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Bevezetés

Az Gjonnan felbukkant, vilagszerte sulyos gazdasagi karokat okozd enterdlis korképpel
(enteric disease: ED) jaré szindromak komoly kihivast jelentenek a baromfibetegségek kutatoi
szamara. A koértan és korfejlodés pontos meghatdrozasa a megel6zési és terapias beavatkozasi
lehetdségek kiaknazasanak potencialis lehetdségét nyujthatja, és ezaltal az anyagi veszteségek
csokkentése és a baromfi hustermékek biztonsdganak fokozdsa lehetségessé valhat.
Kutatésaink célja az intenziv kortilmények kozott tartott csirkék €s pulykdk ED szindrémai
kortandnak és korfejlodésének felderitésére iranyuld kutatdsokhoz vald hozzajarulas volt, a

magyarorszagi brojlerallomanyok helyzetérdl kapott eredmények és adatok tiikrében.

Csirkék enteralis korképpel kisért tiinet-egyiittesei

A brojlercsirkék legfontosabb ED-je az ugynevezett ,,malabsorbtio” vagy ,,satnyasag ¢és
torpenoves tiinetegylittese” (runting-stunting syndrome: RSS). Klinikailag az RSS hasmenés,
levertség, alomfogyasztas, fajdalmas csipogas €s Osszebujas formdjadban nyilvanul meg. A
morbiditds €s a mortalitas valtozd, a gazdasagi veszteségek pedig elsodlegesen a fertdzott
madarak novekedésének visszamaraddsaban és gazdasagi paramétereinek csokkenésében,
valamint a terapids beavatkozasok koltségeire és a takarmany csokkent hasznositdsara
vezethetdk vissza, ugyanakkor sulyos esetekben az immunrendszer kéarosodasat, valamint
fokozott elhullast is leirtak mar. Az ED-ben szenvedd csirkék emésztdcsatorndjaban szamos
viruscsalad tagjat azonositottdk: Astroviridae, Coronaviridae, Reoviridae, Rotaviridae, a
kozelmultban pedig a Parvoviridae viruscsalad tagjat is. Mindezen korokozdk szerepiik az
ED kialakuldsaban nem teljesen tisztazott, de jelentéségiik a beteg madarak baktérium- &s
parazitamentes béltartalmaval torténo kisérleti fertézéssel igazoltnak bizonyult.

A csirkebrojlerek emésztdszervi virusos fertdzéseinek tulnyomo része az elsé harom
hétben kovetkezik be, de bizonyos esetekben egyes fertdzések az élet késobbi szakaszaban is
jelentkezhetnek. Mivel egyes virusfertdzések nagyon hasonld klinikai tiinetek kialakulasdhoz
vezetnek, nagyon nehéz kozvetlen Osszefiiggést talalni egy bizonyos korkép kialakulasa és
egy adott virus jelenléte kozott. Tovabba bonyolitja a diagnosztikai kiértékelést az a tény,
hogy az ismert kérokozdk kiilonb6zd kombinacidja a betegség méas és mas
megnyilvanuldsahoz vezethet. Osszességében 4ltalanosan elfogadott tény, hogy egy virussal
torténod fertdzés esetében magas morbiditashoz alacsony mortalitds kapcsolddik, mig a magas
mortalitassal €s sulyos gazdasagi veszteségekkel tobb virussal torténd egyideju fertézés esetén
kell szamolni. A pontos kortan és korfejlodés ismeretének hidnyaban jelenleg nem létezik az

RSS-t célz6 atfogo és hatékony megeldzési vagy terdpids protokoll.



Pulykak enteralis korképpel kisért tiinet-egyiittesei

Hathetes korig a pulykdkban jelentkezd emésztdszervi korképpel kisért tiinet-egyiittes az
ugynevezett pulyka bélgyulladasos komplex (poult enteritis complex: PEC), mely klinikailag
hasmenés, levertség, alomfogyasztds, immunszuppresszié ¢és fokozott elhullas jellemzi.
Kifejezetten magas elhulldsi arany esetében a betegség a pulyka bélgyulladésos €s elhullasos
tiinet-egylittes (poult enteritis and mortality syndrome: PEMS) elnevezést viseli. A PEMS
sulyosabb formdiban a morbiditds és mortalitas elérheti a 100%-ot is. A szindroma kortana
nem teljesen tisztazott, de altalanos elfogadott tény, hogy a hatterében tobb korokozé all. A
PEC és PEMS-ben szenvedd pulykdk bélcsatorndjaban szamos virusos ¢&s bakterialis
kérokozdt kimutattak. A baktériumok koziil az enteropathogen Escherichia coli (E. coli)
torzsek igazoltan részt vesznek a korkép kialakulasdban. Gazdasagi allatfajként, a pulyka
emésztdcsatornajanak épsége fokozott jelentdséggel bir. A tapanyagok megfeleld hasznositasa
mindenekel6tt egy egészséges emésztdcsatorndban lehetséges, ami foleg a fiatal madarak
esetében kifejezetten fontos, mivel a fiatalkdérban jelentkezd, barmilyen emésztdcsatorna

bantalom az allomany irreverzibilis jellegli gazdasagi veszteség formajaban tikkrozodik.

Hasonl6 tiineteket eredményezo virusos korokozokkal egyidejiileg torténé fertézések

A csirke nephritisének virusaval (avian nephritis virus: ANV) és a fert6z6 bronchitis virusaval
(infectious bronchitis virus: IBV) torténd fertézés nephropathidhoz és kovetkezményes
koszvényhez, valamint bélgyulladashoz vezethet. A fert6z6 bronchitis (infecious bronchitis:
IB) a légutakat, vesét, bélcsatornat és a szaporodasért felelds szerveket karositd heveny,
kifejezetten ragalyos virusos fertdzés, mely sulyos gazdasagi karokat eredményez a brojler- és
tojoallomanyokban egyarant.

Annak ellenére, hogy az IBV légzdszervi fertdzést okoz, a kdrokozd szamos, nem-
1éguti hamstrukturdban is képes multiplikalodni (pl. vesékben, nemi szervekben, tojocsében
és az emésztOcsatornaban), ahol azt kovetden kovetkezményes patoldgiai elvaltozasos is
megfigyelhetok. A fert6z0 bursitis virus (infectious bursal disease virus: IBDV) a modern
baromfiipar egyik legjelentdsebb, immunszuppressziot okozo agense. Az immunszuppresszid
kovetkeztében az 4allomany masodlagos korokozokkal fert6zodik, melyek sok esetben
bélgyulladas kialakulasdhoz vezetnek. A hasonld klinikai tiineteket €s elvaltozasokat mutatd
allomanyok magas aranya alapjan gyakran felmeriil az egyes virusos kérokozokkal (ANV,
IBV, IBDV) torténd egyidejt fertdzés valoszintisége. Mivel a kdrokozok gyors €s megbizhatd
kimutatdsara a gyakorlati életben egyértelmii igény meriilt fel, vizsgalataink egyik célja az

erre a célra alkalmas, multiplex RT-PCR (mRT-PCR) alapu eljaras kidolgozasa volt.



Anyag és modszer

Csirketelepekrdl szarmazé mintak

Kutatasaink soran vizsgalt mintdkat 2007. januar - 2010. marcius id6szakban ED tilineteket
mutatd allomanyokbdl gytjtottiik. A csirkék, melynek kora 6 nap és 3 hét kozotti volt,
fokozott elhullassal és csokkent termelési paraméterekkel kiiszkodd 15 magyarorszagi
brojleralloméanybdl szarmaztak. A csirkékek a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi
Karanak (SzIE AOTK) Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékére kiildték
diagnosztikai kivizsgalas céljabol. Az ED jarvanytananak jobb megismerése és a statisztikai
elemzése eldsegitése céljabdl vizsgalatainkba 13, az ED tiineteit nem mutaté magyarorszagi

allomanybol szdrmaz6 csirkéket is bevontunk.
Pulykatelepekrol szarmazo mintak

A vizsgalt mintdkat 2008 januarja és 2010 decembere kozott a PEC vagy PEMS klinikai
tiineteit és magas elhullasi aranyt mutatdo magyarorszagi pulykaallomanyokbol gytjtottiik.
Kutatasainkba a kaposvari MezOgazdasagi Szakhivatal (MgSzH) diagnosztikai
laboratoriuma altal 49 pulykateleprdl gytijtott és Dr. Nemes Csaba révén rendelkezésiinkre
bocsatott kevert bélmintat (epésbél és csipdbél) is bevontuk. Mindegyik minta egy allomanyt
vagy Olt képvisel, és minden esetben 5 madarbdl szarmazott. A pulykak kora 6 nap €s 43 nap
kozotti volt. Tovabba két mintat 2010-ben gytjtottink a SzIE AOTK Korbonctani és

Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékre kiildstt diagnosztikai esetekbél.
Modszerek

Kutatasaink sordn a kovetkezd vizsgalati modszereket alkalmaztuk: (1) makroszkopos
vizsgalat (boncolas), (2) rutin, aerob koriilmények kozott végzett bakteriologiai vizsgalat, (3)
korszovettan, (4) immunhisztokémia (IHC), (5) elektronmikroszkopos vizsgalat (EM),
valamint (6) genetikai vizsgéalatok. Genetikai vizsgalatok sordn nukleinsav izolalésra,
diagnosztikai célu primerparok tervezésére, PCR-alapti génszakaszok sokszorositdsa (PCR,
RT-PCR, mRT-PCR), restrikcids fragmentumhossz polimorfizmus (restriction fragment
length polymorphism: RFLP) alapu eljaras tervezésére és alkalmazasara (a ChPV, TuPV,
illetve a TuPV-szerti ChPV torzsek gyors €s megbizhat6 elkiilonitésére alkalmas Avall-alapu
gyorsteszt), valamint nukleinsav szekvencidk meghatarozasara és filogenetikai vizsgéalatok

elvégzésére kertilt sor.



Eredmények

Csirkék emésztoszervi korképpel kisért tiinet-egyiittesei

A tulajdonosok és/vagy allatorvosok altal rendelkezésre bocsatott koreldzményi adatok
alapjan az allomanyokban kissé emelkedett elhulldsi arany, a novekedés visszamaradasa és
hasmenés volt megfigyelhetd. A boncolds soran az allomanyokban szétnovést, hasmenésre
utald elvaltozasokat, egyes vékonybélszakaszok lumenében pedig folyékony-nyalkas tartalom
¢s nagy mennyiségli gaz felhalmozddasat allapitottuk meg (1/A abra).

A rutin, aerob koriilmények kozott végzett bakteriologiai vizsgalat minden esetben
negativ eredménnyel zarult. A kérszovettani vizsgélat soran az ellapult hamsejtekkel bélelt
vékonybélkriptdk mérsékelt ¢€s sulyos foku tagulatat (1/B abra) allapitottuk meg, iiregiikben
levalt hamsejtekkel. Az epésbélben és csipObélben kisszdmu hamsejtlevalassal és vegyes
gyulladasos sejtes besziirddéssel kisért heveny hurutos bélgyulladas, valamint boholyatrophia
¢s mérsckelt boholyfuzio volt megfigyelhetd.

Az THC vizsgalat soran az

1. abra

epésbélben és a csipdbélben
ChPV pozitiv magfestodés
volt megfigyelhetd (1/C
abra). A homogenizalt
bélmintak ultracentrifugala-
sa utan kapott szeparalt
rétegek EM alapu vizsgalata
soran szamos, ikozahedralis,
buroknélkiili virusrészecskét
figyeltink meg, melyeket

morfologidjuk ¢és méretik

alapjan az  Astroviridae,

Parvoviridae (1/D abra), illetve a Reoviridae viruscsaladok tagjaiként azonositottunk.
A csirkemintdk PCR és RT-PCR alapu vizsgalatok Osszesitett eredménye alapjan a
ChPV fert6zés magas eléforduldsa (28 mintabol 17 pozitiv) volt megallapithato. A vizsgalt
csirkeallomanyok koziil 8 a PCR-alapu analizis alapjan a ChPV kivételével minden egyéb
virusos €s bakterialis korokozé esetében negativnak bizonyult. Az astrovirusok gyakorisaga is
igen magasnak bizonyult (28 mintdbol 12 pozitiv): ezen belil az ANV volt a leggyakrabban
kimutathat6. Az ED tiineteit nem mutatd allomanyok koziil csupan kettd volt ChPV pozitiv,

hat ANV, 4 pedig baromfi reovirus (avian reovirus: ARV) pozitiv.



Pulykak emésztoszervi korképpel kisért tiinet-egyiittesei

Az alloméanyokban az elfogadottnal nagyobb aranyu elhullast, a novekedés visszamaradasat,
hasmenést (2/A dbra), dehidraciot és kifejezett szétnovést figyeltek meg. A vékonybél iirege
folyékony-nyalkas tartalommal és gazzal volt teli (2/B abra). Makroszkdposan a vékonybél
vérereiben bovérliség, az epésbélben és a csipdbélben hurutos bélgyulladas, a Fabricius-
tomloben pedig sorvadas volt megfigyelhetd. A rutin, aerob koriilmények kozott végzett
bakteriologiai vizsgélat soran két esetben E. coli baktériumpopulacidt tenyésztettiink ki.
Korszovettanilag az éhbélben az evidens gyulladdsos reakcid mellett a bélbolyhok
hamsejtjeinek részleges levalasa ¢s a bolyhok fuzidja volt megfigyelhetd (2/C dbra). Az IHC
vizsgalat sordn TuPV pozitiv magfestddés volt az epésbél és az éhbél hamsejtjeiben és a
nyalkahartya sajat kotoszovetes rétegében taldlhatd gyulladdsos sejtjeiben, tovabba a
Fabricius-tomloben, méjban és hasnyalmirigy kiilsé elvalasztasu sejtjeiben.

A pulykamintdk PCR ¢és RT-PCR alapu

2. abra

vizsgélatok Osszesitett eredménye alapjan
pulyka astrovirusok (turkey astrovirus:
TAstV) az esetek 83,67%-dban, mig a
TAstV-2 pedig az esetek 26,53%-aban
voltak kimutathaték. A pulyka coronavirus
(turkey coronavirus: TCV) és az ARV a
mintak  csupan 14,28%-aban  volt
kimutathat6. Két minta ANV pozitivnak
bizonyult: a varatlan modon pozitiv
eredményt nukleinsav szekvencia
meghatarozasaval is aldtdmasztottuk. Az 51

minta koziil 25 (49,01%) TuPV pozitivnak

bizonyult. Egy korokozoval  torténd
fertdzést 12 (23,52%) allomanyban sikeriilt igazolni, ezek koziil 6 (11,76%) TAstV pozitiv, 5
(9,8%) TuPV pozitiv, mig 1 (1,9%) TCV pozitiv volt.

A kimutatott kérokozdok eldéfordulasa kozotti esetleges Osszefiiggések és korrelacidok
felderitése érdekében korrelacios analizis alapu statisztikai vizsgéalatot végeztiink. A vizsgalat
eredményei alapjan par kivétellel nincs szignifikans statisztikai korrelacio az egyes korokozok
eléfordulasi gyakorisaga kozott. Az egyetlen statisztikailag szignifikdns negativ érték a
TAstV-2 és a TuPV el6fordulasa, valamint a TCV és a TAstV-k el6fordulasa kozott volt
megfigyelhetd, mig az egyetlen, statisztikailag ,,majdnem” relevans korrelacio a TAstV-2 és

az ARV el6fordulasa kozott volt megallapithato.



ChPYV és TuPV torzsek nukleinsav-szekvencia és filogenetikai vizsgalata

Vizsgalataink soran 15 ChPV és 25 TuPV t6rzs nukleinsav szekvencidjanak meghatarozasara
¢és elemzésére kertilt sor. A szekvenalds utdn a ChPV tiirzsek esetében 524 bp, mig a TuPV
torzsek esetében 527 bp hosszu szekvencidkat kaptunk. Az NSI gén részleges nukleinsav
szekvenciaja alapjan készitett filogenetikai fan a kiillonb6z6é eredetii toérzsek nyilvanvalo

csoportosuldsa (ChPV, illetve TuPV csoport) volt megfigyelhetd (3. dbra).

3. abra

AY506546 Goose parvovirus HG5
Ch798MOO05 chicken USA —
GU214704 chicken Hungary
Ch367GA05 chicken U
EU304808 chicken Hungary
Ch812DEO05 chicken U
GU214706 turkey USA
Tu260CA04 turkey USA
EU304809 turkey USA
Ch449GA05 chicken USA
B1/09 chicken Hungary
538/09 chicken Hungary
852/09 chicken Hungary
ghmehicientiynsy, | Chey
chicken Hunga
ChBO4ARD5 chicken USA group
Ch843AR05 chicken USA
Ch916CA06 chicken USA
348/08 chicken Hungary
GQ260159 chicken USA
Ch369SC05 chicken USA
Ch736CADS5 chicken USA
347/08 chicken Hungary
5596/7/10 chicken Hungary
5596/10/10chicken Hungary
A1/09 chicken Hungary
189/09 chicken Hungary
5596/18/10 chicken Hungary
Je3den shicken Hupsery
chicken Hungary __| .
C %'1854;% AROS chicken usk™” TuPV-like
chicken Hunga
33/10 turkey Hunga parv. —ChPV group
Tu1039MNO7 turkey USA
r— Tul079NCO7 turkey USA

762/10 turkey Hunga
Tu1056MNO7 turkey USA
8. USA

ol

Tu549NCO5 turkey USA
Tu41NCO03 turkey USA
Tu294CA04 turkey USA
B23/1/08 turkey Hungary
B280/09 turkey Hungary
B369/9/08 turkey Hungary
B465/9/09 turkey Hungary

B307/2/09 turkey Hunga
B164/1/09 turke¥ Hungag TuPv
_— B169/7/09 turkey Hungary group

B31/6/09 turkey Hungary
B23/3/08 turkey Hungary
B31/5/09 turkey Hungary
B284/08 turkey Hungary
B589/1/08 turkey Hungary
B584/08 turkey Hungary
B125/09 turkey Hungary
B70/09 turkey Hungary
B346/09 turkey Hungary
B288/08 turkey Hungary
B501/08 turkey Hungary
B547/08 turkey Hungary
B281/08 turkey Hungary
B589/4/08 turkey Hungary
B232/09 turkey Hungary
B369/4/08 turKey Hungary

1

Két ChPV torzs (a magyarorszagi 1515/07, illetve az amerikai Ch841AR05 mintak)
szorosabb rokonsagi viszonyban voltak a TuPV torzsekkel, mint a csirke eredeti ChPV
torzsekkel. A 1514/07 és a 1515/07 jelzésti mintdk ugyanarrdl a teleprdl, de kiilonb6zo
6lakbodl szarmaznak: ennek ellenére a filogenetikai fa eltérdé dgain helyezddtek el. Ugyanez a

jelenség volt megfigyelhetd mas, ugyanabban az idoben ugyanarrol a teleprol, de mas 6lakbdl



szarmazd mintdk esetében is. Két minta kivételével (33/10 and 762/10) a magyarorszagi
pulyka eredetii mintdk az amerikai torzsektdl eltérd dgon csoportosultak.

A vizsgalt torzsek kozotti nukleinsav hasonldsag 88,8-99,8% kozott valtozott: a
legalacsonyabb érték a 1515/07 jelzésli minta €s a referencia torzs (EU 304808) kozott, mig a
legmagasabb hasonldsag a B307/2/09 és B31/6/09 jelzésli mintak kozott volt megfigyelhetd.
Egy, a rekombinaciokat detektaldé program (recombination detection program: RDP)
segitségével végzett vizsgalat alapjan a vizsgalt virustorzsek kozott az elemzett szakaszon
nem kovetkezett be genetikai rekombinacios jelenség.

A kovetkeztetett aminosav szekvencidk vizsgalata soran a ChPV torzsek esetében 174,
mig a TuPV torzsek esetében 175 aminosav hosszi szekvencidkat kaptunk. Az igy kapott
aminosav szekvencidk alapjan készitett filogenetikai vizsgalat a nukleinsav szekvencidk
alapjan végzett vizsgalattal azonos eredményre é€s csoportosuldsokra vezetett: a ChPV ¢és

TuPV torzsek ebben az esetben is rendezddésiik alapjan egyértelmiien elkiilonithetdk voltak.

ChPV, TuPV és TuPV-szerii ChPV torzsek RFLP-alapu elkiilonitése

Az 0sszes, a GenBank-ba letétbe helyezett TuPV és ChPV torzsek, a magyarorszagi virusok
¢s az amerikai torzsek nukleinsav szekvencidjanak Osszehasonlitdsa alapjan a vizsgalat NS1
szakaszon talalhatd olyan enzimhasitasi hely, mely segitségével a ChPV és TuPV torzsek,
valamint a filogenetikai vizsgélat soran kiilon rendezddd két, TuPV-szeri ChPV torzs
egyértelmiien azonosithato egy RFLP alapu eljaras segitségével.

Az ujonnan kidolgozott, Avall-

4. abra

alapu eljaras alapjan a ChPV
torzsek esetében a gél-
elektroforézist kovetden 415 bp és
146 bp nagysaga két, jol
elkiilonithetd csik figyelhetd meg,
! a TuPV torzsek esetében a

tggg gg termékek mérete 323 bp és 238
<«—250bp bp, mig a TuPV-szeri ChPV
<— 150 bp torzsek esetében az enzimes
*—I00te emésztés harom, jol elkiloniild

termék (323 bp, 146 bp és 92 bp)
képzddéséhez vezet. A PCR-t, az

Avall-alapi emésztést ¢és a gélelektroforézist kovetden kapott eredmény megegyezett a

nukleinsav szekvenciak 6sszehasonlitasara alapozott elvarasoknak (4. abra).



ANV, IBV és IBDV torzsek mRT-PCR-alapu egyideji kimutatasa

Az mRT-PCR tesztelése és optimalizalasa soran a reagensek gyartdjanak hasznalati utasitasait

az irodalomban taldlt javaslatoknak megfeleléen modositottuk. Az mRT-PCR eljaras

legfontosabb paraméterei a primerek megfeleld valasztdsa, a meghosszabbitas (extenzid)

tartama és a tapadasi homérséklet.

5. abra
1 2 3 4 5 6 7

743 DD e

608 bp m—f—

402 D m—tp-

A vizsgalat soran hasznalt primerek hossza 18 és
22 bp kozott volt, a GC arany pedig az ajanlott 35
és 60% kozott. Mivel a reakcid soran tobb
génszakasz egyidejii sokszorositasara keriil sor, a
polimeraz enzimnek tobb iddre van sziiksége
ahhoz, hogy az 0sszes termék szintetizaldsat
megfeleld médon elvégezze. Ennek megfelelen a
meghosszabbitdsi idot 2 perc és 30 masodpercre
modositottuk annak reményében, hogy ez
megfeleld szintetizalasi 1dét biztosit az enzim
részére. Annak ellenére, hogy a hadrom kivalasztott

primerpar tapadasi hdomérséklete meglehetésen

eltért (53°C az ANV, 55°C az IBV és 60°C az IBDV esetében), vizsgalataink bebizonyitottak,

hogy a tapadasi homérséklet 53°C-ra vald csokkentésével elérhetd az osszes termék egyideji

sikeres sokszorositasa.

A klinikai mintdkat az optimalizdlt mRT-PCR vizsgalatnak vetettiik ald, a kapott

termékeket pedig gélelekroforézist kovetden ultraibolya (ultraviolet: UV) fény segitségével

lathatova tettiik. A primerparok szimultin hasznalhatosagat a termékek sikeres, nem-

specifikus termékek nélkiili sokszorositasa igazolta (5. dbra).
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Megbeszélés

A mélyrehat6 és elérehaladott ED kutatas ellenére, a korkép kialakuldsédban résztvevd virusos
korokozdok szerepe, akarcsak a korkép pontos korfejlodése, a mai napig sem tisztazott.
Jelenleg szdmos virus igazoltan vagy feltehetden vesz részt az ED kértanaban, tobbek kozott
astrovirusok, coronavirusok, reovirusok és rotavirusok. A koézelmultban a Parvoviridae
viruscsalad egyik 0j komponense is altalanosan elfogadott tagja lett a RSS-t eldidézo

kérokozok csoportjanak, amint azt mar par évtizeddel ezel6tt sejtették.

Az ED kialakulasaban résztvevé virusos Kkorokozok jarvanytani felmérése

csirkeallomanyokban

Vizsgalatainkba 6sszesen 28 csirkeallomanybdl szdrmaz6 mintat vontunk be, melybdl 15
esetében RSS-re jellemzd klinikai tiineteket figyeltek meg, 13 pedig ED-mentes, rutin
alloméanyegészségi allapot felmérése céljabol diagnosztikai vizsgalatra bekiildott csirkébol
szarmazott.

Az RSS tiineteit mutatd alloményokbdl szarmazd csirkemintdk korszovettani
vizsgalata soran a vékonybélkriptak mérsékelt és sulyos foku tagulatat €s vegyes gyulladasos
sejtes beszlirddéssel kisért heveny hurutos vékonybélgyulladast, a vékonybélbolyhok
kordbban mar leirdsra keriilt, ED-re jellemzd elvaltozasok. Par esetben a vékonybélben aktiv
regeneraciora utald elvaltozasok voltak megfigyelhetok: ezek nagy valoszinliséggel a madarak
¢letében az elhulldst megelézéen bekovetkezett, de talélt virusos fertdzés kovetkeztében
alakultak ki. Ennek ellenére, amint azt a PCR-alapi viszgalatok igazoltak, a madarakbol
szarmazo bélmintdkban a koérokozdk tovabbra is kimutathatok voltak. A csirkemintdkban
gbcos lympho-histiocytas hasnyalmirigy gyulladas is megtigyelhetd volt: a kérképet jellemzo
korfejlodés pontos ismeretének hidnyaban a megfigyelt elvaltozast sajnos nem lehet
egyértelmiien egy adott kérokozd jelenlétéhez kapcsolni. A reovirusok ismerten okoznak
hasnyalmirigy karosodast, viszont az RSS tiineteit mutatd csirkedllomanyok koziil csak 3
bizonyult ARV pozitivnak. A rutin, aerob koriilmények kozott végzett bakterioldgiai vizsgalat
minden esetben negativ eredménnyel zarult, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a megfigyelt
makroszkdpos és korszovettani elvaltozasok nagy valoszintiséggel a kimutatott virusos
korokozdk jelenlétére vezethetdk vissza.

A ChPV mellett az astrovirusok magas gyakorisaga volt megallapithatd a
csirkedllomanyokban, azok koziil is az ANV bizonyult a leggyakoribbnak. Ez viszonylag

varatd eredmény volt, mivel kordbbi felmérések alapjan, az RSS tiineteit mutato és egészséges
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allomanyokban az emésztdszervi virusok koziil az astrovirusok mutathatok ki a
leggyakrabban. Meglep6 modon a rutin allomanyegészségi vizsgalat keretén beliil elemzett 13
allomany koziil az ANV 6-ban volt igazolhato, mig ugyanaz a virus az RSS tiineteit mutato 15
allomanybdl csupan 3 esetben volt kimutathatd. Az 6sszes RSS tiineteket mutatd allomany
ChPV pozitivnak bizonyult, ugyanakkor a kérokozo két, klinikailag egészséges allomanybdl
szdrmazo6 mintaban is jelen volt.

Jarvanytani felmérésiink soran szédmos, az ED kialakulasaban igazoltan résztvevo
virusos korokozdt vizsgaltunk, mint példaul astrovirusokat, coronavirusokat, reovirusokat,
rotavirusokat, adenovirusokat, de egy, a kozelmultban javasolt és elfogadott korokozot is, a
ChPV-t. Eredményeink alapjan a ChPV nagy gyakorisaggal fordul el6 a
csirkedllomanyokban: az osszes 28 vizsgalt allomany koziil 17 (60,71%) ChPV pozitivnak
bizonyult. Sajnadlatos modon jelenleg nagyon kevés irodalmi adat Iétezik a ChPV
eléfordulasardl egészséges allomanyokban, és tudomésunk szerint semmilyen adat nem
1étezik a ChPV gyakorisagarél ED tiineteit mutatd allomanyokban. Az ARV viszonylag kis
gyakorisdggal fordult eld a vizsgalt allomanyokban: 3 esetben az ED tiineteit mutatd
allomanyokban ¢és 4 esetben az egészséges csirkeallomanyokban. Ez az eredmény megegyezik
az irodalomban talalhat6 adatokkal, miszerint a koérokozo ritkdn ugyan, de ugy a beteg, mint
az egészséges allomanyokban egyarant el6fordul. Csirke astrovirus (CAstV) csupan az ED
tiineteit mutato 15 allomany koziil 4-ben (26,66%) volt kimutathatd, ami meglepd eredmény,
hiszen korabbi vizsgalatok a korokozod viszonylag nagy eléfordulasi gyakorisagardl szamoltak

be egészséges csirkedllomanyokban.

Az ED kialakulasiaban résztvevé virusos korokozok jarvanytani felmérése

pulykaallomanyokban

Vizsgéalataink sordn az 51 pulykadlloményban kimutatott kdérokozok megegyeznek az
irodalomban szerepld adatokkal. Ugyanakkor az ED jarvanytandnak jobb megismerésének
céljabol vizsgalatainkat tobb korokozd bevondsaval végeztiik el, beleértve a kevésbé ismert
TuPV-t is. A TuPV jelenlétét az 51 ED tiineteit mutatd pulykaallomany koziil 25-ben
(49,01% igazoltuk), ami alapjan a TuPV ezekben az dlloményokban az astrovirusok utan a
masodik leggyakrabban el6fordulé korokozd. A kozelmultban a TuPV  széleskorti
elterjedésérol szamoltak be amerikai pulykadllomanyokban. Tudomésunk szerint jelenleg
semmilyen adat nem létezik a TuPV szerepérdl az ED kialakuldsaban, holott eredményeink
alapjan, a korabbi feltételezéseknek megfelelden, egy ilyen jellegli szerep valdszintisitheto.
Vizsgalataink soran az astrovirusok voltak a leggyakrabban kimutathatd virusos

korokozdk, ugyanakkor korabbi irodalmi adatok alapjan ezek a virusok nagy gyakorisaggal
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fordulnak eld egészséges pulykadllomanyokban is, igy megnehezitve az eredmények
értékelhetdségét. Az ANV-t, ami ismerten fiatal csirkéket és facanokat fert6z €s betegit meg,
Osszesen 15 allomanyban sikertilt kimutatni. Ugyanakkor jelenleg semmilyen adat nem Iétezik
az ANV ¢és PEMS kozotti esetleges 0sszefiiggésrol, rdadasul a korokozo jelenlétét csupan a
kozelmultban igazoltdk eldszor egészséges pulykadllomanyban. Az eredmény ujdonsagéanak
tiikrében az ANV pozitivitast nukleinsav szekvencia meghatarozéssal is alatimasztottuk.

Egy virussal torténd fertézést 12 allomanyban (23,52%) igazoltunk: ezek kozil 6
(11,76%) TAstV pozitivnak, 5 (9,80%) TuPV pozitivnak és csupan 1 (1,9%) TCV pozitivnak
bizonyult. A tény, hogy egyetlen virusos kérokozoval fertdzott allomanyok is mutathatjak a
PEC vagy PEMS tiineteit nem meglepd, mivel a TAstV fert6zés igazoltan okozhat stlyos
veszteségeket pulykadllomanyokban, féleg amikor azokban TAstV-2 térzsek mutathatok ki. A
PEC és PEMS kutatasanak elsé éveiben elfogadott tény volt, hogy ezek a korképek nem
alakulhatnak ki TCV hianyaban (és ennek kovetkeztében a TCV volt a PEC és PEMS
kértanaban elfogadott elsd virusos kérokozd), késdbbi kutatdsok és kisérleti fert6zések
viszont igazoltadk, hogy a kérképek a TCV hianyaban is kialakulhatnak.

A reovirusok szerepét a PEC és PEMS kialakulasaban heves vitak ovezték. Egyes
szerzOk igazoltdk, hogy a PEMS tiineteit mutatd pulykékbdl izolalt CU98 ARV torzs képes a
korkép tiineteit eldidézni.

A statisztikai vizsgalat eredményei az ARV és TuPV, valamint a TCV és TAstV
kozotti negativ korreldcidra deritett fényt, tehat ha az egyik virus jelen van, akkor a masodik
nagy valdsziniiséggel nem mutathaté ki. Az egyetlen ,,majdnem” pozitiv korrelacio a TAstV-
2 és ARV kozott volt, mivel e két kdrokozo a vizsgalt allomanyokban leggyakrabban egytitt

fordult elo.

Az emésztoszervi korképben szerepléo baromfi parvovirus azonositisa és genetikai

jellemzése

Vizsgalataink soran 15 ChPV és 25 TuPV torzs részleges nukleinsav szekvenciajanak
meghatarozasara keriilt sor. A szekvencidk alapjan készitett filogenetikai vizsgalat alapjan a
kiilonb6z6 eredetli virustorzsek faj szerinti egyértelmii csoportosuldsa (ChPV, illetve TuPV
csoport) volt megfigyelhetd. Ez az eredmény megegyezik a tobbi parvovirus esetében
megfigyelt jelenséggel (példaul kutya €s macska parvovirus).

Két ChPV torzs (a magyarorszagi 1515/07 és az amerikai 841ARO05 jelzésli torzs)
szorosabb rokonsagi viszonyban allt a TuPV csoport virustérzseivel, tovabba szdmos egyedi
aminosav azonossagot mutattak azokkal. Ez a megfigyelés nagy jelentdséggel bir, hiszen a

parvovirusok viszonylag kisméretii, kb. 5000 nukleotidnyi genommal rendelkeznek, ¢&s
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barmilyen jelentéktelennek tiind mutacid kulcsfontossdgii aminosav cseréhez vezethet és
ezaltal akédr a virus gazdaspektrum valtozasat is eldéidézheti. Mindezek alapjan a ChPV és
TuPV ko6z6s virusbol vald szdrmazasa nem zarhato ki. Annak ellenére, hogy az RDP-alapu
vizsgalat alapjan az ismert szekvencidkkal rendelkezd torzsek kozott az elemzett szakaszon
nem volt kimutathatdé rekombinacids jelenség, ez a tény nem zarhaté ki teljes
meggy6zddéssel. Ugyanakkor ezek a virustérzsek a tobbi ChPV torzstdl fliggetleniil is
kialakulhattak.

Kutatasaink soran vizsgalt csirke- és pulyamintdk kiilonb6z6 foldrajzi teriiletekrol
szarmaztak. Ugyanakkor egyes mintakat (5596/7/10 HUN, 5596/10/10 HUN, 5596/13/10
HUN, 5596/18/10 HUN) ugyanabban az idOpontban, ugyanarrdl a teleprol, de kiilonb6zd
korcsoportokbol és dlakbol gytijtotték. Ennek ellenére csak két minta volt 100%-ban azonos a
vizsgalt szakaszon. A leletnek két magyarazata is lehet: az adott allomany harom kiilonboz6
virustorzzsel fertdzodott egyidejlileg, vagy az dllomanyt fert6zo virustorzs nagyon révid idon
beliil drasztikus genetikai valtozasokon ment keresztiil — ez utdbbi nagyon valosziniitlennek
tlinik a parvovirusok esetében. Két pulykaminta (33/10 és 762/10) kivételével az Osszes
magyarorszagi torzs az amerikai torzsektdl fliggetleniil két alcsoportba rendezodott. A
filogenetikai vizsgalat alapjan nem volt iddszerinti csoportosulds. Ennek ellenére, a 2008-bol
¢s 2009-bdl szarmazo torzsek két kiilon alcsoportba rendezddtek. Mivel a mintak kiilonb6zd
csoportosuldsa ellenére a fertdzott allomanyok termelési paraméterei kozott nem volt
¢észlelhetd evidens kiilonbség, az egyes torzsek patogenitdsaban jelentkezd esetleges

eltérésekrol nem vonhat6 le megalapozott kovetkeztetés.

ChPV, TuPV és TuPV-szerii ChPV torzsek RFLP-alapu elkiilonitése

A TuPV, ChPV, valamint a TuPV-szeri ChPV virusok csoportjaba tartozd torzsek Avall
emésztési tulajdonsadga kozti kiillonbségek alapjan mindezen virusok gyors és megbizhatd
modon elkiilonithetok, hosszadalmas és koltséges nukleinsav szekvencia meghatarozas
nélkdl.

Az ugynevezett TuPV-szerii ChPV csoportba jelenleg csupan két, kiillonb6zo foldrajzi
szdrmazasu (egyik amerikai, a masik magyarorszagi) csirke eredetii virustorzs tartozik. A
vizsgalat szakaszon megfigyelt egyedi nukleinsav szekvenciak ellenére valdszintsithetd, hogy
az 1do elteltével és a diagnosztikai eljarasok fejlodésével egyre tobb hasonld virustorzs
azonositasara sor keriil. Az elkovetkezendokben az ujonnan kidolgozott eljarads gyors és
megbizhatd jarvanytani ismeretek megszerzéséhez vezethet. Az eljaras gyakorlatiassagat és

hasznalhatosagat tovabb fokozhatnd az, ha a jovoben végzett felmérések é&s kisérleti
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fertdzések a kordbban emlitett csoportokba sorolt virustérzsek patogenitasa kozott esetleges

kiilonbségekre deritenek fényt.

ANV, IBV és IBDV torzsek mRT-PCR-alapu egyideji kimutatasa

Eredményeink igazoljdk, hogy az Ujonnan tervezett mRT-PCR-alapu eljards a kordbban
emlitett korokozok megbizhatd, egyidejii kimutatdsara alkalmas. A kidolgozott modszer
differencial-diagnosztikai vizsgélatok esetében indokolt, féleg olyan esetekben, amikor a
tapasztalt klinikai és patoldgiai elvaltozasok a kimutatott koérokozok barmelyikére
visszavezethetok. A kapott ereményeket ugyanakkor célszerli dvatosan értelmezni vakcinazas
segitségével kontrollalt virusos fertézések (pl. IBV, IBDV) esetében. A jelen kutatdsok
célkitlizései kozott nem szerepelt a vad- és vakcinavirusok elkiilonitése.

Az ujonnan kidolgozott eljaras egy megbizhato és gyors vizsgalati mdédszer az ANV,
IBDV ¢és IBV egyidejli, szervmintakbdl torténd kimutatdsdra, és nagyon hasznos
alkalmazhatdsadggal bir a magyarorszagi csirkedllomanyokbol szarmazoé mintdk esetében,
hiszen korabbi vizsgalatok alapjan ebben a foldrajzi régidban az egyidejii virusfertozések
gyakorisdga igen magas.

Osszesitve, vizsgalataink sordn Magyarorszag kiilonbozé foldrajzi régidiban talalhatd
28 csirke- és 51 pulykadllomanybol szarmazo mintakat vizsgaltunk az ED kdrképben szerepet
jatszo virusos korokozok kimutatasa céljabol. Meggy6zddésiink, hogy a szamos korokozdra
kiterjed6 vizsgalataink eredményei hozzdjarulnak a baromfidllomanyokban fokozott
gazdasagi veszteségeket okozo korkép jarvanytananak és  korfejlodésének  jobb
megismeréséhez, ¢s ezaltal hozzajarul a koérkép altal okozott veszteségek megel6zéséhez

sziikséges intézkedések feltarasaban.
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Uj tudomanyos eredmények
A magyarorszagi csirke és pulyka brojlerdllomdnyok jarvanytani felmérése az
emésztoszervi korképpel kisért tiinet-egyiittes viszonylataban.

Az emésztoszervi korkép oktandba a kozelmultban elfogadott csirke (ChPV) és pulyka

parvovirus (TuPV) térzsek genetikai vizsgalata.

A két, korabbrol ismert ChPV és TuPV torzsek csoportja mellett egy 1j, igynevezett

,»TuPV-szerti ChPV” torzsek alcsoportja létezésének igazolasa.

A ChPV, TuPV és TuPV-szeri ChPV torzsek gyors és megbizhato elkiilonitése egy

ujonnan kidolgozott, Avall-alapi RFLP eljarés segitségével.
A ChPV ¢és TuPV kimutatasara alkalmas immunhisztokémiai eljaras kidolgozasa.
A fertdz6 bronchitis virus (IBV), a csirke nephritis virus (ANV) és a fertdzo6 bursitis

virus (IBDV) egyidejlileg torténd kimutatasa ujonnan kidolgozott multiplex RT-PCR

alapu diagnosztikai eljarassal.
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