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1. Roviditések jegyzéke

AEC 3-amino 9-ethylcarbazol 3-amino 9-etilkarbazol

AGPT agar gel precipitation test agargél precipitacios teszt

Al avian influenza madarinfluenza

AS amino acid aminosav

BALT bronchus-associated lymphoid tissue bronchusokhoz két6dé nyirokszévet
BCoV bovine coronavirus szarvasmarhak coronavirusa
BHQ-1 black hole quencher-1

c.tons. ceacalis tonsilla vakbélbejarati nyiroktiisz8

ICAV infectious chicken anaemia virus fert6zd csirkeanémia virus

cDNS complementary DNS DNS masolat RNS-rél

CT cycle threshold ciklus kiiszébérték

DNS deoxy-ribonucleic-acid dezoxi-ribonukleinsav

dNTP  deoxy-ribonucleotide-triphosphate dezoxiribonukleozid-trifoszfat

DPI day post infection fert6zést kévetden eltelt napok
DPV day post vaccination vakcinazast kdvetéen eltelt napok
E envelope protein burokfehérje

EIDs, egg infective dose 50% 50% embridfert6zést el6idéz6 virusdozis
ELISA enzyme linked immunosorbent assay sigzs'grlgrr:tz kOtGtt immunadszorpeios
FAM 6-carboxifluorescein 6-karboxifluoreszcein

FCoV feline coronavirus macskak coronavirusa

g g-force gravitaciés gyorsulas

H.0, hydrogen peroxide hidrogén-peroxid

HAG haemagglutination inhibition hemagglutinacio gatlas

HE haematoxylin-eosin hematoxilin-eozin

HPAI highly pathogenic Al virus \r/rilraugsas pathogenitasi madarinfluenza
HRP horse radish peroxidase torma-peroxidaz

IB infectious bronchitis fert6z6 bronchitis

IBDV infectious bursal disease virus fert6z6 bursitis virus

IBV infectious bronchitis virus fert6zd bronchitis virus

lgY immunoglobulin Y immunglobulin Y

igM immunoglobulin M immunglobulin M

IHC immunohistochemistry immunhisztokémia

kb kilo base kilobazis

log logarithm logaritmus

M membrane protein membranfehérje

M mole mol

MAb monoclonal antibody monoklonalis ellenanyag

Mass Massachusetts serotype Massachusetts szerotipus

MEM-H Hanks’ minimum essential medium Hanks féle minimalisan szikseges

tapoldat




MgC|2

magnesium chloride

magnézium-klorid

MHV murine hepatitis virus egerek majgyulladast okozé virusa

MMLV moloney murine leukaemia virus egérleukémia virus

mRNS messenger RNS hirvivé RNS

N nucleocapsid protein nukleokapszid fehérje

Na Cl  sodium chloride natrium-klorid

NDV Newcastle disease virus baromfipestis virus

nm nanometer nanométer

oD optical density fényelnyelb képesség

ORF open reading frame nyitott leolvasasi keret

PBS phosphate buffered saline foszfattal pufferolt fiziologias séoldat

PCR polymerase chain reaction polimeraz lancreakcid

RFLP restriction fragment length res.trikcic.‘:s fragmentumhossz
polymorphism polimorfizmus

RNA ribonucleic-acid ribonukleinsav

sg;' real ime RT-PCR valés ideji RT-PCR

RT- reverse transcription-polymerase reverz transzkripciot kdvetd

PCR chain reaction polimeraz lancreakcio

S spike glycoprotein tuske glukoprotein

SARS severe acute respiratory syndrome sulyos heveny légzbszervi szindrdma

SPF specific pathogen free specifikus korokozéoktdl mentes

TBE [1>Dorate-ethylenediamine- trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat

TGE transmissible gastro-enteritis sertés virusos hasmenése

TMB tetramethylbenzidine tetrametil-benzidin

UTR untranslated region nem kodold régid

VN virus neutralisation virusneutralizacié

w watt watt

ul microlitre mikroliter




2. Osszefoglalas

A csirkék fert6z6 bronchitise az 1930-as évektdl ismert betegség. Ennek ellenére az
elmult kézel 100 év alatt jelentéségébél semmit sem vesztett. Kezdetben az egyre
valtozatosabb korformak kialakulasa, napjainkban, pedig a szamtalan Uj szerotipus
megjelenése jelenti a legnagyobb kihivast az agazatban dolgozé szakemberek
szamara.

A virus hatasara kialakul6 1égzdszervi kérkép mellett, a tojoallomanyokban mar a
kezdetekben tojastermelés csbkkenés és héjmindség romlas is jelentkezett. A
vesekarositdé térzsek megjelenése a ’'60-as évekre vezethetd vissza. Azéta pedig
tovabbi, féként az emésztbétraktus kUlonb6zd szakaszainak karosodasaval
6sszefuggésbe hozhato térzsek kartételérdl szamoltak be vilagszerte.

A légzbszerven kivili korformdk gyakran csak bizonyos szerotipusok jelenlétéhez
illetve bizonyos korhoz kéthetbek. Ezek a szerotipusok antigénszerkezetileg sok
esetben oly mértékben kilénbdznek a térzsek tobbségétdl, hogy a jelenleg
forgalomban 1évd vakcinakkal kialakitott immunvédelem hatéastalan marad a velik valo
fertézéssel szemben.

Hasonlé a helyzet a '90-es években megjelent QX szerotipus esetén is. Kezdetben
Kinaban, majd 2004-t6l Eurdpa orszagaiban okozott jelentékeny morbiditassal és
mortalitassal kisért jarvanyokat. A légzbszervi tiineteken tal a QX tdrzsekkel
kapcsolatban sulyos vesekarosodasrél, mirigyesgyomor-gyulladasrél és “altojo-
szindréma” kialakulasarol szamoltak be.

Munkank elsédleges célja az volt, hogy megvizsgaljuk a QX szerotipus térzsei altal
okozott fert6ézés pontos pathomechenizmusat és tisztazzuk, hogy mely kérformak
kialakulasa hozhaté Osszefliggésbe ezen torzsek kartételével. A vizsgalatot az
Eurdpaban legelterjedtebb két szerotipus — Massachusetts (Mass) és 4/91 — egy-egy
referencia tdrzsével 06sszehasonlitdsban végeztik el. Elsé I[épésben tbérzseket
izolaltunk 6t orszag jarvanyeseteibél, majd miutan mind a kinai, a francia, a szlovak, a
gordég és a magyar mintabdl szarmazé izolatum esetén igazoltuk, hogy azok a QX
szerotipusba tartoznak, fertézési kisérletet végeztiink.

Az allatfertézési vizsgalat soran napos koru jércéket, valamint a magyar és a két
referencia torzs esetén kakasokat is fertéztink. 42 napon &t kovettlk az egyes
csoportokban kialakul6 klinikai tiineteket, kérbonctani és kérszdvettani elvaltozasokat,
a virus RNS megjelenését a kivalasztott szervekben, valamint a fertézésre adott
ellenanyag valaszt. Ezenkivil, a fertézést kdvetd 14. napig vizsgaltuk a légcsévekben
a csillomozgas karosodasanak mértékét, valamint a virusantigén jelenlétét a

kivalasztott szervekben. A kakasok fert6zését ivarérett koru egyedeken is elvégeztik,



hogy adatokat gy(jtsiink a herék, és ezaltal a kakasok termékenységének lehetséges
karosodasarol.

A fertbézés és az azt kdvetd laboratériumi vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a
QX szerotipus jellemezhetd a legkifejezettebb karosité hatassal és a legkiterjedtebb
szervtropizmussal. Erdteljes |égz&szervi hatasukon tul vesekarositdé potenciaval is
rendelkeznek, képesek el6idézni az altojo-szindromahoz” vezetb fiatalkori
tojocsékarosodas kialakulasat, valamint nagy mennyiségben és tartésan képesek
megtelepedni a vakbélbejarati nyiroktiszdékben és feltehetéen a bélcsatorna tovabbi
részeiben is.

A QX szerotipuson belll is jelentkeztek kulénbségek a izolatumok biologiai
tulajdonsagai kozoétt. A vizsgalt szervek Osszességét tekintve leger6sebb karositd
hatast a kinai izolatummal val6 fertézést kdvetben észleltik, leggyengébb hatasa a
magyar és a francia izolatumnak volt.

A kisérletben hasznalt Mass referenciatérzs az irodalmi adatok alapjan a vartnal
enyhébb hatast mutatott. A 1égzdszerveket érintdé karositas ugyan a QX szerotipussal
azonos erbsségli volt, a tdébbi szervben mégsem tudtuk igazolni a tartés
megtelepedését és jelentékeny karosité hatasat.

A vizsgalatba vont virustérzsek kozil a 4/91 szerotipust reprezentalé 793/B bizonyult a
legkevésbé virulensnek. Eredményeink alapjan ez a tbérzs kizarélag |égz6szervi
tipusnak tekinthetd.

A herében mindkét korosztaly fert6zése esetén csak kis mértéki koérszdvettani
elvéltozas utalt a virus jelenlétére, amit azonban az antigénkimutatassal nem sikerilt
megerdsitenink. Ennek ellenére a magyar QX izolatum RNS-ét mindkét esetben
jelentdsebb mennyiségben mutattuk ki, igy célszerli volna a virusnak a him ivar
terméketlenségben betdltétt esetleges szerepét ujabb, tovabbgondolt vizsgalatokkal
elemezni.

A korabbiakban mas, féleg a kinai szerz6k altal, a mirigyesgyomorban leirt
elvaltozasok egyik csoportban sem alakultak ki és a laboratoriumi vizsgalatok sem
utaltak a virus jelenlétére ebben a szervben. Az egyre szaporodd nemzetkdzi
kézleményeket figyelembe véve azonban, egy mirigyesgyomrot érintd kérbonctani lelet

esetén gondolni kell az IBV jelenlétére is.



3. Summary

Avian infectious bronchitis is a well known disease since the 1930-ies. Despite of this
long history, its impact has not decreased at all. At the beginning, the appearance of
variable pathotypes and today the introduction of numerous new serotypes represent
the most challenging problem for people working in the poultry industry.

Besides the respiratory manifestation of the disease, falls in egg production and poor
eggshell quality was reported in laying hens. Not much later, in the ’60-ies,
nephropathogenic strains appeared. In more recent years, worldwide circulation of
strains associated with diarrhea or pathological alterations in digestive tract has been
reported.

The non-respiratory manifestation is usually induced either by certain serotypes or it
can be developed by infection of birds at a defined age. Due to the high antigenic
difference between these serotypes and the ‘conventional’ ones, the immune response
induced by commercially available vaccines remains often ineffective against them.
Similar situation features the serotype QX, reported at first in the '90-ies. It caused
considerable morbidity and mortality of broilerflocks in China and in several European
countries from 2004. Besides respiratory signs, severe kidney lesions, proventriculitis
and the impaired development of infantile oviduct, have been reported in association
with this serotype. The last symptom leads to ‘false layer syndrome’ in laying flocks.
The main goal of my thesis was to investigate the exact pathomechanism of this new
serotype and to clarify which symptoms can be induced by these strains. The
investigation was performed in comparison with two strains representing the two most
common serotypes — Massachusetts (Mass) and 4/91 — in Europe. The first approach
was the isolation of strains from five different countries. After proving that all the five
(Chinese, French, Slovakian, Greek, Hungarian) isolates belong to the QX serotype, a
pathogenicity trial was performed on the target species.

One day old female chicks were infected with the five QX and with the two reference
strains. In case of groups infected with Hungarian QX and the two reference strains
cockerels were also involved in the investigation. Clinical signs, pathological changes,
appearance of virus RNA in designated organs and the immune response were
followed through 42 days after infection. Ciliar activity test and immunohistochemical
staining of the virus antigen was conducted until 14 days post infection. The infection of
the cockerels was repeated in mature cocks, in order to collect data about the possible
impairment of the testis and infertility of male gender.

Results of the pathogenicity evaluation and the consecutive laboratory tests proved
that the QX serotype is the most harmful and possesses the widest dissemination

capacity. Beyond its respiratory effect, it has strong potential to cause lesions in the
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kidneys. It also induces lesions in the infantile oviduct leading to ‘false layer syndrome’
in older age. It replicates and persists in ceacal tonsils and possibly in other parts of the
intestinal tract.

Difference could be also observed among strains belonging to the QX serotype.
Considering all the investigated organs, the Chinese isolate was the most pathogenic
and mildest lesions could be detected after infection by the French or the Hungarian
QX isolates.

The Mass reference strain used in this experiment had milder effect, as it was
predicted by previously published data on this serotype. Its detrimental effect in the
respiratory tract was similar to that induced by the QX serotype, but in the other
investigated organs we could not prove its long persistence and harmful effect.

Taking into account all the serotypes used in this work, the 4/91 seemed to be the less
virulent, which was represented by strain 793/B. According to our result, this isolate is
an obligate respiratory pathogen virus.

In case of both age-groups, only few histopathological lesions indicated the presence
of the virus in the testis, but unfortunately we could not confirm it with the IHC staining.
Despite of this, we measured high degree of virus RNA in both age groups after
infection with the Hungarian QX isolate. Therefore we propose further investigation of
the role of IBV in the infertility of cocks.

Proventriculitis, in association with infection by QX serotype, was reported previously
mainly from China. This symptom did not develop in our experiment and no results of
the laboratory investigation indicated the presence of the virus in this organ.
Notwithstanding, considering the increasing number of publications in this subject, we

should not ignore the possible presence of IBV in case of proventricular findings.
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4. Bevezetés, célkitlizések

A fertézd bronchitis (IB: infectious bronchitis) a csirkék heveny légzdszervi tlinetekkel
jaro, virusos eredetl fert6z6 betegsége. A fertézés a kilféldi és hazai nagylizemi
allomanyokban mara altaldnossa valt, és a megbetegedésekbdl, elhullasokbdl,
valamint a kézvetett kiesésekbdl eredé gazdasagi kar komoly terhet jelent a baromfi-
agazat szamara.

A korkép az 1930-as években jelent meg Eszak-Dakotaban (USA), fiatal csirkékben. A
késBbbiekben mind az érintett korcsoport, mind pedig a klinikai manifesztacié kére
bévult (Toérténeti 6sszefoglalds: Fabricant, 1998). Jérce- és tojokoru allomanyok is
megbetegedtek, és a légutakat érinté tunetek mellett jelentékeny tojastermelés
csOkkenés is jelentkezett (Torténeti 6sszefoglalas: Fabricant, 1998). A vesekarosito
térzseket az 1960-as években észlelték el6szér (Winterfield és Hitchner, 1962;
Cumming, 1963), majd tovabbi, az emésztbtraktus kuldonb6zd részeit is érintd
jarvanyokrél szamoltak be napjainkig (Ambali és Jones, 1990; Wang és mtsai., 1998;
Domanska-Blicharz és mtsai., 2006).

A betegség eredetének tisztdzasa utan nagy elérelépést jelentett az a felismerés, hogy
a jarvanyok és kulonbozé kérképek hatterében, egyazon virus tébbféle patho- illetve
szerotipusa allhat (Térténeti dsszefoglalas: Fabricant, 1998). Mara vilagszerte tébb
mint 65 szerotipust tartanak nyilvan, de a valésagban ez a szdm joval nagyobb lehet
(Ignjatovic és mtsai.,, 2006). A szerotipusok eléforduldsa foldrajzi terlletenként
kulénbozik, és a megbetegité képességik, valamint a kivaltott klinikai tinetek is nagy
eltérést mutathatnak. Ez jelentésen megneheziti, mind a betegség diagnosztikjjat,
mind pedig az ellene val6 védekezés lehetdségeit.

Az els6ként azonositott és a vilagon maig a legelterjedtebb a Massachusetts (Mass)
szerotipus. Ausztraliat kivéve, ahol az IBV (IB virus) evolucidja a vilag tébbi részétdl
fuggetlendl fejlédétt, minden nagyizemi baromfitarté orszagban jelen van (Ignjatovic és
mtsai., 2006). Igen széleskorl elterjedtsége részben a kilénb6zé Mass torzs (M41,
H120, H52, Ma5, stb.) tartalmi vakcinak altalanos hasznalatanak k&szénhet6
(Cavanagh és Nagqi, 2003). A szerotipus szamtalan ismert t6rzse igen nagy eltérést
mutat a virulenciat és szdvetaffinitast tekintve. A térzsek tébbsége csak |égzbszervi
tineteket okoz, de t6bb esetben leirtak vesekarosodast (Jones, 1974; Owen és mtsai.,
1991; Butcher és mtsai., 1990; Chen és mtsai.,, 1996) és ,altojé-szindrobma”
kialakulasat is (Jones és Jordan, 1970; 1972; Crinion és mtsai., 1971a; b; Crinion és
Hofstad, 1972).

Eurépaban a masik legelterjedtebb a 793/B vagy 4/91 szerotipus. Ezt a tdrzset
Angliaban irtak le elészdr 1992-ben (Gough és mtsai.; Parsons és mtsai.). Feltehetéen

1991-ben jelenhetett meg, és a szokvanyos IB tlinetek mellett tojéallomanyokban a
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mély mellizmok elhaldsaval hoztak dsszefliggésbe (Gough és mtsai., 1992; Parsons és
mtsai., 1992). Késébb kiderillt, hogy ugyanez a szerotipus Franciaorszagban mar évek
6ta jelen volt, és a legkorabbi térzsét (CR88) 1985-ben izolaltak Picault és munkatarsai
(1995). Gyors terjedése miatt Eurépaban hamarosan bekerllt a vakcinatérzsek
repertoarjaba, ami az eléfordulasi gyakorisagat a Mass szerotipushoz hasonléva tette.
Az elkdvetkezb6 években a D274 (Cook, 1984; Davelaar és mtsai., 1984), a B1648
(Meulemans és mtsai., 1987), a D1466 (Davelaar és mtsai., 1984) és az lItaly-02
(Bochkov és mtsai., 2006) szerotipusok megjelenése okozott nagyobb gazdasagi
karokat. El6fordulasuk azonban a kezdeti emelkedés utan csdkkent. Feltehetben azért,
mert a forgalomban Iévé vakcinak megfeleld kombinacidja kelléen széles spektrumu
védelmet indukalt tébb szerotipussal szemben.

QX szerotipusba tartozo térzset Eurépaban, 2004-ban izolaltak elészér, egy hollandiai
tojdallomanyban (Landman és mitsai., 2005). A szerotipus eredetileg Kinabol
szarmazik, ahol mirigyesgyomor-gyulladassal kisért jarvanyokban okozott jelentds
elhullasokat (Wang és mtsai., 1998; Zhou és mtsai., 1998). A kinai tapasztalatokhoz
hasonldéan, az Uj szerotipus Eurdpaban is gyorsan terjedt, és térzsei sorra bukkantak
fel a nyugat-eurdpai orszagok tdbbségében. A veszteségek mind Kinaban, mind
Eurdépaban nagyok voltak, mert a nagy antigenitasbeli kildnbség miatt a QX térzsek
képesek voltak attérni a hagyomanyos vakcinak altal biztositott védelmet (Beato és
mtsai., 2005; 2006; Domanska-Blicharz és mtsai., 2006; Zenella és mtsai., 2006;
Gough és mtsai., 2008; Worthington és mtsai.,, 2008). Az itteni jarvanyokban a
kifejezett 1égzbszervi tunetek mellett els6sorban vesekarosodasroél, illetve
tojéallomanyokban ,altojo-szindréma” kialakulasardl szamoltak be.

Hazankban 2006-ban izolaltak el6szér a QX-szerotipus torzseit (Maté és mtsai., 2007;
Palya és mtsai., 2007). A megbetegedések féként brojler allomanyokat érintettek, ahol
kifejezett vesekarosodast okoztak. A fiatal korban fertézétt tojdallomanyok egyedei
pedig irreverzibilis tojocsdé karosodast szenvedtek el. Az izolatumok a genetikai
vizsgalat alapjan 98%-os hasonlésagot mutattak az elséként izolalt kinai QX térzssel.
A QX szerotipus kontinenseket ativelé gyors terjedése és az ismert térzsekhez képest
erds pathogén hatasa miatt indokoltnak talaltuk a QX térzsek részletesebb vizsgalatat
és Osszehasonlitasat a két legelterjedtebb szerotipus egy-egy referencia térzsével.
Munkank soran &6t klinikai esetb8l szarmazé mintabol izolaltunk QX szerotipusu
térzseket. Az 6t kilonb6z6 orszagbdél szarmazoé izolatum viselkedését napos kora SPF
csirkék kisérletes fertézésével hasonlitottuk 6ssze. A kapott eredmények objektivabb
megitélhetbésége érdekében a vizsgalatot parhuzamosan, a mar részleteiben
tanulmanyozott Mass és 4/91 referencia torzsekkel is elvégeztik. A fertézést kovetden
figyelemmel kisértik a klinikai tineteket és tdbb szervre kiterjedéen vizsgaltuk a

pathomorfologiai  elvaltozasokat. A virus antigénjének és nukleinsavanak
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kimutatasaval, illetve az utobbi mennyiségének meghatarozasaval nyomon kdvettik a
virustdrzsek szervszint(i lokalizaciéjat és szaporodasuk dinamikajat. A publikalt esetek
alapjan, a QX szerotipus altal leggyakrabban karositott szerveken kivil vizsgaltuk még
a tidére, a vékonybélre, a petefészekre és a herére gyakorolt esetleges karosité hatast
kovetéen is vizsgaltuk. Az izolatumok antigénhatasarél a humoralis ellenanyagok
mérésén keresztil tajékozodtunk.

Az eredmények 6sszegzésével és dsszehasonlitasaval megkiséreltik meghatarozni és
Osszehasonlitani az egyes izolatumok, illetve a harom szerotipus virulencigjat és
pontos szervtropizmusat, valamint a harom szerotipus k&zétti és a QX szerotipuson
bellli kilénbségeket. Ezenkiviil, elsésorban a QX izolatumok tekintetében, tisztazni
szerettlk volna azok valdés mirigyesgyomor-, vese- és tojécsékarosité hatasat. A herék
vizsgalataval az IBV kakasok terméketlenségében betdltétt szerepérél szerettliink volna

tajékozodni.
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5. Irodalmi attekintés

A csirkék fert6zé bronchitise brojler- és tojétydk allomanyok egyik legnagyobb

gazdasagi kart el6idéz6 fert6z6 betegsége.

P74 J74

5.1 A fert6z6 bronchitis torténete

A hazityuk (Gallus gallus) coronavirusa 1931-ben, Eszak-Karolinaban (USA), mint
légzbBszervi betegség okozodja jelent meg. Az érintett fiatal brojlerallomanyokban
kifejezett 1égzbszervi tinetek alakultak ki, amelyeket késébb idésebb korosztalyoknal
és tojéallomanyokban is megfigyeltek (Torténeti dsszefoglalas: Fabricant, 1998). A
bantalom virusos eredetét 1936-ban Beach és Schalm igazolta, majd 1937-ben
Baudettenek és Hudsonnak sikeriilt embrionalt tydktojasban izolalnia a kérokozét, a
coronavirusok kozoétt elséként (Toérténeti dsszefoglalas: Fabricant, 1998). Jelentds
meérféldkévet jelentett a virussal kapcsolatos kutatasokban az a felismerés, hogy a
betegség koroktanaban tébb szerotipus is szerepet jatszik (Térténeti 6sszefoglalas:
Fabricant, 1998). Az eredetileg izolalt Massachusetts tipus maig a legelterjedtebb
vilagszerte, napjainkra azonban az ismert szerotipusok szama meghaladja a 65-6t is
(Ignatjovic és mtsai., 2006). A légz6szervi forma megjelenését tovabbi kérképek
kévették. A '40-es évektdl kezdve tojo allomanyokban sulyos termelés csokkenésrél és
a tojashéj minéségének romlasarol szamoltak be (Térténeti 6sszefoglalas: Fabricant,
1998), mig a vesekarositd hatassal rendelkezé torzsek a ’'60-as évek elején
Amerikaban (Winterfield és Hitchner, 1962) és Ausztraliaban (Cumming, 1963) kdzel
egyidejlleg jelentek meg. A fert6zéssel 0Osszefiiggésbe hozhaté kérképekrél
napjainkig jelennek meg koézlemények, bar a virus és a megfigyelt tinetek, illetve
elvaltozasok kdzti kapcsolat nem minden esetben bizonyitott (Ambali és Jones, 1990;
Wang és mtsai., 1998; Yu és mtsai., 2001; Boltz és mtsai., 2004; Landman és mtsai.,
2005; Villareal és mtsai., 2007). Az elsésorban brojler szulépar allomanyokban kialakult
mellizomelhalast az akkoriban megjelent 793/B szerotipus hatadsanak tulajdonitottak
(Gough és mtsai., 1992; Parsonss és mtsai., 1992). A bélcsatorna kilénb6zé részei a
mai ismereteink szerint szintén potencialis teret biztosithatnak a virus szaporodasanak.
(Wang és mtsai., 1998), valamint jelenléte id6érél-idére kimutathaté egyéb enteralis

elvaltozasok hatterében is (Ambali és Jones, 1990; Villareal és mtsai., 2007).
5.2 Koroktan

5.2.1 Taxonémiai besorolas
A fert6z6 bronchitis virus a Nidovirales rend Coronaviridae csaladjanak Coronavirus

nemzetségébe tartozik (Cavanagh, 1997). A coronavirusokat antigenitasbeli és
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genetikai kapcsolatok alapjan harom (1, 2, 3) csoportba soroltak (1. tablazat), amelyek
kézul az elsé és masodik csoport a, illetve b alcsoportjaiban talaljuk az emlés és
human coronavirusokat (Pensaert és mtsai., 1981). A harmadik csoport kezdetben
kizarolag a t6bbi coronavirustol jol elkilénilé IBV-t tartalmazta, mara azonban tébb
madar eredetld virussal bévilt a létszam (Lai és Cavanagh, 1997; Cavanagh, 2005;
Hughes és mtsai., 2009; Muradrasoli és mtsai., 2010). A csirkék, pulykak és facanok
coronavirusai mellett ide soroltak az elmult években kimutatott, és jelentds genetikai
eltéréseket mutatoé liba, kacsa és galamb eredet(i térzseket is (Jonassen és mtsai.,
2005). 2006-ban egy tovabbi, a harom csoportba be nem illeszthetd coronavirust
izolaltak dilataciés mirigyesgyomor szindromaban elpusztult amazon papagajbdl
(Gough és mtsai., 2006).

1. tablazat: Coronavirusok és csoportositasuk:

1a alcsoport Sertés virusos hasmenésének (TGE) virusa

Kutya enterdlis coronavirusa

1. csoport Macska coronavirusa

1b alcsoport Sertés TGE-szerii megbetegedésének virusa
Humdn coronavirus 229E és mas fajok virusa
Denevér coronavirus

2a alcsoport Egér hepatitis coronavirusa

Human coronavirus OC43 és mas fajok virusa

Borjak coronavirusos hasmenésének virusa

2. csoport Kutya légzbszervi coronavirusa

Malacok agy- és gerincveld-gyulladast okozo hemagglutindlo coronavirusa
Atlanti vészmadar (Puffinus puffinus) coronavirusa

2b alcsoport SARS-coronavirus

Csirkék fert6zé bronchitisének virusa

Pulykaenteritis virusa
Fdcan coronavirusa
3. csoport

Liba coronavirusa
Kacsa coronavirusa

Galamb coronavirusa

5.2.2 A virus szerkezete
Az IBV 120nm nagysagu, burkos, egyszali RNS genommal és megkdzelitbleg 20nm

hosszusagu fellleti nyalvanyokkal rendelkezé kérokozo (1. abra) (Lai és Cavanagh,
1997).
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1. abra: A coronavirusok vazlatos felépitése:
strukturalis fehérjék a fert6zd bronchitis virus
esetén (S, M, N, E fehérjék)

5.2.2.1 Virusnukleinsav

A coronavirusok pozitiv lefutast, egy szali RNS virusok, amelyek genomja a
legnagyobb az RNS virusok k&zoétt (27,6-32 kb). Az RNS nagy mérete olyan specialis
javitd mechanizmusokat feltételez, amellyel a virus képes korrigalni az RNS szintézis
soran keletkez6 hibakat. A coronavirusok 7-10 funkcionalis génnel rendelkeznek,
amelyek koézil 4 vagy 5 strukturalis fehérjét kédol. Ezeken kivil eltéré6 szadmu és
helyez6désli, nem-strukturalis és részben nem esszencialis fehérjéket kddold géneket
talalunk a strukturdlis szakaszokat kédolo részek kézé ékelédve (2. abra). Ezeknek a
géneknek a felépitése és helyez8dése jelentds eltérést mutat az egyes coronavirusok
k6zott. A génszerkezet valtozékonysaga jelzi a coronavirusok kifejezett plaszticitasat,
amely a rekombinacidk el6fordulasanak gyakori lehet6ségét mutatja (Lai és Cavanagh,
1997). A rekombinacioé szimultan fertézéskor az IBV esetén is gyakori, amelyet mind
kisérletes koérulmények kozoétt (Kottier és mtsai., 1995), mind pedig vadvirus
izolatumoknal szdmos alkalommal megfigyeltek (Cavanagh és mtsai., 1992b; Bratu és
mtsai., 2004; Jackwood és mtsai., 2010; Mardani és mtsai., 2010; Hewson és mtsai.,
2011; Lim és mtsai., 2011).

Az IBV esetén az RNS 27,6 kb nagysagu és 7 gént koédol, amelyek kézll 4 strukturalis
fehérjét hataroz meg. Ezek elrendezése: 5’-S-E-M-N-3’. A strukturdlis fehérjéket kddolo
gének kbzé ékelddve talaljuk a jarulekos fehérjeket kédold 3-as és 5-6s gént (Lai és
Cavanagh, 1997). A genetikai allomany kozel kétharmadat a két nyitott leolvasasi

keretet (ORF 1a, 1b) tartalmazé polimeraz gén teszi ki (2. abra).
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1. csoport: HCoV-229E (27,3 kb)
| replikaz

|
y replikaz l ¥

2. csoport: MHV (31,3 kb)
| replikaz

|
5 replikiz HE l 3

3. csoport: IBV (27,6 kb)
| replikaz . .
5 replikaz . . ki

2. abra: Az 1, 2, és 3 csoportba tartozd coronavirusok vazlatos genomszerkezete (A HE a
hemagglutinin-észteraz, az S a feliileti, az E a burok, az M a membran és az N a nukleokapszid
strukturfehérjéket kodoldé génszakaszokat, az Gires négyzetek a nem strukturalis gének szamat

és helyez6dését jeldlik)

5.2.2.2 Fehérjeszerkezet

A fert6z6 bronchitis virust tehat 4 strukturalis és 3 tébbnyire ismeretlen funkciéju nem
strukturalis fehérje épiti fel.

A strukturfehérjék koézil a legnagyobb (1160 AS) a feluleti nydlvanyokat képz6 S
(spike) glukoprotein, amely a fert6zéskor bekdvetkezd sejtfizidé soran a furin és furin-
szerl enzimek hatasara S1 és S2 alegységre hasad. Az S1 fehérje a célsejthez valo
S fehérje aminosav sorrendje a legvaltozékonyabb a coronavirusok kozétt és ez a
kulénbség elsésorban az S1 alegységen figyelhetd meg, ahol a mutaciok, delécidk,
rekombinaciok eléfordulasa kilénésen gyakori (Lai és Cavanagh, 1997). A vilagszerte
leirt IBV szerotipusok folyamatosan bévilé szama az itt megvalosulé rendkivili
valtozékonysagnak k&észénhetdé. Az S fehérje felelés els6dlegesen a protektiv
immunitas kialakitasaért és az ellene termel6dé ellenanyagok neutralizalé hatasuak.

A Kkorabbi vizsgalatok alapjan arra lehetett kdvetkeztetni, hogy a coronavirusok
esetében a spike fehérje hatarozza meg a pathogenitast és a gazdaspektrumot (de
Haan és mitsai.,, 2002). Meghatarozé szerepe IBV esetén is bizonyitott, de a
pathogenitasban betéltétt szerepe az Ujabb adatok alapjan csak kdzvetett médon, a
szervtropizmus meghatarozasan keresztil valésul meg (Armesto és mtsai., 2009).

A méretikben lényegesen kisebb M (membrane protein) és E (envelop protein)
fehérjéknek a virion felépitésében van meghatarozé szerepilk. Az M fehérje N
termindlis vége a burok fellletén helyezkedik el, és néhany glikolizacios kotdhellyel

rendelkezik. A C terminalis rész szerepe kevéssé ismert, feltehetéen a burkon belll
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helyezkedik el. A fehérje kdztes része 3 helikdlis membran domént képez. Az N
(nucleocapsid) foszfoprotein a virus nukleinsavhoz szorosan két6d6é helikalis
szerkezet(i nukleokapszidot alkot. Az RNS tamasztasa mellett, szerepe van a
genomszintézis modulalasaban is (Lai és Cavanagh, 1997).

A tobbi coronavirushoz hasonléan az IBV is rendelkezik az in vitro szaporodashoz
nem esszencidlis, ismeretlen szerepet betdlté jarulékos fehérjékkel. A 3-as és az 5-6s
gén két-két ilyen (3a-b, 5a-b) proteint kodol. A genom kétharmad részét a replikaz gén
teszi ki, amely 2 (pp1a és pp1b) poliprotein aminosav sorrendjét hatarozza meg.
Ezeket a poliproteineket az IBV esetén a virus eredetl proteaz 15 nem strukturalis
fehérjére (Nsp2-16) hasitja. Armesto és munkatarsai (2009) altal a Beaudette és az
M41 virustdrzs reverz genetikai rendszerrel |étrehozott rekombinans tdrzseinek
vizsgalata azt a feltételezést tamasztja ala, miszerint ezeknek a nem strukturalis

fehérjéknek valamelyike lehet felelés egy adott térzs pathogenitasaért.

5.2.3 A virus sejten beliili szaporodasa

Az IBV a sejtek citoplazmajaban szaporodik. A folyamatos transzkripciés mechanizmus
soran 6 mMRNS keletkezik, amely szamos mutacidé kialakulasaval jarhat (Lai és
Cavanagh, 1997). A virionok nem a sejtfelszinen, hanem az endoplazmatikus retikulum
memranjarél levalva keletkeznek, majd a sejten bellli vezikulumokban halmozédnak
fel. A fert6zd virusok sejtbél valé kiszabadulasanak folyamata még nem tisztazott
(Cavanagh és Nagqi, 2003). Az elsé U] virionok 3-4 oraval a fertézést kovetéen jelennek
meg, majd a sejt a maximalis kibocsatast 12 éran belil éri el 37°C-on (Cavanagh és
Naqi, 2003).

5.2.4 A virus gazdaspektruma

Az IBV természetes gazdaja a hazityuk (Gallus gallus), amely fogékony a fertézés
irant, és amelyben a fert6zés klinikai tiinetekben nyilvanul meg (Cavanagh és Naqi,
2003). Az elmult években az erbésen patogén madarinfluenza (HPAI) térzsek okozta
jarvanyok (Capua és Alexander, 2004), valamint a SARS-coronavirus megjelenése,
terjedése és az ezzel kapcsolatban megdfigyelt gazdafajvaltasok rairanyitottak a
figyelmet a kiilonb6zé madarfajok virusainak, kéztiik a coronavirusoknak és ezen belil
a madarakhoz kétheté fajoknak a kutatasara (Cavanagh, 2003). A megfigyelések
alapjan akar a SARS, akar mas 2. (BCoV) vagy 1. (FCoV) csoportbeli coronavirusok
példaja arra enged kovetkeztetni, hogy egyes fajok gazdaspektruma a feltételezettnél
joval szélesebb lehet (Cavanagh, 2005). Ez latszik igazolédni a madar eredeti
coronavirusok esetén is, ahol szamos tyukalkatu és nem-tydkalkatu vad- és
hazimadarfajpdl mutattak ki feltételezhetéen IBV, vagy ahhoz genetikailag és
antigénszerkezetileg nagyon kézel all6 virustérzseket (Cavanagh, 2005; Liu és mtsai.,

2005; Hughes és mtsai., 2009; Muradrasoli és mtsai., 2010). Fuggetlendl attél, hogy
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ezekben a fajokban kialakulnak-e klinikai tiinetek vagy sem, szamithatunk arra, hogy a
hazityukkal, féleg extenziv viszonyok k&zott kapcsolatba kertl$ kulénb6z6 madarfajok
képesek lehetnek a kérokozé hordozasara és nagyobb tavolsagokra valo szallitdsara
(Cavanagh, 2005). A haziludbdl (Anser anser), tékés récébdl (Anas platyrhynchos)
és hazigalambbol (Columbia livia) kimutatott 3. csoportbeli coronavirusok genetikai
alapon jél elktlénilnek az ismert IBV tdrzsektél, azonban izolatumok hianyaban a

hazityuk velik szembeni fogékonysagat nem vizsgaltak (Jonassen és mtsai., 2005).

5.2.5 A virus terjedése

Az IB virus aerogén uton, vagy ragalyfogé targyak kézvetitésével terjed. A vektoroknak
mai ismereteink szerint nincs szereplk a fert6zés atvitelében (Cavanagh és Naq;i,
2003). Allomanyon beliil a kérokozé gyorsan terjed. Fogékony allatokat fertézott
kérnyezetbe helyezve, 48 6ran belll kialakulnak a légz&szervi tinetek. Az IBV
térzseket az érintett allomanyokbdl szarmazé vakbélbejarati nyiroktiiszd, vese vagy
kloaka-tampon mintdkbdl hetekkel, akar 14-20 héttel a fertézés utan is kimutathatjuk
(Alexander és Gough, 1977). Tojéallomanyokban megfigyelték, hogy a heveny szakasz
lezajlasa utan negativva valt egyedek a tojasrakads megindulasakor Ujra Uriteni kezdték
a virust (Jones és Ambali, 1987). Az IBV fert6zést kdvetd perzisztalas még nem
teliesen ismert, de a vese feltehetéen kell6 védelmet biztosit a megbivé virusok
szamara (Dhinakar Raj és Jones, 1997). A perzisztensen fert6z6tt allomanyokban
idérél-idére visszatéré virusurités komoly kockazatot jelent az allomanyok k&ézotti

fert6zésatvitelben (Cavanagh és Naqi, 2003).

5.3 Elofordulas

A hazityuk (Gallus gallus) coronavirusa minden intenziv baromfitartassal rendelkez6
orszagban jelen van, és a fert6z6ttség mértéke a legtébb helyen megkdzeliti a 100%-ot
(Ignjatovic és Sapats, 2000). A legkorabban megjelent Mass szerotipus mellett, amely
—Ausztraliat — kivéve vilagszerte elterjedt, szamos tovabbi, tébbnyire endémiasan
eléforduld szerotipus okoz folyamatos problémat és jelentékeny gazdasagi kart
vakcinazatlan és megfeleléen immunizalt allomanyokban egyarant (Cavanagh és Naqji,
2003).

5.4 Csoportositas

A fert6zd bronchitis betegséget elbidézd kilénb6zd virustérzsek csoportositasa,
tipizadlasa nemcsak kutatasi, jarvanytani és fejlédéselméleti vizsgalatokban fontos,
hanem a gyakorlati allatorvoslas szempontjabdl is meghatarozé. Az eredmények
értékelése sok esetben nem egyszer(i a kilénbdzé laboratériumokban hasznalt eltéré

modszerek, a nem egységes nevezéktan és a virus bioldgiai sajatossagainal fogva.
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Az izolatumok, vagyis adott jarvanyesetbdl izolalt virustérzsek, csoportba sorolasa a
funkciondlis és a nem-funkciondlis tesztek eredményén alapul. Az elébbi a virus
biolégiai tulajdonsagairdl ad informacidt, az utdébbi a viralis RNS-t vizsgalja (De Wit,
2000).

5.4.1 Funkcionalis csoportositas
A tdrzsek a biolégiai tulajdonsagaik alapjan, a vizsgalati modszertél figgbéen antigén-

vagy protektiv-tipusokba sorolhaték.

5.4.1.1 Antigén tipusok

A Kklasszikus funkcionalis csoportositds a torzsek szerotipusanak meghatarozasat
jelenti, amely a vizsgalt térzs, valamint csirkében termelt szerotipus-specifikus IBV
ellenanyag reakciéjan alapul. A térzsek szerotipusat legnagyobb mértékben az S
fehérje S1 alegysége hatarozza meg (Mockett és mtsai., 1984). A meghatarozast
hagyomanyosan a virus-neutralizaciés prébaval végzik (De Wit, 2000). Két IBV térzs
abban az esetben tartozik egy szerotipusba, ha a kétiranyban elvégzett heterolog
neutralizaciés teszt (A virustdérzs és B antiszérum, valamint B virustérzs és A
antiszérum) alapjan kapott titerek kevesebb, mint husszoros eltérést mutatnak a
homolég tesztben (A virustérzs és A antiszérum, valamint B virustérzs és B
antiszérum) kapott értékekhez képest (Hesselink, 1991). A szerotipusok tébbségének
aminosav sorrendje 20-25%-ban kulénbdzik az S1 fehérjén, de szélséséges esetben
ez az eltérés 50% is lehet, mig maskor az amindsavak 2-3%-at érint6 kiulénbség is a
szerotipus megvaltozasat okozza (Cavanagh és mtsai., 1992a).Az S1 fehérjét kddolo
génen bekoévetkez6, akar csak néhany aminosavat érinté mutacié okozta szerotipus
valtds magyarazataul szolgal a jelenleg ismert szerotipusok igen nagy szamanak
(Cavanagh és mtsai., 1992a).

A meghatarozott szerotipusokon belll tovabbi epitop-tipusokat, vagyis varians
toérzseket kuldnithetiink el, egyes epitopok jelenlétének, illetve hianyanak
meghatarozasaval (De Wit, 2000). Két azonos szerotipusu virustdrzs akkor tartozik egy
epitop-tipusba, ha monoklonalis ellenanyagokkal vizsgalva a fellleti antigénjuk
ugyanazon epitopokat tartalmazza.

Szerotipus-specifikus MAb hasznalata esetén a proba alkalmas az antigén tipus
meghatarozasara is. Kockazata azonban az, hogy a MAb-al reagalé epitopon
bekdvetkezé mutacié fals negativ eredményt adhat, amennyiben a mutacié nem jar a

szerotipus megvaltozasaval.

5.4.1.2 Protektiv tipusok
Gyakorlati szempontbdl nagyobb jelentésége a protektiv tipusoknak van, amelyek

ismeretében tajékozodhatunk az egyes szerotipusok kozti keresztvédelemrdl, illetve
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annak hianyarol. Azon tdrzsek sorolhatdk egy protektiv tipusba, melyek kereszt-
immunizacios probaban keresztvédelmet alakitanak ki. A protektiv tipusok szama nem
ismert, de a kereszt-fertézési kisérletek alapjan alacsonyabb a szerotipusokhoz
képest. Meghatarozasuk, bar gyakorlati immunizalasi szempontbdl rendkivil hasznos
volna, nagyon kéltséges, munkaigényes és megfelel6 izolacidés korilményeket kivan
(De Wit, 2000).

5.4.2 Nem-funkcionalis csoportositas
A nem-funkcionalis csoportositas a torzsek genetikai jellemzésén alapul, és azok

genotipusarol ad tajékoztatast.

5.4.2.1 Genotipusok

A virus RNS genetikai vizsgalataval az egyes tdrzsek genotipus szerint is
csoportosithatok. A genotipizalas térténhet genotipus specifikus RT-PCR (reverse
transcriptase-polymerase  chain  reaction)  mddszerrel, RT-PCR-t  kdvetd
szekvenalassal, vagy bizonyos enzimhasitasi (RFLP) helyek meghatarozasaval. A
genetikai vizsgalat az el6z6ekhez képest objektivebb, kevésbé mobdszerfiiggd és
jarvanytani vizsgalatra is alkalmas maédszer (De Wit, 2000). Hatranya azonban, hogy
az igy eltérének mutatkozé térzsek nem feltétleniil tartoznak kiilénb6zé szerotipusba
és forditva (Cavanagh és mtsai., 1992b). Tehat egy adott t6rzs genetikai tulajdonsagai
alapjan nem kovetkeztethetliink egyértelmien annak szerotipuséra, vagyis biologiai
tulajdonséagaira. Mindezt figyelembe véve, egy Ujonnan megjelend térzs esetén, ha
annak genetikai elemzése nem ad kell6 informaciét annak antigenitasarél, a
hagyomanyos laboratériumi és in vivo modszerek elvégzése (SPF allatok kisérletes
fert6zése) elengedhetetlen (De Wit, 2000).

5.5 Gyakrabban el6forduld szerotipusok

A coronavirusok kdzétt az IBV esetén irtak le legnagyobb szamban szerotipusok és
varians tbrzsek el6éfordulasat. Vilagszerte tébb mint 65 kilonb6z8é szerotipusrol
szamoltak be (Ignjatovic és mtsai., 2006), de az valdés szamuk mara mar 100 felett
lehet (Cavanagh, 2007).

A szerotipusok nagy része 20-25%-ban tér el aminosav szinten az S1 fehérjén (Adzhar
és mtsai., 1997). Az S2 fehérjén és a tobbi strukturalis-proteinen ez a kilénbség
kérilbelll fele az S1 szakaszon megfigyeltnek. Egyes esetekben az S1 fehérjén
bekbvetkez6, az aminosavaknak akar csak 2-3%-at érinté eltérés is el6idézheti a
szerotipus megvaltozasat, amely az adott térzsek kdzétt mutatkozé keresztvédelem
csokkenésében is megnyilvanulhat (Cavanagh, 2003). Altalanossagban elmondhato,
hogy egy adott szerotipus altal kivaltott védelem, kézepes és gyenge kdzétt valtozik

egy heterolég szerotipussal val6 fertézés esetén.
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A kilénb6zd szerotipusok és varians térzsek kialakulasanak hatterében az RNS
genom nagyfoku mutacios és rekombinaciés hajlama, a rendszeres, él6 virussal valo
vakcinazas, a cirkulalé virusokra az immunis allomanyok altal gyakorolt immunbiologiai
nyomas (Ignatjovic és mtsai., 2006) és az IBV virus széles szdveti affinitasa allhat
(Cavanagh, 2005).

5.5.1 Massachusetts szerotipus

Az els6ként megjelent, és azota is vilagszerte a legelterjedtebb a Mass szerotipus.
Jelentéségét fokozza, hogy térzseibdl elséként allitottak elé vakcinat a mult szazad
elsd felében (pl.: H120, Ma5, M41, stb.), amelyeket napjainkban is minden intenziv
baromfitartassal rendelkezd orszagban kiterjedten hasznalnak (Cavanagh és Nagq;i,
2003). A Mass torzsek egyedil Ausztrdlidban nem fordulnak eld, ahol az IBV
evolucidja a vilag tdbbi részétél fuggetlenul fejlédétt (Ignatjovic és Sapats, 2000).
Eurépaban a ’40-es évektél kezdve vannak jelen a térzsei (Cavanagh és Davis, 1992)
és mindmaig a legelterjedtebb szerotipusok kézé tartozik (3. &bra, Worthington és
mtsai., 2008). Az IBV-re jellemz6 légz6szervi tinetek mellett, e toérzsekkel
Osszefiggésben megfigyeltek eltérd sulyossagu vesekarosodast (Jones, 1974; Butcher
és mtsai., 1990; Owen és mtsai., 1991; Chen és mtsai., 1996) és ,altojé-szindroma”
kialakulasat is (Crinion és mtsai 1971a; b; Jones és Jordan, 1972). A vilagszerte
elvégzett felmérd vizsgalatok mindenitt a térzsek kifejezett prevalenciajat bizonyitjak,
ami tulnyomé részben a Kkiterjedt vakcinahasznalat szamlajara irhatdé. A rutin
diagnosztikai eljarasok t6bbnyire nem teszik lehet6vé, a vakcina és a vadvirus térzsek
elkll6énitését, de az S1 génen elvégzett szekvenalasi adatok szerint az izolatumoknak

legalabb a fele 100%-ban egyezett a vakcinatérzsekkel (Worthington és mtsai., 2008).

IBV genotipusok el6fordulasanak idébeni megoszlasa
Nyugat-Eurépaban 2002 és2006 kozott:

40.0% -

30.0% A ——793B
—i— Mass
“m— i
20.0% Italy-O2
—— QX-Like
—eD274
10.0% -| % A
= rk
——. — B1648
0.0% ; “,,\/—h_ - e : —+ | D 1466*
2002 (124) 2003 (149) 2004 (718) 2005 (732) 2006 (178) Egyéb

Ev (pozitiv mintak szama) )

3. abra: IBV genotipusok eléfordulasanak idébeni megoszlasa Nyugat-
Europaban 2002 és 2006 kdzott (Worthington és mtsai., 2008)
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5.5.2 Fontosabb szerotipusok Amerikaban

Az Egyesiilt Allamokban a Mass szerotipus elterjedését a Connecticut megjelenése
kdvette (Jungherr és mtsai., 1956). Azéta szadmtalan uj szerotipust és varians térzset
izolaltak, amelyek koéziul az Arkansas és Delaware 072 maig is igen nagy aranyban
fordulnak elé orszagszerte, feltehetéen szintén a vakcinatérzsként valé hasznalatuknak
készénhetéen (Jackwood és mtsai., 2005; Alvarado és mtsai., 2006). A jelentésebb
varians torzseket (pl.: Holte, Gray, JMK, Florida, lowa, Georgia) ma mar nem, vagy
csak elvétve, adott foldrajzi régidkhoz kététten izolaljak (Jackwood és mtsai., 2005;
Alvarado és mtsai., 2006).

5.5.3 Fontosabb szerotipusok Europaban
A Mass torzs izolalasat kévetéen Eurdpaban is szamtalan ujabb szerotipus jelent meg,

amelyek kdzll csak néhany jelenléte bizonyult tartésnak és tébb orszagra kiterjedének.

5.5.3.1 D274

A Daniabdl szarmaz6 D274 szerotipus szokvanyos légzészervi tineteket idézett elb.
Hamarosan megjelent Hollandiaban (Davelaar és mtsai., 1984), majd az Egyesilt
Kiralysagban dominans térzzsé valt a ’80-as években (Cook, 1984). Jelenlétik mara
mar lényegesen lecstkkent, tdbbnyire csak a vakcinatérzsek visszaizolalasaval kell

szamolnunk (3. abra, Worthington és mtsai., 2008).

5.5.3.2 793/B

A D274 eléfordulasat a 793/B (vagy CR88, vagy 4/91) szerotipus megjelenése
szoritotta vissza (Adzhar és mtsai., 1997). Az Uj szerotipusrél el6szdr Angliaban kézel
egy idében Parsonss (1992), valamint Gough és munkatarsai (1992) szamoltak be, de
egy késbbbi kdzlemény alapjan térzseit (CR88) elészér Franciaorszagban izolaltak
1985-ben (Picault és mtsai.,, 1995). A légzbszervi tinetek mellett, a fert6zéssel
Osszefliggésben megfigyelték a mély mellizmok karosodasat és elhalasat tojo- és
szlllépar-allomanyokban (Parsonss és mtsai., 1992). A szerotipus késébb Eurépa
tovabbi részein is megjelent, eltéré gyakorisaggal (Capua és mtsai., 1999; Cavanagh
és mtsai., 1999). Egy tébb orszagra kiterjedd felmérés soran azonositottak Szaud-
Arabia, Japan, Svédorszag, Dania, Franciaorszag, Lengyelorszag és Argentina
allomanyaiban, valamint szerotipus specifikus ellenanyagot mutattak ki thaiféldi,
mexikodi, gérdg, holland, spanyol és német allomanyokbdl szarmazé savokbol (Cook és
mtsai., 1996). A szerotipussal szembeni védekezés céljabol kezdetben a D274 elleni
vakcinakat hasznaltdk, amelyek kombinaciéban hatékonynak bizonyultak a tlnetek
kialakulasaval szemben. Nem sokkal késébb megjelentek a 4/91 vakcinak is, amelynek

hatasara a térzshéz kétheté megbetegedések visszaszorultak, azonban a kiterjedt
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immunizalasnak készdénhetbéen az egyik leggyakrabban kimutatott eurépai szerotipus
lett (3. abra, Worthington és mtsai., 2008).

5.5.3.3D1466

Az eddig ismert szerotipusoktdél az S1 fehérjén a legnagyobb genetikai eltérést mutato
torzset (Kusters és mtsai., 1989) 1978-ban izolaltak elészér Hollandiaban (Davelaar és
mtsai., 1984). A D1466 szerotipus tobb orszagban, kéztiik Anglidban is megjelent
(Gough és mtsai., 1996), mégsem valt dominans térzzsé, mint ahogy arra az
antigenitasbeli tulajdonsagai alapjan szamithattunk volna. Egyes elképzelések szerint
eléfordulhat az is, hogy az ismert térzsek td6bbségével reagald rutindiagnosztikai
modszerek nem minden esetben alkalmasak ennek a szerotipusnak a kimutatasara, és
igy fals negativ eredményt kapunk (Worthington és mtsai., 2008). Egy 2005 és 2006-
ban elvégzett felmérés alapjan a D1466 térzsek alacsony szamban, de ma is jelen
vannak, ahogy azt az angol, francia, német, holland és belga allomanyok pozitiv mintai

igazoltak (3. dbra, Worthington és mtsai., 2008).

5.5.3.4 B1648

Az 1984-ben Belgiumban izolalt B1648 szerotipus (Meulemans és mtsai., 1987) a
kifejezett nephropathogén hatasa és a magas elhullasi rata miatt valt ismertté.
Jelenlétét t6bb nyugat-eurdpai orszagban is kimutattak, de el6fordulasi aranya
jelentdsen elmaradt a dominans térzsekhez képest (3. abra, Capua és mtsai., 1999;
Worthington és mtsai., 2008).

A 2002 és 2006 kozott Worthington és munkatarsai (2008) altal végzett felmérés
alapjan napjainkban els6sorban két nem vakcina eredetl, az ltaly-02 és a QX

szerotipus kartételével kell szamolnunk (3. abra).

5.5.3.5 Italy-02

Az ltaly-02 szerotipus elsé térzsét 1995-ben Olaszorszagban izolaltak. A térzs
nukleotid-sorrendje 2002-ben keriilt fel a GeneBank adatbazisara (Bochkov és mtsai.,
2006). Dolz és mtsai (2006) négy spanyol IBV izolatum vizsgalata soran kimutattak,
hogy az Italy-02-vel megegyez6 térzsek mar 1996-ban jelen voltak Spanyolorszagban.
Az izolatumok aminosav-sorrendje az S1 fehérjén a 793/B (81,7-83,7%), a D274 (79,8-
81,7%) és a B1468 (79,3-80%) szerotipusokhoz allt legkdzelebb.

Az 0 szerotipus hamarosan megjelent  Anglidban, Németorszagban,
Franciaorszagban, Hollandiaban, Belgiumban és Szlovéniaban is (Jones és mitsai,
2005a; Worthington és mtsai.,, 2008; Krapez és mtsai., 2011). Jones és
munkatarsainak (2005b) vizsgalatai azt mutattak, hogy két kiulénbdz6 szerotipusu,

kereskedelmi forgalomban elérhet§ bronchitis vakcina kombinalt hasznalata kell6
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védelmet nyujt a tinetek kialakulasaval szemben. Tipus-specifikus él6 vakcinat nem
fejlesztettek, igy — feltehet6en a kombinalt immunizalasnak készdénhetéen — 2003 ota
jelentésen csdkkent az Italy-02 pozitiv mintdk szama (3. abra, Worthington és mtsai.,
2008).

5.5.3.6 QX

A fentiekkel szemben egy masik, nem vakcina eredetli szerotipus egyre intenzivebb
terjedést mutat (3.abra, Worthington és mtsai., 2008).

Az elsd QX szerotipusu virustorzset 1996-ban, Kina Qingdao nev( tartomanyaban
izolaltak egy sulyos mirigyesgyomor-gyulladassal kisért jarvanybél (Wang és mtsai.,
1996). 1999 és 2004 kozoétt Kina 4 tartomanyara kiterjedd felmérd vizsgalat soran
szadmos, genetikailag igen hasonlé tdrzset izolaltak, féként vesekarosodassal jaro
megbetegedésekbdl (Liu és Kong, 2004). A térzsek vizsgalatdval bebizonyosodott,
hogy egy Uj szerotipusrdl van sz6, amelyet az elsé izolatumra utalva QX szerotipusnak
neveztek el. Tovabbi, Kina tébb tartomanyara kiterjedé vizsgalatok a QX térzsek egyre
kiterjedtebb el6fordulasat igazoltak (Liu és mtsai.,, 2006; Zou és mtsai., 2010). A
legfrissebb adatok szerint Kindban az izolalt térzsek tébb mint 50%-a a QX
szerotipusba sorolhaté (Han és mtsai., 2010).

Kina utan el6sz6r Oroszorszag keleti hataranak kdzelében izolaltak QX térzset 2001-
ben, majd a rakdvetkezdé évben az orszag nyugati felében is megjelent (Bochkov és
mtsai., 2006).

2004-ben a QX torzsek elérték Europat, és néhany év alatt a kontinens csaknem
Osszes orszaga fert6z6dott. Elészér Hollandiabél szamoltak be az Uj szerotipus
tojotyuk-allomanyokban okozott kartételérél 2004-ben (Landman és mtsai.,, 2005).
Hamarosan izolaltdk Olaszorszag északi tartomanyaiban is (Beato és mtsai., 2005;
2006; Zenella és mtsai., 2006), majd egy, Worthington és munkatarsai (2008) altal
végzett felmérés igazolta megjelenésiket Franciaorszagban, Németorszagban és
Belgiumban is. 2006-ban beszamoltak a QX térzsek eléfordulasarél Lengyelorszagban
és Magyarorszagon (Domanska-Blicharz és mtsai., 2006; Maté és mtsai., 2007), 2008-
ban Anglidban (Gough és mtsai., 2008), majd 2009-ben Szlovénidban (Krapez és
mtsai., 2011).

Az europai jarvanyokban a 1égz6szervi tinetek mellett tdbbnyire vesekarosodas (Beato
és mtsai., 2005; 2006; Zenella és mtsai., 2006; Gough és mtsai., 2008; Terregino és
mtsai., 2008; Worthington és mtsai., 2008) és ,altoj6-szindréma” alakult ki (Landman
és mtsai., 2005; Beato és mtsai., 2005; 2006; Jones, személyes kozlés, 2006;
Worthington és mtsai., 2008). Az eredeti izolatummal 0&sszefiggésbe hozott
mirigyesgyomor-gyulladds kialakuldsarol csak a lengyel és angol esetek kapcsan

szamoltak be (Domanska-Blicharz és mtsai., 2006; Irvine és mtsai., 2010).
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A leirtak alapjan érzékelhet6, hogy a QX térzsek, mind Kinaban, mind Europaban
példatlanul gyorsan és nagy karokat okozva terjedtek el. Ez feltehetéen annak tudhat6
be, hogy egyes oltbanyagok kombinaciojat hatékonynak talaltdk ugyan a fert6zéssel
szemben (Terregino és mtsai., 2008; Worthington és mtsai., 2008), a gyakorlatban
mégis ugy tlint, hogy a forgalomban 1év6 vakcinak a nagy antigenitasbeli eltérés miatt
nem biztositanak kell védelmet a tinetek kialakulasa ellen.

A QX szerotipus az irodalmi adatok alapjan 7 év alatt jutottKinabdl Eurépaba
feltehetéen a H5N1 Al térzsekhez hasonlé Gton, csak kicsit lassabban (Worthington és
mtsai., 2008). Ellentétben azonban a H5N1 tdrzsekkel, a vadmadarak egyértelmi
fert6zéskozvetitd szerepe IBV esetén még nem igazolédott. Az IBV tdrzsek jelenlétét
ugyan egyre tébb vandorld és vadmadar fajbdl sikerilt kimutatni (lasd: 5.2.4), de ezek
valodi rezervodr és fertézéskodzvetité szerepe tovabbi vizsgalatok targyat képezi. Amig
ezt nem sikerll egyértelmlien igazolni, sokkal val6szin(ibbnek latszik, hogy a
ténylegesen létez§ illegalis éléallat kereskedelem biztositja az atjarast a kontinensek
kézott (Worthington és mtsai., 2008).

Az id6rél-idére megjelend varians térzsek és szerotipusok az esetek tébbségében csak
endémiasan, adott féldrajzi terlilethez kapcsoléddan fordulnak el (Zenella és mtsai.,
2003; Bochkov és mtsai., 2006). Ezek a térzsek feltehetben a hatékony immunizalas,
vagy egy sikeresebb kompetitor t6érzs miatt szorulnak vissza és jelenlétiket a kezdeti
id6szakot kovetéen csak elvétve lehet kimutatni. Mas tdrzsek azonban kifejezett
terjedésre képesek, és nagyobb teriileteken dominans térzsekké valnak. llyen volt pl.
Eurépaban a 793/B, vagy napjainkban nagy féldrajzi kiterjedésben a QX szerotipus.
Ennek egyik oka lehet, hogy ezek a tdrzsek az adott terlleten honos tipusoktol nagy
antigenitasbeli eltérést mutatnak. Az S1 fehérién legnagyobb AS szekvencia
kulénbséget mutaté D1466 szerotipus azonban mégsem volt képes tartésan és nagy
aranyban elterjedni, tehat a tdérzseknek rendelkeznilk kell olyan tovabbi

tulajdonsagokkal is, amelyek képessé teszik 6ket a hatékony terjedésre.

5.6 Szerotipusok Magyarorszagon

Hazankban a fert6zé bronchitis jelenlétét el6szér a hatvanas években Derzsy és
Lomniczi (1966) mutatta ki szerologiailag, majd néhany évvel késébb Mass szerotipusu
térzseket izolaltak leégzészervi tineteket mutaté fiatal brojler- és termelés csékkenéssel
jellemzett tojoallomanyokban egyarant (Lomniczi és Stipkovits, 1968).

A ’90-es évekig csak Mass virustérzsek jelenlétét igazoltak, innentél kezdve azonban
Uj szerotipusok és varians térzsek is megjelentek (AlTarcha és mtsai., 1990). Ekkor
tlintek fel és terjedtek el a 793/B szerotipusba tartozé térzsek is (Palya és mtsai.,
2007). Az intenziv baromfitartassal rendelkezé orszagokhoz hasonléan a fertézés

nalunk is gyakran el6éfordul és sulyos gazdasagi karokat idéz el6 immunizalt és
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vakcinazatlan allomanyokban egyarant. A hazai kereskedelmi forgalomban l|évd
vakcinak kozil egyesek a Mass szerotipusba tartoz6 H120 vagy Ma$ térzsek mellett
egyéb, Europaban el6forduld térzseket (4/91, D274, 249G) is tartalmaznak. Az
altalanosan alkalmazott egyszeri vagy t6bbszéri vakcinazas ellenére, féleg az adott
vakcinakban nem alkalmazott szerotipusok vagy varians tdérzsek tovabbra is komoly
vesztességeket okozhatnak. Hazankban 2006-ban azonositottak elészér QX
virustdrzsek jelenlétét sulyos karokat elszenvedett allomanyokbél (Matdé és mtsai.,
2007). Bar pontos felmérések a szerotipus hazai el6forduldsi gyakorisagaval
kapcsolatban nem késziltek, az eddigi tapasztalatok és medgfigyelések alapjan
napjainkban, elsésorban e szerotipus kartételével kell szamolnunk (Palya és mtsai.,
2007).

5.7 Immunitas

Az IBV-vel szembeni védelem kialakitdsaban az S fehérje S1 alegységének elsédleges
szerepet tulajdonitanak, amely indukalja a virusneutralizal6- és hemagglutinaciot gatlo
ellenanyagok termelédését (Ignjatovic és Galli, 1994). A betegség klinikai tineteinek
kialakulasat megel6z6 mechanizmus azonban nem teljesen tisztazott (Cavanagh és
Nagqi, 2003).

A fertézés hatasara kialakulé specifikus aktiv immunitast a B- és T-lymphocytak, a
macrophagok és a memoériasejtek biztositjak. A fertézést kovetbéen a sejtes
immunvalasz elsédleges elemei a cytotoxikus T-lymphocytak proliferalédnak (Seo és
Collisson, 1997). A B-lymphocytak altal termelt IgY és IgM ellenanyagok megjelenése
a szérumban j6l nyomon kévethetd, bar szintjik a kialakulé immunitassal nem minden
esetben korrelal (Pensaert és mtsai., 1981). A humoralis immunvalasz csak vadvirus
fert6zést kdvetden mutatat jelentds emelkedést. Ebben az esetben nyugodtak lehetiink
afelél, hogy egy esetleges Ujrafertézés esetén az allomany kell6 védelemmel van
ellatva a virus légz8észerven kivlli hatasaval szemben. Egy élévirusos vakcinazast
kévetben azonban a mérhetd titeremelkedés sok esetben nem szembetlind, igy, ha
nem ismerjik az immunizalasra vonatkozé kérelézményt, a humoralis ellenanyagok
mérése dnmagaban nem informativ az allomany immunstatuszaval kapcsolatban. A
keringd ellenanyagoknak  elsdsorban a légutakbdl kiinduld virémia
megakadalyozasaban tulajdonitanak szerepet, megvédve a fertézésre fogékony
szerveket (vese, t0jocsd) a virus okozta karosité hatas kialakulasatol.

A léguti fert6zés kiveédésében és a virus felsé Iégutakban valé megtelepedésének
megakadalyozasaban a lokalis immunitas a meghatarozoé. A léguti fertézést kdvetden,
a Harder-mirigyben talalhaté nagyszamu plazmasejt altal termelt, lokalis ellenanyagok
biztositjdk a nyalkahartya védelmét a késébbi fertézésekkel szemben. A kénnyben

mért ellenanyag titerek ennek megfeleléen jél tikrézik az adott allomanyban kialakult
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immunitast (Cook és mtsai., 2001). Ezt igyekszik kihasznalni a spray technolégian
alapuld immunizalds, mivel ilyenkor a virusrészecskék az itatdsos moddszerrel
ellentétben elsésorban a l1éguti nyalkahartyara és a kétéhartyara kerulnek.

A természetes uton fert6z8doétt vagy megfeleléen immunizalt sziléallomanyok
utédaiban bizonyos szintd maternalis immunitds mérhet6. Ez a védelem a léguti
fert6zés megeredését nem befolyasolja, azonban homolég szerotipussal val6 fertézés
esetén megakadalyozza a virémia kialakulasat, ezaltal a tojocsé és a vese karosodasat
(Yachida és mtsai., 1981). A légz6szervi megbetegedések kivédése minél korabbi
lokalis immunvalasz biztositasa révén érhetd el, amelynek létrej6ttét a keringd

maternalis ellenanyagok csak kevéssé gatoljak.

5.8 Pathogenezis

A torzsek eltérd virulencigjabol és tropizmusabdl addéddan, de a fert6z6dott allatok
koratol és immunallapotatédl fuggben is kilénb6zd pathotipusokat és klinikai formakat
kulénithetiink el. A betegség elnevezése — fert6zd bronchitis — egyes esetekben nem
tukrozi a sokféle klinikai és kdérbonctani megjelenést, melynek hatterében részben a

torzsek eltéro szoveti affinitasa all.

5.8.1 Légutak

A léguti fert6zést kdvetben a virus legel6szér a fels légutak csillés hamsejtjeiben és
nyalkatermel6 sejtjeiben szaporodik el. A fert6z6dés hataséara kialakul6 nyalkahartya
karosodas jellemzd, de nem pathognomikus klinikai tiineteket eredményez, melyek
szévbédménymentes esetben 5-7 napig tartanak, majd a nyélkahartya, a fert6z6dést
kdvetd 10-14. napra regeneralddik (Nakamura és mtsai., 1991; Dhinakar Raj és Jones,
1997). A légz8szervi tinetek, jellegzetes formaban fiatal allomanyokban alakulnak ki,
mig 6 hetes kor felett a tinetek sok esetben észrevétlenek maradnak (Cavanagh és
Naqgi, 2003). Leggyakrabban tiussz6gés, szortydgés, orrfolyas, nehezitett 1égzés
figyelhetd meg, amelyhez esetenként két6hartyagyulladas és az infraorbitalis sinus
duzzanata is tarsul.

A léguti tunetekhez kapcsolodd koérbonctani és korszdvettani elvaltozasok
legjellegzetesebb formaban a légcsében figyelheték meg. Makroszképosan, a
gyulladasos nyalkahartya felliletén t6bb-kevesebb savés, hurutos, vagy nyalkas
valadékot, kombinalt fert6zésben az ireget részben vagy egészében eltémitd
fibrindugét talalunk (Parsonss és mitsai.,, 1992). A kérszdvettani elvaltozasok 3
jellegzetes fazist kévetnek (Purcell és McFerran, 1972; Nakamura és mtsai., 1991). A
fertézést kévetd 1., 2. napon jelentkezik a degenerativ stadium, ezt kéveti a
hiperplazias szakasz, majd a 10-20. napra teljes gyogyulas kévetkezik be (Chen és
mtsai., 1996).
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Minden IBV t6rzs esetén, a légutak fels6 szakasza a virusreplikacié elsédleges
szinhelye. Az ezt kovetd virémia soran a virus szétszérodik a szervezetben.
Epitheliotrop tulajdonsaganal fogva elsésorban hameredetl sejtek cytoplazmajaban
szaporodik testszerte. A kildnbdz6 térzsek légz&szerven kivili szévetekben valo
megjelenése azonban eltéréseket mutat és nagyban fligg a szerotipustdl és a szdveti
affinitastol (McMartin, 1993).

A fels6 Iégutakhoz hasonl6 virustiterek mérhetdk a tidében, illetve a 1égzsakokban is.
A tiuddében makroszkopos elvaltozast ritkan talalunk, de a nagyobb bronchusok
kérnyezetében, kisebb teriletre kiterjedé gyulladas alakulhat ki (Dhinakar Raj és
Jones, 1997). A légzsakban, féleg méasodlagos E. coli fertézéssel tarsult esetekben a
fal elhomalyosodasa, megvastagodasa és az lregben savos-fibrines exsudatum

felhalmozédasa figyelheté meg.

5.8.2 Bélcsatorna

Szamos IBV tdrzset kimutattak a béltraktus kilénbdz8 részeibél, valamint nyel8csé- és
kloakatamponokbdl is (Alexander és Gough, 1977; Alexander és mtsai., 1978; Cook,
1984; Ambali és Jones, 1990; Lucio és Fabricant, 1990; Owen és mtsai., 1991). Az
esetek egy részében a kimutatott torzset enteralis tinetekkel vagy elvaltozasokkal is
kapcsolatba hoztak (Ambali és Jones, 1990; Yu és mtsai., 2001; Villareal és mtsai.,
2007). A virus jelenlétét és szaporodasat ugyan mar sokféle modszerrel igazoltak —
els6sorban a béltraktus als6 szakaszaiban —, de a medgfigyelt klinikai tinetek és
korbonctani elvaltozasok, valamint a virusszaporodas kdzott nem sikerult egyértelmien
bizonyitani az 6sszefiiggést (Ambali és Jones, 1990; Dhinakar Raj és Jones, 1997). A
vakbelek bejaratdban 1évé Peyer-plakkokban hosszantarté virus perzisztalast irtak le
(Owen és mtsai., 1991; Alvarado és mtsai., 2006), igy az innen szarmaz6 minta

alkalmas egy korabban lezajlott fert6zéttség kimutatasara.

5.8.3 Vese

A torzsek szdveti tropizmusat tekintve, a légzdszervek mellett a vese a leginkabb
vizsgalt szerv. Az eddig ismert izolatumoknak ugyan csak kis része rendelkezik
kifejezett nephropathogén hatassal, jelentéségilk mégis meghatarozo, figyelembe
véve, hogy akar énmagukban is jelentékeny mortalitast idézhetnek elé (Cavanagh,
2003). Az els6 vesekarosito hatassal rendelkezé torzsek a '60-as évek elején jelentek
meg kozel egyidejlleg Ausztralidban és az Egyesiilt Allamokban (Winterfield és
Hitchner, 1962; Cumming, 1963). Az6ta szamtalan nephropathogén IBV térzset irtak le
a vilag kilénbdzd részein (Albassam és mtsai., 1986; Meulemans és mtsai., 1987,
Butcher és mtsai., 1990; Kinde és mtsai., 1991; Lambrechts és mtsai., 1993; Liu és
Kong, 2004).
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A virusreplikacié a tubulushdmsejtek cytoplazmajaban térténik, és a nephron teljes
hosszaban (proximalis és disztalis kanyarulatos csatornak, Henle-kacs, gyujtécsévek),
valamint a hugyvezet6kben is megfigyelték (Purcell és McFerran, 1972; Albassam és
mtsai.,, 1986; Owen és mitsai.,, 1991; Lee és mtsai.,, 2004). Abdel-Moneim és
munkatarsai (2009) mesterségesen fertéz6tt embridk glomerulus-hamsejtjeiben is
kimutattdk a virusantigén jelenlétét. A kdvetkezményes hamsejtdegeneracié és
szOvetkdzi gyulladas a nephroso-nephritis néven ismert kérképet idézi eld. A silyos
esetben kialakul6 heveny veseelégtelenség az allat elhullasat okozza.

Korbonctani vizsgalat soran ilyenkor duzzadt, sapadt veséket, valamint hagysavval
kitoltott tubulusokat és elvezetd hugyutakat, esetleg generalizalt készvényt talalunk (4.
abra). Enyhébb esetekben az elvaltozasok csak kérszdvettanilag jelentkeznek,
némelykor a fert6zés utan hetekkel is megfigyelheté kronikus aktiv, vagy inaktiv
ductulo-tubularis interstitialis nephritis képében (Albassam és mtsai., 1986). Kronikus
aktiv gyulladas esetén a perzisztens fertézés sokaig kimutathaté a vesékbél (Albassam
és mtsai., 1986; Chen és mtsai., 1996).

4. abra: IBV fertdzés kdvetkeztében kialakult sulyos
hagysavlerakddas a tubulusok és hugyvezeték Gregében

(Dobos-Kovacs Mihaly és Palade Elena Alina felvétele).

A nephropathogén IBV okozta kartételt a fert6zd térzson kivil, jelentésen befolyasolja
az allomany kora és a hasznositas tipusa. A fiatal brojlerallomanyokat ért fertézéskor a
mortalitas lényegesen meghaladja a tojéallomanyokban megfigyeltet (Pensaert és
Lambrechts, 1994).

A vesében a virusok replikacidja igen koran, akar mar a mesterséges fert6zést kdvetd
1. naptdl kezdve kimutathaté (Ambali és Jones, 1990), a kdérszdvettani elvaltozasok
pedig a fertézést kovetd 4. naptdl kezdve jelentkeznek (Albassam és mtsai., 1986;
Chen és mtsai., 1996; Lee és mtsai., 2004; Chousalkar és mtsai., 2007a; b). A kialakult
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elvaltozasok a kilénb6dzd térzsek esetén azonosak, a kuldnbség a karositas
mértékében mutatkozik meg (Albassam és mtsai.,, 1986; Chen és mtsai.,, 1996;

Chousalkar és mtsai., 2007a; b).

5.8.4 Szaporitoszervek
5.8.4.1 Tojocsé

Naposkoru allatok fertéz6dése:
Az IBV tojocsére gyakorolt karositd hatasa régoéta ismert, kimenetele azonban nagyban

fugg a fert6z6dés idejétdl. A két hetesnél fiatalabb allomanyok fert6z6dése a tojocsd
maradandd karosodasat idézi el az érintett egyedek egy részénél. Ezt legel6szér
bizonyos Mass tipusu térzsekkel dsszefiggésben figyelték meg (Crinion és mitsai.,
1971a; Jones és Jordan, 1970; 1972). A tojocsé fejlédésében bekévetkezett karosodas
elégtelen kialakuldsat okozza. A fiatal korban fert6z6détt és késébb elhullott allatokban
erbteljesen kitagult, vékonyfall, savoszer(i folyadékkal kitéltétt tojocsovet figyelhetiink
meg. A tojokorba keril6, de tojasrakasra képtelen egyedek tébbsége klinikai tineteket
nem mutat, elvétve egy-két kitelt, 16g6 hasu tojot talalunk az allomanyban (Crinion és
mtsai., 1971a; b). A kdérbonctani vizsgalat soran altalaban ép, funkcionalé petefészek
mellett, eltér6 mértékben kifejl6dott, sokszor cisztaszerlen kitagult szakaszokat
tartalmazé tojocsovet lathatunk (5. abra). Az ,altojé-szindrdma” néven emlegetett
kérkép csak egyes térzsek hatasara, az érintett dllomany bizonyos hanyadaban alakul
ki. Els6sorban a '60-as, 70’es években okozott problémat, majd a szlléparallomanyok
vakcinazasanak A&ltalanossa valasaval, mely a fiatal egyedekben megfeleld szintl
maternalis ellenanyagot biztositott a virémia kialakulasa ellen, a koérkép hattérbe
szorult. Az elmult években a QX szerotipus megjelenésével dsszefliggésben csaknem
teliesen azonos elvaltozasok kerlltek leirasra (Landman és mtsai., 2005; Palya és
mtsai., 2007). Ez a szerotipus, feltehetéen a nagy antigenitasbeli kulénbség miatt,
képes attérni a hagyomanyos vakcinak altal biztositott maternalis immunitast és eljutva

a fejl6db tojéecsbbe, annak maradandé karosodasat okozza.
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5. abra: Altojo egyed testiiregét kitoltd, savoszer( folyadékkal

telt, erésen kitagult tojocsd (Dr. Cserép Tibor felvétele).

Toj6 koru allomanyok fertézdédése:

Tojé6 koru allomanyok fert6z6dése sulyos tojashozam-kieséssel, a tojashéj
minéségének romlasaval és a tojasfehérje konzisztencigjanak csdkkenésével jar
(McDougall, 1968). A virus okozta termeléscstkkenés kevésbé tbrzsfiggd,
jelentkezhet légz6szervi tunetekkel vagy anélkil egyarant (Cook, 1984). A
tojastermelés, a fert6zést kovetd két-harom hét mulva, az elvarhatéhoz képest
tébbnyire alacsonyabb szintre képes csak visszaallni. Rendellenes héju és szinl
tojasok (6. abra) a ciklus végéig el6fordulhatnak (Jones és Jordan, 2006). A virus a
tojocsében a csillés ham karosodasat, a propria gyulladasos besz(ir6dését és a
tojasfehérje konzisztencigjanak romlasat elsésorban a mirigykarosodas okozza (Butler
és mtsai., 1972).

6. abra: Tojoallomany IBV fert6zése kdvetkeztében kialakult rendellenes héjformak

(www.gov.mb.ca).
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5.8.4.2 Here

Az IBV herére és mellékherére gyakorolt esetleges karositd hatasa az elmult években
vetddott fel. Heregyulladast, a mellékherében fokozott kdképz&dést és
kévetkezményes, névekv®d terméketlenséget figyeltek meg él6, attenualt vakcinak
hasznalata mellett (Boltz és mtsai., 2004), vagy vadvirussal val6 fert6zddést kévetéen
(Villareal és mtsai., 2006).

5.8.5 Izomzat

A 793/B (4/91, CR88) szerotipus megjelenésével a légzbszervi tiinetek mellett tojo,
irtak le (Gough és mtsai., 1992). Egyes vizsgalatok alapjan arra lehetett kdvetkeztetni,
hogy az elvaltozas nem a virus kdzvetlen hatasara jon létre, hanem kdzvetett médon, a
fert6zés indukalta antigén-ellenanyag komplexek fokozott termelédése és azoknak az
erek falara rak6dasa miatt (Dhinakar Raj és Jones, 1996). Felvetédétt azonban mas
magyarazat is, miszerint a léguti fert6zés hatasara a mellizom mély rétegeinek
oxigénellatasa romlik, ami izomdegeneraciot okozhat (a mai brojlerhibridek mellizom

vastagsaghoz viszonyitott tiidé-sziv kapacitas aranya kedvezétlenebb, mint korabban).

5.8.6 Egyéb szervek

A virus jelenlétét a felsoroltakon kivil szamos egyéb szervben is igazoltak (Iép, maj,
hasnyalmirigy stb.) (Ambali és Jones, 1990; Otsuki és mtsai., 1990; Geerligs és mtsai.,
2011), de azokban szdvetkarositdé hatadssal nem volt dsszefuggésbe hozhatd. Az
immunszervek kézll a Harder-mirigybél (Dhinakar Raj és Jones, 1996) és a Fabricius
témlébdl (Ambali és Jones, 1990) izolaltak a virust, melyek kdzil az elébbinek
kiemelked6 szerepet tulajdonitanak az oculonasalis nyalkahartyat védod, lokalis
immunvalasz kialakitasaban (Dhinakar Raj és Jones, 1997). Az IBV bejuthat a tojasba
és az ondoba egyarant, de mivel a fert6z6tt embrio életképtelen, vertikalis
transzmisszidval nem kell szamolnunk (Cook, 1971). Abdel-Moneim és munkatarsai
(2009) 10 napos embridk kisérletes fert6zését kovetéen IBV antigént mutattak ki egy
sor embrionalis szervbdl, k6ztik nem ham eredetl szdvetekbdl is. Immunhisztokémiai
reakcidval antigén pozitiv sejteket talaltak az orrnyalkahartyaban, a tudében, a
IégcsBben, a Iépben, a szivizomban, a majban, a zuz6- és mirigyesgyomorban, a

vesében, a bérben és a kdzponti idegrendszerben is.

5.9 Fogékony kor, lappangasi id6, morbiditas és mortalitas

A fert6zésre minden korosztaly fogékony, de legsulyosabb tiinetek a napos koru allatok
fert6z6dése esetén alakulnak ki (Cavanagh és Nagi, 2003). A kor elérehaladtaval a

csirkék egyre ellenallébba valnak a fert6zés okozta vese- és tojoécsd-karositdo hatassal
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szemben, és ilyenkor a mortalitasra mértéke is alacsonyabb (Crinion és Hofstad, 1972;
Smith és mtsai., 1985; Albassam és mtsai., 1986).

A fert6zés modjatol fuggden a lappangasi id6 eltérd lehet. Természetes korilmények
kozétt fert6z6dott allomanyoknal legaldbb 36 6ra sziukséges, hogy megjelenjenek az
elsd tinetek, mig kisérletes fert6zést kévetden, a fertézés maodjatédl figgden, mar 18-36
oran belil észlelhetink 1égz&szervi reakciét (Cavanagh és Nagi, 2003).

Egy érintett allomanyon belil minden egyed fert6zétté valik, azonban a mortalitas
meértéke a virus virulencidjanak, valamint az allomany koranak, immunallapotanak és
egyéb kilsé tényezéknek megfeleléen, igen tag hatarok kdzott mozoghat (Cavanagh
és Naqi, 2003).

5.10 Korhatarozas

Az, hogy egy adott allomanyban a felsoroltak k&ézil mely tinetek és milyen
sulyossaggal alakulnak ki, a virus szerotipusan és pathogenitasan kivil szamos egyéb
tényez6 fuggvénye. Meghatarozé szerepe van az allomany koranak és a hasznositasi
iranyanak, a tartasi és takarmanyozasi kérilményeknek, vagy az egyidejlleg fennallé
egyéb ferté6zéseknek.

Az IBV okozta fert6zés kérhatarozasa optimalis esetben a klinikai tiinetek, kérbonctani
elvéltozasok, szerologiai athangoldédas, valamint virusizolalas, vagy nukleinsav
kimutatas eredményeinek egyittes figyelembe vételével térténik (Cavanagh és Naqi,
2003).

A torzsek koézti jelentés antigenitasbeli kilénbség, valamint a vakcinak sokfélesége
miatt, a diagnozist kdvetben célszerli az adott izolatum szero- vagy genotipusat is
meghatarozni. A kimutatas sikerét azonban szamos tényezé negativan befolyasolhatja,
ezért elengedhetetlen a betegség pathogenezisének ismerete és az adott jarvanyra

jellemzé kortlmények figyelembe vétele (Dhinakar Raj és Jones, 1997).

5.10.1 Korhatarozast befolyasolé tényez6k

A laboratériumi médszerekkel valé kimutatdas eredményességét meghatarozza a
fert6z6dés és a mintavétel kozott eltelt id6, a csirkék immunallapota, az elegendé
szamu minta gyljtése, a fertézés koranak fuggvényében a megfelelé szervek
kivalasztasa, a csirkék genetikai tulajdonsagai (fogékonysag), a tartasi kérilmények,
az esetlegesen fennalld6 immunszuppressziv tényezék és az interkurrens fertézések
(De Wit, 2000).

5.10.1.1 A fertézés és a mintavétel kézétt eltelt idé
A fertbzést kovetben a virusreplikacié elsédleges helye a felsé légut. Ennek
megfeleléen a heveny szakaszban a tracheabol mutathatd ki legnagyobb eséllyel a

kérokozb. A legmagasabb értékeket 3-5 nappal a fert6z6dést kévetben mérték, majd
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ezutan, a virus egyéb szervekbe val6 disszeminacidjaval parhuzamosan, rohamosan
csOkkentek a titerek (Crinion és mtsai., 1971a; Ambali és Jones 1990; Nakamura és
mtsai., 1991; De Wit és mtsai., 1998). A fert6zés idult szakaszdban, a vakbél
bejarataban lévé nyiroktisz6k (caecalis tonsillak), esetleg a kloaka tampon a
legalkalmasabb a virus kimutatasara (De Wit és mtsai., 1998). Szamos vizsgalat
igazolta az IBV igen hosszu, akar 2-7 hénapos perzisztalasat, majd reaktivalodasat a
vesékben és a caecalis tonsillakban egyarant (Jones és Ambali, 1987; Bhattacharjee
és mtsai., 1995; De Wit, 2000).

Az, hogy a medfigyelt latencia és az azt kdvetd Urités valos jelenség-e, vagy csak
allando ujrafert6zédés, illetve idészakosan nem kimutathaté mértéki folyamatos Urités
kévetkezménye, tovabbi vizsgalatok targya. Az egyéb szervekbdl (tojocsd, here, tiid6)
valé mintavétel mindig a kérlefolyas és a kérbonctani elvaltozasok figyelembe vételével
térténik (Cavanagh és Nagqi, 2003).

5.10.1.2 A csirkék immunallapota a fertézés pillanataban

A szerzett immunitdas mértéke a fert6z6déskor meghataroz6 jelentéségli lehet a
kimutathatd virus mennyisége és a kimutathatésag tartama szempontjabél. Homoldg
térzzsel valé fert6z6dés egy koradbban vakcindzott allomanyban sokkal kisebb
meértékben és révidebb ideig mutathatd ki, mint egy vakcinazatlan és korabban nem
fert6zoétt allomany esetében (Pensaert és Lambrechts, 1994; De Wit és mtsai., 1998).
Egy vakcinazott allomany heterolég térzzsel val6 fertézédésekor altalaban gyengébb
védelemre szamithatunk, azonban a kimutathatésag mértéke nagyobb lesz (De Wit és
mtsai., 1998). A megfeleléen vakcinazott egyedek esetén a virus mérsékelt terjedési

képessége tovabb nehezitheti a kimutathatosagot (De Wit és mtsai., 1998).

5.10.1.3 Mintagydijtés

Fogékony allomanyban a fertézést kéveté heveny szakaszban a legtébb allat nagy
mennyiségben driti a virust. A fertézés idult fazisaban, vagy jél immunizalt
allomanyban joval kevesebb egyed és csak alacsonyabb titerben Uriti a kérokozot.
llyenkor a fertézés koranak figyelembe vételével kivalasztott mintakat kell begydijteni,

lehetéleg minél nagyobb szamu egyedbdl.

5.10.1.4 Fert6zés koranak megfelelé szervek kivalasztasa

A léguti szervek mintdazasa heveny légzdszervi tlinetek megléte esetén indokolt. A
fert6zés idllt szakaszaban, vagy vakcinazott allomanyok esetén, ahol alacsony
virustiterre szamitunk, célszerli a vesékbdl, vagy a vakbélbejarati nyiroktlisz6kbol

gydjteni a mintéat.
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5.10.1.5 Fogékonysag

Vizsgalatok igazoltak, hogy a kilénb6zd fajtak, vonalak fogékonysaga és fertézésre
adott valasza kodzott eltérések lehetnek. Otsuki (1990), valamint Nakamura (1991) és
munkatarsai kidlénbségeket mutattak ki két fehér Leghorn vonal kozétt a fertézést
kévetben kialakult tiinetek sulyossagaban, a légzéham karosodasanak meértékében,
valamint a virus szévetekben valé szaporodasaban. Smith és munkatarsai (1985)
kilonboz6 fajtakat IBV-vel, vagy IBV-vel és E. coli-val szimultan fertézve, eltérd

mortalitast figyeltek meg.

5.10.1.6 Tartasi kériilmenyek

Az alkalmazott tartastechnologia, a higiéniai és jarvanytani viszonyok és az ezekkel
szorosan Osszefiggé masodlagos fertézések kialakulasanak kockazata nagyban
befolyasolja az IBV fertézések kimenetelét (Butcher és mtsai., 1990; De Wit, 2000).

5.10.1.7 A fertézéskor fennallé immunszuppressziv tényezbk

A fiatalkori fert6zd bursitis (IBDV) és csirke anémia virus (CAV) okozta fert6z6dés
csOkkenti az IBV vakcinazasra adott immunvalaszt, vagyis az allomany fogékonyabb
lesz a vadvirus fert6zésre (Pejkovski és mtsai., 1979; Cook és mtsai., 1991; Toro és
mtsai., 2006; Van Santen és mtsai., 2006). Ezzel egyidejlleg azonban, a fert6z6
bursitis virus okozta immunszuppreszié el6ésegiti az IBV kimutathatésagat (De Wit,
2000). Az immunszuppreszalt allomanyok vadvirus okozta fert6z6dése esetén a
klinikai tiinetek sulyossaga és a virus perzisztalasa egyarant fokozédik (Toro és mtsai.,
2006; Van Santen és mtsai., 2006).

5.10.1.8 Interkurrens fertézések

Eltéré a helyzet azon interkurrens fert6zések esetén, ahol a fert6zést okoz6 virusok
célsejtiei megegyeznek az IBV célsejtjeivel (avian metapneumovirus, aMPV;
baromfipestis virus/Newcastle disease virus, NDV), illetve, ha egyazon szervezetet
egyszerre tébb IBV varians fertéz. Ezekben az esetekben az egyidejlleg jelenlévd
virusok fert6zési idejének és reprodukcids potencigjanak fliggvényében egyik, vagy

masik virus elfedheti a masik jelenlétét.

5.10.2 A korhatarozas modszerei

5.10.2.1 Virusizolalas

A virus kimutatasa hagyomanyosan embrionalt tyuktojasban, Iégcsé-szévetkultaraban,
esetleg sejttenyészetben vald izolalassal térténik (De Wit, 2000). Az embridkarositd
vagy ciliosztatikus hatds megjelenését kévetden a virus jelenlétét megfelel6 antigén

vagy nukleinsav kimutatasi médszerrel, esetleg elektronmikroszkdppal kell igazolni.
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5.10.2.2 Virusantigén kimutatas

A virusantigén kimutatasara sokféle moddszer létezik, amelyekben IBV specifikus
ellenanyagot hasznalnak. Az agargél precipitacids teszt csoportspecifikus antigének
kimutatasara alkalmas, mig az immunfluoreszcencias, immunhisztokémiai és ELISA
modszerek az alkalmazott ellenanyag fiiggvényében, alkalmasak mind a csoport-,

mind a tipusspecifikus antigének detektalasara (De Wit, 2000).

5.10.2.3 Virusnukleinsav kimutatas

A virusnukleinsav kimutatasa kdzvetlenll a vizsgalt szévetmintabdl, vagy elézetes
virusizolalast kovetéen az allantoisz folyadékbol RT-PCR (reverse transcriptase-
polymerase chain reaction) moédszer segitségével toérténik. A vizsgalat céljanak
megfelelden PCR-rel detektalhatdk a genom konzervativ, vagyis csoportspecifikus
régioi, mig a variabilis génszakaszok (az S1 génen) a szerotipus vagy a genotipus
meghatarozasara alkalmasak (Cavanagh és mtsai., 1999). Uj, madar eredeti
coronavirusok, vagy kordbban ismeretlen IBV varidnsok kimutatédsara a polimeraz gén
ORF 1b régidja az optimalis, amely az 0Osszes coronavirus (emlés és madar)

tekintetében nagyfoki homolégiat mutat (Cavanagh, 2005).

5.10.2.4 A térzsek osztalyozasa

A kimutatott tdrzs osztélyozasa jarvanytani, evoluciovizsgalati és gyakorlati
szempontbdl egyarant fontos lehet, bar ez a sokszor zavaros nevezéktan miatt
(Cavanagh, 2001), valamint a standardizalt mddszerek hianyaban nehézségekbe
Utkézhet (De Wit, 2000). Az osztalyozasra alkalmas modszereknek két nagy csoportja
van attol fuggéen, hogy a virus bioldgiai (funkcionalis tesztek) vagy genetikai (nem
funkciondlis tesztek) tulajdonsagairdél tajékozédunk.

A funkcionalis tesztek kdzll a protektiv tipus meghatarozasara kereszt-immunizacios
vizsgalatok elvégzése sziikséges (lasd: 5.4.1.2) (De Wit, 2000). Az antigéntipus, ezen
belil a szerotipus és az epitop-tipus meghatarozasa szintén a térzs bioldgiai
tulajdonsagair6l ad tajékoztatast. A szerotipus meghatarozasat virusneutralizacios
(VN) prébaval végzik, mely a legaltalanosabban hasznalt tipizal6 modszer. Az epitop-
tipusok (variansok) meghatarozasa monoklonalis ellenanyagokkal torténik.

A toérzsek genotipusanak a meghatarozasa tobbféle modszerrel lehetséges (lasd:
5.4.2.1). A térzsek szero- és genotipusa az esetek tébbségében jol korrelal (De Wit,
2000). Maskor két jol elkilénlild szero-, vagy protektiv tipus genotipusa nagyfoku
hasonlésagot mutat, mig azonos szero-, vagy protektiv tipusu térzsek genotipusa

jelentésen eltér (Cavanagh, 1992b).
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5.10.2.5 Ellenanyag kimutatas

Az IBV fert6zés igazolasanak lehetséges mddszere az IBV-specifikus ellenanyagok
megjelenésének, vagy jelentdés emelkedésének a kimutatasa. A klinikai tinetek és a
fertézés kozti valddi dsszefliggés igazolasahoz savopar vizsgalatot kell végezni (De
Wit, 2000).

A viruskimutatdashoz hasonléan az ellenanyag kimutathatésagat is szamos tényez6
befolyasolja, mint pl. az allatok kora, a maternalis ellenanyagok jelenléte, a
szerotipusok kozti keresztreakciok, esetleges immunszuppresszié és a fert6zéskori

immunallapot.

Csoport-specifikus tesztek:
A legtébb szerotipus esetén a kozds epitopok altal indukalt csoport-specifikus

ellenanyagok termel6dését agargél precipitacios teszttel (AGPT), vagy csoport-
specifikus indirekt ELISA-val mutathatjuk ki. Az agargél precipitacios teszt egyszer(i és
olcso, bar rosszul korreldl a tdbbi szeroldgiai teszt eredményével. Ez elsésorban annak
készdénhetd, hogy az ebben a prébaban kimutatott precipitalé ellenanyagok csak révid
ideig (kb. 1 hétig) vannak jelen a fertézést kdvetéen, majd nagyon gyorsan a
kimutathatdésagi szint ald csdkkennek. Az indirekt ELISA a fertézést kdvetd 1 héten
belil pozitiv reakciét ad. A nagyszdmu pozitiv minta tehat egy nemrég lezajlott
fert6zést feltételez, mig egy jéval korabbi fertézés észrevétlen maradhat. Egy a
kereskedelmi forgalomban is kaphaté indirekt ELISA érzékenysége vakcinazott és
kontroll allatok savodinak vizsgalata alapjan, viszonylag alacsony (49-55%), mig
specificitdsa nagy (98-100%, De Wit és mtsai., 1997)

Az IBV specifikus IgM ellenanyagok egy fertézést vagy vakcinazast kévetben csak
révid ideig vannak jelen, ezért az IgM ELISA eredménybdl egy nemrégiben lezajlott
fertbzésre, vagy immunizalasra koévetkeztethetlink. Az IgM ellenanyag a fertézést
kévetd 1. héttdl van jelen, a 2. héten mérhetd a legmagasabb koncentracioban, majd a

3. héttdl mennyisége a kimutathatésagi szint ala csékken (Mockett és Cook, 1986).

Tipus-specifikus tesztek:
A szerotipus-specifikus VN és HAG (haemagglutinacié gatlasi) teszteket az eltérd

szerotipusok altal indukalt specifikus ellenanyagok elkilonitésére hasznaljak. A VN a
leggyakrabban alkalmazott modszer, mellyel az S1 fehérje Aaltal indukalt
virusneutralizalé ellenanyagokat mutatjdk ki. A virusneutralizalé ellenanyagok a
fert6zést kovetd 9-21. nap kdzott jelennek meg, kb. a 35. napra érik el a maximum
szintet, majd hosszan perzisztalnak. Kuldnb6z6 térzsek okozta egyidejl, vagy ismételt
fert6zés esetén keresztreakcidk lehetnek (De Wit, 2000). A HAG teszt az S1 fehérje
altal indukalt haemagglutinaciét gatlé ellenanyagokat mutatja ki, melyek a fert6zést

kovetd 9. nap korll jelennek meg, a 14-17. napig névekednek, majd szintjuk lecstkken.
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5.11 Védekezés

A fert6z6 bronchitis okozta gazdasagi karok mértéke szamos tényezé fliggvénye. A
koncentraltan elhelyezked6 és intenziven mikodé telepek jarvanytani eszkézékkel valo
mentesen tartdsa lehetetlen feladatnak tlnik. Az ilyen terlileteken a veszteségek
csOkkentése és a védekezés az allomanyok aktiv immunizalasaval valésithatd meg
(Cavanagh és Nagi, 2003; Cavanagh, 2007). A vakcinazasra él6 attenualt, inaktivalt és

rekombinans vakcinak allnak rendelkezésre.

5.11.1 EI6 attenuélt vakcinak

Az él6 vakcindk hasznalta t6bb mint fél évszazadra nyulik vissza és a
brojlerallomanyok, valamint a tenyész- és tojdéallomanyok bevezetd immunizalasara
hasznaljdk. Napjainkban legtébb naposcsibe a keltetében spray moédszerrel kerl
vakcinadzasra. A tenyész- és tojoallomanyokat késdbb tbbbszér is vakcindzzak a
tojasrakast nem sokkal megel6z6 ideig, bevonva a varians vakcinatdrzseket is
(Cavanagh és Nagqi, 2003). A brojlerallomanyok esetében is egyre indokoltabb egy, a
keltetéi immunizalast 7-14 nappal kévetd Ujabb vakcindzas, kilénds tekintettel a
varians térzsek elleni védelem kialakitasara. A léguti nyalkahartya védelme egyszeri
vakcinazast kovetéen rovid, az immunizalast kovetd 6-9. héttdl csdkkenni kezd
(Darbyshire és Peters, 1984).

Az él6 vakcina egyszeri alkalmazasat koévetéen a vakcinatérzzsel homoldg
szerotipussal és az egyazon protektiv tipusba tartozdé tbérzsekkel szemben
biztosithatunk védelmet. Ugyanazon szerotipust tartalmazé booster vakcinazassal
ndvelhetjik az immunvalasz homogenitasat, mig egy heteroldg szerotipust tartalmazé
oltbanyag hasznalata szélesiti azon szerotipusok spektrumat, amellyel szemben az
allomany védetté valik egy esetleges vadvirus fert6zéssel szemben (Cook és mtsai.,
1999). Ez a lehetbség kuldndsen fontos, ha figyelembe vesszik, hogy mig a homolég
térzsekkel szemben a vakcina indukalta védelem kivald, egy heterolég szerotipussal
val6 fert6z6dés a keresztvédelem hidnya miatt sulyos karokat okozhat (Bijlenga és
mtsai., 2004).

Az elsé élévirusos IBV vakcinat a Mass szerotipusu térzsekbél allitottak eld, és maig a
legszélesebb kérben alkalmazzak vilagszerte, Ausztralia kivételével. Kiterjedt
hasznalatanak az az els6dleges oka, hogy a legtébb helyen ez volt az elsd, és
leginkabb elterjedt IBV szerotipus. A folyamatosan megjelend Ujabb szerotipusok
kdzll, egyes tartésan fennmaradt és elterjedt térzsek is bekerultek az adott régid
vakcinarepertoarjaba. Eurépaban a Mass szerotipusba tartozé toérzsek (H120, M41)
mellett hasznaljak a 793/B (4/91), D274 és a D1466 szerotipusok térzseit tartalmazé
vakcinakat is (Cavanagh és Nagqi, 2003). Az egyre kiterjedtebben eléforduld QX
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szerotipus térzseib6l elballitott gyengitett vakcina is varhatéan hamarosan piacra kerdl
(Geerligs és mtsai., 2011).

Az él6 vakcinak hasznalatakor azonban figyelembe kell venni, hogy a nem megfelel6
idében és dbzisban adott IBV vakcina gatolni képes az azonos célsejtekkel rendelkezé
aMPV és NDV vakcinak altal kivaltott védelmet (Thornton és Muskett, 1975; Cook és
mtsai., 2001).

5.11.2 Inaktivalt vakcinak

Az inaktivalt vakcinakat a '60-as, '70-es években fejlesztették ki, azzal a céllal, hogy
hosszan tarté védelmet biztositsanak a tojéallomanyokban tapasztalt tojastermelés
csOkkenés ellen. Egyszeri, 6nmagaban valé alkalmazasa azonban csak minimalis
védelmet biztositott a virus karos hatasaival szemben (McDougall, 1969). Ezért a tojé-
és tenyészallomanyok magas szintl védelmét a nevelési idészakban tdbbszdr ismételt
élévirusos vakcinazast koévetben, inaktivalt készitmények oltasaval biztosithatjuk,
amely egyuttal alkalmas az utédallomanyok megfelelé szint(i maternalis ellenanyaggal

valo ellatasara is (Cavanagh és Nagqi, 2003).

5.11.3 Rekombinans vakcinak

A technoldgia fejlédésével szamos Uj generaciés rekombinans IBV vakcina kerdlt
kifejlesztésre. Alegység vakcinakat az S, illetve az N fehérje felhasznalasaval hoztak
Iétre. A baculovirussal expresszalt S fehérje képes volt dnmagaban immunitas
kivaltasara, sajnalatosan azonban tébbszéri alkalmazasat kdvetéen is csak az allatok
kevesebb, mint 50%-ban (Song és mtsai., 1998). Az S1 gént a madarhimlé illetve
adenovirus DNS-ébe klénozva vektorvakcinakat is el6allitottak. A nem pathogén
adenovirus vektor kisérletesen 90-100%-os védelmet indukalt, feltehetéen azért, mert
képes a légutakban is szaporodni (Johnson és mtsai., 2003).

A baromfiagazat sajatos lehet6sége a vakcindknak 18 napos embriéba (in ovo)
térténd bejuttatasa. A modszer feltételei technikailag adottak, azonban ez ideig csak a
Marek és a gumboroi betegség elleni vakcinakkal sikerilt megfelelé eredményeket
elérni. A tobbi tesztelt vakcina, kéztik egy IBV vakcina is negativan befolyasolta a
keltethet6séget (Cavanagh, 2007). A jévében komoly el6relépést jelenthet a Tarpey és
mtsai (2006) altal el6allitott klbnozott IBV térzs. A kutatdécsoport reverz genetikai
rendszer segitségével az apathogén Baudette torzs (Mass szerotipus) S génjét
eltavolitotta és helyére a pathogén M41 t6rzs S génjét inzertalta. Ezzel a rekombinans
torzzsel végzett in ovo vakcindzas nem befolyasolta a keltethetéséget és megfelelé
védelmet biztositott homoldg térzzsel vald fertézéssel szemben.

Mind a mai napig azonban egyetlen rekombinans technikaval el6allitott vakcina sem

kerult kereskedelmi forgalomba, mind megakadt a kisérleti stadiumban.
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6. Anyag és modszer

Munkank soran célunk az ujonnan megjelent és nagy kartételt okoz6 QX szerotipus
torzseinek vizsgalata és a mar ismert M41 és 793/B virustérzsekkel valo
Osszehasonlitasa volt. Ennek érdekében bizonyitottan vagy feltételezhetéen QX
szerotipus okozta jarvanyesetekbdl gy(ijtéttink mintdkat Eurdépa kilénbdzé
orszagaibdl, valamint a szerotipus megjelenési helyérél, Kinabal.

Az o6t, klinikai esetb6l szarmazé QX izolatummal, valamint a M41 és 793/B
referenstdrzzsel ezutan allatfertézési kisérletet végeztink a QX szerotipus
pathogenitasdnak és szervtropizmusanak megismerése céljabol. Fokozott figyelmet
forditottunk az U0j szerotipussal O&sszefuggésben leirt mirigyesgyomor-gyulladas,
vesekarosodas és ,altojé-szindroma” kialakulasanak vizsgalatara.

Ezzel parhuzamosan tanulmanyoztuk az IBV- tojastermelés csdkkentésében betdltétt
szerepén tul — kakasokra kifejtett hatasat is. Ennek érdekében harom fert6zott
csoportba a néivara allatok mellé kakasokat is bevontunk. Késébb a vizsgalatot

egyszerUsitett formaban ivarérett kora kakasokon is megismételtik.
6.1 A vizsgalatban felhasznalt virustérzsek

6.1.1 A mintak szarmazasa

A vizsgélat sordan o6t kuldnb6zd orszag, klinikai eseteibdl szarmazé mintakat
hasznaltunk fel. A mintak a 2005. és 2006. években észlelt, IBV-re jellemzd tlinetekkel
kisért jarvanykitérésekbdl érkeztek.

A kinai minta Qinhuangdao kérnyékerdl szarmazott. A megbetegedések 2005-ben egy
brojlertelep 3-4 hetes korl, a koradbbiakban Mass vakcinaval immunizalt allomanyaiban
jelentkeztek. Sudlyos légzdszervi tlnetek mellett kifejezett vesekarosodasra utald
kérbonctani leletrél szamoltak be. A telep négy allomanyabdl szarmazd vese- és
caecalis tonsilla (c. tonsilla, vakbélbejarati nyiroktiiszé) mintakat dolgoztunk fel.

A Steenvordebdl (Franciaorszag) szarmazo légcs6- és vesemintakat R.C. Jones
(University of Liverpool, UK) bocsatotta rendelkezésiinkre. A 2005-ben husszilépar
allomanyban ,altoj6-szindrémaval” kisért jarvanybol R.C. Jones és munkatarsai QX
torzset mutattak ki (személyes kozlés, 2006).

Szlovakiaban 2006-ban észleltek légzészervi tinetekkel és vesekarosodassal jard
megbetegedéseket. A boncolasok soran fibrines légzsakgyulladas és mallékony,
elfajult vese volt a legfeltiinébb elvaltozas. A brojlerallomany 10%-os elhullast kbvetéen
vészelte at a fert6zést. Vizsgalatunk elvégzéséhez vese-, légcsé-, tidé- és c. tonsilla

mintakat kildtek az allomanybdl.
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Gordgorszagban (Epirus) 2005-ben, 4-5 hetes brojlercsirkékben szokvanyos
légzbszervi tunetekkel jar6 megbetegedések jelentkeztek. Az allomany 8 és 25 napos
korban H120 virustdrzset tartalmazé vakcinaval lett immunizélva. Ennek ellenére a
mortalitds 7 nap alatt elérte az 5%-ot. Az allomanybdl Iégcsé és vékonybélmintadk
érkeztek vizsgalat céljara.

A magyarorszagi mintdk egy Debrecen kdrnyéki brojlerallomanybdl érkeztek, ahol a
korabbi vakcinazas ellenére fokozott leégz6szervi tlineteket, elhullasokat és sulyos
vesekarosodast figyeltek meg. A bekiildétt mintak az érintett egyedek veséjebdl és

Iégcsdvebdl szarmaztak.

6.1.2 A virusok kimutatasa virusizolalassal és azonositasa RT-PCR
reakcioval

A Kklinikai esetekb6l szarmazé mintakbdl izolalast kdveté RT-PCR moédszerrel mutattuk

ki a virusnukleinsavat.

6.1.2.1 Virusizolalas

A szervmintakat egységesitettiik, homogenizaltuk, majd hozzavetblegesen 1:10
aranyban, antibiotikumot tartalmazé PBS-sel kevertik. A homogenizatumot 10 percig
12000x% g-vel centrifugaltuk, majd a feltlusz6t leszivtuk.

A fellliszét ezutan mintanként 5-5 db, 9 napos embrionalt SPF tyuktojas (Charles
River Laboratories, Wilmington, USA) allantoisz Gregébe fecskendeztik (200 pl/tojas),
majd a tojasokat 7 napig 37°C-on inkubaltuk és naponta lampaztuk. 1-3 vakpasszazst
végeztiink a IBV-re jellemzd embrid-elvaltozasok — térpendvés, satnyasag, goérbiilt
tartas — kialakulasaig. A megfelelé elvaltozast mutaté embridk allatoisz folyadékat

Osszegylijtottuk és csoportonként egységesitettik.

6.1.2.2 RNS kivonas

Emésztés céljabol 250 pl allantoisz folyadékot 750 pl TRI reagenssel (Sigma, St. Louis,
USA) elegyitettiink, majd szobahémérsékleten 10 percig alini hagytuk. Ezutan 200 pl
fenol-kloroformmal kevertik az elegyet, majd 15 percig 12000% g-vel centrifugaltuk. A
centrifugalassal az elegy 3 részre valt. Az RNS tartalmu felsé vizes fazist leszivtuk, 500
Ml izopropanolt tartalmazé eppendorf csébe mértiik és szobahémérsékleten 10 percig
allni hagytuk. A nukleinsav kicsapasdhoz az elegyet 10 percig 12000x g-vel
centrifugdltuk. A csé aljaban letlepedett RNS-rél a feltliszét ledntéttik és 1 ml 75%-o0s
etanol hozzaadasaval mostuk. Ujabb (10 perc, 12000x g) centrifugalast kdvetéen, az
etanolt eltavolitottuk és a csé aljaban Iévé Uledéket enyhe kiszaradasig allni hagytuk.
Ezutan 20 pl dietil-pirokarbonat-ot tartalmazé vizben vettik fel a tisztitott RNS-t,
homogenizaltuk, 5 pl-ét atirtuk cDNS-é (copy DNS: DNS masolat), a maradékot pedig
—80°C-on taroltuk.
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6.1.2.3 cDNS eléallitas

A tisztitott RNS-t elsé Iépésben atirtuk cDNS-é. Ehhez mintanként 25 ul reakciéelegyet
készitettlink. A reakciéelegy 8 ul DEPC-es vizet, 5 yl MMLV puffert (Moloney murine
leukemia virus, egérleukémia virus, Promega, Wisconsin, USA), 4 ul dezoxinukleozid
trifoszfatot (ANTP, Promega, Wisconsin, USA), 1 pl random hexamert (Fermentas,
Litvania), 1 pyl RNase inhibitort (Fermentas, Litvania), 1 ul reverz transzkriptaz enzimet
(Fermentas, Litvania) és 5 yl RNS templatot tartalmazott. A reverz transzkripciét 50°C-
on 30 percig végeztik ABI PRISM 2720 Thermal Cycler automataban (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA). Az elkészilt cDNS-t tovabbi felhasznalasig -20°C-on

taroltuk.

6.1.2.4 RT-PCR

A DNS masolatot polimeraz lancreakcid segitségével amplifikaltuk. A reakcidhoz
hasznalt primerek célteriilete az S1 génnek azon konzervativ szakasza, amely a
kulénb6z6 szerotipusok tdbbségében konszenzus szekvenciaju résznek tekinthetd, igy
az ismert szerotipusok legtébbjének, kéztik a QX-nek, a kimutatasara is alkalmasak. A
primereket a nemzetkdzi szakirodalomban publikalt adatok (Cavanagh és mtsai., 1999)
alapjan rendeltiik a Biomi Kft-t6l (Godollé). A primerek szekvenciajat, tapadasi helyét

és a termék nagysagat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: Az RT-PCR soran felhasznalt primerek.

] Primer .
Primer ] o Termék
Primer szekvenciaja helyezédése az i
neve ] nagysaga
S1 génen
XCE1+ | 5. CACTGGTAATTTTTCAGATGG -3’ 728 - 749 464 bp
XCE2- 5'- CTCTATAAACACCCTTACA -3' 1168 - 1193

A DNS amplifikacié soran a mintakbol eldallitott cDNS 5 pl-ét az alabbi tablazatban

lathat6 6sszetételli reakcidelegyhez adtuk:

3. tablazat: PCR reakcitelegy.

PCR puffer 8 ul
MgCl, 5l
dNTP 4 ul
TAQ polimeraz 1ul
Primer 1 ul
Desztillalt viz 1 ul

A PCR program elsé lépése a 95°C-on, 15 percen at tarté6 denaturacié volt. Ezt

kovetéen 35-sz6r ismételtik a kovetkezd lépéseket: 95°C-on 40 masodperc
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denaturacié, 52°C-on 50 masodperc primer tapadas és 72°C-on 60 masodperc
lancszintézis. A folyamat a végs6 lancszintézissel zarult, ami 72°C-on 10 percig tartott.
A DNS amplifikalasat ABI PRISM 2720 Thermal Cycler automataval (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA) végeztiik.

6.1.2.5 A PCR eredményének lathatova tétele

Az amplifikaciéval kapott termék 7,5 ul-ét, 2,5 pl 6xOrange Loading Dye-al (Fermentas,
Litvania) kevertik és 0,5 ul/ml etidium-bromidot tartalmazoé, TBE (Tris-borate-EDTA)
pufferben oldott, 1,5%-0s agaréz gélben elektroforetizaltuk 8 V fesziltségen, 60 percen
at. A megfestett terméket 302 nm hulldmhosszu ultraibolya atvilagitassal vizsgaltuk, és
a Kodak DS Electrophoresis Documentation and Analysis System, valamint a
kapcsoléddé Kodak Digital Science 1D szoftver segitségével rogzitettik és
dokumentaltuk. A génszakasz nagysagat 50 bazispar osztasu DNA Ladder

(Fermentas, Litvania) marker segitségével hataroztuk meg.

6.1.3 Szekvencia meghatarozas és filogenetikai vizsgalatok

6.1.3.1 DNS-fragmentumok tisztitasa gélbél

Ahol megfelel6 méretli terméket kaptunk, a PCR-t megismételtiik, és a termék teljes
mennyiségét 0,8%-o0s, alacsony olvadaspontl agarézgélben futtattuk meg 8 V
feszlltségen, 2 6ran at. Az amplikon helyzetét révid idejl ultraibolya atvilagitas alatt
ellendriztik, a terméket tartalmaz6é darabot kivagtuk a gélbél. A DNS szakaszt a
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) segitségével a gyartd utasitasa szerint
vontuk ki a gélbél. A termékeken ezutan kétiranyd, direkt fluoreszcencian alapul6
szekvenaltatast végeztettink el (Biomi Kft.,, G6doélld) az RT-PCR soran hasznalt
primerekkel. A kapott szekvenciat a BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
program  segitségével azonositottuk. A  kétiranyu  szekvenalassal kapott
szekvenciaadatokat egymassal és a génbankban elérhetd térzsek azonos részletével
hasonlitottuk 6ssze az Align Plus4 for Windows 95, version 4.0. SciEdCentral
(Scientific és Educational Software) program segitségével. A filogenetikai térzsfa
generalasahoz ClustalX 1.81 programot hasznaltunk. A toérzsfa készitéshez a sajat
szekvenciainkon kivil, a génbankban elérhetd fontosabb IBV szerotipusok
szekvenciait is kigy(jtéttiik. A bootstrap értékeket a program 1000 megismételt torzsfa
rekonstrukciés adatai alapjan kalkulalta. A térzsek kozti filogenetikai viszonyok

abrazolasahoz a TreeView version 1.6.6 szamitégépes programot hasznaltuk fel.

6.1.3.2 Génbanki elérhetéségi kodok
A vizsgalat soran meghatarozott IBV szekvencidkat a kévetkezd akcessziés szdmokon
toltottiuk fel a génbanki adatbazisba: GQ403795-GQ403799.
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6.2 Allatfert6zési vizsgalat

6.2.1 A torzsek szaporitasa és a fert6zo inokulum eldallitasa
A QX szerotipus vizsgalata céljabdl a 6.1.1 pont alatt részletezett mintakbdl szarmazé
5 vadvirus térzset és dsszehasonlitasképpen az Eurépaban leginkabb elterjedt Mass

és 4/91 szerotipus egy-egy referencia térzsét (M41 és 793/B) hasznaltuk fel.

6.2.1.1 A vadvirus térzsek tisztitasa

A klinikai mintakbdl izolalt virustdrzsek tisztitdsat embrionalt SPF tydktojasban végzett
véghigitasos modszerrel végeztik, annak érdekében, hogy a fertézéshez homogén,
mas korokozoktol mentes viruspopulaciot nyerjiunk. Ehhez a izolalt virustdrzseket
tartalmazé allantoisz folyadékbdl 8 lépéses tizszerezd higitast készitettiink, és a
6.1.2.1 részben leirtak szerint 5-5 embrionalt tydktojasba oltottuk. Az inkubaciés id6
lejarta utan azt a legnagyobb higitast, amelyben még specifikus embrié-elvaltozas volt
lathato, az el6zbek szerint Ujra higitottuk. A harmadik higitast kévetben ismételten a
legnagyobb, még elvaltozast mutatd tojasok allantoisz folyadékat eltavolitottuk, majd
ezt hasznaltuk az allatok fert6zésére, az inokulumban lévé virustdrzs azonositasa,

tisztasagi vizsgalata és titralasa utan.

6.2.1.2 A fert6zé inokulumban 1évé virustérzs azonositasa
Az izolalt virustérzsek véghigitasos tisztitasat kévetbéen az egyes mintakban lévd
virustdrzsek kimutatasat és azonositasat a 6.1.2 és 6.1.3 pontban leirtak szerint RT-

PCR mo&dszerrel és azt kbvetd szekvenalassal végeztik.

6.2.1.3 A fertézé inokulum tisztasagi vizsgalata
A fert6z6 inokulumok mindegyikével steril probat, haemagglutinaciés, valamint
mycoplasma kimutatasara iranyuld tesztet, és PCR-t végeztliink a fébb baromfi

pathogén agensek jelenlétének kizarasa céljabal.

6.2.1.4 Osszehasonlité térzsek

Az Europaban leggyakoribb Mass és 4/91 szerotipusok 1-1 referenciatérzse a
weybridge-i laboratériumbdl szarmazott (Veterinary Laboratories Agency, Avian
Virology Department, Weybridge, UK). A Mass szerotipushoz tartozé M41 térzs 3, a
4/91 szerotipushoz tartozé 793/B térzs 2 tojaspasszast kovetben érkezett.

Titermeghatarozast kévetéen a térzseket -70°C-on taroltuk.

6.2.1.5 A fertézd inokulum titralasa és higitasa
A véghigitdsos modszerrel végzett tisztitds soran nyert inokulumbol nyolc |épéses

tizszerez® higitast készitettink. A higitasok mindegyikével a 6.1.2.1 pontban leirtak
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szerint 5-5 embrionalt SPF tyuktojast oltottunk. Az embrié mortalitast 7 napon keresztiil
regisztraltuk, majd az oltast kdvetd 7. napon elbiraltuk a kilénbdzé higitasok esetén
kialakult embri6é-elvaltozasokat. A kiindulasi anyagnak azt a legnagyobb higitasat, ahol
meég IBV specifikus mortalitast vagy elvaltozasokat észleltiink, tiz 1épéses kétszerezd
higitassal tovabbtitraltuk. Higitasonként 5-5 SPF tojas oltasaval hataroztuk meg az
inokulum EIDsg titerét, amit a fertézés céljabdl 10°>" ElDsq-re allitottunk be. A higitast,

kézvetlenul a fertézés elbtt, laboratériumi kérilmények kézétt, PBS-el végeztik.

6.2.2 Kisérleti allatok és elhelyezésiik

Napos koru, specifikus kérokozoktdl mentes (SPF: specific pathogen free) tojasokbdl
(Spafas, Line 22, Charles River Laboratories, Wilmington, USA) kelt csibéket
véletlenszerlGen 8 csoportba osztottunk. Az els6 4 csoport, csoportonként 50 jércét, az
5., 6. és 7. csoport az 50 jérce mellett 50 napos koru kakast a kontrol pedig 20 jércét
és 10 kakast tartalmazott. Az egyes csoportok egymastdl jol szeparalt egységekben és
elkllonitett gondozas mellett keriiltek elhelyezésre. Az allatokat mélyalmon tartottuk,

az ivoviz és a takarmany ad libitum allt rendelkezésre.
6.2.3 Kisérleti elrendezés

A kisérletben 8 csoportot alakitottunk ki. Az elsé 4 csoportba 50-50 jércét osztottunk
szét és a kinai, francia, szlovak és goérdg izolatummal fertéztik 6ket. Az 5., 6. és 7.
csoportokban az 50 jérce mellett 50-50 kakas is fertézésre kerllt a magyar, az M41 és
a 793/B térzzsel. A placebéval (PBS) kezelt negativ kontroll (K) csoportot 20 jérce és
10 kakas alkotta. A fertézés soran a napos koru allatok két6hartyazsakjaba és
orrnyilasaba 40 pl 5,7 logso EIDs titerl virusszuszpenziét cseppentettiink. A fert6zést
koévetéen napi megfigyelést végeztink és a klinikai tineteket nyugalmi &llapotban,
illetve enyhe meghajtas utan régzitettik. A 4. és 42. nap kézott 8 alkalommal mintat
vettlink minden csoportbdl. Az egyes csoportokban a klinikai tiinetek és kérbonctani
elvaltozasok mellett, vizsgaltuk a fertbzésre adott ellenanyagvalasz kialakulasat, a
Iégcsé csillés hamsejteinek aktivitasat, a virusantigén jelenlétét az egyes szervekben,
a virus indukalta koérszévettani elvaltozasokat, valamint a vizsgalt szervekben a virus
RNS megjelenését és mennyiségi viszonyait. Az elsé 4 csoportbdl alkalmanként 5-5
allatot, az 5., 6., 7. csoportokbdl 5 jércét és 5 kakast, a kontroll (K) csoportbdl 2 jércét
és 1 kakast véreztettink el mintavétel céljabdl.  Mintaként  azon
szerveket/szervrészeket tavolitottuk el, ahol virusszaporodast, illetve kdvetkezetes
szbvetkarositast vartunk. A csoportbeosztast és a mintavételt a 4. tablazatban foglaltuk

Ossze.
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4. tablazat: Kisérleti elrendezés: napos koru csibék fertézése esetén.

Fe_rt626 szIZ:iLti Mintavétel (4, 7,11, 14t 2"1, 28, 35, 42 DPI): szévettan, RRT-PCR
10728 | beosatas | légoss | taas | TV | SO0 | ctonst | vese | B1% | tojecss | nere
Kinai 500 v | v v v v v v v -

Francia 509 v v v v v v v v -

Szlovak | 500 v | v v v v v v v -
Gorog 509 v v v v v v v v -

Magyar 5$° 5; v | v v v v v v v v
M41 590 5;;) v | v v v v v v v v
793/B 5;9 Eg’ v | v v v v v v v v

. éo 150 v | v v v v v v v v

*csak RRT-PCR céljara vettiink mintat

Az IB virus esetleges terméketlenséget ndveld hatdsanak vizsgélata céljabol a
naposkori fertézést kdvetd idészak here mintavételén tal, ivarérett koru kakasokat is
fert6ztink. Ez esetben is a magyar, az M41 és a 793/B tbrzzsel fertéztiink, majd a
fert6zést kovetden 14 napon at kovettlk a Kklinikai tineteket és a kérbonctani
elvaltozasokat. A fert6zést megelézben, tiz véletlenszerlien kivalasztott allat
szérumvizsgalataval meggy6z8dtink a kakasok IB negativ  statuszanak
fennmaradasarol. Negativ kontrollként 8 placebdval (PBS) fert6zétt kontroll madarat
vontunk be a vizsgalatba. A mintavételek az 5. tablazatban leirtak szerint a 1égcsé,
vese és a here korszovettani és RRT-PCR célu feldolgozasara térténtek. A
mintavételek alkalmaval kakasonként 10-10 ml vért is felfogtunk IBV ellenanyag

meérése céljabdl.

5. tablazat: Kisérleti elrendezés: ivarérett koru kakasok fert6zése.

o Ivar szerinti Mintavétel (4, 7, 11, 14,DPI): szévettan, RRT-PCR
Fert6z6 torzs b t4
eoszias légcso vese here
Magyar 158 v v v
M41 158 v v v
793/B 1448 v v 4
- 84 v v v

e

6.2.4 A fert6z6 torzsek visszatitralasa

A fertézés el6tt kihigitott virusszuszpenzio 0,2 ml-ét a fert6zés végeztével
lefagyasztottuk a fertéz6 titer ellendrzése céljabdl. Az ellendrzésre azért volt sziikség,
mert az inokulum higitasat laboratériumi kérilmények kézétt végeztik, a csoportok

pedig eltéré helyszineken keriltek fertézésre, igy minden csoport esetén eltelt

47



valamennyi id6 a higitds és a fert6zés megkezdése kozott. Az ez id6 alatt
bekdvetkezett esetleges titerérték csdkkenés, illetve a higitds pontossaganak
ellendrzése céljabdl az inokulumokat a 6.1.2.1 és a 6.2.1.5 pontokban leirtak alapjan

embrionalt tydktojasba oltottuk és meghataroztuk EIDs, titeriket.

6.2.5 Az egyes csoportok kdzotti fert6zésatvitel kizarasa

A Kklinikai tinetek napi megfigyelését mindig a kontroll csoportban kezdtilkk és minden
csoporthoz kilén védéruhazatot hasznaltunk. A koérbonctani vizsgalatok és a
mintafeldolgozasok soran is ugyanezt a sorrendet kovettiik. A mintak eltavolitasa és
feldolgozdsa soran csoportonként kuldn steril eszkézdkkel dolgoztunk. Végul a
csoportok kozti atfert6z8dés kizarasa céljabdl a rafert6z6 térzset visszaizolaltuk és RT-

PCR-t kdvetd szekvenalassal azonositottuk.

6.2.6 Mintavétel és koérbonctani vizsgalat

A mintavételek alkalmaval el6sz6ér minden allatbol vért vettiink, majd exterminalas utan
korbonctani vizsgalatot végeztink. A fertézést kdvetd 4-14 napokon a véreztetést
kévetden azonnal eltavolitottuk a teljes légcsévet, és steril tapfolyadékba helyeztik. A
kérbonctani elvaltozasok regisztralasat kdvetden, a kovetkezd szervekbdl vettink
mintat korszévettani vizsgalat és/vagy kvantitativ RT-PCR elvégzése céljabdl: légcsé,
tudo, csipbbél, vakbélbejarati nyiroktiiszék, vese, petefészek, tojécséd és here (csak a
magyar QX, M41 és 793/B virustdrzsel fert6zott és a kontroll csoportok esetén). A
mirigyesgyomor és vékonybél mintdkat a fert6zést kévetd 4., 7., 11., 14. és 21.
napokon gyujtéttuk, mivel az addig feldolgozott mintak eredménye nem indokolta a

tovabbi mintavételt.

6.2.7 A fert6z6 torzsek visszaizolalasa

A fertézést kdvetd 4. napon eltavolitott Iégcsémintak egy része a fertézd toérzsek
visszaizolalasa és a keresztfert6zések kizarasa céljabdl is feldolgozasra kerilt. Az
egyes csoportok mintait egységesitettik és az izolalast, az RT-PCR-t és a

szekvenalast csoportonkénta 6.1.2 és a 6.1.3 pontokban leirtak szerint végeztik el.

6.2.8 Csilloaktivitasi teszt

A fertbzést kovetd 4., 7., 11. és 14. napokon az allatok elvéreztetése utan csipesszel
és olléval eltavolitottuk a teljes 1égcsdvet, és 4-5 ml MEM-H (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) tapfolyadékot tartalmazé Wasserman csébe helyezzik. Ezutan a légcsé alsé és
fels6 szakaszabdl 3-3, a kdzépsébél 4, kb. 1 mm széles, lehetbleg 1 Iégcséporcot
magaba foglal6 karika metszetet készitettiink. A gy(riket sejttenyésztésre is alkalmas,
vajulatonként 50 ul tapfolyadékot tartalmazé, 96 Iyuku lemez 1-1 mélyedésébe

helyeztik, ugy, hogy egy légcs6 mind a 10 gydrije egy sorba keriljon. A
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preparatumokat a mintavételtdl szamitott legfeljebb 2 6ran belll elbiraltuk. A biralatot
fénymikroszkoppal, kis nagyitason végeztik.
A csilléaktivitast (mozgas intenzitasat, illetve a 1égcsdgydriiben aktivan mozgé csillok

aranyat) 0-t6l 4-ig terjedé szammal (score) értékeltik Cook és mtsai (1999) altal leirtak

szerint:
- 0 ép aktivitas a teljes gydr(in (100%)
- 1 csillbmozgas a gy(irld 75%-an
- 2 csillbmozgas a gylirl 50%-an
- 3 csillbmozgas a gylrl 25%-an
- 4 aktivitas teljes hianya (0%)

- - biralatra alkalmatlan gydir(

6.2.9 Ellenanyagvalasz

A csibék virus indukalta humoralis immunvalaszat indirekt ELISA modszerrel mértik. A
fertézést kovetd 4., 14., 21. és 42. napokon vett vérmintak savéit vizsgaltuk az 1BV
elleni ellenanyagok jelenlétére.

A reakciéban hasznalt antigént M41 IBV térzzsel oltott embrionalt tydktojas allantoisz
folyadékabdl tisztitottuk. A durva szennyez6dést 1000x g-vel 30 perces
centrifugalassal, majd szlrépapiron valé atengedéssel tavolitottuk el. Ezt kévetéen az
antigéntisztitds els6 1épése a killepités volt, amelyet 7500x g-vel, 2 06ras
centrifugalassal végeztink. Az Gledéket 7,4-es pH-ju NTE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 0.5
M NaCl, és 1 mM EDTA) pufferben rehidraltuk. A rehidralt antigén
fehérjekoncentracidja 0,48 mg/ml volt. A tisztitas masodik |épéseként a fehérjét 33,8%-
0s és 60%-os cukorparna kdzé Ulepitettik 12000x g-vel, 5 6ras centrifugalassal.

A tisztitott antigént ezutan 0,05% N-laroylsarcosine-t tartalmazé, 0,05 M-os karbonat
pufferben (pH 9,6) 200-szorosra higitottuk és a kapott oldatbdl 100-100 pl-t kis
kotbképességli (Tomtec Plastics, Budapest, Magyarorszag) lemez vajulataiba mértik.
Az érzékenyitett lemezt 60 percig 37°C-os razétermosztatban, majd 24 éran at 4°C-on
inkubaltuk. A kimosott lemezt 100 pl, 0,5% tejport tartalmaz6é PBS-sel fedtik, majd 1
oran keresztil 37°C-on inkubaltuk. Mosast kévetéen 100 pl savot mértink ra, majd ujra
inkubaltuk (1 éra, 37°C) és mostuk. Ezutan 100 ul 2000x%-re higitott, HRPO jelzett anti-
csirke IgG-vel (Phylabs, Kalifornia, USA) fedtik a lyukakat. A savomintadkat és a
konjugatumot 0,5 M NaCl-ot és 0,05% Tween-20-at (Promega, Wisconsin, USA)
tartalmazé PBS-el (PBT-N) higitottuk.

A mintakbdl, a kalibracidbol és a negativ savébdl 100-szoros higitast készitettlink. A
kalibracié egy 9,3-as virusneutralizaciés (VN) titer(i savébél késziilt 7 tagu, kétszerezd
higitasi sor, valamint egy negativ (SPF) savé volt. A mintakat és a kalibraciét is 2-2

parallelben tettlk a lemezre, igy lemezenként 40 savét tudtunk vizsgalni. Az elbhivas
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hidrogénperoxid-TMB-vel (tetrametil-benzidin, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) tértént 15
perc alatt szobahémérsékleten, majd a reakciot 0,05 ml 2 M-os kénsavval allitottuk le.

Az eredményt Multiskan FC tipusu fotométerrel (Labsystems Oy, Helsinki, Finnorszag)
olvastuk le és a fényelnyelési (optical density, OD) értékeket 610 nm hullamhosszon
mértik. A kapott fényelnyelési eredmények kiértékelését az Excel tablazatkezeld
programban végeztuk. A kalibraciobdl szerkesztett OD — log, VN titer fuggvényhez
illesztett logaritmikus gorbén olvastuk le a mintak altal adott OD értékhez tartozé VN

titereket. A vizsgalt mintat =3 log, VN titer esetén tekintettlik pozitivnak.

6.2.10 Real-Time RT-PCR (RRT-PCR)

A vizsgalt szervekben, a kulénbdz6 mintavételi idépontok egy részében, a
virusmennyiség meghatarozasara és &sszehasonlitasara kvantitativn. RRT-PCR-t
végeztink. A fertézést kévetd virusreplikacio dinamikajat figyelembe véve, az els6 4
vagy 5 mintavétel alkalmaval nyert szdveteket dolgoztuk fel. Azokban az esetekben,
ahol mar a korabbi mintazasokndl is negativ eredményt kaptunk, a tovabbi mintdk
feldolgozasatdl eltekintettiink.

A mintaként vett szervekhez el8sz6ér mintavételenként és csoportonként hozzavetdleg
1:10 aranyban antibiotikumot tartalmazé PBS-t adtunk. A szervmintdkat ezutan
TissueLyser késziilekkel homogenizaltuk (Qiagen, Hilden, Németorszag). Az igy kapott
homogenizatum fellliszojabdl mintanként 50 ul-et leszivtunk, és az egy csoporthoz,
szervhez és mintavételhez tartoz6 mennyiségeket egységesitettiik. Az igy kapott 250
pl-nyi elegyet ezutan kézvetlen felhasznaltuk az RNS kivonasra és a cDNS-é valé
atirasra a 6.1.2.2 és 6.1.2.3 pontoknak megfeleléen.

Az IBV nukleinsav kvantitativ meghatarozasara TagMan® préba alapd,
csoportspecifikus, valdés ideji PCR-t (RRT-PCR) alkalmaztunk a Callison és
munkatarsai (2006) altal leirtak szerint. A primerek, valamint a proba egyarant az M41
kettés jelolési TagMan® prébahoz kromoforként FAM-ot (6-karboxifluoreszcein)
kotottek, a 3’ véghez kapcsolva pedig BHQ-1 (black hole Quencher-1) quenchert
(Gene Link, New York, USA) hasznaltunk. A reakciéban hasznalt primerek és a préba

tapadasi helyét valamint szekvenciajat a 6. tablazat mutatja.

6. tablazat: RRT-PCR soran hasznalt primerek és proba.

Helyezo6dése
Név Irany Szekvencia az 5’-UTR
génen
IBV5_GU391 Forward 5- GCTTTTGAGCCTAGCGTT -3’ 391-408
IBV5_GL533 Reverse 5- GCCATGTTGTCACTGTCTATTG -3’ 533-512
IBV5_G Forward 5'- CACCACCAGAACCTGTCACCTC -3’ 494-473
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Az egy mintara vonatkozo reakcioelegy a kbvetkezd 6sszetevdket tartalmazta: 10 pl
TagMan® Master Mix, 0,2 yl préba, 1 ul forward primer, 1 pl reverse primer, 5,8 pl
desztillalt viz és 2 pyl cDNS. A reakcidparaméterek a kdvetkez6k voltak: 95°C-on 10
perc denaturacid, majd 50 cikluson keresztll az alabbi [épések ismétlédtek:

= denaturacié: 95°C-on 15 masodperc

= primer tapadas: 60°C-on 1 perc

» lancszintézis: 72°C-on 1 perc.
Az RRT-PCR-t, valamint a kapcsol6dd szamitdégépes kalkulaciot az ABI Prism 7500
Real-Time PCR System automataval végeztiik (Applied Biosystems, Carlsbad, USA).
Minden reakciohoz két negativ kontrollt adtunk, ahol a cDNS-t nukleaz mentes vizzel
helyettesitettik. A kvantitativ analizis standard gérbéjének megrajzolasahoz tizszeres
higitasi sorozatd (10"'-107), ismert titeri (10"?°ElDs0/0,2 ml) 4/91 IBV térzs cDNS
pozitiv kontrollt hasznaltunk. A szoftver a kiiszobérték ciklusszamot (cycle threshold:
CT) az ismert titerii standard higitasi sorhoz képest abrazolta és extrapolalta a
gbrbéhez tartozo linearis regresszids egyenest. Az adott szervekben |évd virus EIDsg
titerét a mintdk CT értékei és az eredményll kapott standard egyenes
O6sszehasonlitasabdl kalkulalta a szoftver. Az EIDsy eredményeket tizes alapu
logaritmus (logys) egységben adtuk meg. A kopiaszammal szemben, az EIDsp-ben
kifejezett értékek haszndlatat az indokolta, hogy a baromfivirusokkal kapcsolatos
publikaciok, koztik az IBV RRT-PCR-rel foglalkozok is ezt a format hasznaljak. A

vizsgalat elvégzésével leginkabb a tdérzsek egymashoz viszonyitott aranyarél és a

sz

6.2.11 Kdrszovettani vizsgalatok

A kérbonctani vizsgalat soran eltavolitott Iégcsé, tidé, mirigyesgyomor, csipbbél, vese,
petefészek, tojocsé és here mintakkal végeztik a korszdvettani vizsgalatot. A
szbvetmintdkat 1 napig 10%-os pufferolt formaldehid oldatban fixaltuk, paraffin
blokkokba agyaztuk, 4 um-es metszeteket készitettiink, végll hematoxylin-eosinnal
festettilk. A metszeteket fénymikroszkép alatt vizsgaltuk és az IBV fertézésre jellemzé
elvaltozasokat Nakamura és mtsai (1991) altal leirtak szerint pontoztuk. Elvaltozas
hianyaban 0, enyhe elvaltozas esetén 1, kbzepes esetén 2, sulyosnal pedig 3 ponttal
értékelttk a latottakat. Egyes mintak esetén PAS vagy alciankék festést is
alkalmaztunk a nyalka kimutatasara. A kalcium kristalyok lerakédasat von Kossa-féle

festéssel tettik lathatova.

51



6.2.12 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Immunhisztokémiai festést a fert6zést koévetd 4., 7., 11., 14. napokon végeztink,
amikor még feltételeztik a virusantigén jelenlétét. A reakciéhoz a korszévettani
vizsgalat soran vett mintakat hasznaltuk fel. A paraffin blokkokbol 4 um-es metszeteket
készitettlink, amelyeket adhéziés targylemezre (SuperFrost Plus, Menzel-Glasser,
Németorszag) teritettink. A mintakat 56°C-on, 1 éjszakan at szaritottuk, majd
deparaffinaltuk. 4 perces, PBS-ben t6rténé mosas utan kévetkezett az antigénfeltaras,
melynek soran a metszeteket 0,1 M citrat-pufferben (pH 6) féztik (mikrohullamu
sutében 10 percig 700-800 W-on, majd 30 percig 200-300 W-on). Az IBV antigén
kimutatasahoz a DAKO EnVision+ System-HRP AEC kittet (Dako, Denmark)
hasznaltuk. Ujabb oblités utan 10 perces szobahé&mérsékleten térténd 3%-os H,O.-0s
kezelést végeztink az endogén peroxidazok blokkolasa céljabdl. A metszeteket Gjra
Oblitettik PBS-el, majd az aspecifikus kétbhelyek lefedésére a mintakat
szobahdémérsékleten 10 percig 2%-0s sovany tejporos oldatba helyeztik. Elsédleges
antitestként egérben termeltetett IBV nukleokapszid fehérje elleni monoklonalis
ellenanyagot (clone Ch/IBV 48.4; Prionics, Lelystad, Hollandia; 1:100-as higitas)
hasznaltunk 37°C-on 1 éjszakan at. PBS-el valé mosast kdvetben egér-lg ellenes
polimer-tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel (EnVision kit, Dako,
Denmark) szobah&mérsékleten inkubaltuk a metszeteket. 30 perc elteltével PBS-el
Oblitettiik, majd a mintakat 10 percig szobahédmérsékleten AEC (3-amino 9-
ethylcarbazol) kromogénnel (EnVision kit, Dako, Denmark) fedtik. A szinreakcio
kifejlédését kdvetben, a targylemezeket 10 percen at csapviz alatt, majd desztillalt
vizzel mostuk. Magfestésre Mayer féle hematoxylint hasznaltunk 4 percen at. A
metszeteket glicerin-zselatinnal fedtiik, rahelyeztik a fedélemezt, majd a mikroszképos

elbiralasig 4°C-on taroltuk, hogy az AEC szubsztrat stabilitasat megérizzik.
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7. Eredmények

7.1 A vizsgalatban felhasznalt virustorzsek

Az izolalas sordn 2-3 szamu vakpasszazst kdvetben kialakultak az IBV specifikus
embrié-elvaltozasok. Az elvaltozast mutaté tojasokbdl leszivott és mintanként
egységesitett allantoisz folyadékbol elvégzett RT-PCR alapjan mind az 6t klinikai
esetb8l szdrmazd minta IBV-nek bizonyult. A kinai, francia, szlovak, gérég és magyar
izolatumok szerotipusanak megallapitasahoz szekvenciaanalizist végeztiink az S1 gén
PCR-rel felerésitett szakaszan. Az izolalt térzsek a legnagyobb hasonlésagot a QX
szerotipus térzseihez mutattak. A szekvenciaanalizis alapjan, a francia, szlovak, gérog
€s magyar izolatumok 99%-ban, a kinai pedig 96%-ban bizonyult azonosnak az eredeti
QX toérzzsel (QXIBV, akcesszios szam: AF193423).

Az M41 és a 793/B referens térzs szekvenciaja a vizsgalt szakaszon 79, és 82%-ban
tért el az eredeti QX torzsétél. Ugyanez az eltérés az altalunk izolalt 6t QX térzs esetén
78-79, valamint 80-82%-nak adodott.

Az 0Osszehasonlitd genetikai, illetve filogenetikai vizsgalatok soran az altalunk
meghatarozott 6t szekvencian kivil, felhasznaltuk a nemzetkdzi adatbazisban szerepld

(GenBank, Bethesda, USA, www.ncbi.nih.gov) IBV szekvencidk egy részét is. A

torzsfakészitéshez az 6t vizsgalt QX izolatum szekvenciain kivil, azt a 18 térzset

valasztottuk ki, melyek jol reprezentaljak az IBV fontosabb szerotipusait (7.tablazat).

7. tablazat: A filogenetikai térzsfa generalasahoz felhasznalt IBV térzsek.

Név/ a virustorzs Akcesszios . A virustorzs .
jele szam Szerotipus szarmazasa Pathotipus
Beaudette M95169 USA i .
Va1 DQO834384 Massachusetts USA légzbszervi
Connecticut L18990 Connecticut USA légzbszervi
7/93 783979 4/91 Anglia légzbszervi
Ark99 M99482 Arkansas USA Iégz8szervi
D274 X15832 D274 Hollandia légzbszervi
B1648 X87238 B1648 Belgium vesekarositd
JMK L14070 JMK USA vesekarosito
D1466 M21971 D1466 Hollandia légzbszervi
JP8443 AY296745 JP Japan vesekarosito
JP8127 AY296744
UK/L-633/04 DQY01376 Italy-02 Anglia légzbszervi
LX4 AY338732 vesekarosito
QXIBV AF193423 Kina mirigyesgyomor
gyulladas
1S/1201 DQ400359 QX Izrael ismeretlen
K3 3 AY790367 Dél-Korea
L1449K EF079115 Hollandia s
- vesekarositod
UK/AV2150/07 EU914939 Anglia
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A Clustal X 1.81 programmal készitett, TreeView version 1.6.6 programmal abrazolt
térzsfa az alabbiakban lathato.
A szekvenciaanalizis és a filogenetikai térzsfa vizsgalata alapjan, mind az 6t klinikai

esetbdl szarmazd minta egyértelmiien a QX térzsek csoportjaba sorolhato.

M21971 D1466

0.1

865

L14070 JMK

M99482 Ark99

AY296745 JP8443

GQ403796 French

919

AY296744 JP8127
M95169 Beaudette
991
X15832 D274

DQ834384 M41

L18990 Connecticut
X87238 B1648
283979 7/93

1Q901376 UK/L-633/04

8. abra: Az abran az S1 génre vonatkozé részleges szekvenciaadatok alapjan készitett
térzsfa lathaté. A csomépontoknal feltlintetett szamok az 1000 ismétlés alapjan szamitott
bootstrap értékeket jeldlik. Sargaval bekeretezve a QX csoport lathatd, ezen belll a pirossal

bekeretezett térzsek az altalunk vizsgalt 6t QX izolatumot jelolik.
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7.2 Az izolalt virustdrzsek véghigitasos tisztitasa, valamint a fert6z6
inokulum tisztasagi vizsgalata és titere

A vadvirus térzsek haromszori, 8 |épéses tizszerezd higitassal végzett véghigitasos
tisztitasanak eredményeképpen kapott allantoisz folyadék, RT-PCR-rel, és az azt
kévetd szekvenalassal egyéb IBV térzstd6l mentesnek bizonyult. A jarvanyok idején QX
virustdrzset tartalmazd vakcina még nem volt kereskedelmi forgalomban, igy egy
esetleges QX vakcinatérzzsel valé kontaminacié nem j6tt széba.

Ugyanakkor mind az 6t QX izolatum esetében tisztasagi vizsgalatot is végeztink. Az
elvégzett steril proba és a mycoplasma kimutatasi teszt negativ eredményt adott, mint
ahogy az inokulum a haemagglutinalé agensektdl és a fontosabb baromfi pathogén
kérokozbktol is mentesnek bizonyult.

A tisztasagra valo térekvésunk eredményét megnyugtaté moédon igazolta az is, hogy a
vizsgalatok soran alkalmazott tovabbi mddszerek egyikével sem merilt fel idegen
agens jelenlétének gyanuja.

A vizsgalt torzsek esetén két Iépésben elvégzett EIDsg titerértékek meghatarozasakor a
8. tablazatban lathatd eredményeket kaptuk. Az M41 és 793/B tdrzsek korabbiakban
meghatarozott EIDs, értékei a kévetkezék voltak: 8,2 és 5,57 logqo EIDsg /0,2 ml.

8.tablazat: A QX izolatumok titermeghatarozasanak eredménye.

Torzs Logo EID50/0,2 ml

Kinai 6,9
Francia 6,3
Szlovak 6,9

Gorog 5,3
Magyar 57

Az inokulumként hasznalt virusszuszpenzidkat ezutan szikség esetén PBS-sel

higitottuk 10> virus/ 40 pl/ allat fert6zé dézisra.

7.3 A fert6z6 inokulum visszatitralasa

A fert6zés alkalmaval kihigitott, majd a fert6zés végeztével azonnal visszafagyasztott
virusszuszpenzio titraldsa alapjan a 9. tablazatban lathaté EIDs, értékeket kaptunk. A
kinai torzs esetén kis mértékben tulhigitottuk a szuszpenziét. A 793/B térzsnél nem
végeztlink higitast, viszont a visszatitrdlas alapjan a térzs titere magasabb volt a
dokumentalt értéknél. A goérég torzzsel fert6zott csoport, a visszatitralas eredménye
szerint, a tobbi csoporthoz képest 1xlogi, nagysagrenddel kevesebb virussal lett

kezelve
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9. tablazat: A fert6zést kdvetéen a lefagyasztott virusszuszpenzio titralasaval kapott értékek.

Torzs Log1o EID50/0,2 ml
Kinai 5,5
Francia 5,7
Szlovak 5,7
Gorog 4,9
Magyar 5,7
M41 5,7
793/B 5,9

7.4 Klinikai tiinetek

Az IBV-re jellemzé l1égzbszervi tiinetek a fertézést kdveté 3. napon a kinai, a magyar
és az M41 torzsel fert6zott csoportokban jelentkeztek elészor. Tlsszdgés, fejrazas,
valadékos orrnyilas és egy-egy gubbaszté csirke jellemezte a klinikai képet. A tdbbi
csoportban ekkor még csak enyhe, az allatok meghajtdsa utan jelentkez6 1éguti
tinetek voltak megfigyelheték. A 4. napra mar minden fert6zo6tt csoportban kialakultak
a légzbszervi tinetek, majd az 5. naptdl a tinetek enyhiini kezdtek és a 7., 8. napra
minden csoport atesett a fertézés fels6 Iégutakat érinté szakaszan. A 10-14. nap kozott
a kinai és a francia izolatumokkal fert6z6tt csoportokban néhany egyedre korlatozédé
hasmenést figyeltiink meg. Egyéb Klinikai tinetek a megfigyelési idészak végéig nem
jelentkeztek, és IBV fert6zés okozta elhullas sem alakult ki.

Az ivarérett koru kakasok esetén légz6szervi tuneteket nem észleltink, csak a
fert6zést koévetd 4. napon, az allatok kézbevétele és kozeli meghallgatasa alkalmaval
lehetett enyhe sz6rtydgést, pattogast észlelni a fertézétt csoportokban.

A kontroll csoportokban klinikai tiinetek, illetve elhullas a megfigyelési idészak alatt

nem fordult elo.

7.5 Korbonctani elvaltozasok

A fertbzést kovetd kezdeti szakaszban a felséléguti elvaltozasok dominaltak (10.
tablazat). A 4. napon minden fert6z6tt csoportban megfigyelheté volt a 1égcsé enyhe
kipirultsaga és  savés-hurutos gyulladdasa. A szabad szemmel lathato
Iégcsbelvaltozasok a 11. napra gyogyultak. Legenyhébb formaban a gorég és a 793/B
torzzsel fert6zott egyedeknél jelentkeztek az elvaltozasok.

A légzsakokban a 11. naptdl kezdve figyeltink meg savokilépést, esetenként

fibrinlerakodassal tarsulva (10. tablazat). A mélyebb Iégutakat érint6 elvaltozasok a 21.
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napra csaknem nyomtalanul gyogyultak, egyedill a légzsakok falan lehetett enyhe
homalyosodast észlelni elsésorban a kinai térzzsel fertézott csoportban.

A vese makroszképos elvéltozasai a 14. naptdl valtak nyilvanvaléva. A kinai, francia,
szlovak és magyar izolatummal fert6z6tt csoportokban féként a vesék duzzanata,
fakésaga volt lathatd, de egyes esetekben kifejezett hugysavilerakddast is
megfigyeltink (10. tablazat). A t6bbi csoportokban vesét érintd6 makroszkdpos
elvaltozas nem alakult ki.

Mind az o6t QX izoldtummal fert6z6tt csoportban folyadékfelhalmozodast és
kévetkezményes tagulatot figyeltink meg a tojocsdben (9. abra). Ezek az elvaltozasok
a fertézeést kdvetd 14. naptdl jelentek meg és a kisérlet végéig folyamatosan, de csak
szorvanyosan fordultak el6 (10. tablazat).

A kontroll csoportokban és az ivarérett korban fertézétt kakasok esetén makroszkdpos

elvaltozasok nem mutatkoztak.

9. abra: Folyadék felhalmozodas és kévetkezményes tojocsé tagulat a

fert6zést kdvetd 28. napon a magyar térzzsel fertézétt csoportban.
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10. tablazat: A kiloénb6zd IBV torzsekkel fert6zott csoportokban kialakult kérbonctani
elvaltozésok 6sszefoglalbja (elvaltozast mutatd egyedek szama / vizsgalt egyedek szama,

pirossal kiemelve a pozitiv kérbonctani lelettel rendelkez8 csoportokat).

DPI EI_VaItozas Kinai | Francia | Szlovak | Gérég | Magyar | M41 | 793/B
jellege

4 Kipirult 5/5 5/5 4/5 3/5 5/5 5/5 5/5

e valadékos 3/5 3/5 2/5 0/5 4/5 4/5 | 2/5
3 7 Kipirult 2/5 3/5 3/5 2/5 2/5 2/5 1/5
~9 valadékos 4/5 3/5 4/5 2/5 3/5 3/5 | 2/5
- 11 Kipirult 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5| 0/5
valadékos 2/5 2/5 3/5 1/5 0/5 1/5 | 0/5

~ | 11 savokilépés 1/5 3/5 2/5 0/5 2/5 0/5 | 3/5
g fibrilerakodas 2/5 0/5 0/5 0/5 0/5 4/5 | 0/5
g’ 14 savokilépés 4/5 0/5 0/5 1/5 2/5 0/5 | 0/5
‘@ fibrilerakodas 1/5 3/5 1/5 1/5 2/5 1/5 1/5
- 21 | falvastagodas 4/5 0/5 1/5 1/5 2/5 0/5 | 0/5
14 duzzadt, faké 0/5 1/5 1/5 1/5 2/5 0/5 1/5
hugysavlerakodas 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 | 0/5

21 duzzadt, faké 2/5 1/5 2/5 1/5 0/5 1/5 | 0/5
hugysavlerakodas 1/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 | 0/5

3 28 duzzadt, faké 1/5 2/5 1/5 1/5 2/5 0/5 | 0/5
g hugysavlerakodas 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 | 0/5
35 duzzadt, faké 1/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5 1/5
hugysavlerakédas 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5 0/5 | 0/5

42 duzzadt, faké 2/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0/5| 0/5
hugysavlerakodas 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 | 0/5

14 | savéfelhalmozéddas 2/5 0/5 1/4 1/5 0/5 0/5 0/5

=8 21 | savofelhalmozédas 0/5 1/5 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
:&;_" 28 | savofelhalmozédas 2/5 0/5 1/5 0/5 1/5 0/5 | 0/5
IE 35 | savoéfelhalmozodas 0/5 0/5 0/5 0/5 1/5 0/5 | 0/5
42 | savofelhalmozédas 1/4 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
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7.6 Csilloaktivitasi teszt

A légcsé csillés hamseijtjeinek karosodasat ellendrzd vizsgalatot a fert6zést kdveté 4.,
7., 11. és 14. napokon végeztik. A legsulyosabb csillokarosodas az elsé két mintavétel
alkalmaval volt megfigyelheté. A 14. napra a ciliumok mozgasa teljesen normalissa
valt. A legenyhébb karosodast a gorég és a 793/B tbérzzsel fertézott csoportokban
észleltik. A legsulyosabb csillésham destrukciét a kinai és a szlovak izolatum idéze el6
(11. tablazat, 10. abra). A kontroll csoportban a csillok aktivitasa mind a négy

mintavétel alkalmaval sértetlen volt.

11. tablazat: A csillbéaktivitasi teszt eredményének csoportonkénti atlaga a kalonbdzé

mintavételi idépontokban (0-4-ig adott pontértékek atlaga).

DPI | Kinai | Francia | Szlovak | Gérég | Magyar | M41 | 793/B | Kontroll
4 3,42 3,26 3,42 0,25 4 3,91 1,58 0
7 3,61 2,87 3,3 2 2,45 2,97 2,5 0
11 1,39 0,83 1,62 1,26 0,16 0,18 | 0,58 0
14 0 0 0 0 0 0 0 0
4 OQX atlag
O mM41
3 m793/B
O Kontroll
2 n
1 i —
0
4 7 DPI 11 14

10. abra: A harom IBV szerotipus csillomozgast karositdé hatasa az id6 fiiggvényében. A QX
térzsek atlagat a gérodg térzs alacsony értékei negativ iranyba torzitjak (0-4-ig adott
pontértékek atlaga).

’aa’é

7.7 A fertozo torzsek visszaizolalasa

Az elsb mintavétel alkalmaval eltavolitott légcsévek cilium tesztbél, szévettani és RRT-
PCR-re valé mintazasabol megmaradt darabjait csoportonként egységesitettiik és
embrionalt tyuktojasba oltottuk a fert6zés megeredésének igazolasa és a
keresztfertézések kizarasa céljabol. A légcsé-homogenizatum tojasba vald oltasakor az
IBV-re jellemz6é embrid-elvaltozasok kialakultak és az allantoisz folyadékbdl vett
mintakon elvégzett RT-PCR, valamint az azt kdvetd szekvendlas minden fert6zott
csoport esetén igazolta a megfeleld torzs jelenlétét és kizarta az eltéré szerotipussal

valo lehetséges kontaminacio lehetdségét.
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7.8 Ellenanyagvalasz

A savok indirekt ELISA-val végzett vizsgalata soran azokat a mintakat értékeltik

pozitivnak, amelyeknek a mért OD értékek alapjan leolvasott VN titeriik 2log, 3 volt.

7.8.1 Ellenanyagvalasz naposkori fert6zést kovetéen

A mintavételek alkalmaval felfogott vérmintak koézul a 4., 14., 21. és 42. napi savokat
hasznaltuk fel az ELISA vizsgalatra. Az egyes csoportok mintainak atlagat dsszevetve
(12. tablazat, 11. abra) az lathatd, hogy leghamarabb a gérég izolatummal fertézott
csoport hangolédott at. A kinai, az M41 és a 793/B térzsek esetén a pozitivitas a 21.
napra érte el a kiszébértéket, mig a francia és a magyar izolatummal fert6zott
egyedeknél csak az utolsé mérési idépontban voltak kimutathatok hatarérték feletti
ellenanyagtiterek. A szlovak izolatum a megfigyelési idészak alatt nem idézett elé a
kiszébértéket meghaladé immunvalaszt. Meg kell jegyezni azonban, hogy valamennyi
fert6zott csoportban a fert6zést kdvetdé 14. naptdl a kontroll csoporthoz képest

magasabb, vadvirus fert6zés bekdvetkeztére utalo titereket lehetett mérni.

12. tablazat: A napos korban fert6zétt és a kontroll csoportok savéiban, indirekt ELISA-val mért

IBV ellenanyag mennyiségének atlaga log, VN titerben kifejezve.

DPI | Kinai | Francia | Szlovak | Gérég | Magyar | M41 | 793/B | Kontroll
4 1,62 1,86 1,92 1,8 1,92 2,06 1,99 1,93
14 2,96 2,08 1,7 3,16 2,02 2,66 | 2,34 0,25
21 5 2,38 2,72 3,36 2,91 3,92 4,6 1,63
42 4,98 3,08 2,76 3,12 3,47 349 | 3,74 1,7
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11. abra: A naposkori fertézést kévetéen a harom IBV szerotipus altal kivaltott humoralis
immunvalasz indirekt ELISA-val mért atlagai az id6é fuggvényében (a savokat =log, 3 VN

titer esetén tekintjik pozitivnak).
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7.8.2 Ellenanyagvalasz az ivarérett kakasok fert6zését kévetoen

Az ivarérett kakasok fert6zését megelé6zéen elvégzett ellenanyagmérés alapjan az
allatok a nevelési idészak alatt szeronegativak maradtak IBV-vel szemben.

A kakasok fert6zését kévetéen a 4., 7., 11., és 14. napokon vett vérmintak mindegyikét
feldolgoztuk ugyanazzal a médszerrel. A csoportok eredményeinek atlaga a kdvetkezb
tablazatban, illetve abran lathaté. A naposkori fert6zéssel ellentétben mindharom
csoport esetén mar a fertézést kévetd 7. napon ki lehetett mutatni az IBV-vel szemben
termel6détt ellenanyagokat.

A kontroll csoportok mindkét fertézést kévetéen negativak maradtak.

13. tablazat: Az ivarérett korban fert6zott és a kontroll csoportok savéiban, indirekt ELISA-val

mért IBV ellenanyag mennyiségének atlaga log, VN titerben kifejezve.

DPI Magyar M41 793/B Kontroll
4 2 1,9 1,78 1,9
7 3,13 4,03 3,2 1,8
11 57 5,38 5,85 2,05
14 4,93 6,23 5,7 1,9
7
6 OMagyar —
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S m7938 —
~ 4 O Kontroll
g
—_— 3 —
2 i
1 ﬁ
0
0 4 7 11 14
DPI

12. abra: Az ivarérett koru kakasok fertézését kovetéen a harom IBV szerotipus altal
kivaltott humoralis immunvalasz indirekt ELISA-val mért atlagai az id6 figgvényében (a

savokat =log, 3 VN titer esetén tekintjik pozitivnak).

7.9 RRT-PCR

A kllénb6z6 szervekben lévé virus RNS kimutatasa és mennyiségi meghatarozasa
minden reakcié esetén a CT értékek alapjan tortént. A reakciéhoz hozzaadott ismert
titerd (107?° EIDso/0,2ml) 4/91 IBV torzs 7 lépéses tizszerezd higitasanak CT
eredményei alapjan a szoftver standard gérbét hozott Iétre. A kalibraciobdl szerkesztett
CT —logo EIDsy titer fUggvényhez illesztett gérbe alapjan adta meg a szoftver a mintak
CT értékhez tartoz6 EIDsg titereket.
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7.9.1 RRT-PCR naposkori fert6zés esetén

Naposkori fert6zést kévetden a mintak feldolgozasanal figyelembe vettik a virus RNS
varhaté megjelenését, illetve a csékkenésének Utemét, igy a vizsgalatot csak azokon a
mintakon végeztik, ahol pozitiv reakciéra szamitottunk. Amennyiben az eredmény egy
adott szervben negativ lett és ez megfelelt a virusszaporodas dinamikajanak, a tovabbi
feldolgozast az adott szervbdl felfuggesztettik. Kétes eredmény esetén a reakciot
megismételtik.

A virus RNS-t minden vizsgalt szervben ki tudtuk mutatni, habar ez a mennyiség a
mirigyesgyomor és tojocsd esetén elhanyagolhaté volt. A QX izolatumok a vizsgalt
szervek mindegyikében adtak pozitiv reakciot, az M41 térzs a tojocsében, a 793/B a

tiddben és a tojécsében nem érte el a kimutathatosagi kiiszobot.

7.9.1.1 Légcs6

A légcsBben a fert6zést kévetd 4. napon mértik a legmagasabb titereket mindharom
szerotipus esetén (13. abra). A legalacsonyabb mennyiségben a 793/B térzset lehetett
kimutatni, amelynek a mennyisége mar a 7. napra a kimutathatdsagi szint ala kerult. Az
M41 torzs esetén az RNS mennyisége fokozatosan csékkent a 11. napig. A QX térzsek
tébbsége is fokozatos csdkkenést mutatott a negyedik naptdl, kivéve a szlovak és a
goérdg izolatumot. A szlovak izolatummal fert6z6tt egyedekben a 7. napon mértik a
legmagasabb RNS szintet, mig a gérég a 11. napon érte el a maximumot. A QX
szerotipussal efrtézott csoportok atlagat tekintve legmagasabb titereket a kinai, majd a

szlovak, a legalacsonyabbat a magyar izolatum adta.
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13. abra: A naposkori fertézést kdvetéen a harom IBV szerotipus légcsében mért RNS

mennyisége (log4o EIDs titerben kifejezve).
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7.9.1.2 Tudé

A tidében csak a QX és az M41 toérzsek esetén kaptunk pozitiv eredményt (14. abra).
A QX izolatumok értékei, a kinai kivételével, a 4. napon voltak a maximumon, majd
fokozatosan csokkentek a 21. napig. A kinai a 7. napon érte el a maximumot, mig az
M41 térzs a 11. napon, de a kdévetkezd mintavétel alkalmaval mar nem volt jelen
kimutathaté mennyiségben a tidében. A QX izolatumok kdzil a kinai, majd a magyar
izolatum érte el a legnagyobb koncentraciot, mig a legkisebb titerértéket a francia

esetén mértik. Az M41 atlagtitere alulmaradt minden QX izolatum atlagatél.
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14.abra: A naposkori fert6zést kdvetden, a harom IBV szerotipus tidében mért RNS

mennyisége (log4o EIDs titerben kifejezve).

7.9.1.3 Mirigyesgyomor

A mirigyesgyomor mintait a 7. és 14. napokon mértik. Az eredmények a szlovak
izolatumal fert6z6tt 7. napi mintan (0.9 logqe) kivil vagy teljesen negativak voltak, vagy
a kimutathatésagi kiiszobdt éppen csak meghaladtak, igy a tovabbi mintafeldolgozastél

eltekintettlink.

7.9.1.4 Vékonybél

A vékonybélben a 793/B és az M41 virustdrzsek csak a 4. napon voltak jelen, és az
utobbi mennyisége alig érte el a kimutathatésagi kiiszobot (0,03 logq). A QX
szerotipus torzseinek atlagat vizsgalva a fert6zést koévetd 7. napon lathaté a
legmagasabb EIDs, titer (15. abra), ami a 21. napra fokozatosan cstkkent. Egyedileg
értékelve az eredményeket, a legmagasabb atlagot a gérég, majd a szlovak, a
legalacsonyabbat a magyar izolatum esetén mértilk. A QX szerotipussal fert6zott
csoportokban mért titerek minden esetben meghaladtdk a két dsszehasonlitd térzs
esetén mértet. A gorog izoldtummal fertézétt csoportban a 11., a szlovaknal a 7. napon

volt a maximumon a virusmennyiség.
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15. abra: A naposkori fertézést kévetéen, a harom IBV szerotipus vékonybélben mért RNS

mennyisége (log+o EIDsy titerben kifejezve).

7.9.1.5 Vakbélbejarati nyiroktiisz6k

A vakbélbejarati nyiroktiszékben mértik a legmagasabb titereket a QX izolatumok
esetén (16. abra). Legintenzivebb szaporodast a gérég és a szlovak izolatumok
mutattak, a fertézést kdvetd 11. napon. A masik harom csoportban a 4. napon volt a
legnagyobb az RNS koncentracio. A QX szerotipussal fertézétt csoportok bélmintaibdl
a 28. napig tudtuk kimutatni a rafert6z6 virust. Az M41 térzs esetén a 4. és 42. napon
kaptunk pozitiv eredményt, de a virusszaporodas mértéke nagysagrendekkel elmaradt
a QX szerotipussal fert6zott csoportokban mérttél. A 793/B térzs RNS-ét csak a 4.

napon tudtuk kis mennyiségben kimutatni.
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16. abra: A naposkori fert6zést kdvetden, a harom IBV szerotipus vakbélbejarati

nyirokcsomédkban mért RNS mennyisége (logqo EIDs titerben kifejezve).
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7.9.1.6 Vese

A vesébdl a megfigyelési idészak végéig kimutathatok voltak a QX szerotipus torzsei
(17. abra). Legnagyobb mértékben a szlovak és a kinai izolatum szaporodott el. Az
elébbi a 7., az utdbbi mar a 4. napon elérte a legmagasabb koncentraciét, majd
szintjuk fokozatosan csdkkent a 28. napig. A csdkkenést kdvetben a megfigyelési
idészak végéig enyhe emelkedés koévetkezett. A francia izolatummal fert6zott
csoportban a 4. naptdl a 42. napig tartdé fokozatos csékkenést mértiink, mig a goéroég
és a magyar izolatummal fert6z6tt csoportokban a 14. és 21. napokon volt a
legmagasabb a virusszaporodas. A legalacsonyabb titereket a goérdég izolatum
mintaiban észleltik.

Az M41 térzset csak a 11. napon tudtuk kimutatni jelentésebb mennyiségben, mig a

793/B tbrzs egyedil a 4. napon adott alig mérhetd pozitivitast.
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17. abra: A naposkori fert6zést kdvetden, a harom IBV szerotipus vesében mért RNS

mennyisége (log+o EIDsg titerben kifejezve).

7.9.1.7 Petefészek

A petefészekben mindharom szerotipus RNS-ét kimutattuk, de csak alacsony
mennyiségben (18. dbra). Az M41 t6rzs a fert6zést koveté 11. és 14.,a 793/B a 7. és
21. napokon adott pozitiv reakciét. A QX izolatumok végig jelen voltak és a 7. napon
érték el a legmagasabb koncentraciét, majd a 21. napig szintjuk fokozatosan
csOkkent. A szlovak izolatum kiemelkedd mennyiségben volt kimutathatdé a
petefészekben. Ennél a csoportnal mar a 4. napon maximalis RNS szintet mértiink,

ami aztan csdkkenésnek indult és a 28. napra elérte a nullat.
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18. abra: A naposkori fertézést kdvetéen, a harom IBV szerotipus petefészekben mért

RNS mennyisége (log+o EIDs titerben kifejezve).

7.9.1.8 Tojocsé

A tojocsé mintait a 14., 28. és 42. napokon vizsgaltuk. A vizsgalati napok
kivalasztasaval a korai virémiat kdveté idészakban esetlegesen megjelend virus RNS
kimutatasara térekedtik, ugyanis Palya és mtsai (2007, személyes kozlés) altal egy
QX toérzzsel végzett korabbi vizsgalat eredménye azt mutatta, hogy a fertézést kévetd
korai szakaszban a virus RNS a tojocsében, illetve az Uregében felhalmoz6do
savoszer(i folyadékban nincs jelen. A mi méréseink alapjan a QX szerotipus térzsei
ugyan kimutathaték voltak a tojocsé mintakbdl, azonban a mért RNS koncentracié
elhanyagolhat6an alacsony volt a tébbi vizsgalt szervhez képest (19. abra).

A két referens térzs esetén minden tesztelt minta negativ eredményt adott.
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19. abra: A naposkori fert6zést kdvetéen, a harom IBV szerotipus tojocsében mért RNS

mennyisége (log1o EIDsy titerben kifejezve).
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7.9.1.9 Here

A herében a magyar QX, az M41 és a 793/B térzsek megjelenését vizsgaltuk. A 793/B
térzs a 4. napon kis mennyiségben, az M41 a rakévetkez6 mintavétel alkalmaval, egy
nagysagrenddel nagyobb koncentraciéban volt jelen. A magyar QX izolatum RNS-ét a
fert6zést kovetd 7. és 21. napok kdzott, az el6z6 két térzset 1ényegesen meghalado
koncentracioban mutattuk ki (20. 4bra).

A kontroll csoport mintai minden vizsgalt szerv esetén negativ reakciot adtak.
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20. abra: A naposkori fertézést kévetéen, a harom IBV szerotipus herében mért RNS

mennyisége (log+o EIDsg titerben kifejezve).

7.9.2 RRT-PCR ivarérett kakasok fertozése esetén

Az ivarérett koru kakasok esetén a mintavétel a fert6zést kovetd 4., 7., 11. és 14.
napokon a légcsé, vese és here mintakra korlatozédott. A kisebb mintaszamra valé

tekintettel, azok mindegyikét feldolgoztuk.

7.9.2.1 Légcsé

A légcsBben minddssze a fertézést kévet6 4. és 7. napokon kaptunk pozitiv eredményt.
A magyar QX és az M41 tdrzs mindkét idépontban, a 793/B t6rzs csak az elsé
mintavételkor volt kimutathaté. A mért RNS koncentracié mindharom szerotipus esetén

kifejezetten alacsony volt (21. abra).
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21. abra: Ivarérett koru kakasok fert6zését kdvetden, a harom IBV szerotipus légcsében

mért RNS mennyisége (logq EIDs titerben kifejezve).

7.9.2.2 Vese

A vesében a 793/B térzs egyaltalan nem, az M41 csak a 11. napon elhanyagolhat6
mennyiségben volt kimutathaté. A magyar QX izolatum mind a négy mintavételi
alkalommal pozitiv reakciét adott, jelentésebb mennyiséget azonban csak a 7. napon
mértink (22. abra).
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22. abra: Ivarérett koru kakasok fertézését kovetdéen, a harom IBV szerotipus vesében

mért RNS mennyisége (log+ EIDs, titerben kifejezve).

7.9.2.3 Here

A herében a QX izolatum mar a 4. napon kdzepes mennyiségben megjelent, majd a
koncentracitja fokozatosan cstkkent (23. abra). Az M41 térzs RNS-e az utolsé két
mintavétel alkalmaval volt mérhetd, mig a 793/B térzs RNS-e csak a 14. napon. A két
utdbbi csoportban alacsony volt a kimutatott virusmennyiség.

A kontroll egyedek mintai mindharom vizsgalt szervben negativak maradtak.
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23. abra: Ivarérett kort kakasok fert6zését kdvetden, a harom IBV szerotipus

herében mért RNS mennyisége (logq EIDs, titerben kifejezve).

7.10 Kérszovettani vizsgalat

A Kkoérszdvettani vizsgalatra minden eltavolitott szervrészletet felhasznaltunk. A
feldolgozds soran azonban a mintdk kis méretéb6l addédoan (kuldndésen a korai
mintavételek idején), azok egy kis hanyada nem kerilt be a metszési sikba. Ezekben
az esetekben 5 helyett el6fordult, hogy csak 4 vagy 3 minta alapjan tudtuk a csoportra
jellemzé elvaltozasokat megitéini.

Azokat az elvaltozasokat, amelyeket az IBV fertézés hatasanak véltiink, a sulyossagtol
fuggben 0-tél 3-ig pontoztuk. A szervenként figyelembe vett elvaltozasokat a 14.

tablazatban foglaltuk 6ssze.

14. tablazat: A korszoévettani vizsgalat soran pontozott elvaltozasok.

Szerv Pontozott elvaltozas

Csillévesztés a légz6hamsejteken
Légz6hamsejt degeneratio

Propria lymphoid sejtes beszirédése
Légcsé Mucintermeld sejtek kiurillése
Exsudatum felhalmoz6dasa a légcsé tregében
Nyalkamirigy hypertrophia

Hamsejt hyperplasia és metaplasia
Bronchitis, mesobronchitis

Tidé Gocos lymphoid sejtes beszlirédés
Diffuz lymphoid sejtes beszlir6dés
Peribronchitis

Mirigyesgyomor Propria lymphoid sejtes besz(ir6dése

Vékonybél Propria lymphoid sejtes besz(irédése

Gocos lymphoid sejtes beszlirédés
Diffuz lymphoid sejtes beszlrédés

Vese
Tubularis ham degeneratio
Gyulladas az elvezet6 csatornakban
Petefészek Oophoritis
Mészlerakddas a petetiisz6kben
Toiécsé Tojécsé falanak lymphoid sejtes besz(irédése
0jocso
Tojocsé Uregének tagulata, falanak elvékonyodasa
Here Orchitis, epididymitis
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7.10.1 Kdrszovettani vizsgalat naposkori fertozés esetén

7.10.1.1 Légcsd

A légcs6ben megfigyelt koérszdvettani elvaltozdsok minden csoportban azonosak
voltak. Eltérések az elvaltozasok sulyossagaban és id6tartamaban jelentkeztek. A
nyalkahartya karosodas az elsé mintavételtél megfigyelhetd volt, majd a légzéham a
fert6zést kovetd 14-21. napra teljes mértékben regeneralédott. A virus hatasara
lezajlott elvaltozasok harom, idében is elkiilénithetd fazisban kévették egymast.

A degenerativ szakaszban a mikroszkopos képet a csillés hamsejtek karosodasa és
levalasa uralta, azonban a karosodas a mucintermel6- és a kehelysejteket is érintette.
A nyalkahartya propria rétegében eltérd sulyossagu lymphocytds és histiocytas
besz(ir6dés alakult ki, majd a sulyosabb esetekben a gyulladasos sejtek és a levalt
hamsejtek megjelentek a légcs6 lregében is (24. abra).

A 7., 11. napra a hyperplasias szakaszban, a lymphocytak és histiocytak kifejezett
akkumulaciéja és a karosodott hamsejtek k&zott Ujonnan kialakult, esetenként még
csillétlan, lap vagy kdéb alaku, tébb rétegben elhelyezkedé hamsejtek megjelenése volt
a legjellemz8bb kép. A képz6db6 hamsejtek kdzétt még nem potldédtak a nyalkatermeld
és a kehelysejtek (25-27. abra).

24, dbra: A naposkori fertézést kdvet6 4. 25, abra: A naposkori fertézést kovet6 11.

napon a kinai térzzsel fert6zott csoportbél napon a szlovak torzzsel fert6zott
szarmazo, sulyos, degenerativ csoportbol szarmazé, hyperplazias
stadiumban Iévé légesé szbvettani képe stadiumban 1évd légcsé szovettani képe
(100x%, HE). (200x%, HE).
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26. abra: A naposkori fertézést kévet6 7. 27. abra: A naposkori fertézést kéveto 7.

napon a kontroll csoportbél szarmazo napon a 793/B torzzsel fert6zoétt
IégcsBben az élettani allapotnak megfeleld csoportbol szarmazé légcsében a kék
kehelysejtek és nyalkamirigyek alciankék fest8dés csokkent intenzitasa jelzi a kitrdlt
festéssel demonstralva (100x). kehelysejtek és nyalkamirigyek helyét
(100x).

A regeneraciés szakasz végére Ujra megjelentek a normal légcsére jellemzd csillés
hengerhamsejtek, kéztik az elszértan elhelyezkedd kehelysejtekkel és nyalkatermeld
mirigyekkel. A propria rétegben helyenként kis szamban még eléfordultak lymphocyta
és histiocyta sejtek.

A 4. napon a kinai és az M41 térzsek esetén észleltik a legsulyosabb elvaltozasokat.
A tdbbi térzsnél a karosodas mértéke a 7. napon volt a legkifejezettebb. A kinai,
francia, szlovak, magyar és M41 térzsek hatasa kdzel azonos volt a 1égcsében, mig a
793/B és a gobrog izolatum lényegesen enyhébb reakciot valtott ki (28. abra). A
gyégyulas jele a 14. napon mar minden csoportban egyértelmien lathaté volt. A

kontroll csoportban a nyalkahartya mindvégig érintetlen maradt.
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28. abra: A naposkori fertézést kévetéen, a harom IBV szerotipus altal a légcsében

kivaltott korszdvettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzoétt pontozva).
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7.10.1.2 Tudé

A tudében medfigyelt koérszévettani elvaltozasok az elsédleges és masodlagos
bronchusokban, valamint a parenchymaban alakultak ki.

A bronchusok nyalkahartygjaban megfigyelheté szoveti reakci6 megegyezett a
Iégcsbben leirtakkal. A legjellemz8bb elvaltozas azonban itt a nyalkahartya propria
rétegének kifejezett lympho-histiocytds beszilrédése volt. A nyalkahartydban zajlé
folyamatok csillapodasat gyakran jol korulhatarolt lymphoid gbécok megjelenése
kdvette. Peribronchialis, inter- vagy intralobularis mononuklearis sejtes besziir6dést
(29. abra) nem konzekvensen, de a telies megdfigyelési id6szak alatt minden
csoportban észleltik. Mivel kisebb kiterjedésli lympho-histiocytas besz(ir6dést a
kontroll mintakban is talaltunk, a tuddében el6forduld elvaltozasok nem tekinthet6k

minden esetben a virusfert§zés kdvetkezményének.

29. abra: Naposkori fertézést kdvetdé 11. napon a

francia térzzsel fertéz6tt csoportban a parabronchusok
koéril kialakult diffaz lympho-histiocytas gyulladas
(100%, HE).

A QX izolatumokkal fert6z6tt minden csoport atlag pontértékei meghaladtak a két
referens térzs altal el6idézett karositdé hatast. Mivel azonban a kontroll csoport sem volt
teliesen negativ, a kapott eredmény (30. abra) értékelése csak az RRT-PCR

eredményének figyelembe vételével lehetséges.
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30. abra: A naposkori fertézést kovetéen, a harom IBV szerotipus altal a tidében kivaltott

koérszdvettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzétt pontozva).

7.10.1.3 Mirigyesgyomor

A mirigyesgyomor nyalkahartyajanak propria rétegében minden csoportban, beleértve
a kontroll egyedeket is, kisebb-nagyobb kiterjedésli mononuklearis sejtpopulaciot
talaltunk. A sejtes besz(ir6dés kiterjedése, a mintavétel ideje, illetve a mintazott csoport
k6ézott nem talaltunk egyértelm( 6sszefliggést.

Kisebb szamu mintaban a submucosa mirigyei kdz6tt is megfigyeltiink kordlirt lymphoid
sejtes besz(irédést.

A specifikus kérszdvettani eredmények hianyaban a mintavételt ebbdl a szervbél a 21.

napon tal mar nem folytattuk.

7.10.1.4 Vékonybél

A vékonybélben a kinai izolatummal fertézott és a kontroll csoportban kérszévettani
elvaltozast nem észleltink. A tdbbi csoport mintaiban is csak elvétve fordult elé
gyulladasos besziir6dés a bélnyalkahartya hamrétege alatt (31. abra). A csoportok
atlagpontjait értékelve az M41, majd a francia izolatum mintai esetén talaltunk

leggyakrabban, illetve legsulyosabb elvaltozast (32. abra).
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31. abra: A naposkori fertézést kéveté 14. napon

a francia torzzsel fert6zott csoportban a vékonybél
nyalkahartyajanak propria rétegében kialakult
diffdz lympho-histiocytas gyulladas (40%, HE).
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32. abra: A naposkori fertézést kdvetéen, a harom IBV szerotipus altal a vékonybélben
kivaltott korszovettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzott pontozva).

7.10.1.5 Vese

A vesében a fert6zést kdvetd 4. napon megjelentek a virus okozta elvéaltozasok.
Kezdetben az interstitiumban, a tubulusok k&zétt enyhe vizeny és egyes
gy(ljtécsatornacskak tagulata volt megfigyelhetd. Az érintett tertleteken kis kiterjedés
gyulladasos sejtes besz(ir6dés is kialakult.

A 7. naptdl az 6déma visszahuzodott, a koérszévettani képet a kisebb-nagyobb
terjedelmd, gbécos vagy diffuz lympho-histiocytas gyulladas uralta (33. abra). A
lymphoid sejtek kérnyezetében 1évé tubulushamsejtekben gyakran kdvetkezményes
vakuolas elfajulas, maganyos sejtelhalas és -levalas alakult ki. A megfigyelési id6szak
masodik felében a gyulladasos sejtek egyre inkabb folliculus-szer(i képletekbe
témdorultek. Ebben a szakaszban a tubulushamsejtek mar nem mutattak degenerativ

elvaltozasokat, és a gyulladasos reakciot kévetd reparativ jelenségek is elmaradtak.
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Mononuklearis sejtszaporulatot az uréterek nyalkahartydjanak hamrétege alatt is tébb
esetben lattunk (34. abra). Ez részben fizioldgias jelenség, és a kontroll csoport egyes
mintaiban is megfigyelhetd volt. A fert6z6tt csoportokban a mikroszkopos vizsgalat

alapjan nem tudtuk elkiloniteni a fiziolégids és a fert6zés kdvetkeztében megjelent

gyulladasos sejteket, igy a kontroll egyedekben észlelt sejtpopulaciét is pontoztuk.

33. abra: A naposkori fert6zést kdvetd 34. abra: A naposkori fert6zést kovetd 14.
11. napon a kinai térzzsel fert6zétt napon a szlovak térzzsel fert6zott
csoportban a vese interstitiumaban csoportban a hugyvezetd

megjelent gyulladasos sejtpopulacio, nyalkahartyajanak hamrétegében kialakult
valamint egyes tubulusokra terjedd lympho-histiocytas gyulladas (40%, HE).

hamkarosodas (100x, HE).

A kinai izolatummal fert6z6tt allatok mintaiban mar a negyedik napon kifejezett
gyulladasos sejtes besz(ir6édés alakult ki. A tdbbi csoportban ez a kép a 7. napra
tolodott el és a 14., 21. napokon csucsosodott ki. Ekkortdl kezdve a megfigyelt
elvaltozasok gyakorisaga és sulyossaga fokozatosan csdkkent a megdfigyelési idészak
végéig. Az M41 és 793/B torzsekkel ferté6zott csoportokban a gyulladas lényegesen
enyhébb formaban jelentkezett (35. abra). A QX izolatumok kézlil a szlovak, majd a

francia kartétele volt a legerésebb, mig a legenyhébb elvaltozasokat a gorég izolatum

okozta.
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35. abra: A naposkori fertézést kévetéen, a harom IBV szerotipus altal a vesében kivaltott

korszdvettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzott pontozva).
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7.10.1.6 Petefészek

A kontroll és a francia izolatummal fert6zott csoportok petefészek mintaiban nem
talaltunk koérszovettani elvaltozast. A tébbi csoport mindegyikében medfigyeltiink
fokalis, vagy diffiz mononuklearis sejtes besz(ir6dést a kéreg-, vagy a velbéallomany
interstitiumaban (36. abra). Ezek a gyulladasos reakcidk csak elvétve, egy-egy mintara
korlatozodva jelentek meg. A szlovak és a 793/B térzsek mintaiban az els6dleges
tusz6kben kalciumlerakédast is medfigyeltink. Ez a jelenség a szlovak izolatummal
fert6zo6tt csoportban mar a 7. napon kialakult, a tébbi esetben (2 szlovak és 1 793/B

csoportbeli mintanal) a 42. napon észleltuk (37. abra).

36. abra: A naposkori fert6zést kdvet6 21. 37. abra: A naposkori fertézést kovetd 42.

napon a 793/B térzzsel fertézott napon a szlovak térzzsel fertézott
csoportban a petefészek interstitiumaban csoportban a petefészek primer tiiszdiben
kialakult gécos lympho-histiocytas megfigyelhetd kalcium lerakddas (40x,
gyulladas (100x%, HE). von Kossa festés).

A 38. abran lathatd, hogy a petefészekben talalt elvaltozasok mindharom szerotipussal
tortént fertézést kévetden csak kis szamban és/vagy enyhe formaban fordultak el6. A
793/B és a szlovak izolatum mintaiban figyeltik meg leggyakrabban a fent leirt

jelenségeket.
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38. abra: A naposkori fert6zést kévetéen, a harom IBV szerotipus altal a petefészekben

kivaltott korszdvettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzétt pontozva).
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7.10.1.7 Tojocsé

A tojocs6ben a QX szerotipus csoportjaiban ugyan kialakultak szabad szemmel is
lathaté elvaltozasok, a szervben megfigyelt kérszdvettani kép mégis szegényes volt. A
kitagult Gregl tojocsé esetén mikroszképosan a fal elvékonyodasa és a fejlédésben
lévé reddk kulonb6ézé mértéki ellapulasa volt lathatd (39. abra). Egyes esetekben
goécos mononuclearis sejtes beszlir6dést is medfigyeltink a hamréteg, vagy a
savéshartya alatt (40. 4bra). A virus indukalta kifejezett hamkarosodast, gyulladast,
fokozott valadéktermelésre utalé korszovettani elvéltozast, illetve egyéb olyan
jelenséget nem figyeltink meg, ami magyarazatot adna a tojocsé tagulatanak

pathomechanizmusara.

39. abra: A naposkori fert6zést kdvet6 42. 40. abra: A naposkori fert6zést kévetd 14.
napon a kinai térzzsel fert6zoétt csoportban napon a szlovak térzzsel fert6zott
a tojocsd Uregének kifejezett tagulata, csoportban a tojocsé savoshartyaja alatt
falanak elvékonyodasa, a reddk teljes kialakult gécos lympho-histiocytas
ellapulasa lathato (40x, HE). gyulladas (40x, HE).

A leirt elvaltozasok legkordbban a szlovak és a magyar izolatummal fertézott
csoportokban alakultak ki. A vizsgalat fennmaradé idejében a tojocsé tagulata végig
megdfigyelhetd volt, azonban alkalmanként csak egy-két egyedben alakult ki.
Leggyakrabban a kinai, majd a szlovak izolatumok idézték eld ezt az elvaltozast. Az
M41, 793/B torzzsel fert6zétt és a kontroll csoport mintaiban a tojécsé mindvégig az

adott fejlédési stadiumnak megfeleld korszévettani képet mutatta (41. abra).
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41.abra: A naposkori fertézést kévetéen, a harom IBV szerotipus altal a tojocsében

kivaltott korszdvettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzott pontozva).

7.10.1.8 Here
A herében az IBV okozta esetleges karositdé hatast a magyar QX, az M41 és a 793/B

térzsek esetén vizsgaltuk. Mindharom csoport mintaiban medfigyeltink gécos, vagy
diffaiz lymphoid sejtes beszirédést a here interstitiumaban (42. &bra),
szubkapszularisan, vagy a mellékhere-csatornacskak kozott (43. abra). Az
elvaltozasok a heré parenchymajaban is csak elvétve, de minden csoport esetén
jelentkeztek (44. abra). Legkorabban a 7. napon a QX izolatummal fert6zétt csoportban
alakult ki gyulladas. Legtdbb érintett mintat a 793/B tbérzzsel fert6zétt csoportban

talaltunk.

42. abra: A naposkori fertézést kévet6 11. 43. abra: A naposkori fert6zést kdvetd

napon a magyar térzzsel fert6zott 42. napon a 793/B térzzsel fert6zott
csoportban a here interstitiumaban kialakult csoportban a mellékhere allomanyaban
diffaz lympho-histiocytas gyulladas (100x, kialakult gécos lympho-histiocytas
HE). gyulladas (40x, HE).
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44. abra: A naposkori fertézést kévetéen, a harom IBV szerotipus altal a herében kivaltott

koérszdvettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kozétt pontozva).

7.10.2 Korszovettani vizsgalat ivarérett kakasok fert6zése esetén

Az ivarérett koru kakasok fertézését kdvetéen a 4., 7., 11. és 14. napokon a légcsdbdl,

vesébdl és herébdl nyert mintakat vizsgaltuk.

7.10.2.1 Légcsd

A légcsében mindharom csoport esetén a naposkori fertézést kévetd elvaltozasokkal
azonos korszdvettani képet talaltunk. Az elvéltozasok sulyossaga azonban mindharom
esetben valamivel enyhébb volt és a nyalkahartya gyorsabban regeneralédott. A
legerésebb felsdléguti karosité hatast az M41, a legenyhébbet a 793/B t6rzs idézte eld
(45. abra).
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45. abra: Ivarérett kort kakasok fertézését kévetéen, a harom IBV szerotipus altal a

Iégcsbben kivaltott kérszévettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kézoétt pontozva).

7.10.2.2 Vese

A vesében latott kdrszdvettani kép megegyezett a fiatal csirkékben leirtakkal. A magyar

izolatum esetén a naposkori fert6zéskor megfigyeltnél kevésbé sulyos formaban
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jelentkeztek az elvaltozasok, mig a két referens térzs a koradbbiakhoz hasonléan, csak
enyhe elvaltozasokat indukalt. A kontroll csoportban ez esetben is megfigyeltink
mononukledris sejtpopulaciét a hugyvezet6k és az ureterek nyalkahartyajanak

hamrétege alatt, amit a tdbbi csoporthoz hasonld pontozassal értékeltik (46. abra).
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46. abra: lvarérett kort kakasok fert6zését kdvetden, a harom IBV szerotipus altal a

vesében kivaltott korszévettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzott pontozva).

7.10.2.3 Here

A herében csak a magyar és a 793/B tbrzzsel fert6zétt csoportban talaltunk a
korabbiakhoz hasonl6 kérszovettani elvaltozast (47. és 48. abra). A gyulladasra utalo
sejtes besz(lir6dés itt is csak szorvanyosan fordult el6 (49. dbra), a magyar izolatummal
fert6zott kakasokban a 11. és 14. napokon 1, illetve 2 esetben, a 793/B t6rzzsel
fert6zott csoportban a 7. és 14. napokon 1-1 mintaban. A spermiumképzddésben a

szbvettani kép alapjan nem lehetett karosodast tapasztalni és fokozott kéképz&désre

utalo elvaltozas sem jelentkezett.

47. abra: lvarérett kor kakasok fertézését 48. abra: Ivarérett kort kakasok fert6zését
kévetd 14. napon a magyar térzzsel kévetd 14. napon a magyar térzzsel
fert6zétt csoportban a here fert6zott csoportban a mellékhere
interstitiumaban kialakult gécos lympho- csatornacskak kézoétt kialakult lympho-
histiocytas gyulladas (40x, HE). histiocytas gyulladas (40x, HE).
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49. abra: Ivarérett kort kakasok fert6zését kvetéen, a harom IBV szerotipus altal a

herében kivaltott korszévettani elvaltozasok mértéke (0 és 3 kdzoétt pontozva).
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7.11 Immunhisztokémiai vizsgalat

Az immunhisztokémiai festést az elsé négy mintavétel metszetein végeztik el. A
kontroll és a gordg izolatummal fertézéttet kivéve, minden csoportban ki tudtuk mutatni
az IBV antigént, habar a pozitiv mintak szama viszonylag alacsony volt.

A légcsében a fert6zést kovetd 4. napon a nyalkahartya hamsejtek mutattak pozitiv
festédést (50. abra). Sulyosabb fertézés esetén a virusantigén a levalt hamsejtek és a
gyulladasos sejtek citoplazmajaban is lathatéva valt. A 7. napon mar mindéssze egy
pozitiv mintat talaltunk a magyar izolatummal fert6zott csoportban, az 6sszes tovabbi
Iégcséminta negativnak bizonyult (15. tablazat).

A tiddében a fertézést kdvetd 4. napon a francia, a 7. napon a kinai, francia és magyar
izolatummal fert6z6tt csoportban talaltunk egy-egy pozitiv mintat. Az antigénfestédés a
bronchiolusok, illetve a parabronchusok hamseijtjeinek citoplazmajaban jelentkezett, és
csak néhany sejtre korlatozddott (51. abra).

A mirigyes gyomorban a 11. napon a francia, a vékonybélben a 7. napon a kinai
izolatummal fert6z6tt csoportban talaltunk egy-egy pozitiv mintat. Az antigénfestédés itt
is a nyalkahartya hamsejtjeinek citoplazmajaban volt 1athat6 (52. és 53. abra).

A vesében a kinai, a francia, a szlovak és a magyar izolatum mintaiban tudtuk
kimutatni a virusantigént. A fest8dés a tubulushamsejtekben (54a és 54b abra), illetve a
gyljtécsatornacskak (55. abra) és a hugyvezetd nyalkahartydjanak hamsejtjeiben
jelentkezett. A kinai, francia és magyar izolatum mintaiban a 4. és 7. napokon, a
szlovak izolatumnal a 4. és 14. napokon kaptunk pozitiv reakciot (15. tablazat).

A petefészek, tojocsd és here mintaiban nem sikerilt virusantigént kimutatni.

15. tablazat: Naposkori fertézést kévetd 4. és 7. napi légcsé és vese mintakon elvégzett

immunhisztokémiai vizsgalat eredménye (a pozitiv reakciét addé mintak szama/ dsszes vizsgalt

minta)
Térzs Légcsd Vese
4 DPI 7 DPI 4 DPI 7 DPI

Kinai 2/5 0/5 1/5 3/5
Francia 3/5 0/5 1/5 4/5
Szlovak 0/5 0/5 1/5 0/5
Gorog 0/5 0/5 0/5 0/5
Magyar 3/5 1/5 2/5 1/5
M41 3/5 0/5 0/5 0/5
793/B 3/5 0/5 0/5 0/5
Kontroll 0/5 0/5 0/5 0/5
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50. abra: A naposkori fertézést kdvet6 4. 51. abra: A naposkori fertézést koveté 4.
napon a kinai térzzsel fert6z6tt csoportban napon a francia térzzsel fert6zott
a légcsb hamsejtjeinek citoplazmajaban csoportban a tiidé bronchiolus
megfigyelhetd virusantigén (100x). hamsejtjeiben megfigyelhetd virusantigén
(100%).

52. abra: A naposkori fert6zést kdvet6 11. 53. abra: A naposkori fertézést kdvetd 7.

napon a francia térzzsel fert6zott napon a kinai térzzsel fert6zétt csoportban
csoportban a mirigyesgyomor a vékonybél bolyhok hamsejtjeiben
nyalkahartya hamsejtjeiben megfigyelhetd megfigyelhetd virusantigén (100x).

virusantigén (100x).

54a. abra: A naposkori fert6zést kéveto 4. 54b. abra: A naposkori fertézést kdveté 4.
napon a magyar térzzsel fert6zott napon a magyar torzzsel fert6zott
csoportban a vese tubulus hamsejtjeiben csoportban a vese tubulus hamsejtjeiben
medfigyelheté virusantigén (40x%). medfigyelheté virusantigén (100x).
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55. abra: A naposkori fert6zést kdveté 4. napon a

kinai térzzsel fert6z6tt csoportban a hagyvezeté
nyalkahartya hamseijtjeiben megfigyelhetd

virusantigén (100x).

Az RRT-PCR, a kérszdvettani és az immunhisztokémiai vizsgalat eredményeinek jobb
Osszehasonlithatosaga érdekében az RRT-PCR-el kapott értékeket is pontoztuk és a
16. és 17. tablazatban egyitt szerepeltetjik a szévettani eredményekkel. Az IH reakcié

pozitiv voltat piros szinnel val6é kiemeléssel jeldltuk.

RRT-PCR: - = negativ
+ =0-2 |Og10E|D50
++ =24 |0910E|D50
+++ =>4 log+g EIDsq
Szévettan: - = negativ
+ = enyhe elvaltozas
++ = kbzepes mértéki elvaltozas
+++ = sulyos elvaltozas

Immunhisztokémia: azokat a szdvettani atlagértékeket, ahol pozitiv IH reakciot
kaptunk, illetve azokat a mintavételi napokat, amikor IH reakciét végeztink, pirossal
kiemelve jel6ltik.
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17. tablazat: A magyar QX, az M41 és a 793/B torzs ivarérett koru kakasok kisérletes
fert6zését kovetd RRT-PCR, koérszdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatanak

eredménye mintavételi idépontok és szervek szerinti csoportositasban (NV = nem

vizsgalt).
Naposkori fert6zés Ivarérést koveto fertd6zés
légcsé vese here légcsd vese here
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8. Megvitatas

Az allattenyésztésen belil a baromfidgazat napjainkra a fogyaszt6i igényekhez
igazodva rendkiviili fejlédésen ment keresztil. A t6bb mint 6,4 milliard f6s emberiség
allati eredetl élelmiszer ellatasanak egyharmadat a baromfi hus- és tojastermelés adja
(Horn, 2009). A fogyasztas kevesebb, mint 6tven év alatt kozel tizszeresére
emelkedett, igy a baromfihas termelés az 1961-ben regisztralt 10 millié tonnarél 2007 -
re 85 millié tonnara nétt. Ebbél csak a csirkehus 76 millid tonnat tesz ki. Az étkezési
tojas-el6allitas 1961 és 2007 kézoétt  15-r61 63,5 millid  tonnara  nétt

(www.faostat.fao.org). A rendkivili névekedéshez a termeléstdl a feldolgozasig a teljes

baromfi agazati vertikum fejlédése hozzajarult. A genetikai szelekcios modszerek
tovabbra is eléremutaté eredményeket mutatnak fel. Pl. az Egyesiilt Allamokban a
brojlerhis-termelés 6sszegzett hatékonysaga 3%-al, a tojastermelés 1%-al névekedik
évente, csak a tenyésztdk erbfeszitéseinek kdszénhetéen (Horn, 2009). Sajnos a
meglévd genetikai potencial realizadlodasa hazankban az elavult tartasi rendszerek és
az ehhez is kéthet6 allategészségiigyi problémak halmozédasa miatt, az elbiranyzott
teljesitménytél jelentésen elmarad (Barany, 2011).

A nagyuzemi kérulmények kozétt torténd baromfitartds Magyarorszagon az Stvenes
években kezdddott. A nagy létszamu zart olakban tartott allomanyok kialakitasaval
Ujabb és Ujabb nem vart allategészségligyi problémak utétték fel a fejiuket. Ezek kozil
egyre jelentdsebb karokat okoztak a sokszor komplex oktanu légzdszervi betegségek
(Torténeti 6sszefoglalas: Palya és Benyeda, 2009). Ezek kézil a mai napig is az egyik
legjelentésebb légzbszervi agens, a fert6zé bronchitis virus 1962-63-ban jelent meg
elészor fiatal jérce- és tojdéallomanyokban (Derzsy és Lomniczi, 1966). Azéta a
fert6zottség, a hamarosan bevezetett vakcinazas ellenére is (Torténeti 6sszefoglalas:
Palya és Benyeda, 2009) folyamatosan jelen van, és a sorra megjelené varians térzsek
allando fenyegetést jelentenek a brojler- és tojéallomanyokra egyarant. Jelentéségébdl
napjainkra sem vesztett, ugyanis egy intézeti felmérés alapjan, mind a napos, mind
pedig a ndvendék és felnbtt kort allomanyokban folyamatos problémat jelent, és 2009-
ben az egyik leggyakrabban kimutatott virusos betegség volt (Bistyak, 2009). Az elmult
években a legnagyobb karok a 2006-ban (Palya és mtsai.,, 2007) megjelent, kinai
eredeti QX szerotipus terjedésével keletkeztek. Ezek a térzsek mara mar egész
Eurépaban eléfordulnak, és képesek attérni a forgalomban 1évé vakcinék altal kivaltott
védelmet (Landman és mtsai., 2004; Beato és mtsai., 2005; 2006; Domanska-Blicharz
és mtsai.,, 2006; Zenella és mtsai., 2006; Gough és mtsai., 2008; Worthington és
mtsai., 2008; Krapez és mtsai.,, 2011). A QX tdrzsek terjedésével O6sszefliggésben
jelentkezé karok és a valtozatos korformak kialakulasa szolgaltatta az alapot a jelen

dolgozat témajahoz. Célunk az volt, hogy kiilénbdzé foldrajzi tertletekrél izolaljunk QX
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szerotipusu virustorzseket, majd fertézési kisérletekben vizsgaljuk azok bioldgiai
tulajdonsagait. Az eredmények objektivabb megitélhetésége érdekében két
Osszehasonlitd tdrzset is bevontunk a vizsgalatokba, amelyek a két leggyakoribb
eurdpai szerotipust reprezentaljak.

A virusizolalashoz kifejezetten olyan esetekbdl gydjtéttink mintat, ahol bizonyitottan
vagy a jarvanymenet alapjan vélhetéen QX szerotipus okozhatta a megbetegedéseket.
A francia allomany esetén molekularis vizsgalattal mar a korabbiakban igazoltak a QX
pozitivitast. A minta egy ,altojé-szindroma” tuneteit mutatdé hasszulépar allomanyt
érint6é jarvanybdl szarmazott. Az altalunk izolalt virustérzsek leégzészervi (gordg), vagy
vesegyulladassal is komplikalt (kinai, szlovak, magyar) esetekbdl szarmaztak. A
virusizolalas, az RT-PCR és az azt kdvetd szekvenalds eredménye mindegyik
mintaban igazolta a QX izolatum kortani szerepét. Ez az eredmény megerésitette
Palya és munkatarsainak (2007) korabbi megdfigyelését, miszerint a QX szerotipus
hazankban is jelen van, valamint elséként izolaltunk QX szerotipusu virustérzset
Szlovakiabol és Gérdégorszaghbol.

Az izolatumok biologiai tulajdonsagainak vizsgalata soran klinikai, kérbonctani és
laborat6riumi vizsgalatokon keresztil tanulmanyoztuk azok virulencidjat és szdveti
affinitasat, valamint a fert6zés kivaltotta ellenanyagvalaszt.

A fertbzést kdvetd felsd léguti tinetek a 3. napon valtak nyilvanvaléva. Sun és
munkatarsai (2011) altal, 3 eltér6 QX torzzsel végzett fert6zés is hasonlé eredményre
vezetett, bar a tunetek sulyosabb formaban jelentkeztek és 2 csoport esetén
elhulldssal is jartak. Mas szerzdk vizsgalataiban a tinetek altaldban mar a fert6zést
kévetd 2. napon kialakultak (Purcell és McFerran, 1972; Jones, 1974; Terregino és
mtsai., 2009), ami vélhetéen az alkalmazott nagyobb fert6z6 dbdzisnak, illetve az eltérd
mobdon bejuttatott fert6z6 anyagnak k&szénhet6. A klinikai, koérbonctani és
laboratériumi vizsgalatok egyittes eredménye alapjan a gérdg és a 793/B térzsnek volt
a legenyhébb légcsbkarositdo hatasa. Ugyanakkor érdekes jelenségnek tartjuk, hogy a
go6rdg izolatum esetén az RRT-PCR maédszerrel az elvaltozasok alapjan a vartnal joval
magasabb titerben tudtuk kimutatni a virus RNS-t. Ezzel szemben a magyar
izolatummal fertéz6tt csoportban a QX szerotipus térzsei kézil a legalacsonyabb
titereket mértik, mégis kifejezett tlinetek és elvaltozasok jelentkeztek.

Az IHC festés eredménye mindkét esetben a morfolégiai vizsgalatok eredményét
tamasztotta ala. A tébbi csoport vizsgalata soran kbzel azonos erésségl elvaltozasok
alakultak ki, amelyek &sszhangban alltak az RRT-PCR-el kapott virustiter értékekkel.
Az M41 térzs mintaiban mért titer kicsit elmaradt a QX izolatumokkal fert6zott
csoportok mintaiban mérthez képest. Az IHC festéssel minden csoportban a vartnal
kisebb szamu pozitiv mintat kaptunk. A szlovak izolatum esetén a kifejezett

elvaltozasok és a magas virustiter ellenére sem tudtuk kimutatni az IBV antigént. Ez
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feltehetéen az IHC szempontjabdl tul kései mintavétellel, valamint e médszer PCR-hez
viszonyitva alacsonyabb érzékenységével magyarazhat6. Korabbi, kilénb6zd virulens
IBV torzsekkel végzett fert6zéseket kdvetben a legkorabbi mintavételek alkalmaval
tudtak legnagyobb mennyiségben virusantigént kimutatni. Az M41 szerotipusba tartozé
térzsekkel végzett vizsgalatokban Owen és munkatarsai (1991) a fertézést kdvetd 3.,
Chen és munkatarsai (1996) a 2. és 6. nap kdzétt, Lee és munkatarsai (2004) az 1. és
4. napon, Kotani és munkatarsai (2000) egy nepropathogén térzzsel végzett
vizsgalatban mar egy napon belldl kimutattdak a virusantigén jelenlétét monoklonalis
ellenanyagokkal. Ezzel szemben Geerligs és munkatarsai (2011) altal a gyengitett
L1148 QX tdrzzsel végzett disszeminacios vizsgalatban az immunizalast kévetd 4. és
11. nap koézott talaltdak pozitivnak a mintakat. Ez feltehetéen a gyengitett torzs
alacsonyabb virulenciajanak és hosszabb perzisztalasanak kdszdnhet6. Nakamura
(1991), valamint Abdel-Moneim és munkatarsai (2009) altal végzett vizsgalatokban a
hosszabban tarté IHC pozitivitas vélhetéen az alkalmazott poliklonalis ellenanyagok
nagyobb reakcidkészségének készénhetd.

Az irodalmi adatok és az altalunk kapott eredmények alapjan tehat az latszik, hogy a
legelsé mintavétel ideje az IHC vizsgalat eredményét negativan befolyasolta, mivel a
virus sok esetben mar valészindleg kiurllt az adott szervbdl. Tovabb ronthatja a
helyzetet az alkalmazott ellenanyag nagy specificitdsa, valamint az a tény, hogy a
szdvettani feldolgozas soran csak egy-egy metszési sikot tudunk értékelni, ami nem
biztos, hogy a legjobban reprezentélja a teljes szervben végbemend folyamatokat.

Az RRT-PCR szempontjabdl is valészinlileg indokolt lett volna egy korabbi mintavétel
is, mivel a legtébb esetben a 4. napon mértik a legmagasabb titereket. Figyelembe
véve az IBV embrionalt tydktojasban medfigyelt igen gyors szaporodasat (Cavanagh
és Nagqi, 2003), elképzelhetd, hogy a 4. napon a virusszaporodas mar nem a
logaritmikus ndvekedés fazisdban volt. Mindazonaltal, az RRT-PCR-rel mért értékeket
nem befolyasolja, hogy jelen van-e él§ virus, vagy csak maga az RNS, ezért a végsd
eredmény ebben a vizsgalatban kevésbé torzul.

A cilium teszt és a kérszovettani vizsgalatok ideje a leletek alapjan optimalisnak tlinik,
mivel a morfologiai elvaltozasok megjelenése kissé késleltetett a virusszaporodas
maximumahoz képest. Geerligs és munkatarsai (2011) altal végzett vizsgalatban a
kevéshé (8 passzazzsal) gyengitett L1148, valamint a virulens D388 QX térzsekkel
végzett fertézésben a mi eredményilinkhéz hasonléan, az elsé (5DPV/DPI) mintavétel
alkalmaval mérték a legsulyosabb csillékarosodast. Ezzel szemben az erésen attenualt
vakcinatorzsek esetén a karosodas mértéke alacsonyabb szinten és késébbi (7/8 DPV)
idépontban csucsosodott ki (Pénzes és mtsai., 2010; Geerligs és mtsai., 2011).

A légcsd korszdvettani vizsgalata soran megfigyelt elvaltozasok és azok kronolégiai

sorrendje megegyezett mas szerz6k korabbi munkajaban leirtakkal. Eltérések csak a
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leletek sulyossagaban jelentkeztek, ami feltehetéen az alkalmazott torzs
virulenciajanak, az eltér6 fert6z6 dézisnak és applikalasi moédnak kdszénhetd (Purcell
és McFerran, 1972; Jones, 1974; Nakamura és mtsai., 1991; Owen és mtsai., 1991;
Chen és mtsai., 1996; Kotani és mtsai., 2000; Lee és mtsai., 2004; Terregino és mtsai.,
2008).

A tiddben kapott kérszovettani eredmények értékelését némileg neheziti, hogy a
kontroll csoport egyedeiben is talaltunk nem specifikus elvaltozasokat. A bronchusok
és bronchiolusok falaban jelentkezd elvaltozasok egyértelmiien az IBV fertézésnek
tudhatok be, ahogy azt néhany minta esetén a virusantigén jelenléte is igazolta. A
parabronchialisan jelentkezé gocos lympho-histiocytas besz(ir6dés altalaban nagyobb
szamban és kiterjedtebb formaban jelent meg a fert6z6tt csoportok esetén.
Jelenlétikkel élettani kérilmények kézott — a bronchus-associated lymphoid tissue,
BALT fiziolégias kialakulasaval kapcsolatban — is szamolnunk kell (Randall és Reece,
1996). A kérszdvettani, RRT-PCR és IHC vizsgalat eredményének egyiittes értékelése
alapjan a 793/B tdrzs enyhe, az M41 t6érzs pedig a QX izoldtumoknal gyengébb
karositd hatassal rendelkezik a tidében. A QX szerotipus térzsei kézll a kinai és a
magyar izolatum bizonyult a leginkabb pathogénnek ebben a szervben.

A légcséhdz képest itt kissé késdbb és elhtzddva jelent meg a virus az RRT-PCR és
IHC vizsgalat alapjan. Ennek megfeleléen a kérszdvettani elvaltozasok is késleltetve
jelentkeztek és a parabronchialis terlileteken megfigyelt leletek az egész vizsgalat ideje
alatt fennalltak.

Kevés irodalmi adat all rendelkezésre az IBV tudében el6idézett karositdé hatasarol.
Purcell és McFerran (1972) vizsgalataikban az altalunk talaltakhoz hasonlé
elvaltozasokat irtak le. Megfigyeléseik szerint a karosodas leggyakrabban a tiidé ellilsé
és hatulsé ventralis csucsaban jelentkezett, és a |Iégzsakokbdl masodlagosan atterjedd
kontakthatasnak vélték. Vizsgalatunkban magunk nem figyeltink meg hasonlé
Osszeflggést az elvaltozasok lokalizacidjat illetéen. Abdel-Moneim és munkatarsai
(2009) M41 toérzzsel mesterségesen fert6zott csirkeembridk tidejének érrendszerében
detektaltak a virust a fertézést kovetdé 2. és 4. nap kozétt. Mivel 6k poliklonalis
ellenanyaggal dolgoztak, eredményiik nehezen megitélhetd. Geerligs és munkatarsai
(2011) altal végzett disszeminacios vizsgalatban a 80 embridpasszazzsal gyengitett
L1148 QX térzset nem sikerult a tudébdl kimutatni.

Mirigyesgyomor-gyulladast a '70-es években irtak le el6szér csirkékben. A kérforma
hatterében fert6z6 és nem fert6z6 okokat egyarant szamba vettek, de a betegség
koroktana egyelére tisztazatlan. Egyes szerzdk (Xiao és mtsai., 2010) az IBV szerepét
is felvetették, mint lehetséges koéroktani tényez6t. 1995-ben, Kinaban egy
mirigyesgyomor-gyulladassal jaro jarvanybdl IB virust izolaltak (Xiao és mtsai., 2010).

Ettél kezdve a proventriculitisszel kisért IBV okozta megbetegedések endémiassa
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valtak Kinaban (Wang és mtsai., 1997; 1998; Yu és mtsai., 2001; Ma és mtsai., 2004;
Xiao és mtsai., 2010). Ezekben az esetekben leirt legjellegzetesebb korbonctani
elvaltozds a mirigyesgyomor kifejezett duzzanata és a nyalkahartyan kialakult
vérzések, fekélyek és elhalasok megjelenése volt. A megbetegedésekbdl szarmazé
mintdk RT-PCR-rel val6 vizsgalata a QX, mig maskor H120 varians, vagy az un.
proventriculitis csoportba taroz6 virustérzsek jelenlétét igazoltak (Wang és mitsai.,
1998; Yu és mtsai., 2001; Ma és mtsai., 2004; Han és mtsai., 2010; Xiao és mtsai.,
2010; Zou és mtsai., 2010). Hasonldé megbetegedéseket a vilag tébbi részén is leirtak,
de sehol sem oltétt olyan méreteket, mint Kinaban (Escorcia és mtsai., 2002;
Jackwood és mtsai 2005; Domanska-Blicharz és mtsai., 2006; Irvine és mtsai., 2010).
Eurépdban csak a QX szerotipussal 06sszefiiggésben jelentkeztek hasonlé
megbetegedések, de a szerotipus el6fordulasi gyakorisagahoz képest, igen Kkis
szamban (Domanska-Blicharz és mtsai., 2006; Irvine és mtsai., 2010).

A gyulladas miatt kialakulé nagy gazdasagi karok okan kisérletiinkben mi is vizsgaltuk
az egyes szerotipusok és térzsek hatasat a mirigyesgyomorban. Sem a kérbonctani,
sem a kérszdvettani vizsgalat nem utalt virus okozta karosodasra a vizsgalat ideje
alatt. Ezt tAmasztotta alda az RRT-PCR soran kapott negativ eredmény is. Egyedil az
IHC reakcibdval, egy, a francia izoldtummal fert6z6tt egyed nyalkahartya hamsejtben
kimutatott virusantigén jelenléte utalt a QX szerotipus lehetséges replikalédasara e
szervben. Hasonl6 eredményre jutottak Sun és munkatarsai (2011), akik 3 QX térzzsel
valé fertbzést kdvetben nem taldltak elvéltozast a mirigyesgyomorban. Ambali és
Jones (1990) altal, egy enterotrép izolatummal végzett fert6zést kdvetben, a virust
ugyan alacsony titerben izolaltdk a mirigyesgyomorbdl, de sem kérszdvettanilag, sem
immunfluoreszcencias vizsgalattal nem tudtak igazolni jelenlétét. Mesterségesen
fert6zott embriok esetén azonban sikerilt kimutatni IBV antigént a mirigyesgyomor
nyalkahartyajaban (Escorcia és mtsai., 2002; Abdel-Moneim és mtsai., 2009), valamint
a gyomor izomrétegében is (Abdel-Moneim és mtsai., 2009).

A korabbiakban tdbb, igazoltan IBV okozta jarvany kapcsan beszamoltak hasmenéssel
jaré tinetek megjelenésérdl (Ambali és Jones, 1990; Villareal és mtsai 2007), valamint
tébb izolatum esetén vizsgaltdk azok megjelenését és szaporodasat az
emésztdérendszer kiilonbdzé részeiben (Chong és Apostolov, 1982; Ambali és Jones,
1990; Lucio és Fabricant, 1990; Villareal és mtsai., 2007; Geerligs és mtsai., 2011).
Esetlinkben az RRT-PCR mindharom szerotipus jelenlétét igazolta a vékonybélben,
bar a 793/B és féleg az M41 toérzsek titerei jelentdsen elmaradtak a QX csoportoknal
mérttél. A korszévettani és IHC vizsgalat eredménye nem tikrézte ezt a markans
kuldonbséget, mivel az elébbiek esetén minden csoportban inkabb csak elvétve
alakultak ki gyulladasos beszlir6déssel kisért elvaltozasok, az utébbi esetben pedig

csak egyetlen mintaban sikerilt kimutatni a virusantigén jelenétét. A QX izolatumoknal,
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a 7. és 21. napok kézétt mért nagy mennyiségli RNS jelenléte mégis arra utal, hogy a
virus megjelenik a bélben, de szaporodasa feltehetéen inkabb a bélrendszer hatso
szakaszaira korlatozédik. Geerligs és munkatarsai (2011) altal végzett IHC vizsgalat
soran a vakcinavirus jelenlétét igazolni tudtak a hasnyalmirigyben és a kloaka tampon
mintakban, azonban a duodenumbdl szarmazé metszetek mindvégig negativak
maradtak. Hasonlé eredményre jutott Chong és Apostolov (1982), akik
immunfluoreszcencias vizsgalattal kisérelték meg a virusantigén kimutatasat. Ambali
és Jones (1990) altal végzett, az emésztbtraktus teljes egészét magaba foglalo,
részletes vizsgalat soran azt talaltdk, hogy a vékonybél elllsé szakaszaban ugyan kis
mennyiségben izolalni lehet a koérokozot, szdvettanilag és immunfluoreszcencias
vizsgalattal mégsincs nyoma a virus szaporodasanak. Ezzel szemben az ileumban, de
méginkabb a vakbélbejarati nyiroktiszdékben és a végbélben a fertézést kdvetd 3. és
14. nap kozott jelentés mértékli szaporodast mértek, aminek morfolégiai
kévetkezményei, mind szdvettani, mind immunfluoreszcencias vizsgalattal
nyilvanvaléak voltak.

Az IBV vakbélbejarati nyiroktliszdk iranti kifejezett affinitdsat tovabbi vizsgalatok is
igazoljak, amelyek vagy korszévettanilag, vagy a virus kimutatdsaval demonstraltak
annak szaporodasat és hosszU perzisztaldsat e szervben (Karaca és mtsai., 1990;
Lucio és Fabricant, 1990; Owen és mtsai., 1991; Alvarado és mtsai., 2006; Geerligs és
mtsai., 2011; Sun és mtsai; 2011). A QX izolatumok esetén a mi vizsgalatunkban is itt
sikerllt a legnagyobb mennyiségben és leghosszabb idén keresztll kimutatnunk a
virus RNS-t az dsszes vizsgalt szerv kdézul. A 793/B térzs csak a 4., az M41 a 4. és 42.
napon adott mérhet titereket. Eredményeink ugyan igazoltdk a QX izolatumok
kifejezett, valamint a két 6sszehasonlitd térzs mérsékeltebb affinitdsat a vakbélbejarati
nyiroktiisz6khdz és a vékonybélhez, a pontos bélbeli folyamatok megértéséhez egy, a
bél hatsé szakaszait is atfogd, kiterjedtebb mintavételre és feldolgozasra volna
szikség.

A QX toérzsek megjelenésével a legnagyobb gazdasagi karokat azok vesekarositd
hatasa okozta az ismertetett esetek legtébbjében (Liu és Kong, 2004; Beato és mtsai.,
2005; 2006; Liu és mtsai., 2006; 2009; Zenella és mtsai., 2006; Matdé és mtsai., 2007;
Gough és mtsai., 2008; Terregino és mtsai., 2008; Worthington és mtsai., 2008; Zou és
mtsai., 2010; Han és mtsai., 2011). Kisérletlinkben az altalunk izolalt 6t QX térzs
nephropathogén potenciajat vizsgaltuk. A goérégét leszamitva, minden izolatum
kifejezett affinitast mutatott a veséhez. Ezt mind az RRT-PCR, mind a kérszévettani és
IHC vizsgalatok is egyértelmien igazoltak. A gérég izolatum mintainak vizsgalataval
kapott eredmények lényegesen elmaradtak a tébbi QX izolatumhoz képest, ami
feltehetbéen a fert6zésnél hasznalt virusszuszpenzié alacsonyabb titerének

kévetkezménye volt, amit a virustitralasi adat igazolt. Tovabbi QX toérzsekkel vald
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fert6zést kdvetéen mas szerz6k altal publikalt adatok is hasonlé eredményre vezettek.
Terregino (2008), valamint Sun és munkatarsai (2011) egyarant igazoltdk a QX
szerotipusok vesekarositd hatasat. Geerligs és munkatarsai (2011) az alacsonyabb
passzazsszamu L1148-as térzzsel val6 fertézést kdvetben az 5. és 10. napon talalta a
legsulyosabb koérszévettani elvaltozasokat. Hasonl6an koran tetéztek az elvaltozasok
Owen (1991), Chen (1996) valamint Lee és munkatarsainak (2004) mas szerotipussal
végzett vizsgalatai soran is. Mivel a megfigyelési idd esetiikben csak 10-14 nap volt,
nincs informacionk az elvaltozasok esetleges progredialasardl. A mi vizsgalatunkban
az elvaltozasok a 14. és 28. napok kozo6tt csucsosodtak, és bizonyos késéssel kdvették
az antigén, illetve az RNS megjelenését, hasonléan a mas szerzék altal leirtakhoz
(Owen és mtsai., 1991; Chen és mtsai., 1996; Lee és mtsai., 2004; Geerligs és mtsai.,
2011). A medfigyelt elvaltozasok minden publikalt munkaban hasonl6éak voltak, csak
azok sulyossagaban jelentkeztek kifejezett eltérések (Jones, 1974; Albassam és
mtsai., 1985; Butcher és mtsai., 1990; Owen és mtsai., 1991; Chen és mtsai., 1996;
Lee és mtsai., 2004; Terregino és mtsai., 2008; Geerligs és mtsai., 2011).

Az M41 t6rzs esetén a kérszovettani és RRT-PCR eredmények a vesekarosité hatas
szempontjabol elmaradtak a QX izolatumokkal fertézétt csoportokhoz képest, és az
IHC vizsgdlat nem igazolta az M41 antigén jelenlétét a vesében. Mas
nephropathogénnek tartott szerotipusok vizsgalata soran Lee és munkatéarsai (2004) is
hasonlé eredményt kaptak és ugy vélték, hogy az él6 virus kimutatdsa nem feltétlentl
jelenti annak replikalédasat az adott szervben. A pozitiv reakcié egyes esetekben
feltehet6en csak a virémia kdévetkezménye. Valbszinlileg ezzel magyarazhat6é az is,
hogy szamos nem nephropathogén térzset kimutatnak a vesébdl is. Jones (1974) az
M41 térzs vizsgalatakor arra a koévetkeztetésre jutott, hogy a nem kifejezetten
vesekarositd térzsek, csak bizonyos kérilmények egyittes fennallasa esetén képesek
a vesében elvaltozast Iétrehozni. Feltehetbéen ez a helyzet az altalunk vizsgalt Mass
szerotipusl térzs esetén is, ugyanis szamos korabbi vizsgalat és medfigyelés
ugyanugy érvel ezen szerotipus vesekarosité és nem vesekarositd hatasa mellett is
(Jones, 1974; Butcher és mtsai., 1990; Owen és mtsai., 1991; Chen és mtsai., 1996). A
793/B térzs nem adott pozitiv reakciét sem az IHC reakcd, sem az RRT-PCR soran. A
kérszdvettanilag medgfigyelt elvaltozasok, pedig nem sokkal haladtak meg
sulyossaghan a kontroll csoportban medfigyelt kisszama lympho-histiocytas
aggregaciot. A kontroll egyedekben hasonl6 jelenségeket figyeltek meg Owen és
munkatarsai (1991) is, ami 6nmagaban, a korszévettani adatok alapjan, megneheziti a
vesében kialakul6 karosodas megitélését.

A fert6zés hatasara a tojécsében kialakul6é elvaltozasok szempontjabol két kritikus
idészak van. Az elsé a kelést kozvetlenll koévetd periodus, amikor maternalis

ellenanyag hianyaban bizonyos térzsek olyan karosodast idéznek el6, amely a

96



tojokorba érve ,altojo-szindréoma” kialakulasahoz vezet. Az ivarérést kovetd, vagy a
tojasrakas soran bekovetkezd fert6zés az allomany egyedeit kildonb6z6 meértékben
erintd, eltéré6 mértékd (11-73%) tojastermelés csdkkenéssel és héjminéség romlassal
jar. A termelés mértéke az esést kdvetben csak igen lassan, vagy egyaltalan nem tér
vissza a technoldgiailag elvart szintre (Jones és Jordan, 2006). A termeléscsékkenés
és a héjminéségi romlas ilyenkor a virus hatdsara a petefészek miikddéséeben
bekdvetkez6 zavar és a tojocsé falaban fellepd hamsejtek és a tubularis mirigyek
karosodasanak a kdvetkezménye (Jones és Jordan, 1971; 2006; Chousalkar és mtsai.,
2007a; b).

A kelést kévetbéen maternalis ellenanyagok hianyaban a csibe védtelen a virémia révén
a tojocsdbe kerlild virus karositd hatasaval szemben. Broadfoot és munkatarsai 1956-
ban szamoltak be megfigyelésiukrél, miszerint minél fiatalabbak a csirkék a fertézés
pillanataban, annal nagyobb eséllyel lesznek altojok ivarérett korban. Ezt a
késbbbiekben tovabbi vizsgalatok sora igazolta (Jones és Jordan, 1970; 1972; Crinion
és mtsai.,, 1971a; b). A megfigyelések ezen tulmenbéen azt is igazoltak, hogy csak
bizonyos szerotipusok és térzsek képesek a fiatalkori tojoécsé karosodast elidézni
(Crinion és Hofstad, 1972). Az addigi vizsgalatok alapjan csak kulénb6z6 Mass tipusu
torzsek, és az ausztraliai T térzs okozott elvaltozast maternélis ellenanyaggal nem
rendelkezd csirkében (Jones és Jordan, 1970; 1972; Crinion és mtsai.,, 1971a; b;
Crinion és Hofstad, 1972). A szul6péar allomanyok vakcinazasanak bevezetésével, és
ezdltal a megfelel6 szintl materndlis ellenanyag szintjének kialakulasaval, az ,altojo-
szindréma” el6fordulasa gyakorlatilag megszint.

2004-ben, Hollandiaban egy QX térzs altal el6idézett jarvany soran Gjra felutétte fejét a
jelenség (Landman és mtsai., 2005). A szerotipus gyors terjedésével pedig egyre t6bb
kézlemény jelent meg a tojokoru allomanyokban manifesztalédoé problémardl (Beato és
mtsai., 2005; 2006; Jones, személyes kozlés, 2006; Worthington és mtsai., 2008). A
kérkép Ujbdli megjelenésének feltehetéen az a magyarazata, hogy a forgalomban 1évé
vakcindk altal indukalt maternalis ellenanyagok, a szerotipusok kézti nagy
antigenitasbeli eltérés miatt, nem nyujtanak kell6 védelmet a fiatal korban bekdvetkezd
fert6zést kovetd virémia tojoécsékarositdé hatasaval szemben. Kisérletiinkben az SPF
allatok naposkori fert6zését kovetéen csak a QX szerotipus térzseivel fert6zott
csoportokban jelentkeztek a tojocsdvet érinté elvaltozasok. A szabad szemmel is
lathaté cisztaszerl tagulat az eddigi vizsgalatokhoz képest legkorabban, mar a
fert6zést kdvetd 14. napon kialakult és a megfigyelési idészak végéig eléfordult. A
korabbi vizsgalatokban a tagulat a naposkori fertézést kéveté 44., 35., vagy a 20.
napon jelent meg (Crinion és mtsai., 1971a; Crinion és Hofstad, 1972; Jones és
Jordan, 1972). Az esetlinkben megfigyelt korabbi manifesztacié feltehetéen a térzsek

ilyen iranyu nagyobb pathogenitasaval lehet 6sszefliggésben.
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A ’70-es években leirt, pozitiv tojocsblelettel jaro fertbzési kisérletek szinte mindegyikét
a Mass szerotipus valamelyik térzsével végezték (Jones és Jordan, 1970; 1972;
Crinion és mtsai., 1971a; b; Crinion és Hofstad, 1972). Ennek ellenére a mi
vizsgalatunkban, ahol maternalis ellenanyag hianyaban az SPF csirkék védtelenek
voltak az M41 tbrzs altal el6idézett virémiatél, nem alakult ki sem makroszképos, sem
mas laboratériumi modszerekkel detektalhatd elvéltozas. Ez feltehetbéen az eltérd
doézisnak, applikalasi médnak, vagy passzazsszamnak volt készdénhetd. Esetleg az
eltelt tébb mint 30 év alatt, a virus-gazda viszonyaban bek&vetkezd evollucios
valtozasoknak tudhaté be. Hasonléan negativ eredményeket kaptunk a 793/B térzzsel
fert6z6tt csoportban is, ez azonban nem okozott meglepetést, tekintve, hogy egy
korabbi publikacibban sem emlitik ennek a térzsnek az esetleges tojocsé karositod
hatasat.

Meglepé volt azonban az, hogy a QX izolatumokkal fertézétt csoportokban, az igen
latvanyos makroszkopos leletek ellenére a kérszévettani kép viszonylag szegényes
volt és az RRT-PCR-rel csak alig, az IHC reakciéval pedig egyaltalan nem tudtuk
kimutatni a virus jelenlétét. A tojocsé kulonbdzd szakaszaiban a virusantigén
kimutatasat célzé immunfluoreszcencias vizsgalat Lucio és Hitchner (1970), valamint
Jones és Jordan (1972) kisérletében is negativ eredménnyel zarult, azonban Crinion
és Hofstad (1972) hiperimmun savéval végzett IF vizsgalata pozitiv eredményt adott a
fert6zést kovetd 3. és 6. napon a tojécsé nyalkahartya hamsejtjeiben. Crinion és
munkatarsai (1971a; b) a szdvettani vizsgalat soran is lényegesen gazdagabb
elvaltozasokat irtak le a tojécsé végsd szakaszan (1971a), illetve a magnum és az
isthmus hataran (1971b). Beszamoléjuk alapjan mar a fert6zést kévetd 2. napon
megjelennek a mononuclearis gyulladasos sejtek a tojécsé falaban, és mennyiségik a
10. napig fokozatosan ndvekszik. Utdna ezek a sejtek lymphoid gbécokba tdmériltek,
majd a 20. naptol hypoplasiaval kisért Uregszikiletet figyeltek meg a hamsejtek
karosodasa mellett. Megfigyeléseik szerint ez a szlikilet a magnum és az isthmus
hataran (Crinion és mtsai., 1971a), vagy a tojocsé végsé vaginalis részén (Crinion és
mtsai., 1971b) alakult ki. A sz(ikulet kialakuldséat, cranialisan hamarosan a cisztaszer(
tagulat megjelenése kovette, a caudalisan elhelyezked6 terllet pedig mindvégig intakt
maradt. A tébb korcsoportra kiterjed® és a naposkori fertézést tojokorig végigkdvetd
vizsgalataik alapjan arra a kévetkezetésre jutottak, hogy a cisztak kialakulasa a
hamsejtek karosodasa, levalasa és a fal gyulladasos besz(ir6dése okozta szikilet
kévetkezménye. A perzisztalo cisztdk pedig a tojécsé faldban fejl6édé mirigyek
hypoplasiajat okozva a tojokorban rendellenes héjképz&déshez, beltartalmi
elégtelenséghez, vagy altojok megjelenéséhez vezetnek (Crinion és mtsai., 1971a; b;
Crinion és Hofstad, 1972). Ezzel szemben Jones és Jordan (1972) a cisztak

megjelenése ellenére nem talalt Iényeges koérszévettani elvaltozast. Terregino (2008),
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valamint Geerligs és munkatarsai (2011) altal kulénb6zé QX tdrzsekkel végzett
fert6zést és immunizalast kévetéen nem alakultak ki a tojocs6ben makroszkdpos vagy
szdvettani elvaltozasok. Ugyanakkor Terregino és munkatarsai (2008) a petefészekbél
és tojocsbbdl eltavolitott kdézds mintabol a 4-6. napon kimutatta a virus jelenlétét. Az 6
esetiikben az elvaltozasok hianya egyértelmlen a kései, 35. napon végzett fertézés és
révid megfigyelési id6szak kdvetkezménye lehetett. Sun és munkatarsai (2011) ugyan
30 napos korig vizsgaltdk az egyedeket, mégsem jelentkeztek a tojécsévet érintd
makroszkopos elvaltozasok. A fertbzéshez harom, Kinaban izolalt QX térzset
hasznaltak, amelyek a koérel6zményi adatok alapjan vesekarosodassal jaro
megbetegedéseket okoztak. Valészinlsitheté, hogy a 20 napos korban végzett
fertézésnek mar nem volt hatasa a tojocsére. Geerligs és munkatarsai (2011) az L1148
térzs tojocsbkarositd hatasat csak a 80. passzazson vizsgaltak, ami megfeleld
attenualasi foknak bizonyult a virémia elkeriilése szempontjabdl. Palya és munkatarsai
(2007) altal, a QX toérzzsel végzett fert6zést kévetden az 5. héten jelentek meg a
cisztak a tojocsében, azonban a fertézést kévetd 14. napig a tojocsdbdl nem tudtak
kimutatni a fert6z6 virus jelenlétét. Erre a vizsgalatra alapozva a viruskimutatast a 14.
naptol folytattuk, de a késébbi szakasz sem hozta meg a vart eredményt. A Korai
szakasz mintdinak IHC reakcioval valé vizsgalata is végig negativ maradt.
Valoszindsithetd, hogy akar egy korabbi mintavétel, valamint a tojécs6 t6bb szakaszat
is érintd tovabbi laborat6riumi feldolgozas értékelhetébb eredményt hozott volna a
tojocsében lejatszddéd folyamatok pontos menetének megértéséhez. Ennek ellenére az
altalunk kapott és tébb szerzé munkajaban is leirt szegényes eredmények alapjan az is
elképzelhetd, hogy a cisztdk képzbdését a tojocsé embriondlis fejlédésének végsé,
kelés utani szakaszaban a virusfertézés masodlagos kdvetkezményeként bekdvetkezé
zavar okozza. A tojocsé faldban detektalhat6d elvaltozasok, a virusantigén, a fokozott
folyadéktermelésre utaldé valadéktermeld sejtek/mirigyek hianya, a minden esetben a
tojocsd végsd szakaszaban kialakuld szlkilet és az ettdél cranialisan felgytlemlé
folyadék, arra enged kovetkeztetni, hogy az elzar6das a kloakaba valé szajadzas
terletén kell, hogy kialakuljon. A Muller-vezeték fejl6édéséenek végsd, posztembrionalis
szakaszaban térténik a tojocsé coprodeumba valé szajadzasa, ami biztositia az
Osszekottetést a kloaka és a vagina kézétt. Ez a megnyilas a kelést kdvetd egy héten
belll fejezddik be (Pécely, 1987). Az ebben az idészakban bekdvetkezé barmely
gyulladassal, vagy szévetkarosodassal kisért hatas esetén sérilhet a fizioldgias
folyamat, ami a vezeték beszajadzasanak részleges, vagy teljes hianyaval jarhat. Ha
figyelembe vesszik az IB virus nagyfoku affinitasat a bélhez, kilénésen annak a hatsé
szakaszaihoz, nem kizarhat6, hogy a korai fert6zést kévetéen a kloaka tajékan
megjelend virusok altal okozott gyulladasos reakci6 masodlagos kdvetkezménye a

tojocsé elzarédasa, illetve megnyilasanak az elmaradasa. Ez magyarazna az ¢sszes,
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témaban megjelent kisérleti eredményt is, miszerint az elvaltozas csak a kelést kévetd
rovid idén belll bekdvetkez6 fert6zés esetén manifesztaloédik. Természetesen ahhoz,
hogy a feltételezés igazolhat6 legyen, tovabbi, a tojoécsd egészét és a kloaka érintett
szakaszait is magaban foglalé morfolégiai és a virus kimutatasara iranyul6 vizsgalatok
szilkségesek.

A petefészket a korabbi vizsgalatok tdbbségében nem, vagy csak a tojécsével kézdsen
vizsgaltak. Mind a naposkori (Crinion és mtsai., 1971a; b; Jones és Jordan, 1972),
mind pedig az ivarérett kori (Jones és Jordan, 2006; Chousalkar és mtsai., 2007)
fertézést kdvetben az elvéltozast mutatd tojocsé mellett intakt petefészket talaltak.
Crinion (1971a) valamint Terregino és munkatarsai (2008), valamint Jones és Jordan
(1972; 2006) ugyan virusizolalassal igazolta a virus jelenlétét az ovariumban,
szbvettani elvaltozast, illetve virusantigént nem tudtak kimutatni. Hasonlé eredményre
jutottunk mi is, bar kisszamu minta esetén észleltiink enyhe gyulladasos beszlir6dést a
szbvetkdzi allomanyban, illetve elmeszesedést a primer tiiszékben. Ezek a jelenségek
fokozottabban jelentkeztek a szlovak QX és a 793/B térzzsel fert6zétt csoportban. A
virus RNS kimutatas esetlinkben is igazolta a virus jelenlétét, jelentésebb titereket a 4.
és 11. nap kdzott a QX szerotipus térzseivel fertézott csoportokban kaptunk, kiléndsen
kiemelked6 értékkel a szlovak izolatum esetén. Nem zarhaté ki azonban az a
lehetbéség sem, hogy az IB virussal t6rténé fert6zést kovetd virémia soran —
kimutathaté petefészek elvaltozas nélkil — neuro-hormondlis mechanizmus révén
csbkken a petefészek mikodése és a tuszbérés intenzitdsa, amely mas betegségek
esetén is gyakran megfigyelhetd (Glavits, személyes kdzlés, 2010)

A herék vizsgalataval egy nemrégiben felmerilt problémara szerettiink volna valaszt
kapni, miszerint vadvirus fertézés, vagy ismételt IBV vakcinazas hatasara fokozott
k6képzbdés indulhat meg a herében és a mellékherében, ami a kés&bbiekben a
termékenység romlasahoz vezethet (Boltz és mtsai., 2004; Villareal és mtsai., 2006). A
jelenséggel mar Mahecha és munkatarsai (2002) is foglalkoztak, miutan tdbb esetben
is kalcium (Ca) kdveket talaltak termékenységi problémaval kiizd6 telepek kakasainak
heréjében és mellékheréjében. Szdvettani vizsgalattal a hamsejtekben Ca lerakoédast
és a kornyezetiikben gyulladasos sejtes besz(irédést talaltak. Megfigyeléseik szerint a
k6képzdédés csak a hazityuk kakasainal jelentkezik, egyéb baromfi fajokban és
vadmadarakban nem szamoltak be hasonl6 jelenségrél. Esetukben az IBV koéroki
szerepét ELISA vizsgalatra alapozva kizartdk, de nem tudtak &sszefuggést kimutatni
az ivovizzel, vagy a takarmannyal bevitt fokozott mennyiségli kalciummal sem.
Hasonléan nem talaltak dsszefliggést a szajon at bevitt Ca mennyisége és a herében
kialakult jelenségek kdzott Boltz és munkatarsai (2004), akik Mass szerotipusu térzzsel
végzett ismételt vakcinazast kdvetben talalkoztak a bantalommal. Vizsgalataik szerint a

26. hétre csdkkent a kakasok spermatermelése, a vérik tesztoszteron koncentracioja
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és a herék tdbmege. Az érintett egyedek kérszdvettani vizsgalata alapjan a here és a
mellékhere csatornacskaiban kéképzédést, a kérnyezetiikben pedig lympho-histiocytas
beszilrédést allapitottak meg. A leirt korszévettani képpel azonos leletet talaltak
Villareal és munkatarsai (2006) is 57 hetes tenyészallomanyban, ahol a
termékenységcsdkkenést |égz8dszervi tliinetek és vesekarosodas is megelbzte. A
tudébél, a vesébdl és a herébdl sikeresen izolaltak az IB virust, amely szekvenalast
kévetden D274 szerotipusnak bizonyult. Mass szerotipussal vald kisérletes fert6zést
kévetden a korabbiakban Crinion és munkatarsai (1971a) is izolalni tudtak a virust a
herébél a fertézést kévetd 2. napon. A mi vizsgalatunkban a magyar QX, az M41 és a
793/B virustérzsek hatdsat tanulmanyoztuk a herékben. Az RRT-PCR-rel kimutatott
RNS mennyisége a QX izoldtum esetén magas volt, értéke nem maradt el a
fertézésben érintett mas szervek eredményeitdl. A magyar QX izolatum a 7. és 14. nap
k6zott adott pozitiv reakcidt, mig az M41 térzs csak a hetedik napon volt jelen a
herékben kisebb mennyiségben, a 793/B térzset pedig a 4. napon tudtuk mérni
alacsony titerben. A szévettani eredmények nem tikrozték ezt az egyértelm(
kulénbséget, ugyanis elvaltozasokat csak ritkan, a csoportok kézétt nagyjabol azonos
megoszlasban talaltunk. A megfigyelési id6 alatt k6képzddést, Ca lerakdédast nem
figyeltink meg, csak a lympho-histiocytas besz(ir6dés utalt a virus esetleges
jelenlétére, bar az IHC reakciéval ezt nem sikerillt megerésitentink. Valdszindleg itt is
arrél van sz6, hogy a virémia kapcsan a koérokozd eljut a herébe, akdr meg is
telepedhet, de termékenységet csdkkentd karositdé hatdsa, ha bekoévetkezik, csak
késbbb, az ivarérést kdvetben jelentkezik. Az IHC és a kérszdvettani vizsgalat pozitiv
eredményét valdszinlleg elésegitette volna, ha a mintavétel nagyobb teruleteket foglalt
volna magaba.

A herék vizsgalatat ivarérett koru kakasokon is elvégeztik. A rafertézést kdvetben itt
csak 14 napig kovettik a torténéseket a légcsdben, vesében és a herében.
Osszességében a korszovettani elvaltozasok mindharom szervben enyhébben
jelentkeztek és a mért virustiterek is alacsonyabbak voltak. A naposkori fertézéshez
képest legjelent6sebb csdkkenést a légcs6ben mértink, ahol a kbrszévettani
elvaltozasok gyorsabb és enyhébb lefolyasuak voltak és mindharom térzset csak igen
alacsony titerben lehetett kimutatni. Legsulyosabb szévettani karosodast az M41
térzzsel fert6zott csoport Iégesdveiben figyeltiink meg.

A vesében a szovettani elvaltozasok tébbsége a QX izolatum hataséra jelentkezett,
amit az RRT-PCR eredménye is megerdsitett. A két dsszehasonlitd térzs esetén a
mért titerek értéke elhanyagolhaté volt.

A herében szovettani elvaltozast a naposkori fertézéshez hasonldéan csak kis szamu
mintaban talaltunk, azonban itt az M41 térzs mintai negativak maradtak. A gyulladasos

sejtes beszlir6dés mellett egyéb lelet itt sem jelentkezett. AZ RRT-PCR-el az M41 és
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793/B torzs esetén mért értékek elhanyagolhatéak voltak, a QX izolatum pedig a
naposkorinal mérthez képest alacsonyabb titerben volt jelen.

A magyar QX izolatum esetén mindkét korcsoportban igazolédott, hogy a virus képes
eljutni és feltehetéen szaporodni a herében, azonban a kévetkezményes karositd hatas
tanulmanyozasa érdekében egy hosszabb idétartamu megfigyelésre lenne sziikség.

A fertézés hatasara kialakult ellenanyagvalasz lefutdsa a két korcsoportban
meglehetbésen eltéréen alakult.

Naposkori fert6zést kovetbéen, a magyar izolatummal fertézéttet kivéve, minden
csoportban a 14. napon mértink elészér vadvirus fertézésre jellemzé magas titereket.
A csoportok teljes athangoldédasa azonban csak a 21. napra alakult ki. Ezzel szemben
az ivarérett kakasoknal mar a 7. napon athangolédas volt mérhetd, ami a 11. és 14.
napra tovabb névekedett. A napos és az ivarérett kakasok immunvalasza k&zétti
kilbnbség az eltér6 immunérettséggel magyarazhaté, mivel a naposkoru allatok
messze nem képesek olyan ers immunvalaszra mint a megfelelé immunérettséggel
rendelkezd kakasok. Hasonlé eredményt kaptak Sun és munkatarsai (2011) 20 napos
csirkék harom eltérd QX toérzzsel vald fert6zését kévetben. Esetikben a 7. és 9. nap
kézétt mindharom csoport kdzel 100%-ban athangolddott a kereskedelmi forgalomban
kaphaté ELISA-val mért eredmények alapjan.

A QX izolatumok atlagat tekintve az ellenanyagvalasz kissé elmaradt az M41 és 793/B
térzsek esetén mérthez képest. Egyenként vizsgalva a QX szerotipus térzseit azonban
az lathatd, hogy mig a kinai izolatumnak igen erés volt az antigénhatasa, a szlovak és
a francia izolatum igen gyenge immunvalaszt indukalt. Mivel a vizsgalt 5 QX izolatum
genetikailag igen hasonlé, nehéz elképzelni, hogy ilyen antigenitasbeli kilénbségek
legyenek koéztuk. Valészinlbbnek latszik, hogy az altalunk hasznalt ELISA antigén
valamilyen okbdl gyengébben reagal az emlitett két térzzsel szemben termel6dott
ellenanyaggal.

A harom vizsgalt szerotipus szervezetre gyakorolt hatasat mérlegelve, legkisebb
pathogenitassal és invazidés képességgel a 793/B tbrzs jellemezhetd. A két masik
szerotipushoz képest a 1égz6szervi elvaltozasok enyhébbek voltak és inkabb csak a
fels6 legutakat érintették. A tébbi vizsgalt szerv kézll csak a vékonybélben, a
petefészekben és a herében tudtuk igazolni a jelenlétét, de mennyisége egyik
szervben sem volt jelentés. A vesében és a vakbélbejarati nyiroktiszdkben alig, vagy
nem talaltunk a kérokozé jelenlétére utalé elvaltozast, illetve RNS-t. Ugy tlinik, hogy ez
a szerotipus kisebb invazios képességgel és kovetkezményes karosité hatassal
rendelkezik, és igy kevésbé hajlamos az emlitett szervekben valé hosszu
perzisztenciara. Ez ellentmond Dhinakar Raj és Jones (1996) altal megdfigyelteknek,

miszerint brojler csirkékben ez a szerotipus hasmenéses tilineteket okozott, és a
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laborat6riumi vizsgalatok alapjan sokkal inkabb mutatott enterotrop, mint pneumotrop
tulajdonséagot.

A szerolodgiai vizsgalat alapjan ennek az izolatumnak volt a legerésebb antigénhatasa,
ami elképzelhetd, hogy ebben az esetben egy 6nkorlatozé folyamatot jelentett, miutan
a nagy mennyiségben képz8dd humoralis ellenanyagok megakadalyozhattak a virus
hatékony perzisztalasat a szervezeten belll.

A M41 térzs 1égzbszerveken kivlli hatasa némileg enyhébb volt, mint ahogyan azt a
szakirodalomban kordbban publikalt eredmények alapjan vartuk. A légcsében a QX
szerotipussal azonos ersségl hatasa volt, a tudében kissé elmaradt attdl. A
petevezet6t kivéve, a tdbbi szervben vagy a mikroszkdpos elvaltozasok, vagy a virus
RNS utalt a térzs jelenlétére, azonban az IHC vizsgalat egyik esetben sem igazolta
annak tartés megtelepedését. Ezzel szemben Karaca (1990), Butcher (1990) és Owen
és munkatarsai (1991) virusizolalassal tartésabban, vagy magasabb titerben tudtak
kimutatni valamely Mass szerotipusba tartozo térzset a vakbélbejarati nyiroktliiszékben.
A vesékben is szamos kdzlemény igazolta ezen térzsek karosité hatasat (Jones, 1974;
Owen és mtsai., 1981; Butcher és mtsai.,, 1990; Chen és mtsai.,, 1996), bar az
eredmények alapjan ugy tldnik, hogy csak néhany izolatum, bizonyos kdérilmények
egylttes fennallasakor idéz eld elvaltozast. A tojocsében a naposkori elvaltozasok
megjelenése a '60-as években szinte minden esetben a Mass térzsek hatasanak volt
betudhat6 (Crinion és Hofstad, 1971a; b; 1972; Jones és Jordan, 1970; 1972). A
szllépar allomanyok homolég szerotipussal valé immunizalasa megsziintette ezen
kérkép kialakulasat az utédallomanyokban. Mi ugyan materndlis ellenanyaggal nem
rendelkezd SPF csibéket fert6ztink, a szerotipus tojocsdkarositd hatasat mégsem
észleltik.

A QX szerotipus torzsei a két referencia térzshéz képest joval hatarozottabb invaziés
képesseget mutatattak, és ezaltal karositdé hatasuk is kifejezettebb volt. A felsd és
alsobb légutakban egyarant er6teljes l1égz8szervi hatas mellett, kifejezetten magas
virustiter volt kimutathaté a vékonybélben és a vakbélbejarati nyiroktiszékben. Bar sok
esetben kdvetkezményes morfolégiai elvaltozast nem tudtunk kimutatni az altalunk
vizsgalt metszetekben. A virus izolalassal, vagy immunfluoreszcencias eljarassal
megerositett jelenléte mellett, korabbi kisérletekben is a szévettani elvaltozasok
hianyat figyelték meg ezen szervekben (Ambali és Jones, 1990; Owen és mtsai., 1991;
Dhinakar Raj és Jones, 1996). Ez alapjan ugy tlinik, hogy az IB virus szaporodasa sem
minden esetben von maga utan szdvetkarosodast és tineteket. A bélben a tinetek
kialakulasat valészinlleg egyéb, fakultativ pathogén koérokozéok egyittes jelenléte
seqiti.

A vesében egyértelmiien megmutatkozott az izolatumok kifejezett karosité hatasa, ami

megfelel a legtdbb, ezen szerotipussal kapcsolatos jarvanytani és Kkisérleti
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megfigyelésnek (Liu és Kong, 2004; Beato és mtsai., 2005; 2006; Liu és mtsai., 2006;
2009; Zenella és mtsai., 2006; Gough és mtsai., 2008; Terregino és mtsai., 2008;
Worthington és mtsai., 2008; Zou és mtsai., 2010; Han és mtsai., 2011; Sun és mtsai.,
2011).

A petefészekben a QX szerotipus térzseit is csak alacsonyabb titerben tudtuk kimutatni
és mivel kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre, nehéz megmondani, hogy a talalt
elvaltozasok valdban a virus jelenlétének kdvetkezményei-e? A tojécsében mind az 6t
vizsgalt QX izoldtum kivaltotta az "altoj6-szindromahoz” vezetd cisztaszerl elvaltozast.
Ezt a kérformat csak viszonylag kisszamu gyakorlati esetben figyelték meg (Landman
és mtsai., 2005; Beato és mtsai., 2005; 2006; Jones, személyes kozlés, 2006;
Worthington és mtsai., 2008), feltehetéen a kialakulas szempontjabdl kritikus idészak
révidsége, valamint a manifesztalédashoz sziikséges hosszu idé miatt.

A herében viszonylag magas titerben jelent meg a virus, ami feltételezi az esetleges
karositdo hatas jelentkezését, de ennek pontos elbiralasa egy hosszabb tdvu nyomon
kovetést feltételez.

A QX izolatumokat egyenként és az Osszes vizsgalt szerv figyelembe vételével
értékelve, enyhe kilénbség lathatd az egyes térzsek kdzott. Leger6sebbnek a Kinabdl
szarmazo izolatum hatasa tlnik. Ezt kévette a szlovak, majd a gérdg izolatum, mig a
magyar és a francia izolatum egyik szervben sem mutatott olyan kiemelkedé karositd
hatast, mint amit a masik harom csoport esetén lattunk. A kinai izolatum indukalta a
legmagasabb ellenanyagvalaszt és a legerdsebb Iégz&szervi és tojécsékarositd hatast
annak ellenére, hogy nem talaltunk olyan kézleményt, ami Kinaban a QX térzsek
ivarszervi karositdé hatasarol szamolna be. A szlovak izolatum mutatkozott a leginkabb
nephropathogénnek és a petefészekben is kifejezetten magas titerben volt kimutathato.
A vékonybélben és a vakbélbejarati nyiroktisz6kben a gérbég izolatum volt jelen
legnagyobb mennyiségben, ami 6sszeflggésben lehet azzal, hogy a térzs eredetileg
az emésztétraktusbdl lett izolalva. Az &sszes adatot figyelembe véve ugy tlinik, hogy
ha sikertilt volna a tébbi térzzsel azonos titerben alkalmaznunk ezt az izolatumot, akkor
mas szervekben is erésebb karositd hatasa jelentkezett volna. Habar az egyes QX
izolatumok koézti kilénbségek nem jelentkeztek olyan hatarozottan, altalanossagban
elmondhaté, hogy a két referens térzshéz képest magasabb titerben és hosszabb ideig
lehetett kimutatni 6ket.

A mirigyesgyomor vizsgalata egyik szerotipus esetén sem hozott értékelhetd
eredményt, annak ellenére, hogy a QX szerotipussal kapcsolatban t6bb esetben is
beszamoltak az elégyomor eltéré sulyossagu gyulladasos megbetegedésérdl (Wang és
mtsai., 1996; Domanska-Blicharz és mtsai., 2006; Irvine és mtsai., 2010). A Kinaban
publikalt irodalmi adatok alapjan, bizonyos térzsekhez kétédéen, egyre tdbb esetben

fordul eld a kérkép, igy a jovében ilyen kérbonctani lelet esetén mindenképpen
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gondolni kell az IBV esetleges koroki szerepére is. Ugyanakkor azt is figyelembe kell
venni, hogy IBV fert6zés esetén, az esetek jelentés részében, mirigyesgyomor
elvéltozas hianyaban is izolalni lehet (tojasoltassal) a virust ebbél a szervbdl (Palya
személyes kézlés, 2010).

Az eredmények alapjan lathato, hogy a legfogékonyabb szerveket, vagyis a légcsovet
és a vesét leszamitva, a korszdvettani és viruskimutatasra iranyuld vizsgalatok
eredményei nem mindig vannak dsszhangban. A virus RNS jelenléte sok esetben nem,
vagy csak ritkan jart szoveti reakcid megjelenésével, illetve a virusantigént csak
nagyon rovid ideig és kevés mintaban tudtuk kimutatni. Ennek feltehetéen az az oka,
hogy az RNS-t akkor is ki tudjuk mutatni, ha a virus csak virémia Gtjan jut el egy adott
szervbe, de valés megtelepedés és szaporodas nem feltétlendl torténik. A virusantigén
kimutatasa joval nehézkesebb az RNS-hez viszonyitva, azok felezési idejében
meglévé jelentds kilénbség miatt, valamint mivel a monoklonalis ellenanyaggal térténd
antigénkimutatas egy sokkal kevésbé érzékeny rendszer.

A kérszévettani és IHC eredményeket tovabb befolyasolhatja, hogy egy adott szervnek
legtdbb esetben csak bizonyos szegmensét és annak is csak egyetlen sikjat vizsgaljuk,
ami egy nagyméretii szerv, mint pl. a bél esetén nem feltétlenil tartalmaz elvaltozast,
esetleg nem reprezentalja megfeleléen a szervben végbemend folyamatokat. Az RRT-
PCR-rel valé szdvetfeldolgozas esetén igyekeztink azonos méretii mintakat
eltavolitani és feldolgozni, ami mindig egy aranyosan joéval nagyobb szervmennyiséget
jelentett, mint a mikroszk6p alatt megjelené egyetlen metszési sik. Mindezen
nehézségeket és az eredményeinket figyelembe véve a tovabbi, IBV
pathomechanizmusara iranyul6 vizsgalatok esetén célszer(i lenne a nagyobb szervek
tébb szakaszt érintd, célirdnyos mintazasa, valamint a mintavétel fert6zést kdvetd
korabbi id6be térténé eltolasa és sritése is. igy elkeriilhetd lenne az adott szervekben
a virus korai megjelenésébdl és kilrulésébdl addédd negativ eredmények sora is.
Valészinlleg legaldbb ennyire fontos lenne egy, a természetes fertézési mddot jobban

modellezd, aerosolos fertézésben vizsgalni a pathogenitast.
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9. Uj tudomanyos eredmények

10.

11.

12.

Fert6z6 bronchitis okozta esetekbdl, kilénb6zd orszagokbdl gyijtétt mintakbdl
izolaltunk 6t, a kézelmultban megjelent QX térzset.

Mind az 6t vizsgalt fert6z6 bronchitis virus izolatum esetében bizonyitottuk azok
szoros rokonsagat a Kinaban izolalt QX térzzsel, és elséként hataroztuk meg
azok részleges S1 gén szekvencijjat.

Els6ként szamoltunk be a QX szerotipus Szlovakiaban és Goérdgorszagban
valé megjelenésérdl.

Elséként végeztink el a QX szerotipus pathomechanizmusat elemzé
vizsgalatot és annak d&sszehasonlitasat a két legelterjedtebb eurdpai
(Massachusetts és 4/91) szerotipussal.

Napos koru csibék kisérletes fert6zését kévetben leirtuk a harom vizsgalt
szerotipus altal el6idézett tlneteket, korbonctani és  koérszdvettani
elvéltozasokat.

A kivalasztott szervekben koérszévettani, immunhisztokémiai és molekularis
biologiai mddszerekkel ésszehasonlitottuk az egyes térzsek hatasara kialakuld
elvaltozasok sulyossagat, a virusantigén jelenlétét és a virusmennyiséget.

A harom szerotipus kozétt és a szerotipuson belll, az 6t QX izolatumot
tekintve, j6l érzékelheté eltéréseket figyeltink meg. Legnagyobb
pathogenitassal és legszélesebb szdveti affinitassal a QX szerotipus, azon
belll a kinai izolatum jellemezheté.

A QX izolatumok kifejezett légzbszervi és vesekarositd hatasa mellett, ezen
szerotipus esetén elséként irtuk le a Kkisérletes fert6zést kovetben a
tojocsbGkarosodas kialakulasat. Emellett megallapitottuk, hogy a virus
legnagyobb mennyiségben a vakbélbejarati nyiroktliiszékben volt kimutathato.
Az eredmények alapjan az altalunk vizsgalt 793/B torzs kizarélag, az M41 pedig
elsésorban 1égzbszervi tipusnak bizonyult.

A vizsgalt térzsek tekintetében kizartuk azok mirigyesgyomor-gyulladast
el6idézd hatasat.

Uj magyarazatot adtunk az »altojé-szindroma” kialakulasanak
pathomechanizmusara.

Kisérletes fertb6zést kdvetben elsdként bizonyitottuk az IBV megjelenését a

herékben, mind naposkorl, mind ivarérett kakasok esetén.
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