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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A baromfiipar teljesitménye évr6l-évre n6. A tenyésztdbmunka megteremti ennek
genetikai feltételeit. A fajtdkban rejl6 potencialis genetikai lehetéségek kiaknazasa nem
lehetséges az optimalis tartasi, takarmanyozasi, allategészségigyi feltételek biztositasa
nélkdl, amelyeknek része a megel6zés, illetve a betegségek jelentkezésekor a gyors
diagnozis felallitasa és ennek ismeretében a hatékony védekezési stratégia kidolgozasa.

A diagnosztikai munkaban komoly nehézséget jelent, hogy az intenziv allattartas
kérilményei kdzott egyre né a komplex koroktani megbetegedések jelentdsége. Ezeknél
gyakran a pontos oktani diagnozis felallitasa is problémat okoz. A hazimadarak szamos
enteralis megbetegedése tartozik ebbe a csoportba. Ide sorolhaté kérformak a kispulykak
bélgyulladassal jar6 kérképcsoportja (PEC), a kispulykak bélgyulladassal és jelentés
elhullassal jaré szindromaja (PEMS), illetve a madarak intestinalis spirochaetosisai (AlIS).

A PEC/PEMS el6nevelt, féleg 1-4 hetes életkoru pulykak klinikailag hasmenéssel,
kiszaradassal, fejlédében vald visszamaradassal, esetenként jelentds elhullassal jard
korképei. Komplex kéroktanu megbetegedések, amelyek korfejlédése is hasonlo. Elsé
Iépésben enteropatogén virusok karositjak a bélnyalkahartyat, amelynek felszivodasi zavar a
kévetkezménye. A sérilt bélnyalkahartyan baktériumok, virusok gombak telepednek meg. Az
immunrendszer legalabb atmeneti mikddészavara lehetévé teszi, hogy a megtelepedett
baktériumok a véraramba torjenek. A jelentésebb elhullasok masodlagos bakteridlis
sz6v6dmények kovetkeztében alakulnak ki. Az elhullott allatokban medfigyelhetd kortani
(kérbonctani, korszdvettani) elvaltozasok altalaban hasonléak és jellegtelenek.

Intenziv kutatasok folynak azoknak az enteralis virusoknak az azonositasara,
amelyek meghatarozé szerepet jatszhatnak a bélnyalkahartya kezdeti karositasaban. Tobb
felmérésben hasmenéses kispulykdk bélsarabdl leggyakrabban astrovirusokat és
rotavirusokat mutattak ki. A pulyka coronavirusoknak meghataroz6 szerepet tulajdonitottak a
PEMS kialakitasaban. A fenti virusok esetén kisérleti adatok is bizonyitjak, hogy képesek
kispulykakban enteralis tlneteket el6idézni. A madarak enteralis virusaival kapcsolatos
ismeretek, féként a diagnosztikai modszerek fejlddésének (elektronmikroszkép (EM), immun
elektronmikroszk6p (IEM), polimeraz lancreakcidé (PCR)) kdszdnhetéen jelentésen
gyarapodtak, igy a lehetséges kérokozok kére még korantsem tekinthetd lezartnak.

A madarak intestinalis spirochaetosisa alatt a madarak vak- és/vagy vastagbelének
patogén Brachyspira fajokkal val6é kolonizacidjat és ennek kdvetkeztében féként enteralis
tinetekkel jar6 megbetegedését értjik. A klinikai tinetek megjelenését a fert6zést okozd

Brachyspira t6rzs mellett genetikai, tartasi és takarmanyozasi tényez6k is befolyasoljak,



amelyek kihatnak arra, hogy a megtelepedé brachyspirak milyen mikrobialis tarskérnyezetbe
kerulnek. Ezzel magyarazhatd, hogy az AIS soran megfigyelt klinikai és patolégiai
elvaltozasok jelentésen eltérhetnek a kildnb6zd allomanyokban. A diagnozis felallitasahoz
szUkséges a koérokozo kitenyésztése és biokémiai tulajdonsagainak vizsgalata. A tenyésztés
nehézségei és a biokémiai tulajdonsagok bizonytalansagai miatt eréfeszitések térténnek a
brachyspirak modern molekularis biolégiai médszerekkel (PCR, ISH) val6é azonositasara is.

A kispulykak hasmenéssel, fejddésben valé visszamaradassal esetenként
jelentds elhullassal jar6 PEMS/PEC koérformainak eléfordulasaroél csak kevés konkrét hazai
tapasztalat volt.

Ugyanez igaz a madarak un. intestinalis spirochaetosisaval kapcsolatban is. A
betegség hazai el6fordulasat jelezte, hogy részben ludak fibrines-elhalasos vakbél- és
vastagbél-gyulladassal jar6 megbetegedéseibdl (libak un. sajtos vakbélgyulladasa), részben
pulykak enyhébb vastagbél-elvaltozasaibdl hazai kutatdbk mar korabban is kimutattak
spirochaetakat, ezek pontos azonositasara azonban akkor nem kerdilt sor.

Kutatasom célja a kispulykak PEMS/PEC kérformainak, valamint felnétt ludak
intestinalis spirochaetosisanak tanulmanyozasa volt. Ennek soran a diagnosztikai
intézetekben rutinszerlien végzett (kérbonctani, korszdvettani, bakterioldgiai, parazitologiai)
vizsgalatok mellett molekularis diagnosztikai médszereket hasznalva kaptunk adatokat a
béltartalomban el6fordulé egyes baktériumokrol, virusokrél, egysejtli, vagy tobbseijti
parazitakrél és az altaluk el6idézett elvaltozasokrél. Ezeket immunhisztokémiai
vizsgalatokkal és a vizsgalt allomanyokrdl beszerzett jarvanytani adatokkal kiegészitve
lehetett kdvetkeztetéseket levonni az egyes kimutatott agensek kortani szerepérél.

Kispulykak esetén adatokat gydjtéttink a PEMS/PEC korformak hazai
el6fordulasarol. Ehhez az intézeti rutindiagnosztikai vizsgalatokat, az enteralis
virusfert6zésre gyanut kelté koérelézménnyel érkezett, és/vagy a boncolas soran arra
gyanussa valé elbnevelt pulykaallomanyokbdl szarmazdé madarak esetén, molekularis
diagnosztikai modszerekkel kiegészitve kiséreltik meg a pulyka coronavirusok (TCoV), a
pulyka astrovirusok (TAstV-1, TAstV-2) és a madar rotavirusok (ARoV) kimutatasat.

A viruskimutatas eredményeit dsszevetve a koérbonctani, kérszdvettani vizsgalatok
leleteivel vizsgaltuk, hogy az egyes virusok illetve azok kombinacioi kialakitanak-e a
hagyomanyos diagnosztika modszereivel egyértelmlen azonosithatéd elvaltozasokat.

Sajat eredményeinket kiegészitve a kezeld allatorvosoktdl beszerzett adatokkal,
kisérletet tettiink a vizsgalt kéorképek okozta veszteségek jellemzésére és a fert6zott
allomanyokra vonatkozéan bizonyos jarvanytani kévetkeztetések levonasara.

Fibrines-elhalasos vakbél- és vastagbél-gyulladasban elhullott ludakbol célzott

vizsgalatokat végeztiink brachyspirak kimutatasara.



Tanulmanyoztuk az elvaltozott vastagbélszakaszokbdl kitenyésztett brachyspirak
biokémiai jellemzéit, antibiotikum-érzékenységét.

A kutatas célja ezen kivll a betegség jarvanytani sajatossagainak tanulmanyozasa,
illetve Kkisérleti allatfert6zéssel a fenti elvaltozasokbol leggyakrabban kitenyésztett B.
alvinipulli patogenitasara az altala el6idézett betegség koérfejlddésére iranyuld ismeretek

szerzése volt.



ANYAG ES MODSZER

Kispulykak enteralis korképei

A kutatas soran feldolgozott mintak nagyobb részben az MGSZH ADI kaposvari
kérbonctani osztalyara, kisebb részben az MGSZH ADI budapesti baromfibetegségek
laboratériumaba rutindiagnosztikai vizsgalatra érkezett anyagbdl szarmaztak.

A kispulykdk enteralis koérképeinek tanulmanyazasahoz olyan madarakat
valasztottunk, amelyeknél a koérel6zményi adatok és/vagy a boncolasi lelet felvetették a
virusos bélgyulladas gyanujat. Olyan mintaink is voltak, ahol célzottan kérték, bizonyos
enteralis virusok kimutatasat. A pulyka coronavirusok eléfordulasara iranyuld vizsgalatokat
utdénevelt (> 6 hét), hasmenés Kklinikai tineteit mutatd allomanyokbdl szarmazé allatokra is
kiterjesztettuk.

Elvégeztik az allatok részletes boncolasat. Ennek soran gyl(jtéttik a tovabbi
feldolgozasra szant mintakat, amelyeket a feldolgozas céljanak megfeleléen taroltunk.

A koérszdvettani vizsgalatra szant szervdarabokat (vékonybél, bursa Fabricii, thymus
és esetenként maj, Iép, tudd, vese, hasnyalmirigy, agyvel6) 4%-os pufferolt formaldehid
oldatban fixaltuk. A mintakbol részben fagyasztasos technikat alkalmazva, részben
paraffinba vald beagyazast kovetben készitettink metszeteket, amelyeket rutinszerlen
haematoxillin-eozinnal festettink.

A szivvérbdl, majakbal, illetve csontvel6kbdl kbzénséges-, véres- és Drigalski-agaron
aerob koérilmények kozott elvégzett bakterioldgiai vizsgalatot az allatok egy részénél a
vékonybéltartalombol elvégzett anaerob tenyésztéssel, valamint az allatoktél nyert egyesitett
bélsarmintak parazitoldgiai vizsgalataval egészitettiik ki.

A pulyka coronavirusok, a pulyka astrovirusok és a madar rotavirusok el6fordulasat
reverz transzkripciét kévetd polimeraz lancreakciéval vizsgaltuk, amelyhez a vékonybelek
k6zépsd szakaszabdl szarmazd, bekilildésenként 6tdsével csoportositott mintakbdl kivont
nukleinsavat hasznaltunk. A szervmintak homogenizalasat kdvetéen az RNS kivonasat egy
az irodalomban leirt silica szuszpenziés modszerrel végeztik Az amplifikalast részben
irodalmi primerek, részben az intézeti hal6zatban fejlesztett primerek felhasznalasaval
hajtottuk végre. A primerek specificitdsat a PCR termékek szekvenalasaval ellendriztik. A
kapott szekvenciakat BLASTN (National Center for Biotechnology Information,

http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) homoldgiakeresé programmal azonositottuk. Mivel

kezdetben pozitiv mintak a legtébb esetben nem alltak rendelkezéstinkre, altalanos baromfi



coronavirus, ill. rotavirus rendszereket hasznaltunk, majd az elsé pozitiv pulyka mintak
ellen6rzését szintén a PCR termékek szekvenciasorrendjének meghatarozasaval végeztik
(ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Biomi Kft. G6ddll6). Mivel minden esetben megfelel
nukleotidsorrendet kaptunk, a késdbbiekben ezeket a mintakat, illetve az ezekbdl a

mintakbol késziilt virustenyészeteket hasznaltuk pozitiv kontrollként.

Ludak intestinalis spirochaetosisa

A kutatas soran feldolgozott mintak nagyobb részben az MGSZH ADI kaposvari
kérbonctani osztalyara, kisebb részben az MGSZH ADI budapesti baromfibetegségek
laboratériumaba rutindiagnosztikai vizsgalatra érkezett anyagbdél szarmaztak.

A ludak intestinalis spirochaetosisat el6szér két, elsé tojastermelési ciklusat befejez6
allomanyban észleltik. Ezt koévetéen a jellegzetes korbonctani elvaltozasokat mutato
allatokbdl célzottan kiséreltiik meg Brachyspira-fajok kimutatasat.

A Kkorbonctani, kérszdvettani (vakbél, vastagbél, vese, maj) és bakterioldgiai
vizsgalatokat a fent leirt mdédon végeztik. A ludszervekbdl készitett szovettani metszetek
egy részénél Giemsa és Warthin-Starry festést is alkalmaztunk.

A brachyspirak vastagbélben valé helyezédését immunhisztokémiai maédszerrel is
tanulmanyoztuk. A vizsgalatokat kereskedelmi forgalomban kaphatdé nyul immunszérummal
végeztik, amelynek hasznalhatosagat egy B. alvinipulli tenyészetbdl targylemezre készitett
preparatumon teszteltik, amelyhez a jeldlt ellenanyag képes volt kétédni. Az antigén
ellenanyag kapcsolédas kimutatasa torma-peroxidaz enzimmel jel6lt polimert tartalmazé
teszt felhasznalasaval tortént. Kromogénként 3-amino-9-etilkarbazol oldatot hasznaltunk, a
kontrasztfestést Mayer-féle haematoxilinnel végeztik.

A szivvérbdl majbol elvégzett rutinbakteriolégia vizsgalat mellett a brachyspirak
elvaltozott vastagbélszakaszokbol valé szelektiv kitenyésztésére élesztbkivonattal,
antibiotikumokkal és 5% juhvérrel kiegészitett triptont és szojakivonatot tartalmazé agart
hasznaltunk. A talajokat anaerob kériilmények kozott 42°C-on 4-6 napig inkubaltuk. A
névekedést mutatd lemezekrdl, a felkenés széli részérél 5% juhvért tartalmazé Columbia
agar felliletére szélesztettiink, majd a tenyészeteket a fenti médon inkubaltuk. A biokémiai
vizsgalatokat a tovabboltott tenyészettekkel végeztiik el.

A Brachyspira torzsek biokémiai sajatsagai koézul a hippurathidrolizist, az o-
galaktozidaz-, a-glukozidaz- és B-glukozidaz-termelést Rosco diagnosztikai tablettak (Rosco,
Dania) segitségével hataroztuk meg a gyarté utasitasainak megfeleléen. Az indol reakciét

indolreagenssel atitatott szlirépapiron vizsgaltuk.



A Brachyspira toérzsek tiamulin-, lincomycin- és amoxycillin-érzékenységét agar-
higitasos, mig a tetracyclin- és erythromycin-érzékenységet E-teszt (AB BIODISK,
Svédorszag) mbdszerrel hataroztuk meg.

A Brachyspira alvinipulli patogenitasanak, illetve az altala el6idézett betegség
korfejlédésének tanulmanyazasahoz kisérleti allatfertézést végeztink. A kisérlethez 30
naposlibabdl véletlenszerlien harom tizes csoportot alakitottunk ki (A, B, C csoportok). Az
LA” jelzésl csoport allatait Brachyspira alvinipulli, a ,B” jelzéslU csoport allatait Brachyspira
hyodysenteriae 5 X 10® CFU/mI dozisnak megfelels tenyészetével szajon keresztiil fertdztiik.
A ,C” jelzésl csoport allatai szolgaltak kontrollként. Az allatok testsulyat hetente mértuk. A
fert6zést kdvetd elsé és masodik hét végén minden csoportbdl 3-3, a harmadik és 6todik hét
végén minden csoportbdl 2-2 allatot elvéreztettiink, majd boncoltuk, és szdvettani, valamint
immunhisztokémiai vizsgalatok céljara mintat vettiink, amelyeket 4%-os pufferolt formaldehid
oldatban fixaltunk. A brachyspirak visszaizolalasat a csip6bél, vakbél és vastagbél
nyalkahartyajarol, illetve a 14. napon Kiirtott allatok veséjébél kiséreltik meg a korabban leirt

eljaras szerint.



EREDMENYEK KOVETKEZTETESEK

Kispulykak enteralis korképei

A 2005 és 2007 kozott 214 elbnevelt, tobbségében 1-3 hetes életkoru
pulykadllomanybdl szarmazdé madarat dolgoztunk fel. A molekularis diagnosztikai
eredmények alapjan az allomanyok 57%-a bizonyult a vizsgalt virusok legalabb egyikével
fert6zottnek. A fert6zottnek talalt allomanyok 29%-ban kombinalt virusfert6zést talaltunk.
Leggyakrabban az 6nall6 ARoV és az 6nalld TAstV-1 fertézés fordult el6 és kombinalt
fert6zések esetén is e két virus kombinacidja volt a leggyakoribb.

Az pulyka astro- és madar rotavirusok életkor szerinti megjelenési mintazatat tekintve
az onallé TAstV-2 fertézés mar egyhetesnél fiatalabb (5 napos) madarakban megjelent és
kéthetes koron tul, egyetlen allomany kivételével, nem tudtuk megallapitani. Ez olyan
allomanyokra is igaz volt, ahol a TAstV-2 mas virussal kombinaldédva fordult eld. Onallo
TAstV-1 fert6zottséget leggyakrabban 3 hetes kor korili allomanyokban talaltunk. Kombinalt
fertozések esetén e virusok kimutatasa is fiatalabb, kéthetes életkorra tolédott. Az 6nalld
ARoV fertd6zottség megjelenését a fentiekhez hasonl6é tendencia nem jellemezte, a virus a
legkulonfélébb életkoru elénevelt allomanyokban kimutathato volt.

Az allomanyok oldalardl vizsgalva, az enteralis virusfertézéttség mar egyhetes kor
alatt megjelent. Ezt féleg a TAstV-2 6nalldéan, vagy ARoV-val kombinacioban okozta. 8 és 14
napos kor kdzoétt megnétt a csak ARoV-val fert6zottnek talalt allomanyok szama. 14 és 28
napos kor k6zétt az ARoV, a TAstV-1, illetve e két virus kombinacidja volt kimutathaté a
leggyakrabban a fert6zéttnek talalt allomanyokbél, azzal a megfigyeléssel, hogy 3 hetes
életkor kdzelében uralkodéva valt az 6nalld TAstV-1 fert6zottség. 4 hetes kor utan ismét
dominalova valt az 6nallé6 ARoV fert6zottség.

A vizsgalt idészakban, TCoV fert6zottséget 6 el6nevelt allomanyban mutattunk ki.
Tekintve, hogy a TCoV irant a pulyka minden életkorban fogékony a virus kimutatasat
jellegzetes klinikai tiineteket (hasmenés, fejlédésben vald visszamaradas) mutatd utdbnevelés
alatt allé allomanyokbol szarmazé pulykakbdl is megkiséreltik. A 2005 és 2007 kozott
vizsgalt 44 utonevelt allomanyt reprezentalé minta 36%-at talaltuk TCoV pozitivnak.

A TCoV fertdzott allomanyokban a korlefolyas jelentésen kilonbozétt attédl fliggéen,
hogy a virus kéthetes, vagy annal fiatalabb, illetve négyhetes vagy annal id6ésebb
allomanyban kerllt-e el&sz6ér kimutatasra. El6bbi, jarvanytani jellemzéi alapjan az
irodalomban TCoV pozitiv PEMS-ként leirt korképnek, mig az utébbi a pulykak coronavirus

okozta bélgyulladasa néven leirt megbetegedésnek felelt meg.



Onallé virusfertézés esetén az elhullott allatokban talalt korbonctani elvaltozasok
hasonldéak voltak (eléhezés, kiszaradas, vékonybélhurut, vizes-habos vakbéltartalom),
fuggetlendl attél, hogy késébb melyik virus kerilt kimutatasra.

Szovettani vizsgalattal szintén valamennyi virusfertézés esetén megfigyelheté volt —
a bélnyalkahartya elvaltozasai mellett — az immunszervek, f6leg a bursa Fabricii enyhébb-
sulyosabb foku sorvadasa. A fenti szervekben a legsulyosabb szdveti elvaltozasokat a
PEMS-es allatokbdl szarmazd mintak esetén figyeltik meg.

Az enteralis virusok kimutatasanak idépontjaban az elhullasok is megemelkedtek. A
mortalitas végs® mértékét a virusfertézésen kivil egyéb tényez6k is befolyasoltak. A
fertéz6ttnek talalt madarakban ugyanis gyakran egyidejlleg bakteridlis tarsfert6zés
(leggyakrabban E. coli vérfertézés) is megallapithaté volt. Ez a legsulyosabb
kévetkezményekkel a PEMS-es allomanyokban jart, de a tébbi esetben is hozzajarulhatott a
veszteségek fokozodasahoz.

A virusfert6zott allatok, fejlédése megtort és testtémegik alatta maradt az adott

életkorra a technologia alapjan elvart testtdmegnek.

Ludak intestinalis spirochaetosisa

A ludak intestinalis spirochaetosisat elsé megallapitasat kévetéen, 2005 és 2007
k6zott 22 allomanyban diagnosztizaltuk. A betegség leggyakrabban elsééves tojéludakban, a
tojastermelési ciklus végén, a vedlés megindulasakor jelentkezett.

Az elhullott allatokban koérbonctani vizsgalattal sulyos, fibrines-elhalasos vakbél- és
vastagbél-gyulladas (typhlocolitis) fordult el6, amelyhez vesefibrdzis tarsult.

Az elvaltozott vastagbéltartalmakb6él az esetek tobbségében biokémiailag
egységesen viselkedd, fenotipusos sajatsagai alapjan Brachyspira alvinipullinak bizonyuld
baktériumokat lehetett kitenyészteni.

Az izolalt Brachyspira tbérzsekkel naposliba fertézési kisérletet végeztink. A
fertézéshez hasznalt térzsek kolonizaltak a vastagbelet (féként a vakbelet) és 6thetes korig
(a kisérlet lezarasaig) kimutathatbak és visszaizolalhatoak voltak. Megtelepedésiiket

mérsékelt klinikai tinetek, kérbonctani és korszdvettani elvaltozasok kisérték.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Els6ként  gyUjtéttem adatokat  jellegzetes  klinikai  tineteket = mutato
pulykaallomanyokban bizonyos enteralis virusok (TCoV, TAstV-1, TAstV-2, ARoV)

hazai elterjedtségérol.

Hazankban elséként szamoltam be elénevelt pulykaallomanyokban a TCoV pozitiv
PEMS korkép megjelenésérél, és leirtam a TCoV fertézés el6fordulasat, klinikai

tineteket mutatd utdnevelt pulykaallomanyokban.

A vizsgalt allomanyokban az ARoV és a TAstV-1 széleskorl eléfordulasat talaltam,
gyakran  kombinacibban. Ez a virusfertézés nem jart olyan sulyos

kdévetkezményekkel, mint a hasonl6 életkorban kimutatott TCoV fert6zés.

Az alkalmazott molekularis diagnosztikai mddszer (RT-PCR) rutinszerien

alkalmasnak bizonyult a kiilénféle virusfertézések oktani koérjelzésére.

A nemzetkdzi irodalomban is elséként szamoltam be a Iudak intestinalis

spirochaetosisarol.

Munkatarsaimmal megallapitottam, hogy a hazai ludallomanyokban talalt kérbonctani
elvaltozasokbol leggyakrabban a Brachyspira alvinipulli tenyészthetd ki. Vizsgalatokat

végeztink a kérkép hazai elterjedtségére vonatkozoan.
Kisérleti allatfert6zéssel bizonyitottuk, hogy a B. alvinipulli képes a naposlibak

vastagbelét kolonizalni (legalabb a kisérlet 6thetes id6tartamara) és megtelepedését

mérsékelt klinikai tinetek valamint kortani levaltozasok kisérik.
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