések térténtek. A magas patogenitasu H5N1 madarinfluenza
virusok okozta mortalitas hazikacsaban és haziludban azonban erdésen flggétt a
virustorzstdl és az allat koratol. Ezen virusok 1997 és 2001 koz6tti izolatumaival intranazalis
fert6zéssel nem lehetett eldidézni a betegséget illetve az elhullast kacsakban, azonban a
2002 utan izolalt torzsek mar megbetegitették a fertézétt, 4-6 hetes tékésrécéket és valtozo
mértékld mortalitassal is jartak. Ezek a torzsek jellemzben a légcsévon keresztil Griltek, mig
a korabbi H5N1 és a LPAIV térzsek doéntéen a kloakan at (Sturm-Ramirez és mtsai., 2004).

Ez utobbi jelenséget szamos szerzé megfigyelte kisérletes hattyl-, lud- és kacsafertézések
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soran (Hulse-Post és mtsai., 2005, Sturm-Ramirez és mtsai., 2005, Brown és mtsai., 2008,
Kalthoff és mtsai., 2008, Keawcharoen és mtsai., 2008, Léndt és mtsai., 2008). Bizonyos
2002-es hongkongi térzsek intranazalisan fertézve elhulladsokat okoztak 2 hetes kacsakban,
de az 5-6 hetes korosztalyban mar csak kisebb mortalitast figyeltek meg, vagy egyaltalan
nem volt elhullas. Ez, az éallatok koraval dsszefliggést mutatdé érzékenységbeli killénbség
megmagyarazza, miért volt a hazikacsak és ludak mortalitisa alacsony az ,utcai’
virusfertézés soran (Pantin-Jackwood és Swayne, 2007, Pantin-Jackwood és mtsai., 2007).
Léndt és munkatarsai (2010) 8 és 12 hetes pekingi kacsak kézotti hasonld érzékenységbeli

kulénbseégrél szamoltak be.

A 2004. évi thaifoldi jarvany soran izolalt HS5N1 virustérzs nukleoprotein antigénjének
jelenlétét immunfluoreszcencias modszerrel tanulmanyoztak a betegség kévetkeztében
elhullott csirkék, japan firjek és kacsak kulénbdz6 szerveiben. A két tyukféle szerveiben a
virusantigén eloszlasa és lokalizacidja hasonlé volt. Legnagyobb mennyiségben a
szivizomsejtekben (a csirkék 88, a flrjek 89%-aban), valamint a légz&szervekben, az
emeésztbcsatorna és a hugyutak nyalkahartyajaban volt kimutathaté a virusantigén. A
kacsak szerveiben szignifikdnsan kisebb mennyiségl virusantigén volt észlelhetd, és az
emeésztbcsatorna hamjaban egyaltalan nem lehetett azt kimutatni (Antarasena és mtsai.,
2006).
Amerikai kutatok (Perkins és Swayne, 2003) az 1997-ben, Hongkongban zoonotikus
tulajdonsagra is szert tett H5N1 virustérzzsel 17 madar- és 2 emlbsfajt kisérletesen
fertéztek azért, hogy Osszehasonlitsak a kilénb6zd fajok érzékenységét, a klinikai
tineteket, a patoldgiai elvaltozasokat és az immunhisztokémiai mddszerrel kimutathato
virusantigén eloszlasat és lokalizaciojat a kilénb6z6é szervekben. Eredményeik &sszesitd
ertékelése alapjan a vizsgalt fajokat négy csoportba soroltak.

1.: A virus szisztémas szétterjedése a szervezetben, gyors korlefolyas és magas

mortalitas (tyukfélék)

2.: ldegrendszeri tinetekkel jar6 megbetegedés, szubakut lefolyas, 0-75% kozotti

elhullas (embdeni lud, emu, zebrapinty, térpepapagaj)

3.: Enyhefoku, atmeneti megbetegedés vagy tinetmentes fert6zottség, kismértéki

virusszaporodassal, elhullas nélkul (pekingi kacsa, siraly, veréb)

4.: A virusfert6zés nem ered meg (galamb, seregély, emlésok)
A pekingi kacsa (4 hetes) az embdeni luddal (2 hetes) 6sszevetve kisebb érzékenységlinek
mutatkozott. Egyik faj egyedei sem hullottak el, ugyanakkor a kacsak meg sem betegedtek
és bennlk makroszképos elvaltozasok sem alakultak ki, a szOvettani elvaltozasok
enyhébbek és a kimutathato virusantigén és a visszaizolalhatd virus titere is alacsonyabb

volt.
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Brown és munkatarsai (2008) kisérletesen fertéztek hattyufajokat és indiai illetve kis kanadai
ludat. A hattyuk mind elhullottak, a ludaknal viszont csak 40 illetve 75%-o0s elhullas volt
tapasztalhatd. A fert6zott 6sszes egyed az elsd napon mar Uritette a virust, viszont a
kontakt ludak joval késébb kezdtek Uriteni a kontakt hattyukhoz képest. Az dsszes fajban
neurotrop tulajdonsagu volt a virus, a kialakult szévettani elvaltozas és a virusantigén
mennyisége 6sszhangban volt a lefolyassal. A tulélé ludak esetében csak igen enyhe
elvaltozas és kis antigénmennyiség mutatkozott.

Hulse-Post és munkatarsai (2005) kisérletesen fertéztek a 2002. utan jarvanyt okozé H5N1
virussal t6kés récéket és azt tapasztaltak, hogy az allatok tulélték a fert6zést és akar 17
napig is uritették a virust. A kacsa fajban a kérokozé csdkkent patogenitasat tapasztaltak,
ugyanakkor az tovabbra is fatalis kimenetelli koérképet okozott hazityukban. A virus
viselkedése egyensuly, koérokozo-gazda adaptacio kialakulasara enged kovetkeztetni a
kacsaban. Ez a H5N1 rezervoar szerep lehetévé teszi a nagyobb tavolsagokra torténd
virushurcolast. Egy masik kisérletes fert6zés soran kilénb6zé vadon é16 récefajokat (8-11
hénapos életkoru egyedeket) hasonlitottak dssze, és itt is az Uszorécék (Anas genus),
kéztik a tékés réce, bizonyultak a legkevésbé érzékenynek a fertézésre, am e faj egyedei
Uritették a legnagyobb mennyiségben a virust, mikézben klinikailag tlinetmentesek
maradtak. A bukérécék a hattyihoz hasonléan szentinelnek tekinthetdk, ugyanis bennik a
hattyuhoz hasonlé, sulyos tlnetek, elhullasok, és elvaltozasok jelentkeztek, amik

lehetetlenné teszik a virus tovabbi terjesztését (Keawcharoen és mtsai., 2008).
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VI. Vizsgalatok

1. Fejezet

A madarinfluenza patomorfolégiaja és diagnosztikaja biitykés hattyaban

1.1. Anyag és modszer

1.1.1. Mintak és mintavétel

2006 januarjatol marcius végéig, a magyarorszagi madarinfluenza jarvany elsé hullama
soran, 3300 hazi és vadmadar hulla keriilt vizsgalatra az Orszagos Allategészségiigyi
Intézetben a madarinfluenza monitoring program keretében. A szamos vadmadar faj kozt
165 hattyu volt. Ebben az idészakban a H5N1 altipusu madarinfluenza fertézés 67 butykos
hattyuban (Cygnus olor), 2 dankasiralyban (Larus ridibundus), 1 kormoranban
(Phalacrocorax carbo) 1 szarcsaban (Fulica atra) és 1 t6késrécében (Anas platyrhynchos)
kerllt megallapitasra. A pozitiv esetek zdme egy dél-magyarorszagi kitérési gocbdl,
Nagybaracska kérnyékérél érkezett. Ezt a kitérési gocot 10 nappal késébb kévette egy, a
Duna vonalat kdvetd, északrol délre haladé jarvany, mely elérte az el6z6 régidt.

A 2006 februarja és marciusa kozt vizsgalt 67, H5N1 virus pozitiv bitykés hattya kézul 35,
véletlenszerlien kivalasztott egyed esetében kibdvitett, részletesebb protokoll szerint

végeztik a korbonctani és kérszdvettani vizsgalatot.

1.1.2. Kérbonctan, korszovettan, immunhisztokémia

A Kkoérbonctani vizsgalatot kovetbéen szovettani vizsgalatra rutin diagnosztika soran az
agyveld, hasnyalmirigy és a sziv kerllt mintavételre. 35 egyednél a fent emlitett szerveken
felul tud6, maj, vese, lép, vékonybél, esetenként légcsd, gerincveld, harantcsikolt
izomszdvet (comb, mellizomzat), mirigyes gyomor és fiatal egyedeknél a Fabricius-féle
toml6 is vizsgalatra kerilt. A szévetmintakat 10%-os, pufferolt formaldehid oldatban fixaltuk,
paraffin blokkokba agyaztuk és bel6lik 3-4pm-es metszeteket készitettlink, amelyeket
hematoxilin-eozinnal festettiink.

10 Aallat esetében immunhisztokémiai vizsgalatot is végeztink, melynek soran a
deparaffinalt metszeteket 0,1%-0s proteazoldattal (Sigma Aldrics Co.; tipusszam: XIV)
37°C-on 10 percig, ezutan 3%-os H,O, oldattal 10 percig, majd 2%-os tejporoldattal
szobahdmérsékleten Gjabb 10 percig kezeltik. Ezutan a metszeteket 4°C-on egy éjszakan

at inkubaltuk az 1:16 000 higitasu primer, egérben eléallitott, influenza A nukleoprotein-
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specifikus monoklonalis ellenanyaggal (Serotec, Oxford, Nagy-Britannia; klonszam: AA5H).
Az antigén-ellenanyag kapcsoldédast tormagyokérperoxidazzal jeldlt kittel (EnVisionTM +
anti-mouse HRP, Dako, Glastrup, Dania) mutattuk ki. Kromogénként 3-amino-9-etilkarbazol
oldatot (AEC+ High Sensitivity Substrate Cromogen, Dako), kontrasztfestésként Mayer-féle
hematoxilint hasznaltunk. Negativ kontrollként foszfatpuffert hasznaltunk monoklonalis

ellenanyag helyett (Szeredi és mtsai., 2007).

1.1.3. Virusizolalas és meghatarozas

A szervek elBkészitése soran a Nemzetkdzi Allat-jarvanyiigyi Hivatal (Office International
des Epizooties) ajanlasait vettik figyelembe (Alexander, 2000., Avian Influenza Diagnostic
Manual, 2006). A tudét, légcsdvet és bélszakaszt tartalmazd mintat homogenizator illetve
dérzsmozsar segitségével antibiotikumot és antimikotikumot (0,25 mg/ml gentamicin, 5000
NE/ml nisztatin) tartalmaz6 foszfat pufferben (phosphate buffered saline, PBS)
homogenizaltuk. 10-20% (w/v)-os szuszpenzidt készitettink a homogenizatumbdl, melyet
szobahdmérsékleten inkubaltunk 1-2 6ran keresztil, majd centrifugaltuk (1000xg, 10 perc).
Minden minta esetén 100yl mennyiséget oltottunk be a fellliszébdl 6t embrionalt, 9-11
napja elbkeltetett SPF tyuktojas allantoisz Uregébe. A beoltott tojasokat 37°C-on 4-7 napig
inkubaltuk. Az elpusztult és moribund embridkat, valamint az inkubaciés periédus végére
élve maradtakat 4°C-ra h(itéttik és megvizsgaltuk az allantoisz folyadék hemagglutinacios
aktivitasat 1%-os tyuk vorosvérsejt szuszpenzioval. Ha egy folyadék nem mutatott
hemagglutinaciét, azt még egy tojasba oltottuk és megismételtiik az elébbi eljarast. Ha a
masodik passzazs is negativ eredménnyel zarult, a mintat negativhak minésitettik. A
hemagglutinalé allantoisz folyadékot HAG teszttel azonositottuk, H5 és H7 specifikus
referencia savok alkalmazasaval (VLA Weybridge, UK). A Kkeresztreakcio kizarasa
érdekében két H5 (HS5N2, H5N7) és két H7 (H7N1, H7N7) savét hasznaltunk. A
neuraminidaz alcsoport meghatarozasa az EU madarinfluenza referencia-laboratériumaban
(Avian Virology Laboratory — VLA, Weybridge, UK) tortént.

1.1.4. Reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio

A klasszikus virolégiai médszerekkel parhuzamosan, az ésszes szervmintat megvizsgaltuk
molekularis bioldgiai mddszerekkel is az EU madarinfluenza referencia-laboratériuma (Avian
Virology Laboratory, Veterinary Laboratories Agency, Weybridge, UK) illetve a WHO altal
kiadott protokoll (Anonymus, 2006, WHO, 2005) alapjan, hagyomanyos és real time PCR
alkalmazasaval. A szervmintakat TissuelLyser készlilékkel homogenizaltuk (Qiagen, Hilden,

Németorszag) a gyarté ajanlasanak megfeleléen. A homogenizatum feliluszojanak 100ul-
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€bdl RNS kivonast végeztink X-tractor Gene nukleinsav kivoné robot segitségével (Corbett
Robotics Pty. Ltd., Queensland, Ausztralia). Ehhez a gyart6é utasitasa szerinti RNS kivono
kittet (Total RNA Isolation Kit, Nucleospin 96 RNA, Macherey-Nagel, Diren, Németorszag)
hasznaltuk. A PCR reakciokat automata (CAS-1200 Robotic Liquid Handling System,
Corbett Robotics Pty. Ltd.) segitségével mértik 6ssze. A PCR terméket 2 w/v%-os agardz
gél (Invitrogen, UK) elektroforézis és QIAquick géles extrakcios kittel (Quiagen, UK) torténé
tisztitas utan etidium bromidos festéssel tettiik lathatova. Az influenza A tipusanak
meghatarozasa real-time polimeraz lancreakciéval (PCR) Spackman és mtsai (2002) altal
leirt modon tortént. A H5 és N1 gén azonositasat real-time valamint hagyomanyos agaréz
gél alapu PCR modszerrel végeztik (Anonymus, 2006, WHO, 2005).
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1.2. Eredmények

1.2.1 Kérbonctan, korszovettan, immunhisztokémia

Valamennyi hattyd kdzepes vagy j6 taplaltsagi allapotban volt, ami a betegség gyors
lefolyasara utalt. Az észlelt elvaltozasok mindegyik esetben az erfsen virulens
madarinfluenza virustérzsek kovetkeztében alakultak ki és a mas madarfajokban is leirt
elvaltozasoknak feleltek meg (Acland és mtsai.,, 1984, Alexander, 1982, 1993, 2000b,
Kobayashi és mtsai., 1996). A virulens térzsek okozta kérképpel kapcsolatban, tyukokban
leirt bérelvaltozasokat (a fejfliggelékek és a labak bdrének cyanosisat, vérzést, elhalast,

periorbitalis oedemat) azonban hattyukban nem tapasztaltunk.

A koérbonctani és kérszévettani elvaltozasok gyakorisagat az 1. tablazat foglalja 6ssze.
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1. tablazat: Az erésen virulens, H5N1 altipust madarinfluenza virusfertézés kévetkeztében elhullott, 35 blitykds hattyuban
kialakult kérbonctani és korszévettani elvaltozasok, kiemelve a diagnosztikai szempontbdl fontos leleteket
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Az %-0Ss
] ] ERINTETT MEG-
ELVALTOZASOK ALLATOK  OSZzLAS
SZAMA
jo 10 29
Taplaltsagi allapot kdzepes 22 63
gyenge 3 8
e - vérzések 34 97
Hasnyalmirigy: L T
- - 2-4 mm atmeérdjl, szurkésfehér gocok 19 54
|<£ . - vérzések az epicardium alatt 30 86
O Sziv: o, L
= - szlUrkésfehér gocok 12 34
S . . - bBvériiség 35 100
o Tudé:
O - oedema 10 29
~
Légzsak: - savokilépés 9 26
Mirigyesgyomor: - vérzések 25 71
Bé| - heveny hurut 35 100
el:
- vérzések a duodenum nyh-ban 21 60
Lép: - bévériiség/duzzanat 35 100
. - lymphocytas agyvel6- és agyhartyagyulladas S 100
Agyvelb: : L,
- perivascularis vérzés 9 26
Gerincvel6: - lymphocytas gerincvel8gyulladas 6/14 allat 43
Sz - gocos szivizomelfajulas 29 83
zZiv:
- lympho-histiocytas gyulladas 31 89
A - elhalasos gocok/térképszerl elhalasok 27 77
Hasnyalmirigy: . .
<ZE - lympho-histiocytas gyulladas 19 54
Il: Tuds - bévérlség, interstitialis oedema 35 100
0dé:
"'>J - interstitialis, lympho-histiocytas beszlr6dés 4 11
a L &qcst: - oedema a nyalkahartyaban 7/12 allat 58
% geso: - lympho-histiocytas besz(ir6dés a nyh-ban 4/12 allat 33
X M - interstitialis, lympho-histiocytas gyulladas 24 69
aj:
J - elhalasos goécok 16 46
Bal: - desquamativ hurutos gyulladas 35 100
' - vérzések 29 83
Fabricius bursa: - lymphocyta kidrilés, lymphocyta-elhalas 22/22 allat 100
Lép - lymphocyta kilrilés, lymphocyta-elhalas 35 100
Vazizom: - gocos izomrost-elfajulas, -elhalas, vérzés 5/12 allat 42



A legjellegzetesebb virusfertézésre gyanut kelté kérbonctani elvaltozas a hasnyalmirigy
allomanyaban észlelt fokalis, néha térképszerl szirkésfehér elhalas volt (1., 2. kép). Ez
alapjan mar makroszképos vizsgalattal felmertlt az érintett egyed H5N1 fertézottsége. A
pontszer(i vérzések jelenléte a szivburokban és az epicardium alatt (3. kép), a
mirigyesgyomor illetve a duodenum nyalkahartyajaban (4., 5. kép), sero-mucinosus valadék
felhalmozddasa a légzsak Uregében (6. kép) tovabb erdsitették a gyanut.

1. kép: Hasnyalmirigy-elhalasok (Y)

2. kép: Térképszertii elhalasok (A ),
vérzések (—») a hasnyalmirigyben

3. kép: Vérzések a szivburokban 4. kép: Vérzések a mirigyesgyomor
(—») nyalkahartyajaban (—»)
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5. kép: Vérzések a duodenum 6. kép: Sero-mucinosus légzsakgyulladas,
nyalkahartyajaban (—) alvadasra hajlamos savo a léegzsak
liregében (—)

Heveny bélhurut, tidé és lép bévérlség, oedema a tidében és a légcsé nyalkahartyaban
voltak még gyakori, am nem jellegzetes elvaltozasok, melyek az allatok 100%-aban
jelentkeztek, de nem tekinthetdk specifikusnak a H5N1 fertézésre nézve.

Korszovettani vizsgalat soran az idegrendszer, a hasnyalmirigy és a sziv elvaltozasai
esetén nagy biztonsaggal valészinlsithettik a madarinfluenza-fertézést. Jellegzetes
elvaltozasok a fokalis glidzissal, valamint idegsejtelhalassal, neuronocytophagiaval és
perivascularis  vérzésekkel kisért lympho-histiocytas agyvel6-, agyhartya-, és
gerincvelégyulladas (7., 8., 9., 10. kép), gocos elhalasok és multiplex, gocos, lympho-
histiocytas gyulladas a hasnyalmirigy allomanyaban (15., 17. kép) tovabba a multifokalis
szivizom-elfajulas és elhalas (19. kép) voltak. Ezeken kivil leirtunk még gocos elhalasokat
a m3j allomanyaban (21. kép), ritkdbban a vazizomzatban és oedémat, esetenként gécos
lympho-histiocytas beszlrédést a tiidében illetve a Iégcsében, valamint bélhurutot (25., 27.
kép). A Iép allomanyaban, valamint a fiatal madarak Fabricius-féle tomléjében lymphocyta-
kiurtlést és -elhalast talaltunk.

Immunhisztokémiai vizsgalattal els6sorban a sejtmagvakban és ritkdbban a
cytoplasmaban mutattuk ki a virusantigént az altalunk vizsgalt 6sszes szervben, a légcsd
kivételével. A legnagyobb virusmennyiséget az agyvel6ben talaltuk, ahol a nagyagyvelében,
az agytérzsben és a kisagyban a neuronok, az oligodendro- és microgliasejtek, az
astrocytak, az ependyma sejtek, a vérpalyaban lévé monocytak és a vérerek myocytaiban
volt medfigyelheté a virusantigén. Szamos esetben azonban a cytoplasmaban is a
sejtmagra jellemz6 er8s fest6dést talaltunk. Jellemz6en vagy nagyobb &sszefliggd
terlleteken volt jelentés antigén mennyiség, vagy koérilirt terlileteken szinte valamennyi sejt
fertézott volt (11., 12., 13., 14. kép).
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7. kép: Lympho-histiocytas perivasculitis
(—), nagyagyvel6
HE., 100x HE., 100x

9. kép: Lympho-histiocytas perivasculitis 10. kép: Lympho-histiocytas perivascularis

(—), gliosis(:":), nagyagyvel6 besziirbdés ( —» ) és oedema a

HE., 200x lagyagyburokban, savos lagyagyburok-
gyulladas

HE., 200x

11. kép: Az influenzavirus antigén kiterjedt 12. kép: Erés festédés jelzi a virusantigén
teriileteken az idegsejtek-ben és a Jelenlétet a molekularis és a szemcsés
gliasejtben is megfigyelheté a réteg nagy teriiletén a kisagyvelében
nagyagyvelében IH., 20x

IH., 20x

42 52

R . 5 Ve A
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13. kép: Nagymennyiségli virusantigén 14. kép: A virus a molekularis és
mutathatd ki a neuronok és gliasejtek szemcsés rétegen  kivil  nagymeny-
sejtmagjaban illetve az elébbiek nyiségben van jelen a kisagyveld Purkinje-

cytoplasmajaban és axonjaiban is a sejteiben is
nagyagyvelében IH., 100x
IH., 200x

Nagymennyiségl nukleoprotein antigén fordult el6 a hasnyalmirigy és a maj elhalasainak
terlletén és azok szomszédsagaban lévd sejtekben (16., 23. kép). A virusantigént a
hasnyalmirigyben az exokrin mirigyhamsejtek, a majban a hepatocytak és esetenként a
monocytak sejtmagjaban mutattuk ki (18., 22. kép). Azon majmintakban, melyekben nem
voltak elhalasok, z6mében a Kupffer-sejtekben mutatkozott pozitiv reakcié (24. kép). A
szivizomban a myocytak és az epicardium sejtjeinek magjaban és cytoplasmajaban (20.
kép), a tidbben a tiddsipok falaban 1évé macrophagok magjaban és a Iégz6hamban fordult
elé a virus (26. kép). A Iépben koérilirt terlleteken ugyancsak nagyszamban talaltunk
fert6zott sejteket. Itt elsésorban a vérerek endothelsejtjei, a vérerek falanak simaizom sejtjei,
a vérerek kordli reticulum sejtek, a Iépgerendak simaizomsejtjei és a vords illetve fehér
I[éppulpa macrophagjai tartalmaztak virusantigént a sejtmagban és a cytoplasmaban
egyarant (28., 29., 30. kép). A vékonybélben a plexus submucosus sejtjeiben, a muscularis
mucosae myocytaiban, valamint a propria sejtjeiben fordult el a virusantigén (31. kép).
Néhany vazizomsejtben és a vesék egy részének interstitiumaban is kimutathaté volt a virus
(32., 33. kép).
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15. kép: Multiplex, gocos elhalas (—» ) a 16. kép: Az elhalasok széli teriletén

hasnyalmirigy allomanyaban nagymennyiségu virusantigén (a 15. képen
HE., 100x lathato tertilet)
IH., 100x

17. kép: Hasnyalmirigy-elhalds ( —),

vacuolas elfajulas (X) és Ilympho- sorban a mirigyhéamsejtek magjaban
histiocytas besziirédés (L) figyelheté meg egy elhalasos gocban és
HE., 200x annak kbzelében a hasnyalmirigyben

IH., 200x

e “‘ oty ;
| AL A N0 e LG SR ; 4
20. kép: Virusantiggn a myocytak

valamint lympho-histiocytas besziirédes magjaban és cytoplasmajaban, szivizom
a myocardiumban (—») IH., 400x
HE., 200x
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22. kép: A 21. képnek megfeleld teriileten
manyaban (—) az elhalasok hataran nagy-mennyiségli
HE., 200x virusantigén a majsejtekben

e R e

23. kép: A térképszerli elhalasok széli 24. kép: Virusantigén a maj Kupffer-sejt-
teriiletein  nagymennyiségl virusantigén Jeinek cytoplasmajaban

lathaté a majban IH., 200x
IH., 100x
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25. kép: Heveny pangasos bévériiség és 26. kép: Kismennyiségl virusantigén a

interstitialis oedema a tiidében (—») tlidé-septumokban levé MPS sejtekben,
HE., 100x valamint a légz6hamban
IH., 400x
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27. kép: A légcs6 nyalkahartyajanak és
submucosajanak sulyos foku oedemas
beivodasa (§)

HE., 100x

28. kép: A lép MPS sejtieiben és az

ecsetartériak  Kkorili  reticulumsejtekben
szamos sejtben megfigyelheté a virus-
antigén
IH., 400x

29. kép: Nagymennyiségl antigén mutat-
haté ki a lépgeredak myocytainak mag-
jaban és cytoplasmajaban

IH., 200x
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30. kép: Az influenzavirus a vérerek
endothelsejtieiben, valamint keringé mo-
nocytakban lelheté fel a lépben

IH., 400x

31. kép: A vékonybél nyalkahartyajaban a
propria kétészoveti sejtjei, simaizomsejtei
és MPS sejtei antigén pozitivak, az
enterocytakban antigén festédés nem
lathato

IH., 400x
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32. kép: Erbs festédés jelzi a virus
jelenlétét egy elhalt vazizom-rostban
IH., 400x
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33. kép: Koriilirt terileten, egy vese-
glomerulusban kimutathato a virusantigén
IH., 400x

Immunhisztokémiai modszerrel olyan terileteken is nagy mennyiségben sikerdlt kimutatni a

virusantigént, ahol még nem alakult ki kdrszévettani elvaltozas. Az agyvel6ben a szdvettani

elvaltozasok (perivasculitis, vérzések) tdbbnyire nem estek egybe az IH-val pozitiv

tertiletekkel (34., 35. kép).

34. kép: Kezdddd lympho-histiocytas peri-
vasculitis (—») a nagyagyvelében
HE., 200x
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35. kép: A 34. képnek meg-felel teriilet,
az elvaltozastdl tavol, intakt teriileteken

nagymennyiseqgl virusantigén a
neuronokban és gliasejtekben
IH., 200x



1.2.2. Virusizolalas, meghatarozas, molekularis biolégia

Virolégiai vizsgalattal 67 bitykds hattyuban allapitottuk meg a HPAI fert6zést. A beoltott
csirkeembriok 30 oran belll elhullottak, ami a HPAIV jelenlétét valoszinlsitette. A
virusizolatumok hemagglutinacios titere 1:32 és 1:1024 k&ézt mozgott. Az izolatumok
haemagglutinaciés aktivitasat minden esetben sikeriilt gatolni H5N2 és H5N7 antisavokkal

de H7N1 illetve H7N7 és baromfipestis savoval nem.

A klasszikus viroldgiai modszerekkel elért 6sszes eredményt megerdsitettik molekularis
biologiai eszkdzdkkel is. Mind a 67, H5-pozitiv minta szekvencia analizise megtértént és
valamennyi a HPAI patotipusba tartozé volt.

A bitykds hattyubdl Nagybaracska térségében izolalt virusok 100%-os szekvencia
azonossagot mutattak a HA gén tekintetében egymassal. Ezt a csoportot HUN1 csoportnak
neveztik. A 10 nappal késdbb, Dunakeszinél izolalt térzs és a vele rokon, a Duna vonala
mentén déli iranyban izolalt térzsek egy masik genetikai agba tartoznak. Ezt a csoportot
neveztik HUN2 csoportnak (Szeleczky és mtsai., 2009, Id.: Melléklet).
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1.3. Megbeszélés

A magas és alacsony patogenitasu madarinfluenza virusok okozta kérbonctani és
korszdvettani elvaltozasokra vonatkozéan a szakirodalomban nagy szamban lehet talaini
leirdsokat. Ezen ké&zlések z6me természetes moddon vagy kisérletesen fert6z8dott
hazityukokban és pulykékban észlelt elvaltozasokrol szamol be (Krohn, 1925, Jungherr és
mtsai., 1946, Beard és Helfer, 1972, Cooley és mtsai.,, 1989, Swayne és mitsai.,1992,
Webster és mtsai., 1992, Laudert és mtsai., 1993, Swayne és Slemons, 1994, Swayne és
Slemons, 1995 b, Tanyi, 1997, Perdue és mtsai., 1999, Capua és mtsai., 2000, Capua és
Marangon, 2000, Swayne és Suarez, 2000, Swayne és Halvorson, 2003, 2008). Néhany,
hazikacsaval, luddal, emuval és nanduval kapcsolatos kozlemény is napvilagot latott
(Alexander, 1982, Cooley és mtsai., 1989, Laudert és mtsai., 1993, Tanyi, 1997, Swayne és
Halvorson, 2003, 2008). A HS5N1 virusfertézés lefolyasanak és a kialakuld patologiai
elvaltozasoknak a részletes leirasa hattyu vonatkozasaban azonban, a 2006. évben egyes
europai orszagokban tortént megallapitasokat és az ezt kdvetd kisérletes fert6zéseket
megel6z6en (Sabirovic és mtsai., 2006, Terregino és mtsai., 2006, Tiefke és mtsai., 2007,
Brown és mtsai., 2008, Kalthoff és mtsai., 2008) nem tortént meg.

Hazityukban és pulykaban a HPAI fertézés kapcsan heveny vérzések, elhalasok és oedema
uraljak a koérbonctani és koérszévettani képet. Jellemzd a fej, a nyak és a lab bdrének
oedemaja, tldbvizenyd, vérzések talalhaték a bérben, a savoshartyakon, a
nyalkahartyakban és a pektoralis izomzatban, tovabba elhalasokat lehet megfigyelni a
bérben, hasnyalmirigyben, |épben és a szivben (Alexander, 1982, 1993, Acland és mtsai.,
1984, Kobayashi és mtsai., 1996, Swayne és Suarez, 2000, Swayne és Halvorson, 2003,
2008). A Kkeringés heveny &sszeomlasanak jelein Kkivll, perakut lefolyas esetén
hianyozhatnak a fenti, specifikus elvaltozasok. A legjellemzdbb kérszévettani elvaltozasok a
lympho-histiocytas agyvel6- és agyhartyagyulladas, gécos szivizomelfajulas és lympho-
histiocytas szivizomgyulladas, a hasnyalmirigy allomanyanak és olykor mas szerveknek
(ttdd, lymphoid szervek és a vazizomzat) goécos elhalasa. A légz6rendszer érintettsége az
enyhétdl a sulyos fokuig valtozhat.

Alacsony patogenitasu madarinfluenza térzsek legtébbszdr lesovanyodassal jard, elhuzédoé
korképet okoznak. A kérbonctani elvaltozasok kdzétt dominal a savéds-hurutos-fibrines
rhinitis, sinusitis, conjunctivitis, légcsé- és tudbgyulladas, melyeket gyakran kisér fibrines
légzsak- és hashartyagyulladas, petefészek- és tojocsdgyulladas, valamint bélgyulladas.
Ezeket a késdi elvaltozasokat altalaban masodlagos bakterialis fertézések (pl.: Pasteurella
multocida, Escherichia coli) okozzak. Az elhalasos hasnyalmirigy-gyulladas nem olyan
gyakori csirkékben, mint pulykakban (Mo és mtsai., 1997, Hooper és Selleck, 1998, Swayne
és Halvorson, 2003, 2008).
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Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a hattyuban észlelt kértani elvaltozasok hasonl6ak
voltak az egyéb fajokban leirt HPAI fertézés soran talaltakhoz. Bitykés hattyuban azonban
nem talaltunk a hazityuknal leirt bérelvaltozasokat (pl.: cyanosis, vérzések, elhalasok,
periorbitalis oedema). Szintén hianyzott az alacsony patogenitasi madarinfluenza térzsekre
jellemzé savés-fibrines felséléguti (sinus, 1égzsak) és szaporitd szerveket érinté gyulladas
(Mo és mtsai., 1997, Hooper és Selleck, 1998).

Tapasztalataink szerint a fent leirt korbonctani és kérszovettani elvaltozasok, kilénésen az
agyveld, gerincveld, sziv és hasnyalmirigy elvaltozasai szorosan &sszefiiggenek a H5N1
virus jelenlétével butykds hattyuban, ezért a koérszdvettani vizsgalat nagyon fontos
diagnosztikai eszkdznek bizonyult. 56°C-os formalin oldatban térténé gyors fixalas és
fagyasztasos metszetkészités utan a fenti szervek szdvettani vizsgalataval, a bonclelet és a
korel6zményi adatok alapjan felmerilt madarinfluenza fertézés gyanujat néhany o6ran belul
megallapithatjuk.

Korbonctani észleléseink szerint a bltykds hattyd kulonésen érzékeny a HS5N1 tipusu
madarinfluenza fertézésre, mely akut lefolyasu, nagy mortalitasu betegséget okoz ebben a
fajpan. Ezért megfigyeléseink alapjan kis esélyt latunk elhiz6d6 korkép kialakulasara,

elnyujtott virusiritésre és a fert6zés nagy tavolsagok kézoétt torténd terjesztésére.

A 2006. februar 6-t6l marcius 22-ig tarté jarvany elészér egymashoz igen kozel fekvd
telepiléseken (Nagybaracska, Csatalja, Batmonostor, Davod, Hercegszantd) jelentkezett.
Az itteni izolatumok (HUN1), és a vellk legszorosabb filogenetikai rokonsagban lévé
horvatorszagi térzs 6se egy Volga mentén és a Kaszpi tengernél izolalt térzs volt (Szeleczky
és mtsai., 2009, Id.: Melléklet). Ez éppen egybeesik az ott é€l6 vadmadarak, kéztik a
bltykds hattyuk, t6késrécék vonulasi iranyaval a telelési hely felkeresése céljabél (Delany,
2006). Rinder és munkatarsai (2007) a bajororszagi jarvany soran el6szér izolalt, de egy
masik genetikai agba tartozo térzsnél szintén Volga menti és mongol genetikai rokonsagot
allapitanak meg, ezzel egy kelet-nyugati iranyd fertézési utvonalat hatarozva meg Azsia
feldl. Az Eszak-Németorszagban, Riigen szigetén ugyanebben az idében jarvanyt okozo
térzs, azonban a magyar izolatumhoz kozeli genetikai agba tartozik (Szeleczky és mtsai.,
2009, Id.: Melléklet).

Februar 16. és marcius 7. k6z6tt, nem olyan jél kérilhatarolt tertileten Gjabb jarvanykitérés
jelentkezett. Ez a Duna vonala mentén, északrdl délre haladva okozott elhullasokat
(idérendben: Dunakeszi, Dunaszentbenedek, Davod, Szazhalombatta, Szentendre,
Mohacs, Dunaféldvar). Hattyun kiviil kormorant, danka siralyt, szarcsat és tékés récét is
érintett. Az itt izolalt torzsek (HUNZ2) genetikailag tavol alltak a HUN1 izolatumoktél.
Davodon elész6r a HUNZ2 csoport egy tagjat izolaltak szarcsabol, és csak két nappal késébb

azonositottak az HUN1 csoport egyik tagjat hattyubdl, igy bizonyitast nyert a két csoport

35



egyidejl jelenléte az elsé kitérési gocban. A HUN2 csoportot is magaban foglaldé genetikai
ag (clade 2.2.1.) els6 tagja egy olasz térzs volt és hasonléan a szlovén, osztrak, francia,
szlovak, cseh izolatumokhoz rokon volt egy nigériai térzzsel, melyet 2006 januarjaban
izolaltak. Ez megfelel egy dél-észak iranyu terjedés elméletének Afrikabol (Szeleczky és
mtsai., 2009). A bajor jarvany masodik, az elsétél genetikailag tavolabb 1évé, izolatuma
cseh, torok, egyiptomi, nigériai torzsekkel, valamint a magyar jarvany masodik térzsével
(HUNZ2) volt rokon. A német kutatok is felvetik az Afrikabdl torténé terjedés lehetéségét (dél-
észak iranyu vonulas) (Rinder és mtsai., 2007). Az Afrikabol valo terjedés elméletére
ellenérvként ugyanezen szerzék azonban megjegyzik, hogy varatlan volt a 2006. februari
jarvanykitérées, mivel a 2005 augusztusaban Kina, Oroszorszag, Kazahsztan iranyaba, a
madarvonulasnak megfeleléen, terjedd H5N1 oktéberben elérte Torékorszagot, Romaniat
és Horvatorszagot, és a jarvany megallt. Csak tavaszra vartak annak folytatasat, mikor a
vandormadarak Afrika fel6l visszaindulnak. A 2006. februari jarvanykitérést azzal
magyaraztak, hogy a HPAI fertézés néhany honapig felderitetlen maradhat, addig, amig be
nem koszont a fagy €s a madarak nagy csoportokban 6ssze nem gy(ilnek a be nem fagyott
vizterileteken. Itt kezd6dik a virus atadasa, szétterjedése. Ezt a vélekedést tamasztja ala a
2005-2006-0s év igen kemény tele. Szeleczky és munkatarsai (2009) véleménye is ezt
erdsiti, mely szerint a magyar elsd és masodik izolatum genetikai vonalaba tartoz6 virusok
izolalasra kertltek mar 2005 soran Romaniaban és Tdrékorszagban, tehat a vonal mar jelen
volt Eur6épaban az olasz jarvanykitérés elétt. A progenitorvirust azonban még nem sikerlt
azonositani. A Rilgen szigetérél kiinduld6 észak-eurdpai jarvanyt végképp nem lehet
magyarazni a tél folyaman egy délrél észak felé térténd vandorlassal, viszont ugy igen, hogy
a 2005-t8] Eurépaban jelen 1évé virus korabban jutott el Eszak-Eurépaba és ott csak a
kemény tél bekdszéntével okozott jarvanyt. Tiefke és munkatarsai (2007) leirtak, hogy igen
kemény fagyok miatt csak kis tengerparti terlleteken maradtak nyilt vizfeliletek, ahol
sokféle vizimadar akkumulalodott egy idében, ami fontos feltétele volt az észak-
németorszagi jarvanykitérésnek. Delany (2006) is a 2006 elején bekdszontétt hideg téli
id6jaras kovetkeztében fellépd migraciéval magyarazza a H5N1 virus Dél- és Kdzép-

Eurdpaba jutasat.

Eurazsiaban a bitykdés hattyu két f6 metapopulaciéban él (Delany, 2006). Az eur6pai
metapopulacio jelentés ndévekedését tapasztaltdk az 50-60-as évek forduléjan becsiilt 35
ezer egyedrél a 2002-ben becsult 300 ezer egyedre, melybdl 250 ezer Kbzép-Eurépaban él
(Albert és mtsai., 2004). A masik, Kbzép-azsiai, Kaszpi- és Fekete-tenger kdérnyéki
metapopulacioé ugyancsak 300 ezer egyedbdl all (Delany, 2006).

Az eurdpai bitykds hattya allomany részlegesen vonulénak tekinthetd. Egyes tertleteken

(Anglia, Irorszag, Franciaorszag), ahol féleg elvadult allomanyok élnek és a hdmérséklet sem
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gyakran sillyed fagypont ala, az allatok helyben maradnak, illetve csak kis mértékd helyi
elmozdulasok figyelhetdk meg az allomanyban. Az Anglidban gylrizétt madarak 94%-a
kevesebb, mint 50 km-t tesz meg a jelélés helyétél szamitva. Eszak-Eurépaban
(Skandinaviaban és Eszak-Németorszagtol Esztorszagig) a faj nagyrészt vonuld, kiemelt
vedldhelyei vannak a dan és svéd partoknal, illetve fontos telel6helyei a Balti-tengeri dan
szigetvilagnal, Dél-Svédorszagnal és Eszak-Németorszagnal. Kemény teleken ezekbél a
populaciokbol szarmazo egyedek eljuthatnak Hollandiaig, Belgiumig, Eszak-Franciaorszagig
és Délkelet-Angliaig, illetve alkalmanként Svajcig, ahol lengyel és litvan gydrivel ellatott
madarakat is megfigyeltek. Igazan hideg teleken litvan madarak eljutottak Skociaba (1700
km-es elmozdulas) és Olaszorszagba az adriai partok térségébe, illetve Balti-tengeri
madarak a mediterraneumba. A madarak a lehet6ségekhez képest igyekeznek a kolts-
illetve vedl6helyekhez kdzelebb esd teleléhelyet keresni, aminek feltétele, hogy az enyhébb
telek kovetkeztében a folyok, tavak ne fagyjanak be. Természetesen keményebb telek
esetén a madarak kénytelenek a tavolabbi, jégmentes vizeket felkeresni, amit szamos,
Lengyelorszag kilénb6z6 terlletein jeldlt madar magyarorszagi, illetve Magyarorszagon jel6lt
hattyuk észak-németorszagi, daniai, baltikumi megfigyelése is bizonyit. A teleléhelyet valté
egyedek esetén a kilénbdzd években felkeresett telel6helyek kozétti tavolsag nagy
szazalékban kevesebb volt, mint 100 km, kisebb aranyban meghaladta a 200 km-t, és csak
elvétve fordult el6 600 km-nél nagyobb elmozdulas (Albert és mtsai., 2004). Az altalunk
vizsgalt, H5N1 pozitivnak bizonyult, Nagybaracska térségébdl szarmazd hattyuk koézott
talaltunk két szerb, belgradi jelzési gy(rlvel ellatott egyedet, de sajnos a z6mik gy(rizetlen
volt. Mi tehat mintegy 200 km-es vandorlast igazolhatunk. A virolégiailag negativ egyedek
kézt azonban talaltunk fehérorosz, lengyel, horvat gydrlivel ellatottakat, melyek 688, 644
illetve 124 km-es vandorlasokat bizonyitanak.

A Fekete-tengeri, kézép-azsiai metapopulacié nagyobb mértékben vandorol. A szarazfold
belseje felél a populacié nagy része dél felé, a Fekete-tenger partjara vonul télre, am egy
kisebb hanyaduk eljut a Duna deltdhoz, Torbkorszagba, a Balkan félszigetre illetve Dél-
Olaszorszagba (Delany, 2006).

A magyarorszagi populacié nagysaga a 1970-ben torténd elsé hivatalosan megallapitott
fészkelést6l, nyugatrél keleti iranyban, kulénésen a 90-es évek kdzepétdl, jelentGsen
emelkedik. Eppen a jelen jarvanyban leginkabb érintett Bacs-Kiskun megyében volt a
legnagyobb mértékl a ndvekedés. A hazai allomanyt 2002-ben 275-300 parra becsulték. Az
allomany 75%-a a Dunantulon (Balaton, Velencei-t6, Szigetkdz, Fert6-t6) él, a Duna-Tisza
kézén pedig Bacs-Kiskun megyében él a legnagyobb populacié (Albert és mtsai., 2004). Az
elhullott 165 hattyd mindenképpen nagy (kb. 25%-0s) veszteséget jelentett a hazai butykds

hattyu populaciéban.

37



Kisérletes hattyufert6zések soran bizonyitottak, hogy a bitykés hattyu a fert6zés utani
napon mar nagy titerben Uriti a virust, mikézben a klinikai tlinetek csak az 5-7. napon
mutatkoznak. Tehat a lappangasi id6 alatt akar jelentés tavolsagokra elhurcolhatjak a
fert6zott allatok a virust (Brown és mtsai., 2008). Az el8bbi fert6zésnél hasznalt 108 EIDs, és
egy, két nagysagrenddel kisebb dézis 6sszehasonlitasaval a nagy ddzisu csoportban
hasonlé eredményeket kaptak (4-9 napos lappangasi idd, 1-6 napos virusdirités), mig a kis
dozisuban 7-14 napos lappangas és 3-15 napos virusurités mellett tulélé egyed is volt,
melyben megsz(int a virusirités (Kalthoff és mtsai., 2008). A lefolyas tekintetében nem volt
kiilénbség az intranazalisan és a kontakt uton fert6zétt, valamint az elsé esetben hasznalt 5-
6 hetes névendék illetve a masodik esetben fert6zott 1-4 éves felnétt egyedek kézott, nincs
tehat korhoz kotott érzékenységbeli kildnbség a bitykds hattyuban.

Ha pontos adataink lennének a Fekete-tenger térségébdl Dél-Eurépaba vandorld populacid
nagysagarol, megitélhetnénk, hogy a 7-14 napos lappangasi idével szamolva, egymasnak
atadva a virust, néhany életben marado6 allat eljuttathatja-e térségiinkbe. A Kkisérletes
fertézések tikrében azonban nem lehet kétséges, hogy az Eurdpaba eljutott HPAIV
elterjesztésében a biitykds hattyunak jelentésége lehet.

Delany (2006) kiemeli, hogy Horvatorszag és Magyarorszag hatarteriilete egyben a két 6
metapopulacio hatara is, ahol azok egyedei talalkozhatnak a telelés soran. Felvetédik annak
lehetésége, hogy szerepet jatszhatott-e a jarvany terjedésében az eurépai populacié teljes
védtelensége, szemben az Azsia felél érkez6, masik metapopulacid egyedeinek esetleges
részleges immunitasaval.

A H5N1 HPAI azsiai vonaladba tartoz6 térzs Eurbépaba juttatdasaban nagyobb szerepet
jatszhattak kiilénb6z8 kacsafajok, kiiléndsen a tékésréce. Hulse-Post és munkatarsai (2005)
kisérletesen fert6ztek a H5N1 — 2002 utan jarvanyt okozé — virusaval tékésrécéket és azt
tapasztaltak, hogy az allatok tulélték a fert6zést és akar 17 napig Uritették a virust. A kacsa
fajpan a korokozd csdkkent patogenitasat tapasztaltak, ugyanakkor az tovabbra is fatalis
kimenetell korképet okozott hazityukban. A virus viselkedése egyensuly — kdrokoz6-gazda
adaptacié — kialakulasara enged kdvetkeztetni a kacsaban. Ez a H5N1 HPAIV rezervoar
szerep lehetévé teszi a nagyobb, akar interkontinentdlis, tavolsagokra torténd
virushurcolast.

Egy masik kisérletes fert6zés soran kuldnb6z6 vadon él6 kacsafajokat hasonlitottak 6ssze,
és itt is az uszorécék, koztuk a t6kés réce, bizonyultak a legkevésbé érzékenynek a
fert6zésre. E faj egyedei Uritették a legnagyobb mennyiségben a virust, mikézben klinikailag
tinetmentesek maradtak, ami lehetévé teszi a HPAI virusok nagy tavolsagokra valo
elhurcolasat. A bukérécék — a hattydhoz hasonléan — szentinelnek tekintheték, ugyanis
bennik a hattyuhoz hasonl6 mortalitassal, sulyos tiinetekkel és kérbonctani elvaltozasokkal

jaro kérkép jelentkezett, ami lehetetlenné teszi a virus tovabbi terjesztését (Keawcharoen és
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mtsai., 2008). Munster és munkatarsai (2005) felhivjak a figyelmet, hogy a t6késrécék 6szi,
dél felé tartdé vandorlasuk soran szamos, H5 és H7 szubtipusu LPAI virust hurcolhatnak
magukkal. Ezek kézul minden, 1997 utan jelentkezd HPAI jarvany soran izolalt térzs (az
olaszorszagi, 1997-es H5N2, az 1999-2000-es H7N1, valamint a hollandiai, 2003-as H7N7)
LPAIV rokonat megtalaltdk. A tékés réce tehat LPAIV terjesztbként és rezervoarként is
szerepet jatszhat HPAI jarvanyok kirobbantasaban, mivel a H5, H7 LPAI virusok magas
patogenitasra tehetnek szert.

Az LPAI virusok kacsakban endémiasak, mig ludalkatuakban, igy a hattydaban is, csak
idészakos patogének. Utdbbiak azonban a telelési helyikre valdé vandorlasuk soran részben
azonos pihenéhelyeket hasznalnak, ahol lehet6ség nyilik a virus atadasara a kilénb6zo
fajok kozt. A vonulasokra jellemzé, hogy a madarak sokkal tébb idét téltenek taplalkozassal
és a tovabbi felkészuléssel, mint replléssel, igy id6t engedve a fert6zés fajok kozti
terjedésének. A tékésrécére is jellemzd az Eszak-Eurépabol és Belsé-Azsiabol Dél-
Eurdpaba torténé vandorlas a tél bealltaval, mely utvonal részben fedi a bltykds hattyuét.
Kénnyen elképzelhetd, hogy a kacsaban alacsonyabb patogenitasuként viselked6 HS5N1
virust, az LPAI virusokhoz hasonléan, eljuttathatta Eurdopaba. Itt a bitykds hattyu,
szentinelként gyorsan jelezte a HPAI jelenlétét. Az ,6rszem” szerepre alkalmassa teszi
mérete és szine is, masrészt az a tény, hogy nyilt, jol megfigyelhetd vizfellleteken él (Olsen
és mtsai., 2006). Az altalunk tapasztalt igen heveny lefolyas a bitykds hattyuban szintén
inkabb azt feltételezi, hogy hazankba is mas fajokkal kertilt be a kérokoz6é. A pontos

fert6zési forras azonban egyeldre tisztazatlan.

LPAI virusok terjesztésében regionalis és eurdpai szinten mindenképp szamitasba kell venni
a biutykdés hattyat, de a jelen jarvany soran tapasztaltak alapjan HPAI virusok jelentés
tavolsagra valé (kontinensek kozétti) elhurcolasara, a heveny lefolyas miatt, gyakorlatilag
nem kell szamitanunk. A kisérletes eredmények tiikrében viszont regionalis szinten szerepuk
lehet HPAI virusok terjesztésében is. Az eurdpai és a hazai blUtykds hattyd populacié
nagysaga mindenképpen felveti annak szikségességét, hogy egy tertleten tdmeges butykds
hattyd elhullasokat tapasztalva, legel6szér a HPAI jelenlétét kell kizarni.

Azt gondoljuk, hogy medfigyeléseink fontos adatot szolgaltatnak a hattyu, HS5N1 HPAIV
jarvanytanaban betoltétt szerepének értelmezéséhez. A bitykds hattyd ndvekvd
egyedszamabdl és ,6rszem” szerepébdl addddan, megbizhatéan jelzi egy terlleten a
HPAIV jelenlétét, de a fert6zés terjesztésében elsésorban kisebb tavolsagokon belll,

valamint mas fajok fertézése révén van szerepe.
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2. Fejezet

A madarinfluenza patomorfolégiaja és diagnosztikaja hazilidban, pekingi és mulard

kacsaban

2.1. Anyag és modszer

2.1.1. Mintak és mintavétel

A madarinfluenza H5N1 altipusu virustérzse okozta hazai jarvany vadmadarakat érint6 elsé
hulldmanak lecsengése utan még két hullamban jelentkezett. 2006 junius-juliusaban Bacs-
Kiskun megyében és 2007 januarjdban Csongrad megyében, hazi viziszarnyasokkal sirln
betelepitett régidoban, dsszesen 15 lud- és 15 kacsa- (11 pekingi és 4 mulard) allomany
betegedett meg. A ludallomanyok Ilétszama altalaban 1000 és 5000 kozott, a
kacsaallomanyoké pedig 3000 és 30000 kdzétt valtozott. Eléfordultak azonban kislétszamu
(30-100 egyedet tartd) haztaji allomanyok is, kdztlik egy olyan vegyes allomany, melyben
hazityukok és gyéngytyukok is megbetegedtek.

Diagnosztikai vizsgalatra altalaban allomanyonként 3-5 allat (6sszesen 66 lud és 71 kacsa)
kerillt. A vizsgalt allatok a jarvany elsd napjaiban hullottak el, esetenként él6, moribund

allapotban kildték azokat diagnosztikai vizsgalatra.

2.1.2. Kérbonctan, korszovettan, immunhisztokémia

A részletes korbonctani vizsgalat soran 10 %-os, pufferolt formaldehid oldatban fixaltuk
minden vizsgalt allomany 1-3 egyedének agyveld, sziv, hasnyalmirigy és tiddé mintait,
esetenként kiegészitve a légcsd, a 1ép, a maj, a vese, a vékonybél, valamint mellizom és bér
mintakkal. A szervdarabokat paraffinba agyaztuk, majd a metszeteket hematoxilin-eozinnal
festettlk. Immunhisztokémiai vizsgalatot a korabban leirtak (1.2.2.) szerint, jellegzetes
korbonctani és korszévettani elvaltozasokat mutatdo 6 Iud, 6 mulard kacsa és 5 pekingi
kacsa egyednél végeztink, kiegészitve légcsd, 1ép, maj, vese, vékonybél, esetenként

vazizom és bdér mintakkal.

2.1.3. Virusizolalas és meghatarozas
Az 1.2.3. pontban leirt, hattyu esetében alkalmazott mddszer szerint jartunk el.
2.1.4. Reverz-transzkriptaz polimeraz lancreakcio

Az 1.2.4. pontban leirt, hattyu esetében alkalmazott médszer szerint jartunk el.
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2.2. Eredmények

A fertd6zott lud- és kacsaallomanyokban a naponkénti elhulldsok szama meredeken
emelkedett. Ahol rendelkeztiink korel6zményi adattal, ott jellemzd volt a napi 1-2 elhullas
koévetkez6 napra 20, majd 50, 100-ra valo emelkedése. Mivel a jarvany el6érehaladtaval mar
a tizszeres elhullas névekedés esetén megtortént a bekildés és a ledlés, a betegség
allomanyszintli lefolyasanak nyomon kodvetésére nem volt lehetéség. Az érintett kacsak
életkora 4-8 hét, a ludaké 3 hét és 5 év kozott volt.

A Klinikai tinetek a tulheveny esetekben hianyoztak, az allatokat el6zetes tlinetek nélkul
elhullva talaltdak. Azokban az esetekben, amikor az allatok néhany napig betegek voltak,
bagyadtsagot, étvagytalansagot (a takarmanyfogyasztas drasztikus csdkkenését),
elesettséget, egyensulyzavart, orrfolyast, kénnyezést és gyakran idegrendszeri tiineteket
(rendellenes fejtartast, fejremegést, fejoldaltartast, valamint szarny- és labbénulast) lehetett
megfigyelni (36., 37. kép). Ezek a tlinetek 1-2 napon belll nagyszamu allaton mutatkoztak.
Borvérzéseket, borelhalast, cyanosist vagy a béralatti kétészévet oedemas beivodasat a
megbetegedett ludakon, kacsakon nem észleltink. Nem mutatkozott szembetlng

duzzanattal jaré orrmellékireg-gyulladas sem.

g

-
2

B

36. kép: Idegrendszeri tiinetek (rendel- 37. kép: Orrfolyas és kénnyezés H5N1
lenes fejtartas, nyaktekergetes, virussal fert6z6détt mulard kacsaban
szarnybénulas) H5N1 virussal fertéz6détt

mulard kacsakban

2.2.1. Koérbonctan, kdérszovettan, immunhisztokémia
Korbonctani vizsgalattal a lud- és kacsahullakban hasonlé elvaltozasok voltak, de a

ludakban ezek sulyosabb és kiterjedtebb formaban mutatkoztak. Az elvaltozasok

gyakorisagaban nem volt szignifikans eltérés a fajok kdzott (2. tablazat).
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2. tablazat: A madarinfluenza erésen virulens (H5N1 altipust) virustérzse altal elGidézett kérbonctani és korszévettani
elvaltozasok gyakorisaga ludakban és kacsakban (%).
(A diagnosztikai szempontbdl fontos leletek kiemelve)

LUD, KACSA (PEKINGI ES

ELVALTOZASOK MULARD)
Taplaltsagi - kbézepes vagy j6 30
allapot: - kbzepesnél gyengébb 70
orr - orrgyulladas 60
' - orrmellékiireg gyulladas (sinusitis) 20
Szem: - kétéhartyagyulladas 80
A - vérzések 70
Hasnyalmirigy: e .
<Zt - 2-4 mm atmérdjl, szirkés-fehér gocok 60
5 - vérzések az epicardium alatt 70
= Sziv: - savofelhalmozodas a szivburokban 60
8 - szlirkésfehér gécok 20
(h'd ChAVAr A
O Tids: béveériiség 35
X - oedema 25
Légzsak: - savofelhalmozodas 10
Légcso: - nyalkahartya oedema 20
Mirigyesgyomor: - vérzések 30
Bel: - hurutos tartalom 100
Lép: - duzzanat 20
Vazizom: - vérzések 10
Agyvels: - Iym.phocytas' agy'/ve’lo- és agyhartyagyulladas 95
- perivascularis vérzések 10
Sziv: - gocos szivizomelfajulas 30
) - lympho-histiocytas gyulladas 50
e - elhalasos gocok / térképszeri elhalasok 70
Hasnyalmirigy: . i
- - lympho-histiocytas gyulladas 30
< - bévérliség 35
E Tudé: - interstitialis oedema 25
> - interstitialis, lympho-histiocytas beszlrédés 50
Q. _ oedema a nyalkahartyaban 20
o Légcst: — —
o - lympho-histiocytas besz(ir6dés a nyh-ban 6
g Maj: - interstitialis, lympho-histiocytas gyulladas 70
- solitaer majsejtelhalasok 30
Bal: - desquamativ hurutos gyulladas 100
' - vérzések 60
- i - gocos izomrost-elfajulas, elhalas 10
Vazizom: —
- vérzés 20
Lép - lymphocyta-kilrulés, -elhalés 100
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Az allatok a tulheveny esetekben kézepes, a félheveny esetekben a kdzepesnél kissé
gyengébb kondiciéban voltak. A kétdhartya erezetesen belbvellt, a szemgolyok beesettek
voltak, gyakran latszottak az exsiccosis jelei. A szem- és az orrnyilasok kérnyékén altalaban
kevés savos valadék mutatkozott. Szamos allat esetében a kloaka kérnyéke hig bélsarral
volt szennyezett. Bérvérzések, bérelhalas vagy a béralatti kétdszévet oedemas beivodasa
nem fordult el6. Az izomzatban vérzések csak ritkdn mutatkoztak. A hasnyalmirigyben
jellemzden vérzéseket és elhalasos gocokat talaltunk (38., 39. kép). A szivburokban a
szabad tartalom esetenként megszaporodott, az epi- és pericardiumban gyakran vérzések
latszottak (40. kép), a szivizomzat pedig savokban szirkésfehér szin( volt. A tidé
rendszerint bévérl volt, a légcsé nyalkahartyaja tébbnyire intakt volt, csak ritkan mutatott
enyhefoku bévérlséget és oedemas beivodast. Az emésztbcsatornaban csak
kismennyiségl tartalom volt és a belek nyalkahartyaban elvétve lehetett csak néhany
vérzést megfigyelni. A bélcsatorna nyalkahartyaja minden esetben duzzadt volt és hurutos
nyalka fedte. A 1ép rendes vagy esetenként kissé duzzadt, a maj gyakran fakébarna,

mallékony, a vesék bévérliek voltak.

38. kép: Elhalasok (—») és vérzések ( v ) 39. kép: Térképszert elhalasok (—») hazi-
hazilad hasnyalmirigyében lud hasnyalmirigyében

40. kép: A szivburokban savofelszapo-
rodas (X), pericardialis (—) és epicardialis
vérzések ( A ) pekingi kacsaban
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Korszovettani vizsgalattal az agyvel6ben, a ludaknal és a kacsaknal is csaknem minden
egyedben, egy vagy tébb kortlirt terlleten (agytbrzs, agykéreg illetve kisagyveld), lympho-
histiocytas vérér koérili beszlirédéseket, gbcos vagy kiterjedt gliasejt-sarjadzast, idegsejt-
elfajulast illetve -elhalast és gdécokban a lagyagyburok lympho-histiocytas beszlrédését
lehetett felismerni (41. kép). Néhany esetben friss keletli perivascularis vérzések is
mutatkoztak (42. kép). A hasnyalmirigyben koérdlirt illetve térképszerlien 6sszefolyd
elhalasok latszottak, melyeket gyakran reaktiv lympho-histiocytas gyulladas is kisért,
valamint az interstitiumban is megfigyelheté volt hasonl6 gécos gyulladasos sejtes
beszlrédés (49. kép). A szivizomzatban az esetek egy részében korilirt terlleteken az
izomrostok elfajulasa és lymphocytakbdl, valamint histiocytakbdl allé gyulladasos
beszlir6dés mutatkozott (51. kép). A majban tébbnyire a kétészdvet lympho-histiocytas
gyulladasat és esetenként a parenchyma gocos elhalasat lehetett megfigyelni. A tidében
pangasos boévérlség, interstitialis oedema és ritkan kordlirt, hurutos gyulladas, olykor
lympho-histiocytas beszlr6dés latszott. A légcsé nyalkahartyajaban oedemat, esetenként
lympho-histiocytas beszlir6dést, a bélcsatorna nyalkahartyajaban hurutos gyulladast, a Iép
Malpighi-testjeiben a lymphocytak megfogyasat, a voréspulpaban vérzéseket lehetett
gyakran észlelni. A vesében egyes csatornaszakaszok hamsejtjeinek megduzzadasa, a
vazizomzatban pedig ritkan diapedesises vérzések, egyes izomrostok megduzzadasa,

szerkezetik elmosddasa volt még felismerheté.

Immunhisztokémiai technikaval a vizsgalt 6 lud, 6 mulard kacsa, valamint 5 pekingi kacsa
kézil valamennyiben sikerilt kimutatni az A tipusu influenzavirus antigént.

Az agyvel6 vizsgalata soran az Osszes egyedben kimutathaté volt a virusantigén a
nagyagyvelében, az agytérzsben és a kisagyban egyarant. Luad esetében mindharom
agyvel6részen szamos sejt adott pozitiv reakciot nagy, 6sszefiiggd tertleteken, mulardoknal
azonban csak korulirt tertleteken, kisszamu fert6z6tt sejt mutatkozott. Pekingi kacsak
esetében kizarélag az ependymara szoritkozoéan talaltunk antigént tartalmazé sejteket, és
egy egyedben a lagyagyburok is pozitiv volt. A virusantigén elsésorban a sejtmagban fordult
el6, mig a cytoplasmaban csak ritkan lehetett azt megfigyelni (43-48. kép). A pekingi kacsak
egyeéb, vizsgalat ala vont szervei negativak voltak. A ludak és mulard kacsak tidd, sziv, mgj
és lépmintaiban kézel azonos aranyban és mennyiségben talaltunk virusantigént. A lad
hasnyalmirigy-mintdkban nagyobb aranyban és joval nagyobb mennyiségben talaltunk
nukleoprotein antigént, a 1égcsé esetében viszont csak mulardok esetében talaltunk pozitiv
mintat (50., 52-57. kép; 4. tablazat).

A virus nukleoprotein antigénje szamos sejttipus cytoplasmajaban, de jellemzdbben azok
sejtmagjaban volt kimutathaté. llyenek voltak az agyvel6 ideg-, glia-, ependyma- és Purkinje

sejtjei, a sziv illetve vazizom myocytai, a vérerek falanak myocytai és endothel sejtjei, a
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hasnyalmirigy mirigyvégkamrainak hamsejtjei, a mononuclearis phagocyta rendszer sejtjei,
a majsejtek, a vese tubularis epithel sejtjei, a tidd levegbkapillarisait és parabronchusokat
bélel6 respiracios hamsejtek, az interstitiumban lévé MPS sejtek, a lép reticulumseijtjei, a
[épgerendak simaizomsejtiei, MPS sejtjei, valamint a vékonybél nyalkahartya propria

rétegének lymphoid sejtjei, simaizom elemei és a plexus submucosus idegsejtjei.

41. kép: Lympho-histiocytas perivasculitis
(—>) és gliasejt sarjadzas (:
agyvelejeben

HE., 100x

42. kép: Vérzések az agyvelb karosodott
falu vérerei kériil, hazilad agyveld
HE., 100x
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44. kép: Az influenza-virus a Purkinje-
sejtek magjaban nagy-mennyiségben van
Jelen, de kimutathato a cytoplasmaban és
az axonokban is hazilud kisagyvelében

IH., 200x

43. kép: Nagy, 0Osszefiiggd teriileteken
virusantigén-pozitiv neuronok és gliasejtek
hazilud nagyagyvelében

IH., 100x

45. kép: Az ependyma-sejtek magjaban
nagymennyiségli
pekingi kacsaban
IH., 200x

influenzavirus antigén

46. kép: A plexus chorioideust borité
ependymaban nagymennyiségli fertézott
sejt pekingi kacsa agykamrajaban

IH., 100x
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47. kép: Az agykamrat bélel6 ependyma
és a Sszomszédos teriletek nagy-
mennyiségli  virusantigént tartalmaznak
mulard kacsa nagyagyvelében

IH., 200x



48. kép: A kisagyvel6t borito lagyagyburok
Kordlirt  terileten  néhany  fert6zott
- mononuclearis sejtet tartalmaz pekingi
4+ kacsaban

*  IH., 400x

55 210 fire e e B
49. kép: Kortilirt elhalas (X), a kérnyezé 50. kép: Terjedelmes elhalas széli tertile-
parenchyma sejtek vacuolisatioja ( —), tén nagymennyiségl fert6zétt  mirigy-
héazikacsa hasnyalmirigy hamsejt, hazilud hasnyalmirigy
HE., 100x IH., 40x

52. kép: Nagymennyiségl virusantigén

lympho-histiocytas beszlirédés (—), mutathatd ki az 51. képen lathato
hazilad myocardium elhalasos goc szomszédsagaban [évé,
HE., 400x karosodott myocytakban

IH., 400x
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54. kép: A pericapillaris kétészévetben

mennyiségli virusantigént tartalmaznak lév6 MPS sejtekben kimutathaté a

mulard kacsaban virusantigén mulard kacsa tiidejében

IH., 400x IH., 400x

0 "‘-0’
i\ ey,
5 TR e

Y

o ~ : 2 : o U S IR _f:. :
AT ERn IR R R i Rl R
55. kép: Nagyszamu fert6z6tt monocyta 56. kép: Diffuzan, kbézepes mennyiségl
mulard kacsa lépben virusantigén a maj Kupffer-sejtieiben
IH., 100x mulard kacsaban
IH., 200x

57. kép: Korilirt teriileten nagy-
mennyiségli  nukleoprotein  antigén
mutathatd ki a  majparenchyma
elhalasainak  széli  tertiletein  levé
majsejtekben és  MPS  sejtekben
haziludban

IH., 400x
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Rutin bakteriolégiai vizsgalattal az esetek tulnyomé tébbségében korokozé baktériumokat
nem lehetett kimutatni. Néhany esetben a majbdl és a szivvérbdl E. coli baktériumokat

izolaltunk.

2.2.2. Virusizolalas, meghatarozas, molekularis biolégia

Virusizolalassal, valamint szekvenalassal is meger6sitett PCR-vizsgalatok alapjan
valamennyi vizsgalt madarban (ludakban, pekingi kacsakban és mulard kacsakban) a H5N1
madarinfluenza virus magas patogenitasu térzsének jelenlétét allapitottuk meg. A 2006.
junius-juliusi jarvany soran mulard kacsabodl, pekingi kacsabol és ludbdl izolalt térzsek
kilénbbztek a vadmadarakbél kimutatott HUN1 és HUN2 csoportba tartozd izolatumoktél,
igy egy kulén HUN3 csoportba soroltuk azokat. A 2007. januari izolatumok szintén egy kilon
genetikai agba tartoznak, melyet HUN4 csoportnak neveztink (Szeleczky és mtsai., 2009,
Id.: Melléklet).
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2.3. Megbeszélés

A 2003 végén és 2004 elején délkelet-azsiai orszagokban (Kambodzsaban, Kinaban,
Indonéziaban, Japanban, Laoszban, Dél-Koreaban, Thaiféldén és Vietnamban) lezajlott
madarinfluenza jarvany soran a H5N1 virus tdmegesen elpusztitotta a kilénféle vadonél6 és
haziasitott viziszarnyasokat. Ebben a térségben mintegy 100 milli6 madar hullott el vagy
kerult kiirtasra (Oyana és mtsai., 2006). A H5N1 virusnak ez a valtozata Kozép-Azsiaban, a
Kbzel-Keleten és tébb afrikai orszagban is megjelent, és féként az Anseriformes rend
néhany tagjaban okozott elhullasokat (énekes és bltykds hattyd, kanadai lud, indiai lud,
kontyos réce). Ragadozd madarak, siralyok csak kivételesen betegedtek meg. (Sabirovic és
mtsai., 2006). A 2006. év elsé negyedévében a H5N1 jarvany magyarorszagi elsé hullama
vadmadar — féként hattyu - elhullasokat okozott. Ezt kdvette a jarvany masodik hulldama
2006. junius 7-t6l julius 9-ig, Bacs-Kiskun megye kdzépsd és déli részén (Kiskunmajsa-
Bodoglar, Moricgat, Szank, Petéfiszallas, Jaszszentlaszlo), majd 2007. januar 21. és 25.
kozétt a harmadik hulldm, mely Csongrad megyében (Szentes-Lapistd, Derekegyhaz-
Orddngds) jelentkezett. Az utdbbi két jarvanykitérés soran hazi viziszarnyas fajok (Iud- és
kacsaallomanyok) voltak érintettek.

A hazankban el6fordult IGd- és kacsaelhullasok vizsgalata soran — hasonldéan a hattyuban
észleltekhez — olyan kérbonctani és koérszévettani elvaltozasokat talaltunk, amelyek gyors
lefolyasu heveny megbetegedésre voltak jellemzéek. A hattyuk nagy tdbbsége kbzepes-
atlagos kondiciéban volt, ami esetiikben hevenyebb lefolyasra enged kdvetkeztetni, mint a
Hasonl6an elhtuzédébb korlefolyasra enged kovetkeztetni a haziszarnyasok esetében
kialakuld fels6léguti elvaltozasok (conjunctivitis, rhinitis; Palmai és mtsai., 2006, 2007,
Ivanics és mtsai., 2007 a,b).

Az idegrendszeri tinetek rendszeresen és jellegzetes formaban jelentkeztek. A kérbonctani-
kérszbvettani elvaltozasok hasonldéak voltak azokhoz, amilyenekrél a szakirodalom a HP
madarinfluenza esetén beszamol (Acland és mtsai., 1984, Alexander, 1982, 1993, 2000 b,
Kobayashi és mtsai., 1996, Swayne és Halvorson, 2003, 2008, Swayne és Suarez, 2000).
Bérelvaltozasok (cyanosis, oedema, vérzés, elhalas) azonban a haziasitott viziszarnyasokon
nem mutatkoztak. Az idegrendszeri tiinetek hatterében lymphocytas agyvel6gyulladas volt
megallapithaté. A hazai viziszarnyas allomanyok egyedeinek nagyszamu megbetegedésére
magyarazatul szolgalhat az extenziv tartastechnolégia, amely igen jellemzé volt a hazai
viziszarnyas tartasban. Ennek sajatossaga a ludak és a hazikacsak nagy terileteken vald
szabadtartasa, ami olyan kis tavakkal valé kdzvetett vagy kézvetlen érintkezést is magaban
foglal, amelyekhez a vadon él6 viziszarnyasok is szabadon hozzaférnek. Ez jelenthette a

hazi viziszarnyasok 6 fertézési forrasat. Songserm és munkatarsai (2006) a thaiféldi jarvany
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soran szintén a nyilt és félig nyitott tartasmoédot talaltak a madarinfluenza virusfertézés
szempontjabdl a leginkabb érintettnek. Zart tartasra attérve a helyzet j6l kontrollalhatéva valt,
noha ezzel 6sszefliggésben olyan egyéb, sulyos allategészségligyi problémak jelentkeztek
szamos tenyészetben, mint az intestinalis spirochaetosis (Nemes és mtsai., 2006).

A madarinfluenza-virus IH méddszerrel térténd kimutatasardl ludakban tudomasunk szerint
eddig csak kisszamu adat ismert (Perdue és mtsai., 1999, Capua és Mutinelli, 2001, Perkins
és Swayne, 2003, Brown és mtsai., 2008, Neufeld és mtsai., 2009). A H5N1 altipusu virus
els6sorban a kodzponti idegrendszerben, jellegzetes szoveti elvaltozasok kiséretében volt
kimutathaté. Ez megegyezik egyes madarfajokban (kacsaban, varjuban, galambban), masok
altal észlelt viruslokalizacioval, és tovabbi megerdsité adat a H5N1 altipusu HPAI virus
neurotrop tulajdonsagahoz (Antarasena és mtsai., 2006, Ellis és mtsai., 2004, Klopfleisch és
mtsai., 2006, Tanimura és mtsai., 2006, Szeredi és mtsai., 2007). Pekingi kacsakban
ugyanakkor IH-val csak kis mennyiségben, az agyvel6ben, az agykamrakat bélel
ependymaban volt lehetséges a virusantigént kimutatni. Mulard kacsaban a ludhoz képest
kevesebb szervben és kisebb mennyiségben, de a pekingi kacsaval szemben az agyvel6n
kivll, egyéb szervekben is sikerllt a virust kimutatni, annak ellenére, hogy a H5N1 virus a
negativ szervekbdl is izolalhat6, az altala Iétrehozott szbveti elvaltozasok (agyvelbgyulladas)
pedig kimutathatéak voltak. Az agyvel6ben észlelt szbvettani elvaltozasok, dsszevetve a
ludakéval, itt enyhébbek voltak. A kacsafélék HS5N1 altipussal szembeni eltéré
érzékenységét masok is medfigyelték (Perkins és Swayne, 2003, Antarasena és mtsai.,
2006, Keawcharoen és mtsai., 2008).

Amerikai szerz6k (Perkins és Swayne, 2003) kiilonbdz6 fajok érzékenységét vizsgaltak az
1997-ben, Hongkongban izolalt H5N1 virustérzzsel szemben. Megallapitasaik szerint a
virustdrzs a haziasitott és a vadon él6 tyukféléket (7 kulénb6zé faj egyedeit) 100%-ban odlte
meg. Az egyéb vizsgalt fajok kdzil azonban a ludakat és a kacsakat nem pusztitotta el. A
ludak megbetegedtek és bennik a madarinfluenza virusa patologiai elvaltozasokat idézett
el6, mig a pekingi kacsak nem betegedtek meg és szerveikben makroszkdpos elvaltozasokat
sem lehetett talalni. A kacsa a luddal 6sszevetve kisebb érzékenységlinek mutatkozott, mivel
abban makroszképos elvaltozasok nem alakultak ki, a szdvettani elvaltozasok enyhébbek
voltak és a kimutathaté virusantigén és a visszaizolalhato virus titere is alacsonyabb volt.

A 2003-2004. évi délkelet-azsiai jarvany soran, valamint a 2006. évben hazankban is, a
H5N1 virus mar heveny — félheveny lefolyassal okozott elhullasokat kilénbdzd faju
viziszarnyasokban (Oyana és mtsai., 2006, Palmai és mtsai., 2006). Hazai vizsgalataink
soran a kérbonctani és kérszovettani elvaltozasok megfeleltek a madarinfluenza erésen
virulens virustérzsei hatasaként leirt elvaltozasoknak, és minden esetben idegrendszeri
tinetek és elvaltozasok is kialakultak. A hazai viziszarnyas (liba, pekingi kacsa, mulard

kacsa) allomanyokban lezajlott H5N1 virus okozta megbetegedések morbiditasi és
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mortalitasi adatainak allomanyszinti meghatarozasara a hatdsagi intézkedés (kiirtas) miatt
nem volt lehetéség. Fert6zési kisérletet eddig nem végeztiink. Emberi megbetegedés nem
tortént.

Az igénybevett diagnosztikai modszerek kézil a hagyomanyosnak tekinthetd korszévettani
vizsgalat (agyvel6gyulladas megallapitasa) adott leggyorsabban pozitiv eredményt.
Koroktani diagnézishoz immunhisztokémiai, virusizolalasi, valamint a PCR moddszerrel
jutottunk.

A Bodoglaron izolalt virustérzs (HUN3) kulénb6zétt a HS5N1 jarvany elsd — hattydkat érinté
— hulldama soran izolalt két térzstél (HUN1, HUN2). Genetikai rokonsag a 2006 februarjaban,
Bajororszagban szamos fajbol (tébbségben hattyubdl) elséként izolalt térzzsel mutathato ki
(Rinder és mtsai., 2007). A progenitor virus feltételezhetéen kbzbs (Szeleczky és mtsai.,
2009, Id.: Melléklet).

A Csongrad megyében izolalt térzsek (HUN4) egy Nagy-Britanniaban, pulykabdl izolalt
térzzsel mutatnak szoros genetikai rokonsagot, de a k6zds 6st még nem sikerilt azonositani.
A brit hatéosagok szerint szubklinikailag fertézott pulykak hasaval kerilt a virus a
szigetorszagba, és kozbs forrast feltételeznek, mely a magyar ludakat és a pulykakat
fertézte. Ez azonban nem bizonyitott (Department for Environment, Food and Rural Affairs
2007, Szeleczky és mtsai., 2009, Id.: Melléklet).
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3. Fejezet

Az erésen patogén, HS5N1 altipusi madarinfluenza virus okozta koérkép
osszehasonlité vizsgalata patoldgiai, immunhisztokémiai és molekularisbiolégiai
modszerekkel, természetes koriilmények kozott fert6zédott biitykds hattyukban,

haziludakban, pekingi és mulard kacsakban

3.1. Anyag és modszer

3.1.1. Mintak és mintavétel

Huszonhét novendék-felnétt, H5N1 altipusi madarinfluenza virustérzzsel természetes
korilmények kozott fert6zddott és elhullott, virusizolalassal és PCR modszerrel pozitiv,
viziszarnyas egyedet vizsgaltunk. A fajonkénti megoszlas a kovetkezé volt: 10 butykds
hattyu, 6 hazi lud, 6 mulard kacsa és 5 pekingi kacsa. Valamennyi egyeden medfigyelhetdék
voltak az elhullas elétt a magas patogenitdsu madarinfluenza fert6zésre utald Kklinikai
tinetek (fej-, nyaktekergetés, koérben Uszas, forgas, apatia), tovabba koérbonctani és
kérszbvettani elvaltozasok. Az Osszes egyedbdl mintat vettiink korszévettani és IH
vizsgalatra, és ezzel parhuzamosan qRRT-PCR vizsgalatot 3 hazilud, 4 mulard kacsa és 4

pekingi kacsa esetén végeztink.

3.1.2. Korszovettan és immunhisztokémia

Vizsgaltuk az agyvelét (agytérzs, nagyagykéreg, kisagyvel®), a szivet, a hasnyalmirigyet, a
vesét, a Iépet, a majat, a tudét, a légesdvet, a harantcsikolt izomszdvetet és a vékonybelet.
10%-o0s, pufferolt formalinban fixaltuk az emlitett szervekbél kimetszett szévetmintakat, majd
paraffinba agyaztuk dket és 4 ym vastag metszeteket készitettiink, melyeket hematoxilin-
eozinnal festettiink meg. A szervekben [évd virusantigén detektalasara immunhisztokémiai
vizsgalatot végeztink két kilénbdzd monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval. A korabban
leirt (1.2.2.) illetve egy Uj monoklonalis ellenanyagot hasonlitottunk 6ssze (A illetve B
ellenanyag). A B-ellenanyag alkalmazasa soran deparaffinalast kovetéen a metszeteket 0,1
%-0s proteaz oldattal (Sigma Aldrich Co.; tipusszam: XIV) 37°C-on 10 percig, ezutan 3%-os
H,O, oldattal 10 percig, majd 2%-os tejpor oldattal szobahdén 20 percig kezeltik. A
kévetkez6 lépésben a metszeteket 1:6000-ben higitott, az A tipusu influenzavirus
nukleoproteinje ellen egérben termelt monoklonalis ellenanyaggal 4°C-on, egy éjszakan at
inkubaltuk (Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark; klébnszam: HYB 340-05). Az

antigén-ellenanyag kapcsolédas kimutatasat egy tormaperoxidazzal jel6lt polimert
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tartalmazé kittel végeztik (EnVision™ + anti-mouse HRP, Dako, Glostrup, Denmark).
Kromogénként a 3-amino-9-etilkarbazol oldatot hasznaltuk (AEC+ High Sensitivity Substrate
Cromogen, Dako), a kontrasztfestést pedig Mayer-féle hematoxilinnel végeztik. Negativ
kontrollként egy-egy szériametszeten a monoklonalis ellenanyagot foszfatpuffer-oldatra

cseréltik.

3.1.3. Virusizolalas és meghatarozas
A magas patogenitasu madarinfluenzavirus jelenlétét minden esetben a korabban (1.2.3.

pont) leirtak szerint igazoltuk (Alexander, 2000, Avian Influenza Diagnostic Manual, 2006).

3.1.4. Kvantitativ reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio (QRRT-PCR),

A szervmintakat TissuelLyser késziilékkel homogenizaltuk (Qiagen, Hilden, Németorszag) a
gyart6 ajanlasanak megfeleléen. A homogenizatum feluluszéjanak 100pl-ébdl RNS kivonast
végeztiink X-tractor Gene nukleinsav kivoné robot segitségével (Corbett Robotics Pty. Ltd.,
Queensland, Ausztralia). Ehhez a gyart6 utasitasa szerinti RNS kivono kittet (Total RNA
Isolation Kit, Nucleospin 96 RNA, Macherey-Nagel, Diren, Németorszag) hasznaltuk. A
PCR reakcidkat automata (CAS-1200 Robotic Liquid Handling System, Corbett Robotics

Pty. Ltd.) segitségével mértik &ssze.

A virusmennyiség meghatarozasara és dsszehasonlitasara a hazilid, mulard és pekingi
kacsak szerveit kvantitativ RRT-PCR vizsgalatnak vetettiik ala (Tagman Influenza A/H5
detection kit Version 1.0, Applied Biosystems). Az agyveld, a sziv, a hasnyalmirigy, a vese,
a lép, a tud6é és a légesd kerllt vizsgalatra. A kvantitativ analizis standard gérbéjének
megrajzolasahoz a kithez tartoz6 tizszeres higitasi sorozatd (10%-10% koépia) atirt RNS
pozitiv kontrollt hasznaltuk. A standard gorbét az automatizalt Rotor-Gene szoftverrel
(Corbett Robotics Pty. Ltd.) szamoltuk ki, mely a kiszdb ciklus (cycle threshold, Ct)
gbrbéhez tartozé linearis regresszios egyenest. A virus kdpiaszamot a mintak Ct értékei és
az eredményul kapott standard egyenes dsszehasonlitasabdl szamoltuk ki. Az
eredményeket a Ct érték alapjan szamolt tizes alapu logaritmus (Ig viruskopia/reakcio)

egységben adtuk meg.
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3.2. Eredmények

3.2.1. Virolégia, RT-PCR, RRT-PCR

Mind a 27 madarbdl izolaltuk a madarinfluenza virusat. Minden izolatum 5-6s szubtipusnak
bizonyult a HAG teszttel és H5N1 szubtipusnak az RT-PCR illetve RRT-PCR tesztekkel és
a szekvencia analizissel. A részletes vizsgalat ala vont bltykds hattyukbdl izolalt térzsek
(A/mute swan/Hungary/4030/06, A/mute swan/Hungary/6170/06 és A/mute swan/
Hungary/7973/06) a HUN1-es csoportba, a ladbal izolalt térzsek
(A/goose/Hungary/14756/06, A/goose/Hungary/15012/06, és A/goose/Hungary/3413/06,
A/goose/Hungary/2823/06) a HUN3 és a HUN4 csoportba, a mulard és pekingi kacsabdl
izolalt térzsek (A/mulard duck/Hungary/15310/06, A/Pekin duck/Hungary/15981/06) a HUN3
csoportba tartoztak (Szeleczky és mtsai., 2009, Id.: Melléklet 1. abra).

3.2.2. Korszovettan, immunhisztokémia, kvantitativ RRT-PCR

A virusfert6zéssel Osszefliggésben minden fajban azonos kérszévettani elvaltozasokat
talaltunk, de a pekingi és mulard kacsakban kisebb szamu és enyhébb foku elvaltozas
mutatkozott. Immunhisztokémiai vizsgalattal a madarinfluenza-virusantigént a vizsgalt
hattydk, a ludak, a mulard és pekingi kacsak 100%-aban sikerllt kimutatni. A B ellenanyag
érzékenyebbnek bizonyult az A-nal, ezért azt alkalmaztuk a tovabbi vizsgalatok soran. Az
egyes madarfajok szervmintaiban el6forduld kérszdvettani elvaltozasok és az
immunhisztokémiailag kimutathaté virusantigén gyakorisagat, valamint a két IH ellenanyag
érzékenységbeli kildnbségét a 3. tablazat mutatja be.

3. tablazat: Természetes uton fert6z6d6tt, négy viziszarnyas faj szévetmintaiban talalt korszévettani elvaltozasok és

immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeinek 6sszesitése, kétféle IH ellenanyag 6sszehasonlitasaval, kiilén szerepeltetve az
agyvelén kiviili, egyéb szervekben kapott eredményeket

Szévettan IH IH IH agyvel6

Szovettan agyvelé A" ellenanva B” ellenanva nélkdl (,B”

nélkal § yag yag ellenanyag)
Hattyd 56% 50% 45% 70% 66%
(n=10) 48/86 38/76 41/86 60/86 50/76
Lad (n=6) 69% 64% 33% 59% 52%
27/39 21/33 13/39 23/39 17133
Mulardkacsa 54% 48% 9% 61% 55%
(n=6) 25/46 19/40 4146 28/46 22/40
Pekingi 35% 26% 0% 12% 0%
kacsa (n=5) 15/43 10/38 0/43 5/43 0/38
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Azért szerepelnek kulén az agyvelén kivlli szervek eredményei, mert az agyvel6mintak

minden faj minden egyedében az 6sszes modszerrel pozitivak voltak.

A legjellemzdbb, 6sszes egyedet érintd kérszdvettani elvaltozas a gliosissal és esetenként
perivascularis vérzésekkel kisért lympho-histiocytas meningo-encephalomyelitis volt, ami
hattyuban volt a legkifejezettebb, Iudban kevésbé sulyos volt, mig a két kacsafajban
mutatkozott a legenyhébb formaban.

A hasnyalmirigy exocrin mirigyeinek gbécos elhalasa és az azt kisérd6 gyulladas az dsszes
hattyat és ludat érintette és bennik sulyosabb, kiterjedtebb formaban jelentkezett, mint a
kacsakban, ahol mulardban csak enyhe formaban és csak az allatok felénél, mig pekingiben
csak egy allatban jelentkezett.

Kisebb aranyban mutatkozott multiplex, goécos myocardialis degeneracié és lympho-
histiocytas gyulladas, ami kifejezettebb volt ladban, mint hattyuban, mulardban és pekingi
kacsaban.

Ezenkivil minden hattydban és Iludban talaltunk heveny, interstitialis majgyulladast, gocos
(olykor diffuz, térképszer(i) majparenchyma elhalast és vérzést, harom mulardban pedig
csak enyhe, goécos interstitialis lymphocytas beszirédést. A pekingi kacsak majmintaiban
nem talaltunk elvaltozast. A tiddben a lud és a két kacsafaj esetében az esetek kb. felében,
mig a hattyuk kézll csak egy allatban talaltunk kérilirtan, perivascularis interstitialis
lymphocytas-histiocytas gyulladast. Koérilirt, enyhe fokd lympho-histiocytas beszlrédést a
légcsd nyalkahartyaban két hattyuban és egy ludban figyeltink meg. A 1ép lymphocytainak
megfogyasat, amihez tdbb esetben tarsult karyorrhexis, az 6sszes egyedben megfigyeltik.
A bélcsatornaban csak enyhe, aspecifikus kehelysejt aktivitds-fokozddast tapasztaltunk.
Mulardokban k&szvényre utald hugysavkristaly kivalast is megfigyeltiink a tubulusok
lumenében illetve tophusok képzddését a vese interstitiumaban. Gécos Zenker-féle vazizom

elfajulast és elhalast egy ludban tapasztaltunk (4. tablazat).
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4. tablazat: A virusfert6zéssel 6sszefiiggé kdrszdvettani elvaltozasok eléfordulasa H5N1 HPAI virussal természetes uton
fert6z6dott négy viziszarnyas faj egyedeiben

A kérszdvettani elvaltozasok kiterjedtsége és sulyossaga:

D A W N -

*

*%

+
++

+++ =

negativ

korulirt terlileteken enyhe elvaltozas
korulirt terlleten kifejezettebb, vagy multiplex, illetve diffiz médon jelentkezd enyhe

elvaltozas (maj: +: gyulladas, ++/+++: gécos-diffuz elhaldsok)
multiplex vagy diffuz, kifejezett elvaltozas

L1 hasnyal- .23 224 a2 . 6 vékony- vese . 3 .
agyvel6 mirigy* sziv maj tiidé lép bél? 5 izom egyéb
1.7 ++ + + + - ++ - - mirigyes -
2. ++ ++ + ++ - + - -

N} 3 +++ + - + + + - - bursa ++46

g‘ 4. ++ ++ + +++ - + - -

_‘:“ 5. +++ +++ + ++ - ++ - -

_g 6. ++ ++ - + - + - -

x ++ ++ - - + - - - o

= 7. gv*.

5 8. +++ + - - - -

m o9 ++ +++ - + - ++ - - av. -
10. +++ +++ + + - ++ - - - gv. ++
atl.  ++/+++ ++ [+ +/++ = +/++ = = -

1. ++ +++ + ++ -
2. + ++ ++ +

- 3. + +++ ++ +

2 4. + +++ + -

& 5. +++ ++ + ++ - ++ - - bér -

I 5. + + + + - + - ++ bér -
5 ++
atl. [+ + ++ |+ +/++ o - ++

[+++

© 1. + - - - + ++ - +

8 2. + - + + + ++ - +

g 3. + + - + + ++ - +

- 4. ++ - - + - - +

S

© 5. + + + - -

§ 6. + + ++ - _
atl. + -[+ [+ + -+ ++ = +
1. + - + - + + -

— + - + - - ++ -

o 2.

cun 3. ++ - - - + ++ -

g O

o O 4. + + - - - ++ - -

o~ 5 + - - - - ++ - - -
atl. + - -1+ - -+ ++ - - -

: lympho-histiocytas agyvelégyulladas/gerincveld (gv.)-gyulladas
: lympho-histiocytas gyulladas
: elfajulas

: gocos elhalasok
: tubulonephrosis, készvény
: lymphocyta—kitrulés, lymphocyta-elhalas
: allat sorszama
: gerincveld
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Immunhisztokémiailag az agyvel6ben mind a négy faj 6sszes egyedében sikerilt kimutatni
a madarinfluenza virusantigént. A pekingi kacsa 6sszes egyéb szerve negativ eredményt
adott.

Az agyveldn kivuli szervek pozitivitdsa, a pekingi kacsa kivételével hasonl6 aranyokat mutat,
mint az dsszes szervet tekintve (3. tablazat).

Hattyaban és ludban az agyvel6ben joval nagyobb mennyiségben mutattuk ki a
virusantigént, mint a két kacsafajban, melyek kézt szintén jelentds kilénbség volt, hiszen
pekingi kacsaban csak az ependymaban tudtuk kimutatni a virus jelenlétét Kkis
mennyiségben, mig mulardokban minden agyi terlleten és nagyobb mennyiségben.

A hasnyalmirigy vizsgalataval még nagyobb kilénbség mutatkozott, hiszen a kacsafajok
ezen szerve gyakorlatilag negativ volt.

A myocardiumban ludban és mulardban talaltunk erésebb festédést, a hattydhoz és a
teliesen negativ pekingi kacsahoz képest.

A légzdrendszert tekintve a mulard fajban talaltuk a legtébb virusantigént a Iégcsében és a
tiddében egyarant, mig hattyuban és ludban csak a tuddben volt lIathatdé nagyjabdl azonos
mértékld pozitivitas. A majban és a Iépben hattyuban, ludban és mulardban hasonlé
mennyiségeket detektaltunk.

Hattydban és mulard kacsdban a vesékben, hattyuban a vazizomzatban, a
bélnyalkahartyaban és egy esetben a bursaban is talaltunk pozitiv reakciot add sejteket.
Egy lud bérszdévet mintajanak izomelemeiben is kimutathatdé volt a virusantigén (5.
tablazat).
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5. tablazat: Immunhisztokémiai vizsgalattal kimutatott A-tipusti madarinfluenza virus nukleoprotein antigén jelenléte négy,

természetes uton H5N1 HPAI virussal fertéz6d6tt viziszarnyas faj egyedeiben

agyvelé hasnyal- . maj  tiidé légcsé  lép vekony- ose izom egyéb
mirigy bél
1.7 +++ ++ - + - + + - mirigyes -
2. ++ +++ + + + + - -

3 3 +++ +++ - - - - + + + bursa +

Q 4., +++ +++ + +++ 4+ +++ + +

8 5, +++ +++ - + - + + -

_g 0. +++ +++ - + - - - - -

-; 7. +++ +++ + - ++ + + + g, +

5 8. +++ ++ + - - -

m o9 +++ +++ + ++ + ++ + - gv. +
10. +++ +++ + + + + + - + gv. +++
atl. +++ +++ [+ + |+ - +/++ + -+ -+
1. +++ +++ ++ + -

2. +++ +++ - + -

IS 3. +++ +++ + - -

N 4 +++ +++ ++ -

“:I":’ 5. +++ +++ ++ ++ + - ++ - - bor +
6. +++ - + - + - - - - bor -
atl. +++ HHHHE HHE 4+ + = + = = =

© 1. ++ - - + + ++ + - -

8 2. + - + + + - + - +

L] - - - - -

S 3. ++ + + ++

- 4. ++ - + - + + - -

S

s 5, ++ - ++ + -

g 6. ++ + +++ + + +
atl. ++ - +H++ o+ + + +/++ = |+
1, + - - - - - - -

— + - - - - - - -
O 2.
£83  + - - - - -
< T 4. + - - - - - - - -
=
e~ 5 + - - - - - - - - -
atl. + - - - - - - - - -

A-tipusu madarinfluenza virus nukleoprotein antigénjének mennyisége :

- = negativ

+ = kisszamu antigén pozitiv sejt (elszortan)

++ = kdézepes mennyiségl antigén pozitiv sejt (elszértan, vagy kisebb csoportokban)
+++ = nagymennyiségu antigén pozitiv sejt (nagy, 6sszefliggd teriileteken)

*: allat sorszama
**: gerincvel6

Az antigén jelenléte az agyvel6ben, a hasnyalmirigyben és a majban minden fajban

Osszhangot mutatott a szdvettani elvaltozasokkal. A szivben ez igaz volt a hattyura, de

ludban és mulardban er6sebb antigén festédést talaltunk, mint amilyenre a koérszévettani

elvaltozasok alapjan szamitottunk. Pekingi kacsaban pedig talaltunk néhany szdévettani

elvaltozast kimutathatdé antigén nélkul. A tiidében j6 korrelacié volt a korszévettani és IH

eredmények kozott ludban és mulardban, de hattyuban és pekingi kacsaban kiilénb6zé

eredmények sziilettek. Utobbit talaltuk a légcsében is. (6. tablazat)

59



Biitykds hattyu

Hazi lud
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6. tablazat: Korszévettani elvaltozasok és az A-tipusu madarinfluenza virus nukleoprotein antigénjének jelenléte és

mennyisége (IH) négy viziszarnyas faj természetes uton fert6z6détt egyedeinek diagnosztikailag fontos szerveiben

szévettani elvaltozasok leirasat Id.: a 4. tablazatnal)

(a

agyvels hasnyal- szlv méj tidé  légcsé lép vese
mirigy

B M G M g W g MW g Mo W g W g M
++ +++ + ++ + - + + - - ++ + - -
++ ++ ++ +++ + + ++ + - + + + - -
+++ +++ + +++ - - + - + - + - + + - +
++ +++ | ++ +++ + + +++  +++ | - ++ + +++ - +
+++ A+ |+ + - ++ + - - ++ + - -
++ +++ | ++ +++ - - + + - - + - + - - -
++ +++ | ++ +++ - + - - + ++ - +
+++  +++ + ++ - + - -
++ +++ | +++ 4+ - + + ++ - + ++ ++ - +
+++ A+ |+ + + + + - + ++ + - -
++

+++ | ++ +++ | [+ [+ | [+ + - -+ |+ - | [t [+ - -+
[+++
++ +++ | -+ -+ + ++ ++ + - -
+ +++ | ++ +++ ++ - + + - -
+ +++ | +++ |+t + + - + -
+ +++ | -+ -+ + ++ - -
+++  +++ |+ +++ + ++ ++ ++ - + - - ++ ++ - -
+ +++ + - + + + - - + - - + - - -
+/++ +++ ** * +  +[++ | ++ + -+ + - - | H[++ + - -

[+++  [+++

+ ++ - - - - - + + + -+ |+t + + -
+ + - - + + + + + + - - ++ + + +
+ ++ + - - + + + + - - - ++ ++ + -
++ ++ - - - + + - - + - + + -
+ ++ + - + ++ - + - -
+ ++ + + ++  +++ - + - + - +
+ ++ -[+ - -[+ [+ + + -+ + - + ++ +++ | + [+
+ + - - + - - - + - - - + - - -
+ + - - + - - - - - - - ++ - - -
++ + - - - - - - + - - - ++ - - -
+ + + - - - - - - - - - ++ - - -
+ + - - - - - - - - - - ++ - - -
+ + - - -[+ - - - -[+ - - - ++ - - -

*: allat sorszama

A szdvettani elvaltozasok kiterjedtsége és sulyossaga / A-tipusi madarinfluenza virus nukleoprotein antigénjének mennyisége:
= negativ

+
++

+++

= korulirt terlileteken enyhe elvaltozas / kisszamu antigén pozitiv sejt (elszortan)
= korllirt terlileten kifejezettebb, vagy multiplex, illetve diffuz modon jelentkezd enyhe elvaltozas / kdzepes
mennyiségl antigén pozitiv sejt (elszértan, vagy kisebb csoportokban)
= multiplex vagy diffuz, kifejezett elvaltozas / nagymennyiségl antigén pozitiv sejt (nagy, 6sszefliggd
teruleteken)

Megjegyzés: a bltykds hattyu mintak esetében a HUN1, az 1., 2., 3., 4. szamu hazilud és a mulard illetve pekingi kacsak esetén

a HUN3, mig az 5., 6. hazilud esetében a HUN4 t6rzs kerllt megallapitasra (Szeleczky és mtsai., 2009).

A vesében a hattyuk felében kimutattuk az antigént szévettani elvaltozas nélkul.

Legtdbbsz6r csak MPS sejtekben mutatkozott az antigén, ami megmagyarazza, hogy miért

volt szdvettanilag negativ a vese. Mulard kacsa esetében, a hattyuhoz hasonl6an,

szbvettanilag negativ illetve nem virusfert6zés-specifikus elvaltozasokhoz (tubulonephrosis,
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uricosis) tarsult enyhe antigén festédés az interstitiumban. A vékonybél esetén nem
talaltunk virusfertézésre utald elvaltozasokat és a virusantigént sem a bélhamsejtekben,
hanem a propria MPS sejtjeiben, simaizom elemeiben és a plexus submucosus sejtjeiben
sikertlt kimutatni. A 1épben hasonlé elvaltozasokat tapasztaltunk pekingi kacsaban, mint a
tébbi fajban, a virus jelenlétét azonban nem sikerilt igazolni. Hozza kell tenni, hogy az itt
latott elvaltozasok (lymphocyta-depletio €s —rrhexis) nem jellegzetesek a madarinfluenza
diagnosztikaja szempontjabdl.

1. abra: Az agyvel6ben mutatkozd korszévettani

Korszovettani és immunhisztokémiai elvaltozasok és az oft kimutatott virus nukleoprotein
mennyisége (0-3-ig adott pontértékek atlaga)
3

eredményeink alapjan a H5N1 HPAI virus mind

a négy fajban neurotrop. Bitykds hattyaban és

haziludban a neurotropizmus kifejezettebb, mint | O szowettan
omH

a kacsafajokban. Szoévettani elvaltozasok az 11

agyvelében hattyl esetében kifejezettebbek  °°]

voltak, mint ludban, a kacsafajokban pedig @ iy | wa | mued | pekng
ludnal is kevésbé voltak sulyosak. A legkevesebb nukleoprotein antigént pekingi kacsaban
talaltuk, mulard kacsaban nagyobb mennyiségben, mig hattyiban és ludban talaltuk meg
azt a legnagyobb mennyiségben, viszont a két faj k6zott kildnbséget nem talaltunk (6.
tablazat, 1. abra).

2. abra: A hasnyalmirigyben mutatkozé kérszévettani

Hattyl’Jban és ludban a virus kifejezetten elvaltozasok és az oft kimutatott virus nukleoprotein
3mennyisége (0-3-ig adott pontértékek atlaga)

epitheliotrop (pancreatotrop) is. Egyes ludakban

(1., 2., 3., 4. szamu allatok) a szévettani

elvaltozdsok alapjan az epitheliotropizmus | O szovettan
o

kifejezettebb, mint a neurotropizmus. Az 1

elvaltozasok valamivel sulyosabbak voltak o5+ | |

[udban, mint hattyuban, ellenben hattyuban 0 - - » o .
attyu U mular pekingi
valamivel tébb virusantigént detektaltunk (6.

tablazat, 2. abra). A majelvaltozasok sulyosabb volta is meger6siti a hamsejtekhez valé

nagyobb affinitast hattyaban és ludban, ellentétben a kacsafajokkal.

Haziludban, és mulard kacsaban kifejezettebben, hattyuban enyhébb fokban myotrop
(cardiotrop) tulajdonsagunak talaltuk a virus replikaciéjat. Bingham és munkatarsai (2009)
altal leirt kifejezett myotropizmust talaltunk a 6. szami mulard kacsaban, hiszen itt a
szivben sulyosabb elvaltozast illetve nagyobb antigén mennyiséget detektaltunk az

agyvel6vel 6sszehasonlitva (6. tablazat, 3. abra).

61



3. abra: A szivizomzatban mutatkozd kérszévettani elvaltozasok és az ott
kimutatott virus nukleoprotein mennyisége (0-3-ig adott pontértékek atlaga)

3

2,5

O szowettan
olH

T | | |
0 T T T

hattyu lud mulard pekingi

Hattyuban, ludban és mulardban a léphez (lymphotrop) val6 affinitast is jelentésnek talaltuk.
A légzdrendszerhez egyik faj esetében sem tapasztaltunk kiemelkedd tropizmust.
Hattyu esetében leirt endotheliotrop virusszaporodast (Kalthoff és mtsai., 2008) egyik fajban
sem tapasztaltunk.
A 6. szamu Iud egyed feln6tt allat volt ellentétben a fajtarsaival és benne jelentésen
enyhébb szdvettani elvaltozasok mutatkoztak a hasnyalmirigyben és a majban
antigénfestédés nélkul.
Amennyiben az 6sszes vizsgalt szervet tekintjik, hattyiban és ludban nagysagrendileg
azonos sulyossagu elvaltozasokat és antigén tartalmat talaltunk, mulard kacsaban ennél
enyhébb elvaltozast és alacsonyabb virusmennyiséget, mig a legenyhébb elvaltozast illetve
antigén festédést a pekingi kacsa esetében talaltuk (6. tablazat, 4. abra).

4. abra: Az Gsszes vizsgalt szervben mutatkozo korszévettani elvaltozésok és az ott kimutatott

virus nukleoprotein mennyisége (a 6. tablazatban lathaté pontértékek azonos vizsgalati
mintaszamra [40 szervminta] korrigalva)
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hattyd lud mulard pekingi

A kvantitativ RRT-PCR vizsgalataink soran a H5N1 HPAIV jelenlétét minden vizsgalt faj
Osszes egyedében sikerilt igazolni (3/3 liba, 4/4 mulard kacsa és 4/4 pekingi kacsa). A
vizsgalt szervmintakat 6sszevetve csak a hazilud esetében taldltunk 100 %-os pozitivitasat
(agyveld, tudé, 1égcesd, sziv, hasnyalmirigy, 1ép, vese; [19/19 szbvetminta]), a mulard kacsak
esetében ez az arany csak 25 %-os (agyvel6, tudd, lép; [7/28 szbvetminta]), a pekingi
kacsak esetében pedig 43 %-os (agyveld, tudo, 1égcesd, sziv, vese; [12/28 szbvetminta]) volt.
(7., 8. tablazat). A virusmennyiség a kulénbdzd szervekben 1,91 és 7,77 Ig képia/reakciod
k6zott valtozott, ami kdzel 6 nagysagrendnyi kilénbséget jelent. Az 6sszes faj esetében az

agyvelében mutattuk ki a legnagyobb virusmennyiséget, am a hazilid esetében 3-4
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nagysagrenddel magasabb atlagos nukleinsav-mennyiséget mértiink (7,53 Ig kopia/reakciod),
mint a pekingi kacsakban illetve mulard kacsakban (4,19 illetve 3,21 Ig képia/reakcid). Az
agyvel6 tehat minden fajban pozitiv eredményt adott, mig a tébbi szerv esetében egyedil a
haziludban talaltuk meg a viralis RNS-t az 6sszes egyéb szervben, mig a mulard kacsaknal

ez az arany 13%-o0s, a pekingi kacsaknal pedig 33%-os volt. (7., 8. tablazat)

7. tablazat. H5N1 madarinfluenza virus RNS mennyisége harom viziszarnyas faj, természetes Uton fert6z6détt egyedeiben
(virusmennyiség: Ig képia/reakcid)

or- agyvelé hasnyal- sziv tiidé légcsé lép vese
szam mirigy
S 3. 5,93 4,56 3,67 1,91 2,31
= 5. 7,77 2,25 4,31 3,22 2,58 3,73 3,62
& 6. 7,62 2,93 5,53 2,49 3,08 3,05 3,62
< atlag 7,53 4,09 5,08 2,83 2,89 3,35 3,62
1. 2,84 0 0 2,05 0 0 0
° g 2 3,71 0 0 0 0 0 0
38 o 2,14 0 0 2,01 0 0 0
£Ex 2,75 0 0 0 0 2,29 0
atlag 3,21 0 0 1,73 0 1,68 0
2, 2,35 0 0 0 0 0 0
g’ s 3 3,45 0 0 3,31 3,11 0 0
=8 4 3,45 0 2,72 2,21 2,06 0 0
gx = 4,75 0 3,67 3,75 0 0 2,39
atlag 4,19 0 3,11 3,29 2,55 0 1,78

A lud szervmintak atlagosan 6,68, a mulard kacsa mintak 2,39, a pekingi kacsa mintak pedig
3,43 Ig koépialreakcid nukleinsavmennyiséget tartalmaztak, ami 20 illetve 2 ezerszeres
kiilénbséget jelent (5. abra)

5. abra: A vizsgalt fajok szervmintainak atlagos virus nukleinsav mennyisége (lg képia/reakcio)
8

virusmennyiség
N W A O O N

-

o

Lud Mulard Pekingi

A 8. tablazatban azt mutatjuk be, hogy az dsszes vizsgalt szerv kézil milyen aranyban
fordultak el6 elvaltozasok illetve pozitiv eredmények kdrszévettani tovabba IH és qRRT-PCR
modszerekkel. Kilén szerepeltettik az agyveldn kivili szerveket, mivel az agyvelé minden

faj esetén, az dsszes moddszerrel pozitiv volt. A szdvettani elvaltozasok aranyat és a PCR
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illetve az IH modszerek eredményeit ez nem befolyasolja Iényegesen, kivéve a pekingi

kacsat, ahol IH-val minden agyvel6n kivili minta negativ maradt.

8. tablazat: Az IH és qRRT-PCR mddszerekkel pozitiv szervek aranya (%) az 6sszes vizsgalt szervhez képest, kiildn
feltiintetve az agyvelén kiviili szervek pozitivitasat

Szévettan H gRRT-PCR Szovettan I~ 9RRT-PCR
agyvel6 nélkul agyveld nélkal agyvel6 nélkil
Ld (n=3) 68% 58% 100% 63% 50% 100%
13/19 11/19 19/19 10/16 8/16 16/16
Mulard 59% 59% 25% 52% 52% 13%
kacsa (n=4) 16/27 16/27 7128 12/23 12/23 3/24
Pekingi 39% 14% 43% 29% 0% 33%
kacsa (n=4) 11/28 4/28 12/28 7124 0/24 8/24

Megjegyzendd, hogy korszdvettanilag és IH-val hasonld aranyban talaltunk elvaltozast illetve
pozitivitast, mint korabban, nagyobb mintaszam esetén (Id.: 5. tablazat). Ugy tlnik, az utobbi
kisebb mintaelemszam jol reprezentalja a — korabban csak szbévettanilag és |H-val vizsgalt -
nagyobb szamu egyedet. A szdvettani eredmények torzitanak, mivel a Iépnél tapasztalt
elvaltozasok (lymphocyta-depletio) habar gyakoriak voltak, nem tekintheték specifikusnak a
H5N1 fertézésre nézve. A H5N1 HPAI diagnosztikajaban az agyvel6nek, a szivnek és a
hasnyalmirigynek van kitlintetett szerepe. Ezért a 9. tablazatban ezen szerveken hasonlitjuk

Ossze a kilonbdz6 mbédszerekkel kapott eredményeket.

9. tablazat: H5N1 diagnosztikai szempontbdl fontos szervek (agyveld, sziv, hasnyalmirigy) 6sszehasonlitasa

Szovettan IH gRRT-PCR
e 100% 89% 100%
Lad (n=3) (9/9) (819) (9/9)
_ 50% 58% 33%
Mulard kacsa (n=4) (6/12) (7/12(; (4/123
o 509 K ’
Pekingi kacsa (n=4) (6/1é; 31:/,’1?), 2391?;

Annak érdekében, hogy a kérszdvettani, az IH és a qRRT-PCR mddszerekkel kapott
eredményeket Osszevethessiik, a PCR eredményeket is pontoztuk, és a 10. tablazatban
egyltt szerepeltetjik a szdvettani és az IH eredményekkel, egyedenként és atlagolva. Meg
kell jegyezni, hogy az igy kapott atlagok jobban koézelitik a valésagot, mivel igy nem torzitja
el az eredményt egy kiugrd, tébb nagysagrenddel nagyobb érték (Id. a hazilud hasnyalmirigy
esetében +++, + és + atlaga ++, de amennyiben a Ig értékek atlagat kiszamoljuk, az 4,09,

vagyis +++-es érték lesz).
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10. tablazat: H5N1 HPAI virussal természetes korilmények ko6zott fert6z6dott harom viziszarnyas faj korszévettani,
immunhisztokémiai és gRRT-PCR mddszerekkel térténé vizsgalatanak eredményei, egyedenként és szervenként (a szévettani
elvaltozasok leirasat Id.: a 4. tablazatnal)

agyveld hasnyalmirigy sziv tuddé légcsd lép vese
= IH PCR Sz IH PCR Sz IH PCR Sz IH  PCR Sz IH PCR Sz IH PCR ~ * |H PCR
an tan tan tan tan tan tan
+ +++ |+ |+t + ++ + - + + - +
e e s + + o+ o+t - + + - - + ++ o+t - N
+ +++ + - + + + +++ - + + - - + + - + - - ++
++/ +/ +/
++ |+ ++ + ++ | [+ + + -[+ - + + + - - ++
+++ ++ ++
+ ++ + = o o = o o + + + o ++ o ++ + = + = o
+ + ++ - - - + + - + + - - - - ++ + - + + -
++ + + - - - + - + - + - - - ++ ++ - + - -
++ ++ - - - - + - - + - - + - + + - -
+ ++ + - - - - + - + o+ [+ - + - ++ o+ - + - -
+ + + - - - + - - - - - - - - ++ - - - - -
++ + - - - - - - + - + - - ++ - - - - -
+ + + o o o o + o o + o o + ++ = = B - -
+ + +++ - - - - - ++ - - ++ - - - ++ - - - - +
+/
+ + - - - - - + - - + - - [+ | ++ - - - - -
++
Szdvettan - = negativ
+ = korulirt terlileteken enyhefoku elvaltozas
++ = korulirt teruleten kifejezettebb, vagy multiplex, illetve diffuz modon jelentkezé enyhe elvaltozas
+++ = multiplex vagy diffuz, kifejezett elvaltozas
IH - = negativ
+ = kisszamu antigén pozitiv sejt (elszortan)
++ = kézepes mennyiségli antigén pozitiv sejt (elszortan, vagy kisebb csoportokban)
+++ = nagymennyiségl antigén pozitiv sejt (nagy, 6sszefuiggd tertleteken)
gqRRT-PCR: - =0 Ig kopial reakcio
+ = 0-3,5 Ig kopia/ reakcio
++ = 3,5-4,5 Ig kopia/ reakcio
+++  =>45Ig kopial reakcio

*: allat sorszama

Megjegyzés: a 3. szamu hazilud és a mulard illetve pekingi kacsak esetén a HUN3, mig az 5., 6. hazilud esetében a HUN4
térzs kerllt megallapitasra (Szeleczky és mtsai., 2009).

A 9. és 10. tablazatbal jol latszik, hogy hazilidban az 6sszes mddszer nagy biztonsaggal
jelzi a betegséget. A hasnyalmirigy, a tidd és a Iép vizsgalata soran mindharom modszer
kézel azonos eredményt adott, mig az agyveld és a sziv esetén az IH és a PCR
érzékenyebbnek bizonyult, mint a kérszdvettan. A légcsdé és a vese esetén a PCR

érzékenyebb volt.

Mulard kacsa esetén csak az agyveld vizsgalataval kaptunk minden modszerrel pozitiv
eredményt, a legerésebb reakciét az IH adott. A sziv esetén azonban csak az IH mutatta ki a
fert6zést, korszdvettani elvaltozas is csak egy mintaban volt, és a hasnyalmirigy negativ
maradt mindharom médszerrel. Ha a 10. tablazat dsszes szervét tekintjik, még inkabb
csokken a PCR-rel pozitiv szervek aranya az IH-hoz képest (Id.: Iép, tid6é, légcsd). A

veseelvaltozasok nem alltak dsszefiiggésben a szervben térténd virusreplikaciéval.
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Pekingi kacsaknal is csak az agyvel6 volt mindhdrom modszerrel pozitiv és a PCR volt a
legérzékenyebb. A hasnyalmirigy negativ volt, és a szivben is csak a PCR mutatta ki a

fert6zést csakugy, mint a légz6szervekben.

Mindharom hazi viziszarnyas faj esetében az agyvelé vizsgalata soran 100%-o0s
biztonsaggal vethetjik fel a fertézés gyanujat (kérszévettan) illetve allapithatiuk meg a
koéroktani diagnézist (IH, PCR).

Eredményeink igazoljak a H5N1 HPAIV neurotrop tulajdonsagat mindharom haziszarnyas
fajpan. Mindharom maédszerrel igazoltuk a virus pancreatotrop tulajdonsagat haziludban, mig
a myotrop (cardiotrop) voltat kifejezettebbnek talaltuk ludban, mint a két kacsafajpban. A
légzokésziléket tekintve lud és mulard esetén a tidé nagyobb mértékben volt elvaltozott,
illetve t6bb virus antigént tartalmazott, mint pekingi kacsaban, ahol csak a PCR adott pozitiv
eredmeényt, 1égcsd esetén ez a kulénbség nem szembetlnd. A 1épben tapasztalt jellemzd,
am nem specifikus elvaltozasokat csak ludban és mulardban tudtuk a virus jelenlétével
Osszefliggésbe hozni. A vesében elvaltozas nélkil volt jelen a viralis RNS lud esetében, mig
mulardban az elvaltozasok ellenére sem mutattuk azt ki, csupan egy esetben talaltunk IH—val
virdlis antigént. A mintavétel soran elkerllhetetlen, hogy a vesét fedé Ilégzsak ne
kontaminalja a mintat, igy elképzelhetd, hogy a légzdkészilék érintettsége okozta a vese
pozitivitasat ludban és az 5. szamu pekingi kacsaban. Az adott egyedek tidémintai ugyanis
PCR-el pozitivak voltak. Ezt a kontaminalodasi lehetéséget kisérletes fert6zés soran is
felvetették (Bingham és mtsai., 2009).

Haziludban tébb nagysagrenddel nagyobb virusnukleinsav mennyiséget talaltunk, mint a két

kacsafajban.
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3.3. Megbeszélés

Minden vizsgalt faj esetében, az 6sszes egyedben a jellegzetes kdrszdvettani elvaltozasok
mellett az agyvel8ben sikertlt a legnagyobb mennyiségli HPAIV nukleoprotein antigén és a
legnagyobb mennyiségil viralis RNS jelenlétét kimutatni. E megallapitdsok megerdsitik az
altalunk vizsgalt, H5N1 magas patogenitasi madarinfluenza virustdérzs neurotrop
tulajdonsagat. A 2002 utan izolalt H5N1 HPAI virusok neurotropizmusat szamos szerzd
megallapitotta (Ellis és mtsai., 2004, Sturm-Ramirez, 2004, Klopfleisch és mtsai., 2006,
Tiefke és mtsai., 2007, Brown és mtsai., 2008, Kalthoff és mtsai., 2008, Londt és mtsai.,
2008, Guionie és mtsai., 2009, Londt és mtsai., 2010), ezzel szemben Bingham és
munkatarsai (2009) kifejezetten myotrop (szivizom, véazizom, simaizom affinitasu)
tulajdonsagunak talaltdk a fert6zéshez hasznalt egyik, nagyobb virulencigju térzset. A
kisérlet utolsé napjan az 6 vizsgalatuk is a mi, hullakban leirt eredményeinkkel mutat
azonossagot, miszerint az agyvel6, a sziv és a hasnyalmirigy mutatott magasabb antigén
tartalmat. Ebben az esetben a kisérletes fert6zések eredményei jol 6sszeegyeztethetbk a
jarvany soran észleltekkel, ahol csak a manifesztalodé betegséget mutatdé egyedek
vizsgalatara volt médunk. A virusnak a fertézés el6rehaladtaval valtozik a tropizmusa.
Bingham és munkatarsai (2009) vizsgalatai szerint a fert6zést kévetd elsé napon a lép és a
tid6, majd a 2-3. naptdl az 6sszes szbvet (kiilbndsen az izomszdvetek) és az 5. napon az
agy, a sziv és a hasnyalmirigy mutat erés antigén festédést. Léndt és munkatarsai (2008,
2010) szerint szintén az elsé napon a tidé és a Iép, majd a tdébbi szbvet, és az 5. napon az
agyvel6, a sziv és a hasnyalmirigy esetén mutathaté ki a legnagyobb mennyiségi
virusantigén.

Az agykamrak ependymajanak érintettségét hangsulyosnak talaltuk a virus szaporodasa
szempontjabdl pekingi kacsaban, hiszen az IH mobdszerrel vizualizalhatdé fert6z6ttség
kizarélag e terlletre korlatozodott. Hasonlé eredményt kaptak Bingham és munkatarsai
(2009), egy pekingi kacsara alacsonyabb patogenitassal bir6 H5N1 HPAI térzzsel vald
fert6zési kisérletben, ahol az agyvelében szintén csak az ependymaban mutattak ki a
virusantigént. Loéndt és munkatarsai (2008) ezzel szemben az agyvelé minden teruletén
kimutattak a virusantigént.

Megfigyelésinket, miszerint a HPAI virusok nem a bélhamban szaporodnak, kisérletes
fert6zések soran is igazoltak. Hozzank hasonldan e fertézések soran sem mutattak ki a virus
nukleoprotein antigénjét az enterocytakban (Keawcharoen és mtsai., 2008, L6ndt és mtsai.,
2008, Bingham és mtsai., 2009). Ez magyarazza a kloakan val6 Urllés hattérbe szorulasat

az oropharingeadlis Uttal szemben, melyet ugyancsak szamos fertézési kisérlet kapcsan
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leirtak (Sturm-Ramirez és mtsai., 2004, 2005, Hulse-Post és mtsai., 2005, Pantin-Jackwood
és Swayne, 2007 a, b, Brown és mtsai., 2008, Kalthoff és mtsai., 2008, Keawcharoen és
mtsai., 2008, Léndt és mtsai., 2008, 2010, Guionie és mtsai., 2009).

Az altalunk hasznalt modszerek érzékenységét értékelve a viralis antigén jelenléte jol
kimutathaté Osszefliggést mutatott a korszdvettani elvaltozasokkal a biltykds hattyu és
hazilud fajokban, azonban ez nem volt ilyen kévetkezetes a mulard kacsa és a pekingi kacsa
vonatkozasaban. Pekingi kacsaban csak az agyvel6 esetén korreladltak az eredmények,
mulardban ezenkivlil a szivben, a majban, a tidében és a lépben is medfigyelhettlink
hasonl6 6sszefliggést.

Ludban és pekingi kacsaban az immunhisztokémiai vizsgalat érzékenysége, hasonléan a
korabbi medfigyelésekhez (Tiefke és mtsai.,, 2007, Keawcharoen és mtsai., 2008),
alacsonyabb volt, mint a kvantitativ RRT-PCR. Mulard kacsaban azonban az IH médszerrel
tdbb pozitiv eredményt kaptunk, ugyanis 11 szervminta qRRT-PCR-rel negativ maradt, mig
IH-val pozitiv eredményt adott (Id.: 9., 10. tablazat). Magyarazatul szolgalhat, hogy egy
véletlenszer( darab kertilt kivagasra minden szervbdl és nem ugyanazt a darabot vizsgaltuk
PCR-rel, mint szodvettannal illetve IH-val. A paraffinba agyazott szervmintakbdl tébb
alkalommal is megkiséreltiik a viralis RNS kimutatasat, de ezek a prébalkozasok nem
vezettek sikerre. Talan érdemes lett volna szervenként tobb mintat venni és azokat
homogenizalni (PCR) illetve tébb sikban lemetszeni a széveteket (szdvettan, IH). Londt és
munkatarsai (2008) hozzank hasonléan PCR negativ szervekben talaltak IH pozitivitast, amit
a szoveti elvaltozasok és az antigén jelenlétének fokalis eloszlasaval magyaraztak, csakugy,
mint Bingham és munkatarsai (2009) akik IH és virusizolalas soran kapott eredmények
kozotti kiilénbségekkel kapcsolatban jutottak hasonlé megallapitasra. Ez befolyassal lehet a
kulénbdzbé mddszerekkel kapott eredményekre, mivel mas-mas szervdarab keril vizsgalatra
az egyes diagnosztikai technikak soran.

4,31 Ig koépia/reakci6 RNS mennyiség folott az IH vizsgalatok kévetkezetesen pozitivak
voltak, de ez alatt a szint alatt az IH killénb6z8 eredményeket adott. Magyarazat lehet erre,
hogy az IH teszt talan csak az intracellularisan helyez6dd virusantigének kimutatasara
képes, mig az extracellularisan, foként a viraemia alatt a vérpalyaban vagy a szévetnedvben,
szabadon kering6 virusantigént nem képes detektalni, mivel az a metszetkészités folyaman
eltavozik a szervmintabdl. Ezzel szemben a virusizolalas és a PCR technika képes a
vérpalyaban keringd virusok kimutatasara is (Bingham és mtsai., 2009). A vérpalyaban az
MPS sejtekben keringd virusantigén ugyan ritkan, de észlelheté volt immunhisztokémiai
technikaval (30. kép).

Erdekes médon a pekingi kacsak esetében — a tébbi fajjal ellentétben — a parenchymas

szervek kézott nem talaltunk IH pozitiv mintat a 2,06-3,75 Ig kopia/reakcié virustartalmu
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szervek kozétt. Ezzel szemben mulardokban PCR negativ szervekben és a 2,05-3,71 Ig
kopia/reakci6 nukleinsav tartalmu tartomanyban is taladltunk nukleoprotein antigént.
Kisérletes fertézések soran szintén leirtak IH negativitast t6kés récében, pozitiv viroldgiai és
PCR leletekkel egyutt (Keawcharoen és mtsai., 2008), masok viszont szamos szervbél (és
az agyvelében sem csak az ependymabdl) kimutattak a virusantigént pekingi kacsaban
(Pantin-Jackwood és mtsai., 2007 a, b, L6ndt és mtsai., 2008, Bingham és mtsai., 2009,
Léndt és mtsai., 2010).

Szamos esetben tapasztaltuk, hogy egy adott szerv parenchyma sejtjei IH-val negativak
voltak, az interstitiumban levd MPS sejtekben azonban sikerllt kimutatni az antigén
jelenlétét. Annak elkulénitése nehéz, hogy ilyen esetekben a keringd sejtekrdl, vagy az adott
szerv szoveti MPS sejtjeir6l van-e sz6. Elképzelhetd, hogy a keringésben lévé MPS sejtek
jutnak el a szervbe és ebben a stadiumban csak ezek észlelheték IH-val, és ezt kdveti
kés6bb a szerv parenchyma sejtieinek fert6z6dése. Az MPS sejtek szerepét a virus
szervezeten bellli terjedésében leirtak a szakirodalomban (Swayne és Halvorson, 2008). Az
RRT-PCR a szabadon illetve MPS sejtekben keringé virus nukleinsavat is kimutatja, de
ebben az esetben nem lehet elkiléniteni, hogy az igy kapott eredmény a szerv parenchyma
sejtjeinek pozitivitasabol ered-e, vagy a keringésben illetve szévetnedvben [év6 virusoktol. A
szigoru értelemben vett szerv-parenchyma negativ maradhat IH vizsgalattal. Vizsgalataink
alapjan, alacsony virusmennyiség esetén az IH alkalmasabb egy adott szerv
fert6zottségének felderitésére, mivel RRT-PCR igen magas érzékenysége miatt
Osszemosodik a vérpalydban keringd és a parenchymasejtekben [évé virus okozta
pozitivitas, és a kontaminacié veszélye is nagyobb. Eredményeink pontosithatok, ha

szervenként tobb terlletre is kiterjesztjik az |H vizsgalatot.

Szamottevd kuldnbségek tapasztalhatdok a HS5N1 HPAIV fert6zésre vald érzékenység
tekintetében a kilonb6z6 viziszarnyas fajok kozétt. Eurdpaban a butykds hattyut talaltak a
legérzékenyebbnek a vadon él6 madarfajok koézil természetes (Palmai és mtsai., 2007,
Tiefke és mtsai., 2007) és kisérletes fert6zések soran (Brown és mtsai, 2008). Ezt kdveti a
kis kanadai Iud majd az indiai lud, mely fajokban a hattylval 6sszevetve kisebb aranyu
elhullas és elhuzéddbb koérkép jelentkezett fertézési kisérlet soran (Brown és mtsai., 2008).
Vizsgalataink soran mi is gyorsabb lefolyastnak gyanitjuk a korképet a bitykés hattyuban,
mivel az allatok k&zepes-j6 kondiciéban voltak, hazilidban viszont az egyedek z&me
kévetkeztetni. Hattyu esetében a viraemia kévetkeztében fellépd keringési elégtelenség jeleit
(ttd6 6déma, légcsé nyalkahartya 6déma, mirigyesgyomor vérzések, pangasos bévérlség a
[épben) nagyobb aranyban tapasztaltuk a haziszarnyasokhoz képest, ami valamivel

gyorsabb korlefolyasra kelt gyanut. Hattyaval ellentétben, egyes ludakban és kacsakban
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kialakultak felséléguti elvaltozasok (kétéhartya-gyulladas, orrhurut, orrmellékireg-gyulladas),
amelyek esetiikben kissé elhuzédobb korlefolyas gyanujat vetik fel (Id.: 1., 2. tablazat).
Perkins és Swayne (2003) kisérletesen igazoltak az embdeni Iid nagyobb érzékenységét a
pekingi kacsaval 06sszahasonlitva. Elhulldsok ugyan Iudakban és kacsakban sem
jelentkeztek, de a ludak fele megbetegedett és jelentkeztek bennik koérbonctani
elvaltozasok, szemben a kacsakkal. A szdveti elvaltozasok sulyosabbak voltak, a viralis
antigén nagyobb mennyiségben és kiterjedésben volt lathatd, a virusizolalas egy
nagysagrenddel nagyobb eredményt adott a kacsaval 6sszevetve.

Az olasz H7N1 HPAI jarvany soran két hazilud és két mosusz kacsa is érintett volt. Csak
ludban talaltak azonban koérbonctani elvaltozasokat (hasnyalmirigy elhalasok) és csak itt
sikeriilt a virus izolalasa, korszdvettanilag és IH-val pedig ludban kifejezettebb elvaltozas
illetve antigén festédés mutatkozott, mint mosusz kacsaban (Capua és Mutinelli, 2001). A
patogenezisben itt leirt kilonbségek hasonldéak az altalunk tapasztaltakhoz lud és mulard
(mosusz és pekingi kacsa fajhibrid) vonatkozésaban, felvetve a hazilud fokozottabb
érzékenységét a HPAIV fertdzésre, mularddal &sszehasonlitva. Mulardok kisérletes
fert6zésérél csak LPAIl vonatkozasaban talaltunk adatot a szakirodalomban (Ferreira és
mtsai., 2009). Songserm és mtsai. (2006) a 2004-es thaiféldi jarvany soran a szabadon
tartott és a haztdji kacsaallomanyok (kéztilk mulardok) kérbonctani, korszévettani vizsgalata
soran nem emlitenek kilénbséget az érzékenységben a mulard és pekingi kacsak kézott.
Antarasena és munkatarsai (2006) természetes jarvany soran nem talaltak kilénbséget a
mosuszkacsa és a khaki campbell (A. platyrhynchos) kézétt kérbonctani, kérszévettani
elvaltozasok tekintetében.

Sajat vizsgalataink alapjan tapasztaltunk némi érzékenységbeli kilénbséget a mulard és a
pekingi kacsa kozétt. Mig IH eljarassal szamos szervben (agyveld, tidé, l1égcsé, 1ép, ma;,
vese, hasnyalmirigy, sziv) sikerllt kimutatni a virusantigén jelenlétét a mulard kacsa
esetében, addig az agyveld ependyma sejtiein és a kérnyez6 agyi tertleteken kivil ez
egyetlen mas szervben sem sikerult pekingi kacsak vizsgalata soran. Ezzel szemben viszont
a pekingi kacsaban sokkal nagyobb virus RNS mennyiségeket mértink, tébb szervmintabal,
mint a mulardokban (7. tablazat). Lehetséges magyarazat lehet valamilyen fajta-
érzékenységbeli kildnbség a fertbézéssel szemben, amit szamos mas kdérokozoval tértént
kisérletes fertézés soran leirtak. A mulard kacsa ugyanis a him mosuszkacsa (Cairina
moschata) és a tojé pekingi kacsa (Anas platyrhynchos) keresztezése, melyet széleskoérien
hasznositanak hizott kacsamaj- és hustermelésre. A mosusz és a pekingi kacsa jelentésen
eltér egymastél bizonyos kacsa és ludvirus-fert6zésekkel szembeni érzékenység
tekintetében. Példaul, mig a kacsahepatitis virusa fiatal pekingi kacsakban fatalis

megbetegedéseket okoz, addig a mosusz kacsat nem betegiti meg. Ezzel szemben a lud
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parvovirus megbetegiti a mosusz kacsat, de nem okoz betegséget pekingi kacsaban
(Gough, 2003, 2008, Woolcock, 2003, 2008, Palya, személyes kdzlés, 2008).

Annak ellenére, hogy a kacsafajokat tekintették a legellenallobbnak a H5N1 HPAIV
fertbzéssel szemben, a betegség sulyossaga széles hatarok kozétt valtozott a klinikai
tunetektdl mentes atvészeléstdl a sulyos tiinetekben megnyilvanuld, elhulladssal jaré korképig
mind természetes, mind mesterséges fertézés soran (Perkins és Swayne, 2003, Hulse-Post
és mtsai., 2005, Kwon és mtsai., 2005, Sturm-Ramirez és mtsai., 2004, 2005, Songserm és
mtsai., 2006, Keawcharoen és mtsai., 2008, Londt és mtsai, 2008, 2010, Bingham és mtsai.,
2009, Guionie és mtsai., 2009). Korabban kisérletes fert6zések soran beigazol6dott, hogy
kilénbdzb6 kacsafajok érzékenysége eltér6 a H5N1 HPAIV fert6zéssel szemben
(Keawcharoen és mtsai., 2008). Pantin-Jackwood és Swayne (2007 a, b) azt talaltak 2 és 5
hetes pekingi kacsak fert6zéses kisérlete soran, hogy a virusantigén mindkét korcsoportban
kimutathatd volt, de a mortalitasi adatokban nagy eltérés mutatkozott: 78% volt a fiatalabb,
mig csak 13% az id6sebb korosztalyban. A fert6zott szervek szama és a virusantigén
mennyisége is alacsonyabb volt az id6sebb csoportban. Keawcharoen és munkatarsai
(2008) ugyanazon térzzsel vald fert6zéssel, nem valtottak ki betegséget 8-11 hoénapos
pekingi kacsakban, amellyel Londt és munkatarsai (2008) 4 hetes kacsakat fertézve 100%-
os mortalitast tapasztaltak. Léndt és munkatarsai (2010) 8 illetve 12 hetes pekingi kacsak
fert6zése soran irtak le 100%-os mortalitast illetve enyhe tinetekkel jard atvészelést. Pantin-
Jackwood és Swayne (2007a,b) altal tapasztalt 5 hetes korban meglévé rezisztenciat utébbi
szerz® azzal magyarazza, hogy ott még egy 2005 el6tti (clade 1) térzset hasznaltak, mig
most egy 2005-6s, magasabb virulenciaju (clade 2.2.) izolatumot. Guionie és munkatarsai
(2009) kisérletes mosusz kacsa fert6zés soran magas mortalitast, oropharingealis
virustritést és a két virustérzs (subclade 2.2.3. és 2.2.1.) neurotropizmusat irtak le 5-6 hetes
allatokban. Ezen megallapitasok meger6sitik az életkor szerepének jelentéségét a virus
patogenezisében. A vizsgalataink ala vont haziszarnyasok a 4-9 hetes ndvendék
korosztalyba tartoztak, kivéve a 6. szamu lud egyedet, mely egy 1 éves tdrzslud volt. A
hattydk kézott vegyesen voltak felnbttek és névendékek és korcsoporttol fuggetlenil minden
egyed elhullott és bennlik ugyanolyan sulyos elvaltozasok mutatkoztak a virusfert6zés
kovetkeztében, ami a virustdrzs magas patogenitasat jelzi. Ezen megfigyelésiinket
kisérletesen is megerésitették, megallapitva, hogy a fertézés kimenetelét bitykds hattyuban
nem befolyasolja az életkor illetve a fertézéshez hasznalt virus dbézisa (Kalthoff és mtsai.,
2008). Neufeld és munkatarsai (2009) kanadai ludak fert6zése soran a névendék allatok 100
%-0s mortalitasaval szemben a felnétteknél csak 20%-os elhullast tapasztaltak, és a tulélé
felnéttekben enyhébb elvaltozasok mutatkoztak és kisebb mennyiségl virusantigén volt

kimutathaté. Az altalunk vizsgalt egy felnétt Iud esetében — dsszehasonlitva a névendék
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ludakkal — mi is enyhébb elvaltozasokat talaltunk a hasnyalmirigyben, a majban és a lépben,
kimutathatdé virus nukleoprotein nélkidl (Id.: 6. tablazat). Ez a kilénbség a gRRT-PCR
eredményekben nem mutatkozik meg (Id.:7., 10. tablazat).

Az életkorbdl adddd nagyobb ellendlloképesség a HPAIV fertézéssel szemben tékésrécében
és ludban megerdsiti e fajok nagy tavolsagok kézétti vektor szerepét (Keawcharoen és
mtsai., 2008, Brown és mtsai., 2008, Léndt és mtsai., 2010), de nem kizart a bitykds hattyuk
ilyetén szerepe sem, a természetes viszonyokat megkdzelitd, alacsony doézisu fertézések
soran (Kalthoff és mtsai., 2008).

Nem tekinthetlink el attél a ténytdl, hogy a kilénb6zé fertézési kisérletek és természetes
fert6zések soran mas-mas virustérzsek hatasait latjuk. Sturm-Ramirez és munkatarsai
(2005) pekingi kacsakat és tokésrécéket (mindketté Anas platyrhynchos) fertéztek 23
kildnb6z6 dél-kelet azsiai HSN1 HPAI virussal, és a korlefolyast a 100%-os elhullassal jaro
idegrendszeri korképtdl az enyhe tinetekkel jard atvészelésig tapasztaltak, a pekingi kacsa
esetében kissé gyorsabb lefolyassal. Hasonlé eredményre jutottak Songserm és
munkatarsai (2006) khaki campbell kacsak vonatkozasaban. Pantin-Jackwood és
munkatarsai (2007a,b) is a virustérzsek koézti kildnbségeket és a fertézott allatok korat
emelik ki a kérlefolyas tekintetében. Hulse-Post és munkatarsai (2005) kisérletes fertézéseik
soran a tékés récét a H5N1 virus ,trojai falovanak” nevezik, ugyanis akar 17 napos
virusturitést tapasztaltak tlinetek megjelenése nélkil. Mindkét szerzd arra a kévetkeztetésre
jutott, hogy a kacsaban alacsonyabb patogenitassal bir6 H5N1 térzsek rezervoarja,
hordozédja lehet a t6késréce, amely fajban a virus egyensulyi allapotot érhet el, mig ugyanez
a virus tovabbra is fatalis kimenetell betegséget okoz tyukfélékben. Mas szerzék (Bingham
és mitsai., 2009) szerint azok a térzsek képesek hatékonyan fenntartani a populacié
fert6zottségét, amelyek sulyosabb tlineteket, nagyobb titerl virusiritést, de nem nagy
mortalitast okoznak. Ezek a kacsafajhoz jobban adaptalédottak, szemben a tiinetmentes
virusuritést okozé torzsekkel.

1961 ota nem tortént olyan HPAI fert6zés, mely vadonél6 viziszarnyasokat érintett, egészen
a 2002-ben ilyen tulajdonsagra szert tett HSN1 virus megjelenéséig. Ekkor még a kacsafajok
is nagy érzékenységet mutattak az Uj virus okozta fert6zésre, noha a hongkongi
jarvanykitérés soran az idegrendszeri tiineteket mutaté kacsak negyede tulélte a fert6zést. A
2002 elétti torzsek nem okoztak betegséget e fajban, de a H5 antigént érinté drift
koévetkeztében igen virulensek lettek kacsaban is (Sturm-Ramirez és mtsai., 2004). Sturm-
Ramirez és munkatarsai (2005) és Hulse-Post és munkatarsai (2005) kisérletes fert6zés
soran azt tapasztaltak, hogy a 2002 utani erésen virulens virusok egy része ismét alacsony
patogenitasuva valt t6késrécében. Ezek a térzsek a korabbi térzsekkel és az LP virusokkal
ellentétben z6mmel nem a kloakan, hanem a trachean keresztil riltek. Az Uj térzs t6kés

récében visszatérni latszik a korabban jellemzd, gazdafajhoz adaptalt egyensulyi allapotba.
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Vizsgalataink soran, a késdbbi szekvencia analizis alapjan harom, genetikailag kilénb6z6
térzsnek bizonyult (HUN1, HUN3, HUN4) izolatum kértani hatasat tekintettik at természetes
uton fert6z6dott négy viziszarnyas faj egyedeiben. A hattyukbol a HUN1, a két kacsafajbdl a
HUNS, a libakbdl vegyesen HUN3 és HUN4 tdrzseket izolaltuk. A ludakban egyik vizsgald
modszerrel sem talaltunk kilénbséget a virustdrzsek patogenitasat illetéen, a térzsek pedig
nem alltak tulsagosan tavol egymastol genetikailag (Szeleczky és mtsai., 2009). A hattyubdl
izolalt HUN1 tdérzsek tavolabbi agba tartoznak, de a szdvettani elvaltozasok és az IH
eredmények koézti kildnbségek megfeleltetheték hattylu és lud kdzott a kisérletes fertézés
soran tapasztalt érzékenységbeli kulénbségnek (Brown és mtsai., 2008). Véleménylnk
szerint a harom izolatumcsoport patogenitasat tekintve nem mutatott szamottevd
kilénbséget, igy lehetéségink nyilt a fert6zés kimenetelének &Osszehasonlitasara a

kildnb6z6 fajokban.

Mulardok kisérletes HPAI fert6zésérdl nem talaltunk irodalmi adatot, igy kisérletesen csak az
igazolt, hogy a legérzékenyebb a bltykds hattyu, kevésbé érzékenyek a ludfélék, legkevésbé
érzékeny a pekingi kacsa. Természetes fert6zés (Capua és Mutinelli, 2001) és sajat
vizsgalataink alapjan a mulard kacsa a ludféléknél rezisztensebbnek, am pekingi kacsanal
érzékenyebbnek tlinik a H5N1 HPAIV fertézésre. Szilkségesnek tartjuk tovabbi kisérletes
fertézések elvégzését mind a négy faj bevonasaval, hogy a filogenetikailag meglehetésen
diverz Anatidae csalad tagjai k6z6tt a H5N1 fertézés patogenezisének kilénbségeit tovabb

elemezhessik.

Munkankban elsé alkalommal hasonlitottuk 6ssze harom, természetes korilmények kdzott
megfert6z8doétt viziszarnyas faj szerveinek H5N1 HPAI virusmennyiségét parhuzamosan
immunhisztokémiai és kvantitativ RRT-PCR mddszerekkel. Eredményeink alatamasztjak
mas kutatdk eredményeit (Perkins és Swayne, 2003, Antarasena és mtsai., 2006) abban a
tekintetben, hogy szignifikdnsan alacsonyabb virusmennyiséget allapitottunk meg
kacsakban, mas fajokkal (blUtykds hattyu és hazilud) 6sszehasonlitva. A mulard kacsa ilyen
irAnyu vizsgalataval kapcsolatban nem talaltunk irodalmi adatot. Tovabbi vizsgalatok
szikségesek a HS5N1 HPAI patobiologiajaval kapcsolatban a kilénb6zd kacsafajok

érzékenységének 6sszehasonlitasara.
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4. Fejezet

Uj eredmények

A viziszarnyas-patogén tulajdonsagra szert tett, H5N1 altipusu HP
madarinfluenza virus altal, a 2006. évi hazai jarvany soran bitykds hattyuban
okozott kérbonctani és koérszbvettani elvaltozasok leirasa és a fertézés
jarvanytananak értelmezése.

A H5N1 HPAI virus okozta koérbonctani és korszévettani elvaltozasok hazai
leirdsa haziludban, pekingi kacsaban és mulard kacsaban.

Harom, természetes korilmények kozott fert6z6dott viziszarnyas faj (a hazilud, a
pekingi kacsa és a mulard kacsa) kivalasztott szervei korszdvettani
elvaltozasainak és H5N1 virusmennyiségének O0sszehasonlitasa
immunhisztokémiai és kvantitativ PCR moédszerekkel.

Biutykés hattydban, haziludban, pekingi kacsaban és mulard kacsaban egyarant
az agyvel6ében volt kimutathaté a legnagyobb virusmennyiség, ami megerésiti a
H5N1 altipusi, magas patogenitasi madarinfluenzavirus erésen neurotrop
tulajdonsagat.

Bltykds hattyuban és haziludban a szdvettani elvaltozasok sulyosabbak, az IH
modszerrel kimutatott virus nukleoprotein mennyiség pedig lényegesen nagyobb
volt mind az agyvelében, mind a szervekben, Osszevetve a két vizsgalt
kacsafajjal.

A hazilud szervekben a kvantitativ RRT-PCR méddszerrel kimutathaté virus
nukleinsav mennyiség tébb nagysagrenddel meghaladta a két kacsafaj

szerveiben kimutathato értékeket.
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IX. Melléklet

Szeleczky és mtsai. (2009) altal elvégzett filogenetikai analizis 6sszefoglaldja

A bltykds hattyabol Nagybaracska térségében izolalt reprezentativ virusok (A/mute
swan/Hungary/4030/06, A/mute swan/Hungary/6170/06 és A/mute swan/Hungary/7973/06)
100%-0s szekvencia azonossagot mutattak a HA gén tekintetében egymassal és az els6
hazai H5N1 izolatummal (A/mute swan/Hungary/3472/06) Ezt a csoportot HUN1 csoportnak
nevezték. A legnagyobb nukleotidsorrend-azonossag a HA génben az A/mute
swan/Croatia/1/05(H5N1) térzzsel mutatkozott (GenBank Accession No.: CY016819). Veluk
egy genetikai agba (sublineage 2,2B [WHO/FAO/OIE]) tartoznak olyan térzsek, melyeket
Csehorszagban, Eszak-Németorszagban, Danidban, Svédorszagban, az Egyesiilt
Kiralysagban, Oroszorszagban, és Nigériaban izolaltak vadon él6 madarakbdl, koztik
hattyukbol és récékbdl 2005 végén és 2006 elején (pl.: A/swan/Germany/R65/2006,
Alcygnus olor/Astrakhan/Ast05-2-10/05, A/chicken/Nigeria/1047-30/05)

Az ,A/mute swan/Hungary/3472-1/2006” izulatum haemagglutinin génjének HA1 fragment;jét
szekvenalva (967 nukleotid) a PQGERRRKKR*GLF protedz vagasi hely aminosav
sorrendjét talaltak. Ez volt a jellemz6 a legtébb 2005/2006-0s kelet-europai és délkelet-
azsiai HSN1 HPAI virusizolatumra.

A 10 nappal kés6bb, Dunakeszinél izolalt ,A/mute swan/Hungary/4571/2006” térzs és a vele
rokon, a Duna vonala mentén déli iranyban izolalt térzsek (A/coot/Hungary/5217/06, A/mute
swan/Hungary/7055/06, A/black-headed gull/Hungary/5237/06, A/mute swan /Hungary/
7054/06, A/mute swan/Hungary/6945/06, A/mute swan/Hungary/5203/06) egy masik
genetikai agba (clade 2.2.1.) tartoznak. Ezt a csoportot nevezték HUNZ2 csoportnak.
Legszorosabb rokonsagot egy olasz térzzsel (A/mute swan/Italy/808/2006) mutatnak. Ebbe
az agba tartoznak még cseh, szlovak, svéd, illetve kissé tavolabb osztrak, szlovén, francia,
torok, egyiptomi és nigériai izolatumok.

Az eredmények azt mutatjak, hogy az altalunk izolalt virus ugyanabban a filogenetikai
agban (clade 2.2) foglal helyet, melyet a 2005 aprilisaban a kinai Qinghai tonal izolalt
progenitor virus alapjan Qinghai-like kladnak neveznek.

A 2006. junius-juliusi jarvany soran mulard kacsabdl, pekingi kacsabol és ludbdl izolalt
toérzsek (A/mulard duck/Hungary/15310/06, A/Pekin duck/Hungary/15981/06 és A/goose/
Hungary /15012/06) esetében a HA gén 100%-os nukleotid szekvencia azonossagat
tapasztaltuk egymashoz és az els6 hazai, haziszarnyas-izolatumhoz képest
(A/goose/Hungary/14756/06). Ezek a torzsek kilonbdztek a vadmadarakbdl kimutatott
HUN1 és HUN2 csoportba tartozé izolatumoktél, igy egy kialén HUN3 csoportba sorolhaték.

A legnagyobb mértékii szekvencia azonossagot az elsbéként izolalt bajor
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A/mallard/Bavaria/1/06 torzzsel talaltuk, észak-német (A/duck/Germany/R592/06), francia
és svajci torzsek mellett (sublineage 2.2A1). A kozds eredet feltételezhetd, de annak
bizonyitasa még nem tértént meg.

A 2007. januari két izolatum (A/goose/Hungary/2823/07 és A/goose/Hungary/3472/06)
szintén egy kulén genetikai agba tartozik (HUN4), és egy brit izolatummal (A/turkey/United
Kingdom/250/07) mutat szoros rokonsagot (sublineage 2.2A2). A kdzbs 6s és az eredet

azonban egyel6re bizonytalan (Szeleczky és mtsai., 2009) (1. abra).
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1. abra: Szeleczky és mtsai. (2009) altal elvégzett filogenetikai analizis 6sszefoglalé eredménye

Alperegrine falcon/Slovakia/Vh246/06
Alcygnus olor/Czech Republic/5170/06
A/mute swan/Czech Reublic/6461/06
Alcygnus/olor/Czech Republic/6111/06
A/mergus albellus/Slovakia/vh212/06

A/mute swan/Bavaria/12/06
95 Algreat crested grebe/Bavaria/22/06
r Alcygnus olor/Italy/808/06
94, — A/mallard/Italy/835/06
A/herring gull/Sweden/V1116/06
90— A/tufted duck/Sweden/V599/06
Alcoot/Hungary/5217/06
A/mute swan/Hungary/7055/06
A/black-headed gull/Hungary/5237/06
A/mute swan/Hungary/7054/06
A/mute swan/Hungary/6942/06
94 Almute swan/Hungary/4571/06
A/mute swan/Hungary/5203/06
A/mallard/Hungary/5239/06
7 A/Egypt/duck/2253-3/06
Alchicken/Nigeria/S0493/06
A/mute swan/France/06303/06
Alswan/Austria/216/06
r A/swan/Slovenia/760/06
—— Alturkey/Turkey/1/05
73 Alchicken/Nigeria/641/06
7ﬂhicken/lvory Coast/1787-35/06
Alchicken/Sudan/1784-10/06
— A/whooper swan/Mongolia/6/05
— Al/chicken/Volgograd/236/06
% Alturkey/England/250/2007

9

Alturkey/France/06222-1.1/06
A/mute swan/France/06299/06
A/goosander/Switzerland/v82/06
A/mute swan/Switzerland/v68/06
98| A/common poachard/Switzerland/v592/06
Al/goose/Hungary/14756/06
A/mallard/Bavaria/1/06
Al/goosander/Bavaria/20/06
A/duck/Germany/R592/06
Al/poachard/Germany/348/06
A/duck/Novosibirsk/56/05
Alduck/Novosibirsk/02/05
Alchicken/Crimea/08/05
Alwhooper swan/Germany/R88/06
Alstone marten/Germany/R747/06
A/buzzard/Denmark/6370/06
Al/swan/Germany/R65/06
Alwhooper swan/Scotland/1430/06
Alcygnus olor/Czech Republic/10814/06
98 A/cygnus olor/Czech Republic/10662/06
A/mute swan/Sweden/v827/06
Al/goosander/Sweden/v539/06
Altufted duck/Denmark/6431/06
A/mute swan/Hungary/3472/06
37 A/mute swan/Hungary/6170/06
A/mute swan/Hungary/7060/06
L1| | A/mute swan/Hungary/4999/06
A/mute swan/Hungary/4912/06
Alcygnus olor/Croatia/1/05
g‘ﬁ/chicken/NigeriaM047-30/06

Alchicken/Nigeria/1047-34/06

— A/goose/Krasnoozerskoe/627/06
Alcygnus olor/Astrakhan/Ast05-2-5/05
A/duck/Kurgan/08/05
Alcygnus olor/Astrakhan/Ast05-2-10/05

Alcygnus olor/Iran/754/06

93— Alchicken/Krasnodar/123/06
|| — Alcygnus olor/ltaly/742/06
87 Al/chicken/Afghanistan/1573-92/06

Algrebe/Tyva/Tyv06-1/06
A/black-necked/grebe/Germany/1393/07
Alturkey/Czech Republic/10309-3/07
Alcygnus olor/Czech Republic/10732/07
98| A/chicken/Romania/TL/nov/07

76 A/duck/Romania/TL/nov/07
A/bar-headed goose/Qinghai/62/05

— A/bar-headed goose/Qinghai/5/05

A/goose/Guandgdong/1/96

87

clade 2.2.1

sublineage 2.2A2

sublineage 2.2A1

sublineage 2.2B

Lehetséges uj clade

HUN1 csoport
HUN2 csoport
HUN3 csoport
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