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Absztrakt

A nyultenyésztés dgazata az elmult évtizedekben jelentds valtozasokon ment keresztiil, és ez
mind a hazai, mind pedig a nemzetkdzi nytlhtistermelést komoly kihivasok elé allitja. Az olyan
jarvanyos betegségek, mint amilyen az epizootikus nyulenteropatia is, komoly gazdasagi
karokat okoz vilagszerte. Ennek a gyakran magas morbiditassal €s mortalitassal jaro
betegségnek a koroktana a mai napig nem ismert teljesen. A legvaldszintibb, hogy egy jelenleg
még nem ismert baktérium dallhat a hatterében. Kialakuldsara jelentds hatassal van a
tartastechnoldgia és a takarmanyozas. A mikrobiologiai és bioinformatikai modszerek fejlddése
hozhat attorést a betegség koroktananak megismerésében, mégpedig a mikrobiom vizsgalata
metagenomikai modszerekkel. 25 darab ERE-ben szenvedd nytlnak végeztem el a korbonctani
vizsgalatat, és 10 allat kiilonbozd bélszakaszaibdl vettem szdvettani mintat, hogy azokat
Osszehasonlitsam egészséges nyulakbdl szarmazé mintdk adataival. Valamint bemutatom
azokat a mikrobiologiai és bioinformatikai modszereket, amelyek segitségével az ERE
koroktanaban szerepet jatszo baktériumok megismerhetdk az ehhez sziikséges mikrobiomot

reprezentald mintdk metagenom adatainak megfeleld feldolgozésa segitségével.
Abstract in English

The rabbit breeding sector has undergone significant changes in recent decades, presenting
serious challenges to both domestic and international rabbit meat production. Epidemic diseases
such as epizootic rabbit enteropathy cause substantial economic damage on a global scale. The
etiology of this disease, often associated with high morbidity and mortality, remains
incompletely understood to this day, with the most likely scenario involving a yet unidentified
bacterium as the underlying cause. The development of microbiological and bioinformatic
methods may bring a breakthrough in understanding the pathogenesis of the disease through
the examination of the microbiome using metagenomic approaches. | conducted post-mortem
examinations on 25 rabbits suffering from ERE and obtained histological samples from
different segments of the intestines of 10 animals for comparison with data from healthy rabbits.
Furthermore, | will introduce the microbiological and bioinformatic methods that can help
identify the bacteria playing a role in the etiology of ERE, through appropriate processing of

metagenomic data representing the microbiome.
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Roviditések jegyzéke

ERE (Epizootic Rabbit Enteropathy): epizootikus nyul enteropatia

NGS (New Generation Sequencing): ujgeneracios szekvenalas

OTU (Operational Taxonomical Unit): operativ rendszertani egység

ORF (Open Reading Frames): nyitott leolvasasi keret

NDF (Neutral Detergent Fiber): neutralis detergens rost

MLST (Multi-Locus Sequence Typing): multilokusz szekvenciatipizalas
wgMLST (whole genom MLST): teljes genom multilokusz szekvenciatipizalas
ITS (Internal Transcribed Spacer): bels6 transzkripcios tér

ASV (Amplicon Sequence Variant): amplikonszekvencia-varians



1. Bevezeto

A vildg nytltenyésztésének legfobb szinhelyét egészen a hatvanas évekig a vidéki csaladi
gazdasagok ¢és kistermeldk jelentették, azonban napjainkban az agazatban atvette a vezetd
szerepet az intenziv nagyiizemi tartasi technologia. [1] Az igy megnovekedett termelés ellenére
a nyulhusfogyasztas az Eurdpai Union beliil a tobbi hiiséhoz képest tovabbra is jelentdsen
elmarad, minddssze 0,5 kg-ra tehetd egy fo éves atlagfogyasztdsa. Tovabbd a termelés
csOkkenése is jellemzd volt az elmult években a legjelentdsebb eurdpai nytlhustermeld
orszagokban. [2] Ebben Iényeges szerepe van az elmult években kialakult eltéré szemléletnek
¢s ¢letvitelnek, valamint a gazdasagi helyzet és a nyultartas koriilményeit érintd valtozasoknak
is. [3] Egyes orszdgokban tovabb arnyalja az agazat helyzetét, hogy a nyul- és a baromfihus ara
nagyon kozel all egymashoz, mivel azonban a haziallatként tartott nyulaknak a szama névekvo
tendenciat mutat, illetve a tudatosabb fogyaszt6i szemlélet is egyre inkabb jelen van, a kedvezd
arak ellenére is a nyulhisfogyasztds messze elmarad a baromfiétol. Ezen valtozasok hatdséara a
legjelentdsebb nyulhustermeld orszag szerepét mara Kina vette at: itt a fogyasztas és a termelés
tovabbra is jelentés novekedést mutat az eurdpai viszonyokhoz képest. [2] A termelés
intenzitdsanak és mértékének megvaltozasa; a nagyilizemi koriilmények, a kiilonbozd jarvanyos
betegségek rendkiviil nagy kockézatot jelentenek. A legnagyobb gazdasagi kéartételt hozo
fertdz6 korokozoknak a megjelenése szoros Osszefiiggésben 4ll a tartadstechnologiaval, a
higiéniai viszonyokkal és a menedzsmenttel. Az ezekbdl szarmazd veszteségek csokkentése
elengedhetetlenné teszi az agazaton beliil a nagymértékii antibiotikum-felhasznalast. A
hazinytlallomanyokon beliil jelentkezd jarvanyos betegségek a fiatal allatokat érintik a
leggyakrabban. Ebben szerepe van a még fejletlen immunrendszeriiknek és a vélasztaskori
stressznek is. Egy elkeriilhetetlen €s rendiviil komoly hajlamositd tényezé maga az iddjaras: az
0szi és téli iddszakban fordulnak eld a leggyakrabban €s a legnagyobb szdmban a nagyilizemi
nyultartast leginkabb terheld betegségek. Az olyan gyakran eléforduld és stlyos problémat
okozo6 korokozok, mint a Staphylococcus aureus, amely tobbek kozott pododermatitist vagy
mastitist okozhat, valamint a Pasteurella multocida és Bordetella fajok altal okozott pneumonia
komoly veszteségeket képesek okozni. Azonban ezek kdzds jellemzdje, hogy a hatteriikben allo
egzakt korokozok és az altaluk okozott korlefolyés is ismert, ez pedig lehetdvé teszi a célzott
védekezést és kezelés alkalmazasat velikk szemben. [4] A 90-es évek vége Ota tOmeges
elhullasokat okozd epizootikus nyul enteropatia (ERE) ezzel szemben egy sokkal kevésbé
ismert betegségként jelent komoly akadalyt a modern nyulhts-eldallitasban. Az ERE
korfejlédésének megértésében elért eredmények ellenére a kialakulas pontos okara tovabbra

sem sikeriilt fényt deriteni. Mivel egy rendkiviil komoly gazdasagi kartétellel jar6 betegségrol
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van sz0, kordaban tartdsanak ¢s kezelésének kérdése egy komoly és miel6bbi megoldast igényld
feladatot jelent mind a hazai, mind pedig a nemzetkozi nyultenyésztésben. [5] Ebben valtozast
hozhat a bioinformatika gyors litemben zajlé fejlddése, valamint az ujgeneracids szekvenalas

(NGS) és a metogenomikai modszerek egyre szélesebb korben valo alkalmazasa. [6]



2. Irodalmi attekintés

2.1. A hazai nyultenyésztés és az agazat jellemzoi

A magyarorszagi nyultenyésztés esetén foként nagyiizemi kereteken beliil, és elsddlegesen
kiilfoldi export céljabdl zajlo termelés torténik. Az igy megtermelt nytlhis 95%-a kiilfoldon
keriil értékesitésre. Legfontosabb felvasarlonak a nyugat-eurdpai orszagok szamitanak, koziiliik
is a legjelentdsebb Svajc, de exportalunk Németorszagba, Olaszorszagba, Franciaorszagba és a
Benelux allamokba is. [2] Az exportpiac bovitése céljabol tobbéves targyaldsokat kdovetden
2021-ben a Kanadéba val6 export is megindult. [7] A hazai nytltenyésztés még a 60-as évek
elején kezd6dott. Egészen a 80-as évekig a felvasarolt nytlhus 90%-at kisiizemekben allitottak
eld, de ezek szerepe ma mar eleny€szd, mivel a helyliket nagyiizemek vették at, ahol ma mar a
termelés tobb mint 95%-a zajlik. [8] Az eurdpai szinten is jelentds termelés ellenére a hazai
nyulfogyasztas rendkiviil alacsony: az egy fére jutd évi fogyasztas atlagosan 20 dekagramm,
ami messze elmarad a tobbi husfélétdl. [2, 9] A nytlhus az egészséges taplalkozas
szempontjabol rendkiviil kedvezd tulajdonsagokkal bir: magas a fehérjetartalma, mig a zsir- és
koleszterintartalma alacsony. A nagy mennyiségii fehérjetartalom mellett annak aminosav-
Osszetétele is idedlis élettani szempontbol. Azonban a kedvezd tapanyag-Osszetétel és a
nyulhtsfogyasztast népszertisité kampanyok ellenére az elmult években sem tortént jelentds
novekedés a hazai piacon a nyulhtisfogyasztas terén. Ez minden bizonnyal egy tobbtényezds
folyamat eredménye, amire egyrészt hatdssal van a kedvezdtlen gazdasagi helyzetbdl adodo

fokozott vasarlon arérzékenység €s a megvaltozott fogyasztoi szemléletmod is. [2, 8, 10]

Az itthon zajlé nyultenyésztést szamos egyéb kihivas is neheziti, ilyen a tudatosabb taplalkozas
¢és a kedvtelésbdl vald nyultartas népszerliségének novekedése is. A szigorodd nagyiizemi
nyultartasra vonatkozo eldirdsok miatt a gazdasagi haszonallatok jollétének biztositasa is egyre
nagyobb szerepet kap. Az ezzel jar6 komoly plusz koltségeket csak a nyugati orszagokban valo
magasabb értékesitési ar tudja kompenzalni. [11] A hagyomanyos ketreces tartassal szemben a
kornyezet gazdagitasaval, valamint a nagyobb alapteriilet biztositdsaval az 1j, fejlesztett
ketreceknek az a céljuk, hogy az allatok etoldgiai sziikségleteit jobban kielégitsék, és ezzel a
valtozo vasarloi szemléletnek is inkabb megfeleld koriilményeket biztositsanak az allatok
szdmara. A technoldgia ezenfeliil segithet a teljes agazat fejloddésében €s hosszu tava
fenntarthatosaganak biztositdsdban. A hagyomanyos technologidkkal Osszevetve, a
takarmanyozas és a gyogyszerezés koltségei is csokkentek az alkalmazasukkor, azonban a

modern ketrecek velejaroja a szaporodasi koltségek emelkedése, illetve a beszerzési aruk is



lényegesen magasabb az elddjeiknél. Ezen okokbol kifolydlag gazdasagi elénnyel nem jar a
hasznalatuk, viszont a termelés fenntarthatésdga szempontjabol eldnyokkel jarhat az

alkalmazasuk. [12, 3]

A nyultenyésztés soran a kiadasok legjelentdsebb részét a takarmanyozas és a gyogyszerezés
koltsége jelenti, az utobbinak mind a beltartalmi értéke, mind pedig a beszerzési ara kritikus
pontja a termelésnek. A gyogyszerekkel jaro jelentés plusz koltségek mellett nagyon fontos
kihivast jelent az antibiotikum-rezisztencianak egyre szélesebb korben valo terjedése is. [9]
Ennek nagy jelentdsége van a nyultenyésztésben, mivel egy nagy mennyiségli antibiotikumot
felhasznalo agazatrol van sz9. Az antibiotikum-rezisztencia nemcsak allategészségiigyi, hanem
kozegészségiigyi szempontbol is egy olyan probléma, amelynek a megfékezését csak azok
felelos felhasznédldsaval ¢és lehetséges alternativ terdpids ¢€s megeldzési modszerek
alkalmazasédval lehet elérni. [13] Réadasul mivel a gazdasdgos termelés fenntartasa végett a
tenyészallomany 120%-a keriil selejtezésre atlagosan egy évben, folyamatos jarvanytani
veszElyt jelenthetnek a gazdasdgba érkezd 1ij tenyészallatok. Sok esetben ezeket a termeldk
maguk allitjak eld, viszont a genetikai elérehaladas fenntartasa végett sokszor elkeriilhetetlen

kockazatot jelentenek az ilyen 0j allomanyokbdl érkezd allatok. [6]

2.2. Az epizootikus nyul enteropatia jellemzése

Az ERE egy els6sorban hizonytlalloméanyokat érintd, nagy gazdasagi kartételt okoz6 komplex
oktanu, rendkiviil ragalyos, ismeretlen eredetli betegség. A ma ismert korkép elsé részletes
leirasa 1996-ban Nyugat-Franciaorszagban tortént, ahol hirtelen és kevés id6 alatt nagyszamu
elhullas tortént, majd rovidesen Eurdpa szamos masik orszadgaban, koztiik hazédnkban is
megjelent. Ma mar nemzetkdzi problémava nétte ki magat: mind a kiilf6ldi, mind pedig a hazai
nyultenyésztésben komoly veszteségeket okoz. [5] A kilencvenes éves végén és a kétezres évek
elején 30-80%-o0s mortalitas jellemezte, kdzel 100%-os morbiditassal. [14] A betegség az
allomanyban horizontalisan képes terjedni, egyik allatrol a mésikra bélsar Utjan, vagy pedig az
allatok normal érintkezésekor. A gyors terjedésnek a feltételei a nagyiizemi koriilmények kozott
tokéletesen megvalosulnak, az allatok nagy stirlisége €s a ketrecek szoros elrendezése miatt.
[15] Nagy valoszintiséggel a kezdeti kitorések ota a javuld tartaskoriillmények, a szaporodas-
menedzsment, a higiénia és a nyulak élettani igényeinek jobban megfeleldé takarmanyok
segitettek az ERE altal okozott mortalitds csokkentésében, de gazdasagi jelentOsége ennek
ellenére tovabbra sem valtozott. [16] Itt is felmeriil a kérdés, hogy lehetséges-e olyan,

genetikailag rezisztens vonalak létrehozasa, amelyek ellenallobbak a betegséggel szemben.



Mivel egy multifaktoridlis betegségrol van sz, szamos kiilonb6zo tényezot és faktort kell
figyelembe venni, ami tovabb neheziti ezt a feladatot. A kiilonb6zé emésztdszervi korképek
jelentdsége miatt viszont ez egy olyan teriilet, ahol a genetikai elérehaladasra nagy sziikség van:
a kezdeti eredmények kedvezonek bizonyultak, viszont tovabbi kutatdsok sziikségesek még a

hosszu tavu eldrelépéshez ehhez a téren. [17]

A kezelés jelenleg antibiotikumokkal lehetséges: a metafilaktikus kezelés segitségével
jelentdsen csokkenthetd az elhullasok szama, és a kitdrés hosszanak idOtartama is redukalhato.
Az antibiotikumok hatasara tobb klinikai tiinet megjelenése is csokken, mint példaul a
felfivodas és a hasmenés, tovabba a felpuffadt allatok is nagyobb valdsziniiséggel épiilnek fel.
Az antibiotikum-kezelés ezenkiviil a napi testtomeg-gyarapodasra is pozitivan hat a kitorést
kovetd kritikus szakaszban. [16, 18] A gyogykezelés id6pontjanak megvalasztdsa fontos
szempont. Az ERE kialakuldsa utan annak mieldbbi alkalmazasa segithet mind a morbiditas,
mind pedig a mortalitds csokkentésében. [19] Jelenleg a megfeleld és gazdasagos termelés
elképzelhetetlen a kiilonb6zé antibiotikumok felhasznéaldsa nélkiil, ugyanakkor ezek
felhasznalasdnak a csokkentése az antibiotikum-rezisztencia kialakuldsdnak veszélye miatt
fontos feladatot jelent. Kedvezd hatdsuk mellett azonban az esetleges mellé¢khatdsaikrdol sem
szabad megfeledkezni. Novényevokrdl 1évén szd a nyulaknal a rostemésztésnek rendkiviil
fontos szerepe van, amihez elengedhetetlen a mikrobiom egyensulydnak megorzése. Az
antibiotikum-kezelés nemcsak a patogén mikroorganizmusokra, de a vakbél normal florajara is
hatassal van, ezaltal megvaltoztatva az ott zajlé fermentacié sordn képzdédd végtermékek
aranyat. Diszbiozis alakulhat ki, ami az elszaporodd Clostridiumok és E. Coli hatasara
enterotoxaemia, colitis vagy hasmenés kialakulasat okozhatja. [20, 21] Annak érdekében, hogy
az ERE soran felhasznalt antibiotikumok mennyiségét csokkenteni tudjuk, elengedhetetlen,

hogy kialakulasanak pontos eredetét megismerjiik.

Az ERE megallapitasa a betegség korokozdjanak a tenyésztése, vagy egyéb diagnosztikai
modszerek segitségével torténd kimutatasa annak ismeretlen hattere miatt nem lehetséges. A
diagnodzis felallitasat neheziti, hogy mellette kiilonb6z6 masodlagos fertézések is gyakran
eléfordulnak, amelyek komplikadljdk a tényleges koérokozonak vagy korokozdknak az
azonositasat. Az eddigi kutatasok soran a kozismert nytl patogén adgensek €és az ERE kozott
egyértelmil Osszefiiggést egyeldre nem talaltak. [5, 14, 22] Leggyakrabban a valasztds utan,
tobbnyire 6-8 hetes hizé nyulakban jelentkezik, ritkabb esetekben fiatalabb, még szopds vagy
a valasztaskor elotti allatokban is megjelenhet. Alkalomadtan fordul csak elé iddsebb

egyedekben, valamint akar a hazikedvencként tartott allatokban is kialakulhat, hajlamosito



tényezok fennallasa esetén. [14, 23] Rendkiviil magas morbiditassal €és valtozo mértéki, de
gyakran kifejezetten magas mortalitdssal jar. A betegséget taléld allatok lassan tudnak csak
felépiilni beldle, a napi testtomeg-gyarapodas drasztikus csokkenése miatt komoly gazdasagi
veszteséget jelent, mivel ez a vagosuly szignifikans csokkenését vonja maga utan. Tipikus
klinikai tiinetei koz¢ tartozik az étvagy €s a vizfogyasztas hirtelen €s tartds csokkenése.
Gyulladas kialakuldsa egyaltalan nem jellemzd, és 1az kialakulasa sem szokott eléfordulni. [5,
14, 24] Az esetek jelentds részében a beteg nyulak hasat attapintva a vakbelet kitltd kemény,
pango béltartalom érezhetd, ennél is gyakoribb a has nagymértékben valé felpuffadasa és a
hallgat6zas soran hallhato bélkorgas. Hasmenés jelentkezésekor az tobbnyire kis mennyiségii
¢s vizszer. Bélsar utjan a ketrecben 1évo tarsaikat és a mellettiik 1év0 ketrecekben 1évo
allatokat is konnyen fert6zhetik, igy a nagylizemi termelés miatti magas allatsiirliség
kovetkeztében az 4allomdnyon beliil a betegség gyors terjedése tud megvaldsulni. A
takarmanyfelvétel csokkenése miatt az allatok kondicidja erésen romlik, viselkedésiik
tobbnyire apatikus, letargikus. Abbol adédoan, hogy a tapasztalt tlinetek mas betegségek soran
is ugyanugy el6fordulhatnak, a pontos diagnozis felallitdsa sok esetben nehéz, és leginkabb
alacsony virulenciaju torzsek esetén jelent komoly nehézséget. [5, 14] Az allatokat az elhullast
kovetden sok esetben mar csak a makroszkdpos elvaltozasok alapjan lehet diagnosztizalni,
mivel telepi koriilmények kozott a részletes korelozményét nem lehet tudni a nagyszamu
allatdllomény miatt. Az egyik leggyakrabban el6forduld elvaltozds a gyomornak és a
vékonybélnek gazos és folyadékos felfuvodasa, ezeket a béltartalom és a gaz fesziilésig
kitoltheti. A vakbélben gyakori kdrbonctani lelet, hogy azt teljes terjedelmében kemény pangé
tartalom tolti ki, ami akar kiils6 vizsgalat soran is tapinthato. Ilyen esetekben a vastagbélben
egyaltalan nem, vagy csak kevés bélsar talalhatd, mivel ez a pang6 tartalom meggatolja a
béltartalomnak a caudalis irdnyba torténd tovabbitasat. Az esetben, amikor a vakbelet nem az
imént emlitett tartalom zarja el, akkor ezt a vékonybélhez hasonléan nagy mennyiségii gaz és
folyadék toltheti ki, fesziilésig. A vastagbél teljes hosszdban sokszor tapasztalhato atlatszo és
nagy mennyiségll nydlkanak a jelenléte. Ez a nyalka a beteg allattal egy ketrecben 1évd tobbi
nyulat és a ketrecet is beszennyezheti, és egy laikus konnyen Osszetévesztheti a kdzonséges
hasmenéssel. [5, 14] A korbonctani vizsgalat sordn megtekintve a tobbi szervet is, teljesen
negativ a maj, vese, 1ép, sziv és tiid6. Az ERE-ben elpusztult és az abban szenvedd nyulaknal
szintén, a szabad szemmel is megfigyelhetd koérbonctani  elvaltozdsok az

emésztdszervrendszerre korldtozodnak. [14]
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A tapasztalhatd szovettani elvaltozasok is kifejezetten enyhék, bizonyos fertézott allatok
esetében pedig ezek egyaltalin nem is figyelhetok meg. A tapasztalt elvaltozdsok sem
tekinthetdk patognomisztikusnak; a mesterségesen fert6zott kisérleti allatoknal a vékonybél
lamina propridjanak €és submucosajanak enyhe gyulladdsa és a polimorfonukledris sejtes
infiltracidja a legjellemzobb. A jejunumnal a gyulladds hatasara értagulat és bovérliség
alakulhat ki. Az egyik legszembetlin6bb mikroszkdpos elvéltozas a bélbolyhokat érint6 atrofia
¢s azok fuzidja. A hamréteg egysége is megbomlik és karosodik. Az enterocytak és a kriptak
esetén apoptozis tapasztalhato. Megfigyelték a bélfal vastagsaganak és a vastagbél kriptainak
méretbeli csokkenését is az egészséges allatokhoz képest. A vastagbél kriptdinak méretbeli
valtozasa Osszefliggésben allhat a vakbél elzarddasabol kovetkezo tapanyaghiannyal, de a
kiilonb6zé patogén baktériumok megjelenése, ugymint a Clostridiaceae csalad tagjai is
felelosek lehetnek ezért. Feltiind valtozds még a goblet sejtek hiperplazidja, ez pedig
kapcsolatban allhat a fokozott nyalkatermeléssel. [5, 14, 23, 25, 26] K6zvetleniil a betegséghez
kothetd szovettani elvaltozasok csak a belekben tapasztalhatok, nem figyelhet6 meg a
normalistol vald eltérés a majban, tiidében, gyomorban, vakbélben és vastagbélben sem. [22]
A masodlagos bakteridlis fertézések viszont okozhatnak mikroszkdposan €és makroszkdposan
is észlelhetd elvaltozdsokat, ezek azonban a betegséggel Osszefliggd motilitas ledllasa miatt
bekovetkezd bél mikrobiomban megtalalhatd opportunista patogén mikroorganizmusok
abundanciajanak kovetkezményes novekedésével allhatnak kapcsolatban. [23, 22, 27]
A jellemzé makroszkopos elvaltozasok szintén a béltartalom tovabbitdsanak leallasa miatt
kovetkezhetnek be. Ez a ledllds diszbiozis kialakuldsat okozhatja, vagyis nem a betegség
kialakulasanak kozvetlen oka, hanem egy annak hataséara kialakul6 valtozasroél beszélhetiink.
[28]

Az ERE kialakulasanak bakterialis hatterét az évek soran tobb tanulmany is megerdsitette, de
kétségkiviil ennek legkézenfekvobb bizonyitéka, hogy antibiotikum-kezelés segitségével a
kialakulasa sikeresen csokkenthetd, vagy akar meg is akadalyozhat6. Egészséges,
antibiotikummal kezelt és semmilyen kezelésben nem részesiild, szintén egészséges nyulaknak,
valamint fert6zott, nem kezelt allatoknak a vakbéltartalmabol végzett 16S rRNS vizsgalata is
azt igazolja, hogy az eldébbi két csoport esetén a mikrobiomot alkotd baktériumcsalddok
rendkiviil hasonlok, és diszbidzis nem alakult ki egy példany esetén sem. Ezzel szemben a
fertdzott allatok adatai teljesen elkiiloniilnek a masik kett6étdl, diszbidzis alakul ki, aminek
hatéséra a taxonomiai diverzitas és fajgazdagsag is jelentésen megvaltozik: szdmottevé moédon

csokken. Kiemelend6 azonban, hogy az dllomany a kisérletet megel6zOen preventiv kezelésben
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részesiilt, igy lehetséges, hogy ez hozzajarulhatott ahhoz, hogy az antibiotikumot kapo6 csoport
¢és a nem kezelt, de egészséges csoport kozott rendkiviil kis eltérés volt csak megfigyelhetd. Az
ERE-re jellemz0 a nagy mennyiségli nyalka szekrécidja, féleg a vakbélben és a vastagbélben.
Az itt termelt nyalkanak a bélsar tovabbitasa mellett a nem specifikus védekezésben is fontos
citokinek termeléséért felelés gének fokozott expresszidja jellemzd fertdzott allatoknal.
Ezeknek a gyulladaskeltd citokineknek a felszabaduldsa hatdssal van a nyalkatermelésért
felelés goblet sejtekre, és fokozza azok nyalkakivalasztasat. Az igy idében elkiiloniilo
gyulladasnak a kialakuldsa és az azt kovetd fokozott nyalkakivalasztds a betegség
korfejlédésének két kiilonbozo szakaszat jelentheti. [28] A fert6z6 korokozo jelenlétét igazolta
az is, hogy sikertilt tobb ERE kitorés soran érintett tizemnek a nyulaibdl nyert vakbéltartalom-
mintakbol eldallitott oltdanyag segitségével a betegséget reprodukalni. Ezt sikeresen elvégezték
kiilonbozo beadasi modokkal és eltérd dozisokkal is. A tapasztalhato tiinetek és a boncolas
soran megfigyelt elvaltozasok megegyeztek az eddig leirtakkal. Egy érdekes megfigyelés: a
masodlagos fert6zések korlefolydsban betoltott szerepére enged kovetkeztetni, hogy az SPF
allatokon végrehajtott kisérletek soran az elhulldsok szdma jelentdsen elmaradt a telepi
koriilmények kozott megfigyeltektdl, ezzel is bizonyitva azt, hogy a diszbio6zis kialakuldsa csak
mellékhatdsa a tényleges korokozonak. [14, 22] Mesterségesen fertdzott allatoknal a
korokozoval szembeni immunreakcid bizonyitéka lehet, hogy ugyanazon oltéanyaggal
ismételten fertdzve az allatokat, nem alakult ki Gijra a betegség. [15] A bakterialis eredet mellett
felmertilt tobbek kozott, hogy a korkép kialakuldsdnak hatterében takarmanyozasi ok, virus
okozta fertdz€s vagy valamilyen parazitdzis allhat mint annak {6 okozoja. Ezeket a felvetéseket
azota sikeriilt kizarni, mivel a betegség olyan oltdéanyag felhasznalasaval is replikalhato volt,
amely nem tartalmazott vegetativ stddiumu parazitdkat és azok oocisztait sem. Ezenkiviil
Eimeria oocisztakat tartalmazé oltéanyag esetén is az ERE mellett szintén csak szubklinikai
coccidioozis volt megfigyelhetd. [14, 22] Az ERE kialakuldsaban egyértelmiien jelentds
szerepe van a takarmanyozasnak. Az alacsony rost-, a magas szénhidrat- és fehérjetartalom
kétséget kizardan egy fontos hajlamosité tényezd, azonban nem tekinthetd az egyediili
kivéltdjanak, viszont mint passziv vektor szerepe lehet a terjedésében. A magas
szénhidrattartalom nemcsak az ERE kialakulasnak kedvez, de olyan gyakori koérokozd
baktérium szamara is idedlis koriilményeket teremt, mint a Closttridiumok és Escherichiakidk.
A megfeleld takarméany a gydgykezelésben €s a megeldzésben is fontos lehet, annak rost- €s
energiatartalmat az allatok élettani igényei szerint modositva kedvezd hatasu. [5, 23, 27, 15]

A kisérleti céllal mar koradbbi kutatdsokban hasznalt, parazitoldgiai, virologiai és bakterialis
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szempontb6dl is vizsgalt Clostridium spiriforme-t leszamitva, specifikus nyual patogén
baktériumot nem tartalmaz6 TEC3 oltéanyagnak a benne taldlhatdé mikroorganizmusok,
toxinok és fehérjék strliség, méret alapjan torténd frakcionalasaval nyert mintakkal végzett
allatoltasi kisérlettel sikertiilt kizarni, hogy a kialakuldsanak hatterében valamilyen virus vagy

ismert toxin allna. [29]

Egyszeri baktérium tenyésztése soran szamos informaciot veszitlink a kiilonb6z6 nem
tenyészthetd baktériumtorzsek ¢és fajok kiesése miatt. Ez az informécid viszont kritikus
fontossagu lehet az ERE koroktanaban és hatterében allo mikroorganizmusok megismerésében,
annak érdekében, hogy a mikrobiom teljes kozOsségét megismerjiilk a betegség soran. Az
ujgeneracios szekvenalas segitségével torténd metagenom vizsgalata az, ami ebben eldrelépést
hozhat. 16S rRNS vizsgalatokkal az egészséges ¢s az ERE-ben szenvedd allatok
emésztotraktusanak mikrobiomjat 6sszehasonlitva, a betegség megjelenését kovetden kialakulo
diszbidzis hatdsara jol lathaté moédon megvaltozik a gyomor, a vékonybél és a vakbél bakterialis
Osszetétele. Jelentds mértékben csokkent az emésztotraktus elobb emlitett harom szakaszaban
a taxonomiai diverzitds és a fajgazdagsag is a beteg allatokndl. A nyulak taplalkozdsanak
¢lettanabol addddan a legfajgazdagabb és diverzebb bélszakaszuk a vakbél, az itt talalhato
fléranak a megvaltozasa nemcsak a masodlagos korokozok megjelenése miatt karos, de az itt
1évé anaerob baktériumok altal végzett rostemésztés miatt a normalis energiahdztartés
fenntartasaban is kulcsszerepe van. A nyulakra jellemzd cekotrofia hianyaban az allatok a
szlikséges fehérjékhez és vitaminokhoz sem képesek megfeleléen hozzajutni. [27, 30] Szamos
baktériumot sikeriilt mar tenyésztéssel kimutatni a természetesen €s a mesterségesen fertdzott
allatokbol egyarant, de ezen baktériumokat megvizsgalva csak olyan opportunista patogéneket

sikeriilt azonositani, amelyek nem lehetnek a ERE kivaltoi.

A Jin és munkatarsai altal végzett 16S rRNS vizsgalatok a mikrobiomban bekovetkezd
valtozasoknak ¢€s a potencidlisan az ERE kialakulasdban részt vevo torzseknek a megismerését
célozta. A vakbelet, vékonybelet és gyomrot a betegség soran kolonizalé taxonok
megismeréséhez kulcs lehet az itt talalhatd mikroorganizmusok metagenomjanak a
megismerése. Mas kisérletekhez hasonloan a betegség soran a kiilonb6z6 bélszakaszok és a
gyomor florajanak csokkend diverzitasa mellett az opportunista patogének relativ
abundanciajanak novekedése volt tapasztalhat6. Az E. Coli abundancidja jelentésen megnéit,
igaz, hogy ez nagy valdszinliséggel a bél mikrobiomjadnak az egyensulyaban bekdvetkezd
valtozas eredménye, hiszen az egészséges allatokban szintén megtalalhatd baktériumrol van

sz0, és a betegség kozvetlen kialakuldsdban ismert szerepet nem tolt be, csak mint masodlagos

13



korokozo sulyosbitja az ERE lefolyasat. [22, 31] Kiilonb6z6 Clostridium fajok — mint a
Clostridium perfringens ¢€s spiriforme — gyakori eléfordulasat mar tobb alkalommal leirtak,
enterotoxaemidt okozo baktériumok ellenére nem tekinthetdk a betegség kivaltoinak. [22, 32]
A Clostridium perfringens az ERE-ben szenvedé nyulak vakbéltartalmaban 80%-0s
gyakorisaggal fordult eld. A tipikus, makroszképosan is megfigyelhetd elvaltozasok és az
altaluk termelt alfa-toxin kozotti lehetséges 0sszefiiggés nem hanyagolhat6 el. Nyulakban A és
C toxintipusokat sikeriilt eddig azonositani. [22] A Bacteroides ¢és Akkermansia fajok
abundanciajanak novekedése szintén gyakori a fert6zott nyulakndl. Az Akkermansia
muciniphila mint nyalkabonté baktérium az egészséges allatok vakbelének normal lakoja,
viszont az abundancidja feltind mdédon megndé az ERE-s nyulakban. Ez egyértelmiien
Osszefiiggésben allhat a kialakuldsat kovetd fokozott nyalkaszekrécidval;, opportunista
patogénrdl 1évén sz6 az ERE kialakuldsdban vagy annak lefolyasadban betoltott szerepe nem
kizarhat6. [33, 34, 35] A Bacteroides nemzetségre is jellemz0, hogy a betegség sordn jelentdsen
elszaporodnak. Szereplik van az itt 1év6 egyensuly fenntartdsdban, hozzijarulva ezzel a
megfeleld €lettani mikddéshez, azonban szamos opportunista patogén is eléfordul a genuson
beliil. Ezeknek a betegségben betoltott szerepe nem ismert jelenleg, de relativ abudancidjuk
valtozasa azzal 9sszefliggést mutat. Egészséges nyulak vakbelében a Firmicutes, Bacteroidetes,
Verrucomicrobia és Proteobacteria torzsek fordultak el a legnagyobb szamban, koziiliik is a
Firmicutes torzs abundancidgja a legnagyobb mind az egészséges, mind pedig a beteg
csoportban. Az ERE hatdsara nemcsak az imént emlitett baktériumtdrzsek abundancigja
véltozott meg, de az kovetkezményesen az itt keletkezd illozsirsavak és egyébb metabolitok
mennyisége &és aranya is eltért az egészséges allatokétol. A teljes illozsirsav-tartalom
csokkenésének hatterében a kiilonb6z6é novényi eredetli szénhidratok bontasara képes
baktériumok szdmanak hanyatlasa allhat. Ezt alatdmasztja az olyan taxonok abundanciajanak a
csokkenése is, amelyeknek az ebben betdltott szerepe ismert. A beteg allatok altal termelt
ill6zsirsavaknak — mint az ecetsav, a propionsav és a vajsav — koncentracidja jelentds mértékben
csokkent, az ecetsavnak a molaris részaranya viszont pozitiv iranyban valtozott a tGbbihez
képest. A vajsavtermelésben bekdvetkezd valtozdsnak negativ hatdsa lehet a betegség
lefolyasara, mivel szerepe van a vakbél hamjanak energiaellatdsdban ¢és a gyulladasos
folyamatok, valamint az immunrendszer szabalyozisdban is. Ezért hidnyaban a vakbél
patogénekkel szembeni védelme sériilhet, ami a kialakuld diszbidzis tiineteit sulyosbithatja.
[27, 36]
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Egy frissebb tanulmanyban Pudn-Pelaez és mtsai. ERE-ben szenvedd allatokbdl és egészséges
végezték el. Korabbi tanulményokkal ellentétben a szekvenalast nem elézte meg a vizsgalt
mintak PCR-rel torténd amplifikalasa. Ennek a 1épésnek az elhagyasat a felhasznalasabol
szarmazd taxonOmiai ellentmondas indokolta. Az eltér6 PCR-moédszerek hasznalata
magyarazatot adhat a kiilonb6z6é tanulmanyokban megfigyelt eltéré mikrobiomadatokra is.
Tobb probléma is felmeriil a PCR haszndlataval kapcsolatban az ilyen jellegi mintdk
feldolgozasa esetén. A vizsgalt mintdk szamos ismeretlen fajt tartalmaznak, és nem tudjuk,
hogy az amplifikalas soran hasznalt univerzalis primerek mekkora hatékonysaggal képesek
kotédni ezekhez az ismeretlen DNS templatokhoz, igy azt sem tudhatjuk, hogy mennyi
informaciot veszitiink emiatt. A PCR hasznalataval elkeriilhetetlen, hogy bizonyos informacio
el6fordulésa is természetes. A modszer hatékonysagat befolyasolhatja a nukleotidok dsszetétele
¢s a DNS templatok masodlagos szerkezete is. [26, 37] Jelen esetben az adatok metaxonomia
vizsgalata soran megfigyelt valtozasok sok szempontbol Gsszhangban voltak a korabbi
tanulmanyokban leirtakkal, de eltérések is megfigyelhetdk voltak. Az (j modszer a vakbél
mikrobiomot kolonizalo 6 baktériumtorzsekben nem mutatott eltérést: Firmicutes, Bacteroides
¢s Verrucomicrobia torzsek fordultak el6 a legnagyobb szamban mind az egészséges, mind
pedig a beteg nyulakban. A Firmicutes torzs relativ abundanciaja az ERE hatasara csokkent, és
tobb, ebbe a rendbe tartozd baktériumcsalddnak a véltozdsa is korrelaciot mutat annak
megjelenésével. A megfigyelt valtozasok a tdpanyaghiannyal is szoros kapcsolatban allhatnak.
Ez kialakulhat mind a csokkend taplalékfelvétel hatasara, de a vakbél elzarddasa is lehet a
kozvetlen okozoja. Az olyan komplex szénhidratok bontasdban részt vevo
baktériumcsaladokban bekovetkezd valtozas, mint a Ruminococcaceae és Lachnospiraceae
abundancigjanak a csokkenése az itt keletkezd illozsirsavak termelésére is kozvetlen hatassal
van. Ahogy az mar emlitésre keriilt, ezek mennyisége csokken, mialtal a vakbélben zajlo
fermentacio utjan biztositott tapanyag-ellatottsag sériil, ami szintén hozzajarul a betegség
hatasara drasztikusan romlé altalanos kondicibhoz. A Verrucomicrobia torzs szintén szoros
Osszefiiggést mutat az ERE-vel. Az ide tartozo Akkermansia muciniphila abundancidjanak a
novekedése és az ERE kialakuldsa kozotti parhuzamot tobb tanulmany is alatdmasztja. A goblet
sejtek fokozott nyalkaszekrécidja konnyen magyardzattal szolgalhat a megfigyelt valtozasra, de
az sem kizarhat6, hogy mas baktériumokkal valé kolcsonhatds is szerepet jatszik, ami a
diszbidzis miatt hirtelen megvaltozé baktérium-kozosségek egymasra gyakorolt hatdsainak

eredménye is lehet. Igaz, ebben a tanulmanyban olyan Closdtridium fajt nem sikeriilt kimutatni,
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ami a betegséggel Osszefiiggésbe hozhatéd lenne, de a nemzetség abundanciajanak valtozasa
alapjan egyértelmi kapcsolatot mutat a korképpel. A Synergistetes torzs és az ERE kapcsolata
ennél kevésbé egyértelmii. Nem minden esetben sikeriilt a jelenlétét kimutatni NGS
segitségével, viszont, mivel a mas allatfajokban lehetséges opportunista patogén és a genusba
tartoz6 Cloacibacillus porcorum oOsszefliggést mutat a betegséggel, ezért jelenlétiik
semmiképpen sem elhanyagolhatdé. A C. porcorum egy aminosavakat és nyalkat fermentalo
baktériumfaj, és annak ellenére, hogy Jin és munkatarsai is sikeresen azonositottak, egyeldre
nem sikeriilt 0sszefiiggést talalni kozte és az ERE kozott. Abundanciaja beteg allatok esetén
nagyobb volt, mint az egészségeseknél, és lehet, hogy a fokozott nyalkaszekrécioban is szerepet

61t be. [27, 28, 26, 38]

2.3. Clostridium cuniculi az ERE lehetséges kivaltoja

AZ ERE hatterében a legvaloszintibb, hogy a paraszimpatikus idegrendszerre hat6 ¢€s ezzel a
gasztrointesztinalis rendszer atmeneti bénulasat okozd neurotoxint termeld ismeretlen
baktériumfaj a felelds. Pontos kialakulasanak hatterében viszont a multifaktorialis eredet a
legvalosziniibb. Lehetséges, hogy a vakbél flordjadban bekovetkezd valtozasok mind csak
kovetkezményei a tényleges korokozo 4altal kivaltott motilitas ledllasabol kovetkezod
diszbidzisnak. A betegség koroktananak felderitését rendkiviili moédon megneheziti a diszbiozis
miatt drasztikusan megvaltoz6 mikrobiom folyamatosan és dinamikusan valtoz6 Osszképe,
mivel a ledlést vagy elhullast kdvetden nyert mintakbdl szarmazo informéacié nem reprezentalja
a betegség kialakulasat megel6z06, vagy pedig a kialakulas pillanataban 1év6 aktualis allapotot.
Ahhoz, hogy megértsilk az ERE kialakulasanak hatterében allo okokat, olyan adatokra van
szlikségiink, amelyek lehetové teszik a mikrobiomban bekovetkezd valtozasok megismerését a
kialakulasatol egészen az allatok kovetkezményes elhulldsdig vagy ledléséig. Djukovic és
mtsai. ezért egy longitudinalis kisérlet segitségével elemezték a mikrobiomnak a betegséget
megeldzd, a kialakulaskori €s az azt kovetd iddszak soran fellépd valtozasait. [39] Mivel a
vakbéltartalomhoz csak ledlés vagy miitét Gtjan lehetséges hozzéjutni, ezért annak kozvetlen
vizsgalata korlilményesnek €s alkalmatlannak bizonyult a jelen kutatds céljabol. A nyulfélék
vakbelében zajlé rostfermentacid soran keletkezd cekotrof viszont rendkiviil megbizhatoan
tudja reprezentalni a vakbél mikrobiomjanak aktualis kompoziciojat, ezért tokéletes
alternativanak bizonyult. [40] Alatamasztja a valasztott modszer validitasat, hogy az ERE-ben
szenvedd nyulakbdl vett vakbéltartalom beadasaval a betegség reprodukalhato. [22] A cekotrof
felvételét egy gallér segitségével megakadalyoztak, az igy nyert mintakbol megtortént a 16S

rRNS gén V3-V4 régioinak az amplifikalasa és szekvenalasa. Ezt kvetden az igy kapott adatok
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metagenomikai modszerekkel torténd kiértékelésére kertilt sor. A valasztast kovetéen az ERE
kialakuldsanak idépontjat az allatok taplalékfogyasztasanak tobb mint 50%-os csokkenésével
azonositottak az el6z6 napihoz képest. A tapanyagfelvétel csokkenését szamos tanulmanyban
leirtdk az ERE egyik elsé tiineteként; konnyli nyomon kdvethetosége miatt a betegség
gyanujanak egyszerli diagnosztizaldsara kifejezetten alkalmas kisérleti koriilmények kozott.
A tiintetek megjelenését kovetden a korabbi tanulmanyokkal megegyezden, a Shannon indexét
Osszehasonlitva a beteg és egészséges allatokndl annak csokkenése jelezte az ERE-s allatok
mikrobiomjaban bekdvetkezd diverzitds-csokkenést és a kialakult diszbiozist, ami az
egészséges nyulaktol szignifikdnsan eltérd flora kialakulasat okozta. [30] Az olyan korabban
mar emlitett nemzetségek, amelyek az ERE soran nagy szamban jelentek meg — mint a
Clostridiumok, Akkermansia és Bacteroides — abundanciajaban bekdvetkezd valtozas itt is
eléfordult. [27] Ezen folyamat megismeréséhez a longitudindlis vizsgélat tette lehetdvé, hogy
a betegség kialakuldsat megel6z0 iddszak adatait dsszevessék az iniciacié idépontjdban vett
mintakkal. Azon nemzetségek tagjai, amelyek valtozasai a diszbidzis soran megfigyelhetok,
nem mutattak eltérést az egészséges €s a fertdzott allatok kozott ebben az idészakban, tovabba
nem volt kiilonbség a szekvencidknak a 97%-o0s hasonlosaga alapjan létrehozott gynevezett
OTU-kban (Operational Taxonomic Units) és a sikeresen azonositott baktériumfajokban sem.
Ez alatdmasztja azt a mar emlitett felvetést, hogy a diszbidzis csak a kialakulasat kdvetden
alakul ki. A mikrobiom egészét tekintve nem volt megfigyelhetd valtozas az ERE
kialakuldsdnak napja és az egészséges kontroll allatok kozott. Az egyetlen valtozas, ami
megfigyelhetd volt a kialakulds napjan, illetve kozvetleniil azt megel6zden, egy, a Clostridium
nemzetségbe tartozo, addig ismeretlen OTU-nak az abundaciajdban bekovetkezd valtozas, amit
egeészséges nyulakbol egyaltalan nem sikeriilt kimutatni. Az ERE-ben val6 pontosan betoltott
szerepének a megismerése végett izolaltak és a genomjat szekvenaltak. Az eddig ismeretlen fajt
a szerzO6k Cl. cuniculinak nevezték el. A Cl. perfringenssel és botulinummal vald szoros
filogenetikai rokonsag, valamint az ORF-ok vizsgalata soran azonositott lehetséges toxinok is
felvetik a lehetdségét, hogy szerepe van az ERE kialakulasaban. Ezek a toxinok magyardzatot
adhatnak tobb, a betegség soran megfigyelheté makroszkopos és szdvettani elvaltozas
kialakulasanak az okara is, ezért ezek a Cl. cuniculi altal kodolt fehérjék és azoknak a
betegségben betoltott szerepe szamos kérdésre valaszt adhat. [39] Mas tanulmanyban a CI.
cuniculit még nem sikeriilt azonositani, ebben valtozast hozhat a metagenom elemzés egyre

szélesebb korben valo alkalmazasa.
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2.4. Az ERE és a takarmany rosttartalma kozotti kapcsolat

Mind az ERE kialakuldsédban, mind pedig a kezelésében a takarmany rosttartalméanak 1ényeges
szerepe van. A nyultenyésztés egyik legkoltségesebb pontja az allatok takarmanyozasa, ezért a
kiilonbozo rostfrakciok valtozdsanak és a betegség kozotti kapcsolatnak a megértésével
segithetjiik az altala okozott veszteségek csokkentését. [9] A nem megfeleld rostellatottsag
szerepe ismert a betegség kialakuldsaban; egy fontos hajlamosité tényezd lehet az ERE soran.
Alacsony rosttartalmt takarméannyal a betegséget kisérleti koriilmények kozott eld is tudtak
idézni. [27] Annak megismerése, hogy a kiilonb6zo rostfrakciok egymashoz, valamint a tobbi
tapanyaghoz viszonyitott aranyanak a valtozasa miként hat az ERE lefolyasara vagy az abbol
vald felépiilésre, segithet az antibiotikum-felhasznalas, valamint a betegséggel jaro veszteségek

csokkentésében. [19]

Osszevetve az olyan ERE-s nyulak adatait, amelyek két kiilonbozd emészthetd rost- és
keményitdtartalmu takarmanyt kaptak a betegség alatt, egyértelmiien szemlélteti a megfeleld
takarmany megvalasztasdnak a jelendségét a korlefolyads szempontjabol. A magas rosttartalmua
tapban az emészthetd rost és keményitd aranya 2.5:1 volt. Ezeknek az dllatoknak a ndvekedési
erélye és a vagaskori stlya is nagyobb volt, mint a kett6t azonos, 1:1 aranyban tartalmazé tapot
fogyasztd nyulak esetén. A morbiditas is jelentdsen csokkent a magasabb rostarany mellett. A
legnagyobb valtozas azonban az elhulldsok szdmaban volt tapasztalhatd: a mortalitads kozel a
harmadéra csokkent. Ezt a korai antibiotikum-kezeléssel kiegészitve még kedvezdbb

eredmények sziilettek. [19]

A betegséget atvészelé egyedekre jellemzO, hogy a vagosulyuk elmarad az egészséges
fajtarsaiktol. Annak megallapitasara, hogy magasabb neutralis detergens rost (NDF) etetésével
javithato-e a vagaskori testsuly, ERE-t atvészeld nyulakat etettek a bioldgiai igényeit kielégitd
(32%) és egy potencialisan elonyos hatast, magasabb NDF-tartalmu (36%) takarmannyal.
Ezenkiviil megvizsgaltak a két eltérd takarmany lehetséges hatdsait a mikrobiomot alkotd
mikrorganizmusokra és az ott zajlé anyagcsere soran keletkezd végtermékekre. Az ERE altal a
nyulak emésztérendszerének mikrobiom-kozosségében okozott valtozdsdt szamos
tanulmanyban leirtak, valamint ismert az itt zajlo mikrobidlis fermentacio sordn keletkezd
anyagcsere-termékek aranyainak és mennyiségének megvaltozésa is a betegség hatasara. Ez
felvetette annak a hipotézisnek a lehetdségét, hogy a takarmany NDF-tartalmanak
megvaltoztatasaval befolyasolhato-e a mikroorganizmusok kozdssége €s az anyagcsere-

termékeik termelése oly modon, hogy az ERE karos hatasait moderalni lehessen. A mikrobiom
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valtozasainak megismeréséhez bélsar- és cekotrof mintak Gjgeneracids szekvenalassal torténd
vizsgalatara keriilt sor. A beteg allatok mellett a két kiilonbozé NDF-tartalmu takarmannyal
etetett egészséges kontroll allat szolgalt viszonyitasi alapnak a kisérlet sordn. Mas
tanulmanyokhoz hasonldan a beteg allatok sulya és tapanyagfelvétele is alacsonyabb volt, mint
az egészséges fajtarsaiké, ezzel szemben az imént emlitett két csoport mikrobiomja tobb eltérést
is mutatott. A cekotro6f mintak adatait megvizsgalva a Simpson index, ami figyelembe veszi a
kiilonb6z6 fajok szamat és azok relativ abundanciajat, nem mutatott jelentds kiilonbséget a
beteg és az egészséges csoportok kozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a népesebb fajok
szdmaban jelent0s valtozds nem tortént. Ezzel szemben a Shannon index, ami nagyobb
hangsulyt helyez a fajgazdagsdgra, magasabb értéket mutatott a korabban beteg allatok
mintaiban, az alacsony rosttartalmi takarmanyon tartott allatok esetén pedig az értéke
lényegesen nagyobbnak bizonyult a kontroll allatokéhoz képest. A magyardzat a mikrobdk
kozosségének faji megoszlasaban bekdvetkezd valtozasban keresendd; mikdzben egy rendkiviil
diverz flora maradt meg a betegség atvészelése utan is, az hosszl tavon megvaltozik annak
hatasara. A Chao 1 index a ritka OTU-kra érzékeny, fajgazdagsagot kifejez6 modszer.
A felépiilt és az alacsony rosttartalmu diétan tartott nyulak Chao 1 indexe magasabb értéket
mutatott, mint a kontroll nyulaké, a masik diétan 1évd betegcsoportnal is magasabb volt ez az
érték, de elmaradt az alacsony rosttartalmu diétan 1év6 csoportétol. A megfigyelések alapjan
kijelenthetd, hogy a mikrobiom bizonyos mértékben tartosan megvaltozik a betegséget
kovetden. A bélsdrmintak eredményei nem voltak dsszhangban ezekkel az eredményekkel, de
eltérések ott is megfigyelhet6k voltak a két kiillonbozd egészségi statuszu csoport kozott.
A vizsgalt mintakban is a Verrucomicrobia torzsbe tartozo Akkermansia muciniphila volt
kimutathatd, abundancigja viszont nem mutatott osszefiiggést a betegséggel vagy a diétaval.
A Clostridiumok csak az alacsony rosttartalmu diétan tartott allatok mintaiban voltak

kimutathatok, de csak alacsony szinten. [41]

Az allatok élettani igényeit kielégitd, megfeleld rosttartalmu takarmany megvalasztasa
egyértelmiien egy fontos kritériuma az optimalis nyultenyésztésnek. Azonban az ERE esetén
arra egyelére nem talaltak bizonyitékot, hogy az ennél magasabb NDF-tartalmt takarmany
elény0s hatassal lenne annak lefolyasara vagy az abbodl torténd felépiilésre. [41] Az eltérd
aranyu oldhato és oldhatatlan rostot tartalmaz6 takarméanyok etetése soran az egészséges nyulak
novekedési erélyét, emésztését ¢&s nitrogén-anyagceseréjét megvizsgalva szintén nem
tapasztaltak pozitiv valtozast azt kovetden, hogy a takarmany NDF-tartalma elérte az allatok

altal igényelt értéket. Az ERE kialakulasanak megelézésében a takarmany rosttartalma, illetve
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annak a szénhidratokhoz ¢és fehérjékhez valo ardnya egyértelmiien egy fontos kérdés, de a
betegség kezelése soran a sziikséges rosttartalom biztositasan kiviil jelentdsége nincs a betegség

lefolyasara és az abbol valo felépiilésre. [42, 43]

2.5. A metagenom elemzés alapjai és lehetséges felhasznalasa

Az Ttjgeneracios szekvendlds térnyerése és a bioinformatika fejléddésének hatdsara a
metagenomika egyre jelentdsebb szerephez jut. Segitségével a kornyezet rendkiviil dsszetett
mikrobakdzosségeinek ismert tagjain til a kordbban ismeretlen €s tenyészthetetlen mikrobak
sokasaganak a megismerése is lehetévé valt. [6] Nagy ateresztOképességli modszerrdl van szo,
amely egyszerre tobb millid nukleinsav egyidejii szekvenalasara képes rovid id6 alatt. Az
joval olcsdbban és gyorsabban, mint ahogy az a Sanger-szekvenalassal megvaldsithato — igaz,
ez utébbi moddszer a hosszil read-ek és alacsony leolvasdsi hibdk miatt tovabbra is gold
standard-nek szamit. [6, 44] A mikroorganizmus-ko6zosségek megismerése olyan konzervalt
génszakaszok amplifikalasaval valosithato meg, mint a 16S rRNS régi6. Az igy nyert genetikai
adatok segitségével a kiilonbozo taxonok kozotti filogenetikai rokonsadg, az ismert és ismeretlen
enzimeket kddold génszakaszok, uj hipotézisek felvetésének alapjat képezhetik, €s a teljes
kozosségek egymastol valo elkiilonitését €s azonositasat is lehetdvé teszi. [6] Kiilonbozo
virulenciaji Staphlyococcus aureus toérzsek Magyarorszagi nyultelepekrél szarmazo mintai
teljes genomszekvenalasaval nyert adatait, valamint kiilf6ldi adatbazisokbol szarmazo
genomszekvencidk vizsgalata soran az alacsony virulencidju torzsek PCR és Sanger-
szekvenalas segitségével elvégzett multilokusz szekvenciatipizalass (MLST) adatait
Osszevetették a teljes genom MLST (wgMLST) eredményeivel, és ez eltérd végeredménnyel
szolgalt. A MLST a torzsek nagyobb diverzitdsa miatt azokat tobb csoportba sorolta, ezzel
szemben wgMLST ugyanezen torzsek valdsziniisithetd klonalis eredetét allapitotta meg. [44]
A megfeleld eredményekhez elengedhetetlen, hogy a levett mintdk jol reprezentaljak a
kornyezetet, amelybdl szarmaznak, kontamindciomentesek legyenek, és megfeleld mennyiségii
és mindségli nukleinsavat tartalmazzanak. Figyelembe kell venni tovabba, hogy a mikrobialis
kozosségek nem statikusak, azok gyorsan valtozhatnak; egy dinamikus rendszert alkotnak. Ez
nehézséget jelenthet olyan komplex oktanu betegségek vizsgalataban, mint az ERE, hiszen
lehetetlenné teheti az elhullott allatokbdl vald reprezentativ mintavételt. A kiilonb6zo
ismeretlen eredetli mikroorganizmusok klasszifikalasdhoz a leheté legnagyobb mennyiségii
genetikai informaciora van sziikséglink: minél nagyobb szdmu read-link van, annal kdnnyebben

tudjuk azokat ismert referencia-adatbazisokhoz hasonlitani. Minél nagyobb szamu read-et fed
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le egy adott génszekvencia, anndl megbizhatobb eredményekre szamithatunk annak érdekében,
hogy a kiilonboz6 klasszifikalo algoritmusok kelléen magas konfidenciaval tudjanak dolgozni.
Az egyszeres read-ek rosszabb mindsége miatt a klasszifikacié és a funkcionalis annotacio is
nehezebb, az alacsony szamu read-ek €s a kismértékii atfedés csak magasabb rendszertani
csoportokba val6 klasszifikaciot tesz lehetové. Jelenleg nem all rendelkezésre olyan referencia
adatbazis, amivel az Osszedllitott metagenom adatunkat Ossze tudnank vetni, és azt ennek
alapjan elbirdlni. A szekvenalds rendkiviil nagy mennyiségli adatdnak az annoticidja
manualisan nem megvalodsithatd, ezért annak automatizalasa kulcsfontossagu. A metagenom
annotalds mar ismert funkciok és/vagy taxonomiai egységekkel valo megegyezés keresésén
alapszik. Mindezek ellenére a metagenom szekvenciaknak csak egy része annotalhatd. Az olyan
szakaszokat, amelyek annotacidja nem lehetséges, ORF-oknak nevezziik. Tobb hipotézis is
1étezik arra, hogy mi lehet az eredete ezen szakaszoknak. Az egyik legegyszerlibb magyarazat
az, hogy a haszndlt programok hibdja miatt a kodold szekvencidk hibasan keriilnek
azonositasra, egyszeres read-ck esetén pedig az ilyen téves eredmények eléforduldsa még
valészinlibb. Az is lehetséges, hogy ismeretlen biokémiai funkciot betolté génekrdl van szo,
vagy pedig olyan uj, ezeldtt ismeretlen génekrdl, amelyek ismert fehérjékkel megegyezd
fehérjéket kodolnak. A metagenom elemzés egyre sz¢élesebb korben vald felhasznalasaval és a
szekvenalas aranak csokkenésével folyamatosan ndvekszik a rendelkezésiinkre all6 genetikai
informacié mennyisége, viszont ennek az egyre gyarapodo adatmennyiségnek a tarolasa és
megosztasa egy jelenleg még nem megoldott probléma. A jovében zajlo szdmos kutatasban
rendkiviil értékesnek bizonyulhatnak a kordbban elvégzett kutatasok és kisérletek soran nyert
szekvenalt metogenomikai adatok. Ezt a torekvést szolgdlja az egységes metaadatnyelv
hasznalata is, ezeket a ,,Minimum Information about any (x) Sequence checklists™ biztositja.
Egységes adatokat szolgaltat a kdrnyezeti és kisérleti adatokrol, igy a rendelkezésre all6 adatok
Osszevetése és azok tobb szemszdgbdl valo kritikus elbirdldsa mindenkinek a kdzos érdekében

torténhet. [6]

A metogenomika altal megismerhetdvé valik a kiilonbozé mikrobidlis kdzosségek diverzitasa,
ezt meghatdrozza a fajgazdagsag és a fajok egyenletessége. [6] Fontos, hogy a mintdkban
taldlhatdé mikroorganizmusok valos egyedszamarol nem rendelkeziink informacioval, ezért
azok relativ abundancidjanak valtozasat tudjuk csak vizsgalni, ebbdl kifolyolag a megfigyelt
véltozasok nem tiikrozik a mikrobidlis kozosségben bekdvetkezd valds szamszerii valtozasokat;

csak azok egymashoz viszonyitott eltéréseit latjuk. Ennek figyelmen kiviil hagyasa az adatok

crer
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bekovetkezhet annak tényleges elszaporoddsa miatt, azonban ugyanezt a kovetkeztetést
vonhatjuk le véltozatlan egyedszdm esetén is, ha a tobbi taxon szama ezzel szemben csokkenést
mutat. Ezen logika mentén tovabbhaladva a biomassza csokkenése esetén a relativ
abundancianak a novekedése csak azt mutatja meg szdmunkra, hogy az adott taxon csokkent a
legkisebb mértékben. [45] Kiilonb6z6 sejtszamlalasi modszerek haszndlataval, mint példaul az
aramlasos citometria, lehetséges az abszolut abundanciavizsgalat, azonban a plusz koltségek,
tovabba az alacsony ateresztoképesség mellett a metodikai hibdk is ellene szolnak. Raadasul
mivel ez a mdédszer sem fagyasztott mintak, sem pedig mar kész adatbazisok esetén nem
alkalmazhatd, ezért nem is elterjedt a hasznalata. [46] Sok esetben a mikrobak pontos szamanak
meghatarozasa nem megvaldsithato, vagy egyszerlien az nem gyakorlatias, és ez sziikségessé
teszi egy olyan altalanosan elfogadott modszernek a kidolgozasat, amivel az ebbdl eredd hibak
kell6 odafigyeléssel kikiiszobolhetok. A megfeleld vonatkoztatasi rendszer megvalasztasaval
jo eséllyel elkertilhetdk ezek a hibak. Hasznalhatunk tgynevezett differencial rangsorolason
alapuld6 modszert, amely soran a taxonokat egymashoz viszonyitva allapitjuk meg, hogy
melyikben kdvetkezik be a legnagyobb valtozés. [45] Az olyan ismeretlen eredetli betegségek
megismerésében, mint amilyen az ERE is, a metagenomika fejlédése komoly attoérést hozhat

mind a technologiai fejlédés, mind pedig a rendelkezésre 4ll6 adatmennyiség novekedése altal.

3. Célkitiizések

Szakdolgozatom célja az epizootikus nyul enteropatia hatdsanak bemutatasa egyrészt a
betegségben szenvedd allatok bélrendszerének nyalkahartydjara, valamint a vékonybél
bolyhainak és a vakbél reddinek hosszara gyakorolt kozvetlen hatasanak vizsgalata. Célom
tovabbd egészséges allatok bélrendszerébdl szarmazd szovettani metszeteken végzett
nagyszami mérés segitségével meghatarozni, hogy a beteg allatokbol mekkora
mintaelemszamra lenne még sziikség ahhoz, hogy az eredmények statisztikai erejét ndvelni
lehessen. Ezenkiviil ismertetem az egyre szélesebb korben elérhet6 legijabb mikrobiologiai és
bioinformatikai médszereket, amelyek segitségével az ERE hatterében huzodo mikrobiom-
valtozasok megismerhetdk ¢€s kiértékelhetdk, ezaltal kozelebb keriilve az ismeretlen oktanu és

nagy gazdasagi karokat okoz6 betegség pontosabb megismeréséhez.
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4. Anyag és modszerek

4.1. Az ERE diagnoézisanak felallitasa

A korkép megismerésében és annak diagnosztizalasaban vald gyakorlat szerzésében Dr. Német
Zoltan segitett. Osszesen 15 ERE-ben szenvedd huisnytilnak a kérbonctani vizsgalatat végeztem
el az iilléi Dora Major Haszonallat Diagnosztikai Kdzpontban. A vizsgalt allatok egy Dabason
talalhato kisérleti nyultelepérdl szarmaztak, ez egy 2000 allat szamara helyet ado ketreces
istallo, ezek 4 sorban vannak elrendezve, ketrecenként 5 allattal. Az etetés manualisan modon
torténik, mivel ez lehet6vé teszi, hogy a taplalékfelvételt ketrecenként pontosan mérni lehessen.
Az itatas automata rendszerrel torténik. Ott tartozkodasunk alkalméval egy kisérlet zajlott,
amelynek soran az éllatok barackmag alkaloidot kaptak ivovizben. A ketrecek egymadssal
szorosan €rintkeznek, az allatok k6zott a direkt kapcsolat konnyen megvaldsul. A betelepités
all in all out rendszerrel torténik, hizlalasi ciklusonként atlagosan 10%-0s szokott lenni az
elhullas.

Az ERE-ban szenved? allatok azonositasa a klinikai tiinetek alapjan tortént, az elhullott allatok
esetén pedig a kérbonctani vizsgalat segitett ennek megallapitasiban. Az ERE-ben szenvedd
nyulak felismerése egyrészt a hasmenés, tovabba a végbélnyilas és a hatsotestfél bélsarral valo
szennyezettsége alapjan volt lehetséges. Az ilyen allatokkal kozvetlentiil érintkezd fajtarsaik
szOrzete 1s gyakran volt bélsarral szennyezett, s ez a betegség felismerését szintén
megkonnyitette. Az ERE egy masik tiinete a taplalekfelvétel hirtelen és tartds csokkenése, ezért
a beteg allatok kondicidja romlik, ami szintén segitette az egészséges tarsaiktol valo
elkiilonitést. [39] A takarmanyfelvétel csokkenése miatt a fert6zott allatok viselkedése is
megvaltozott: elgyengiiltek, letargikussa, apatikussa valtak, a fajtarsaikhoz képest aktivitasuk
nagymértékben csokkent. Az emésztotraktus szerveit kitoltd nagy mennyiségli gaz és folyadek
hataséra a has felpuffadt, és azt ttapintva tobb allatnal is érezhetd volt a vakbelet elzaré kemény
pangd bélsarnak a jelenléte. Az ebbdl eredd fajdalom a viselkedés megvaltozasdhoz is
kétségkiviil hozzdjarult. Az ERE klinikai tiineteit produkélo allatoknak a ledlése hozzéaértd
modon, az allatok fejére mért hirtelen titéssel tortént. [47] Egy allat esetén végeztem el annak
részletes belsd vizsgalatat, a tobbi példanynal a belsd vizsgalat sordn az emésztOtraktust
vizsgaltam meg tlizetesen, mivel a kozvetleniil az ERE altal okozott makroszkdpos elvaltozasok
erre a régiora korlatozodnak, a tobbi szervrendszert a betegség kozvetleniil nem érinti.
(Természetesen a mellette megjelend masodlagos fertdzések hatasara kialakulhatnak egyéb

szervekben is elvaltozasok.) [14]
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4.2. Szovettani mintavétel ERE-ben szenved6 és egészséges nyulakbol

Osszesen 10 beteg allatbol keriilt sor szovettani minta vételére, ennek helyszine a debreceni
Hus-Nyul Tenyészté Kft. volt. Itt debreceni fehér nyulfajtat tartanak, és nagyiizemi
husnyultenyésztéssel és hizlalassal foglalkoznak. Az allatok 6-7 hetes kor koriil voltak.
A mintavétel idépontja egybeesett az allomanyban jelentdés szdmu elhullast okozo ERE
tomeges megjelenésével. Az érintett allatok azonositasa a ERE-re jellemz6 klinikai tiinetek
megallapitasaval tortént, az olyan tiinetek egyiittes el6fordulasaval, mint a puffadés, hasmenés,
rossz kondicid, gubbasztas, letargia, csokkent taplalékfelvétel. A diagnozis végiil kérbonctani
vizsgalattal kertilt megerdsitésre. Az allatok szakszerli ledlését a kelld tapasztalattal rendelkezd
telepi dolgozo végezte. [47] A hasiireg felnyitasa és a bels6 szervek vizsgalata utan a diagndzis
megerdsitésre keriilt, ezt kovetden azonnal elvégeztem a mintavételt. A két 1épés kozott fontos
volt, hogy ne teljen el hossza 1d6, mivel az dnemésztédés a bélham mikroszképos finom
struktarajanak gyors karosodasat okozta volna, ezzel megnehezitve vagy lehetetlenné téve a
nyert mintak kiértékelését. Mind a 10 allatnak a béltraktusabol osszesen 4 darab 2 x 2 cm-€S
szovettani minta vételére keriilt sor, ez egyedenként 4 darab mintat jelentett, amelyek a

duodenumbdl, jejunumbdl, ileumbol és caccumbdl szdrmaztak.

A duodenumbdl a pylorus utdn 10-15 cm-el 1évo szakaszbol vagtam ki a sziikséges méretii
keresztmetszeti mintat. A jejunumbol az el6zével megegyezd modszerrel, a bélszakasz
morfoldgidja és anatdmiai helyezddése alapjan vald azonositast kovetden annak kozépsd
szakaszabol tortént a mintavétel. Az ileum esetén ugyanezt a modszert alkalmaztam, a sacculus
rotundust felkeresve azonositottam a bélszakaszt, majd ettdl cranialisan kortlbeliil 10 cm-re
elvégeztem a mintavételt. A vakbél felkeresésében annak mérete €s fajra jellemzd megjelenése
segitett, a nagyobb atméré miatt itt egy 2 x 2 cm-es mintat metszettem ki a corpus ceci
teriiletérol. A kimetszést kovetden a mintak bélsartdl valdé megtisztitdsa 10%-os foszfattal
pufferelt sdoldat (PBS) hasznélataval tortént. Kovetkezd 1épésként ezek 40 x 28 x 7 mm-es
szovettani bedgyazd kazettdkba keriiltek, végiil pedig az 0sszes megjelolt kazetta 10%-0s

formalinoldatban lett fixalva a késobbi feldolgozashoz.

Az egészséges nyulak szovettani mintdi 30 darab vagokorban 1év0 pannon fehér fajtaju
huasnyulbol szdrmaztak. A mintavételre a vagohidon keriilt sor, ami az allatok kébitasa és
kivéreztetése utan azonnal megtortént. A levett mintak 10%-0s formalinoldatban keriiltek
fixalasra. A mintavételt Mayer Andras €és Dr. Német Zoltdn végezte. Ezek az allatok

3 kiilonbozé 10 fés csoportot alkottak, kozottik a kiillonbséget az eltéré takarmanyozasuk
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jelentette. A hizlalds sordn 17%, 19% ¢és 21% nyers rosttartalma takarmannyal etették Oket.

[Mayer Andras publikalatlan eredményei]

4.3. Metszetkészités és szkennelés

A mintak fixalasa 10%-0s semleges pufferelt formaldehid-oldatban zajlott 2448 o6ran at.
A szovettani metszetek feldolgozasa az Allatorvostudomanyi Egyetem Patologiai Tanszékén
tortént. A fixalast kovetéen a mintdk viztelenitd automatdval, etanol és xilol segitségével
dehidratalva lettek, ezt a paraffinba 4gyazas kovette. A paraffinblokkokbdl tlivegtargylemezre
3—4 um-es metszetek késziiltek, amelyek rutin eljarassal hematoxilinnel és eozinnal keriiltek
festésre. A metszetek digitalizalasa egy Pannoramic Midi (3D Histech, Budapest, Hungary)
szkenner segitségével tortént meg, 20-szoros nagyitasu objektivet hasznalva. [48] Az
egészséges nyulakbol 70 darab, a beteg példanyokbol pedig 20 darab a kiilonb6zd bélszakaszok
szOvettani metszeteit tartalmazé lemeznek a szkennelésére keriilt sor. A mintdk nyomon
kovethetdségét az egészséges allatok esetén azok fiilszamainak rogzitése biztositotta, a beteg
allatok esetén pedig a mintavételkor a szdvettani bedgyazo kazettdkon rogzitett egyedi

azonosito.

4.4. A metszetek mely bélszakaszbol szarmaztak

Az allatokbol szarmaz6 metszetek anatomiarégiojuk szerint torténd csoportositasat szovettani
szerkezetiik alapjan végeztem el. A patkobél nyalkahartyaja bélbolyhokban gazdag, azok
vékonyak ¢és levél alakuak, a bolyhok hosszabbak, mint az ¢hbél és a csipdbél esetén.
A legfontosabb kiilonbség, ami az imént emlitett bélszakaszoktol vald elkiilonitést lehetdve
tette, a submucosaban talalhato Brunner-mirigyek jelenléte volt, mivel ezek kizarolag a
duodenumban talalhatok meg; de ezenkiviil még az itt 1év0, a masik két vékonybélszakasznal
jelentésen mélyebb Lieberkiihn-kriptdk. A jejunumnak azonositasa a nyalkahartya bolyhainak
szerkezete és mérete alapjan nem volt megvaldsithaté — igaz, ezek inkabb kup alakuvak, és
hasonléan a duodenumhoz, nagyszdmban vannak jelen. A legfontosabb kdnnyen felismerhetd
kiilonbség, hogy a submucosa mentes a Brunner-mirigyektdl és a Peyer-plakoktol. A jejunum
Lieberkiihn-kriptainak felépitése nem tér el a duodenumtdl, a kiilonbség azok méretében volt
csak lathat6, mivel azok itt jelentdsen kisebbek voltak. Az ileum szerkezetét tekintve rendkiviil
hasonl6 volt az éhbélhez, de a submucosaban 1€v6 Peyer-plakok altal elkiilonithetd volt tdle, a
bélbolyhok alakjukban kiilonboztek a masik két vékonybélszakasztol, viszont azok nem kellden

jellegzetesek ahhoz, hogy elkiilonitsiik 6ket altaluk. A vakbél a bélbolyhok hidnya miatt a
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vékonybélszakaszoktol konnyen elkiilonithetd volt, a vakbél nyalkahartydjara jellemzo

jellegzetes reddszerti szerkezete is segitette annak azonositasat. [49, 50]

4.5. A metszeteken végzett mérések és azok kiértékelése

A digitalizalt metszeteken végzett mérések elvégzéséhez és kiértékeléséhez a CaseViewer
(Verzio: 2.4) (3D Histech, Budapest, Hungary) szoftverét hasznaltam. A mérésekhez a szoftver
annotaciokhoz hasznalhato eszkozei koziil a tobb mérési pont elhelyezését lehetové tevd ,,Draw
an open polygon” eszkozt hasznaltam. Ennek segitségével a bélbolyhok és a vakbélreddk
alakjaban 1év0 valtozasokat képes voltam pontosan lekdvetni. A duodenum, jejunum és ileum
méréseihez olyan szakaszokat probaltam kivalasztani a metszeteken, ahol a Lieberkiihn-kriptak
felismerhet6k voltak, és lehetévé tették a bélbolyhok alakjanak pontos azonositasat. Lehet6ség
szerint olyan bélbolyhokat valasztottam, amelyek nem voltak sériiltek, és lefutdsuk
megkozelitdleg egyenes volt. Ezek cstcsi része felismerhetd és nem karosodott, szerkezetiik
€ép, és a bélhamsejtek hatarai is felismerhetok. A méréshez a bélbolyhok apexének egyrétegti,
kefeszegélyes hengerhamjanak cslicsi hamsejtjeitdl huztam a bélboholy lefutdsat kovetd
vonalat a programban. Odafigyeltem arra, hogy az annak a kézépvonalaban legyen ¢és az
alapjaig tartson, aminek azonositdsadban a kriptak segitettek. A vakbélmetszetek esetén a redok
nagysaganak a mérését végeztem el, a méréshez a redok egyrétegli hengerhdmjanak a cstcsi
sejtjeitdl azok kozépvonalaban a két egymas mellett 1évé redd kozotti teriiletet hasznalva
allapitottam meg a mérési mélységet. Az eltérd egészségiigyi statuszii csoportok adatai két
kiilon Excel-tablazatban keriiltek rogzitésre. Az egyes metszetekhez tartozo értékek mellett a
bélszakaszok pontos megnevezése, valamint az azonositasukra szolgdlo jelolések szintén
felkertiltek ide. A szovettani metszetekrdl képek késziiltek a CaseViewer szoftver ,,snapshot”

funkciojaval.

Az egészséges nyulakbol szarmazo mintak statisztikai elemzését a SAS (Statistical Analysis
Software) programcsomag segitségével végezte el Dr. Gerencsér Zsolt. Mint ahogy az mar
korabban emlitésre kertilt, ezek az allatok 17%, 19% és 21% nyersrostot tartalmazoé takarmanyt
kaptak. Annak megallapitasa végett, hogy ennek a harom csoportnak a bélboholy ¢és a
vakbélredd hosszai 0Osszefliggést mutatnak-e a takarmény eltéré nyersrosttartalmaval,
egyszempontos ANOVA moddszer segitségével kertiilt elbiralasra. Az eltérd takarmanyok és az
adott bélszakasznal mért értékek kozotti valtozasoknak a kapcsolata szintén elbiralasra kertilt,
ez a Tukey-féle tartomanyteszt elvégzésével tortént. A beteg nyulakbol szarmazo adatoknak a

statisztikai kiértékelését én végeztem el az Excel-programban, annak adatelemzési bovitményét
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hasznalva. A beteg ¢és egészséges csoportbol szarmazd adatokat kétmintds T-proba

hasznalataval értékeltem ki.

4.6. DNS-izolalas beteg allatokbol

A beteg allatok kérbonctani vizsgalata soran a késébbi DNS-izolalas céljabol szintén sor keriilt
mintavételre az egyik nyulbol. Az éllat ledlése utan, a haslireg megnyitdsa és a belsd vizsgalat
elvégzését kovetden fagyasztocsdvekben mintat vettliink a gyomor-, a vékonybél-, a vakbél- és
a vastagbé¢ltartalombol. Annak érdekében hogy a mintdk megfeleld mindségiiek legyenek, a
ledlés és a mintavétel kozott kevés 1d6 telt el. Igaz, a legoptimalisabb az lett volna, ha ez
kozvetleniil a ledlés utan torténik, de erre jelen esetben nem volt lehetdség. A levett mintak
rogton a fagyasztoba keriiltek, majd egy hiitétaskaban az Allatorvostudomanyi Egyetem
Patologia Tanszékére, ahol —80 °C-on keriiltek tarolasra a feldolgozasig. A minték felolvasztasa
utan a feldolgozashoz a fagyasztocsovekbol megfelelé mennyiségli mintat mértiink Ki
centrifugalasra alkalmas 1,5 ml-es gytjtécsdvekbe, majd a gyomormintdhoz 200 pL, a tobbihez
pedig 400 uL 1X PBS puffert adtunk. A keresztkontaminaci6 elkeriilése érdekében a mintdk
kozott cseréltiik a pipettahegyet. A kovetkezd 1€pésben homogenizalas céljabol a mintdinkat

15 mésodpercig vortexeltiik, ezt centrifugalas kovette 3000 g fordulatszdmon 15 mésodpercig.

Az izolalas a MagCore® Viral Nucleic Acid Extraction kit-tel, valamint a MagCore automata
nukleinsav-izolalé berendezés hasznalataval tortént. Az automata berendezés a nukleinsav
kinyeréséhez magneses részecsketechnologiat hasznal, ami a régebbi modszerekkel szemben
gyorsabb, egyszeriibb, valamint biztonsagosabb alternativat kinal. [51] A kivonoberendezés
minden tartozéka DNaz-, valamint RNaz-mentes, illetve az izolalo berendezés kialakitasanak
kdszonhetden nem all fent a keresztkontaminacid veszélye a mintaink kozott, ezzel is biztositva
a megfeleld tisztasagh nukleinsav kivonasat. A mintagytijté csovekbe 10 puL hordozé RNS-t
(Img/ml), valamint 20 uL proteteinazK-t (10 mg/ml) pipettaztunk. Ezt kovetéen megtortént a
mintdk hozzaadasa, amelyekbdl 200 pL pipettaztunk a csovekbe. Az automataban a megfeleld
helyre elhelyeztik az elOkészitett mintankat tartalmazo csoveket, pipettahegyeket és

tisztitocsoveket is. Az izolacid a 202-es programon zajlott.

4.7. 16S rRNS amplikonszekvenalas

A szekvenalasban attorést hozo nagy ateresztoképességii NGS teremtette meg a 16 rRNS
amplikonszekvenaldsnak az alapjat. A technolodgia lehetdve teszi a hagyomanyos modszerekkel

nem tenyészthetd baktériumok egyszeri és rovid idén beliil torténd kimutatasat. [52] A Sanger-
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szekvenalassal szemben a read-ek hossza rovidebb, ez elségeneracios berendezések esetén ez
100 bazispart jelent, mig a masodik és harmadik generdciosokndl mar 350—400 bazispar
hosszusagu read-eket kapunk. Nagy lefedettségi mélységgel rendelkezik, egy szekvenalas soran
300 000400 000 read-et kapunk ezért a kisebb szamban jelen 1évé mikroorganizmusokrol is

informaciot nyeriink. [53]

A rovidebb read-ek miatt indokolttd valt olyan génszakaszoknak a kivalasztisa a
szekvenalashoz, amelyekre nagymértékii variabilitas jellemz6. llyen a gombak esetén az ITS,
valamint a baktériumok ¢€s archeak esetén a 16S gén. A riboszomalis RNS 16S alegység génje
egy olyan konzervativ génszakaszokat is tartalmazé régid, amely tokéletesen alkalmas az
amplifikalasra, mivel ezek a szakaszok kelléen univerzalisak ahhoz, hogy a megfeleléen
megvalasztott primerek kotédni tudjanak, ugyanakkor lehetdséget ad a kiilonbdzd
mikroorganizmus-ko6zosségek azonositasara is a génben elszortan talalhato variabilis szakaszok
révén. Osszesen 9 ilyen hipervariabilis génszakasz 4ll rendelkezésre, ezek nagyjabol 50-100
bazispar hossziusaguak. Ezek a hipervaridbilis szakaszok a V1-V9 régiok, amik lehetdvé teszik
a nemzetségi, vagy akar a fajszintii azonositast. [53] A szekvenalas soran egy fontos dontés,
hogy az emlitett régiok koziil melyeket valasszuk célpontnak. Attdl fliggéen, hogy melyik
nemzetségen beliil 1év0 fajokat szeretnénk hatékonyan azonositani, kell megvalasztanunk a
régiokat. [54] A legpontosabb eredményekre akkor szamithatunk, ha a teljes gén szekvenalasara
sor kertil. Ennél gyorsabban eredményhez tudunk jutni, ha csak bizonyos régiokra fokuszalunk.
A V2 és V3 igéretes eredményeket mutatnak az altalanos nemzetségszintli azonositashoz.
A taxonomiai azonositas nem minden esetben lehetséges a faj vagy nemzetség szintjén, illetve

a 16S gén konzervaltsaga miatt a taxonok kozotti finom kiilonbségek is elveszhetnek. [55]

Akarcsak a legtobb ilyen technoldgia, ez sem hibamentes. A mar kész adataink feldolgozéasakor
hasznalt amplikonszekvendldsi hibdkat, valamint a kiméraszekvencidkat eltavolitd
algoritmusok a hibas szekvencidink egy részét képesek sikeresen eltdvolitani, viszont a vizsgalt
mikrobakozosségek diverzitasanak a tilbecslését ezzel nem tudjuk elkeriilni. Az ebbdl eredd
hibdk csokkentése kiilonbozd ismert Osszetételi mesterséges kozosségek bevondsaval
lehetséges. Hatarozott elénnyel jar, ha ugyanazon vizsgalt k6zosségbdl egyidejlileg nemcsak
egy mintat vesziink, hanem kett6t, vagy akar harmat is. Igy az esetleges szekvenalasi hibak is
konnyebben felismerhetdk, ez a szekvenalashoz sziikséges ido- €s koltségesokkenés miatt ma

mar egyre konnyebben megvalosithato. [56]
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4.8. A mikrobiom valtozasanak vizsgalata qiime 2 segitségével

4.8.1. A nyers adatok elokészitése az elemzéshez

A qiime 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) egy decentralizalt nyilt forraskoda
bioinformatikai szoftvercsomag, amelynek segitségével az ERE-ben szenvedd allatok
mikrobiomja a rendelkezésre allo6 metagenomadatok feldolgozasa révén elemezhetd és
kutathato. A szoftver futtatasa Linux operacios rendszeren lehetséges, a Qiime 2 telepitéséhez
a Linux Mint (Verzio: 21.2) disztribicigjat valasztottam. A program parancssor alapu
kezelofeliiletének a futtatasa a conda nyilt forraskodil csomag- és kornyezetkezeld rendszerrel
tortént. A program 4altal hasznalt adatoknak és eredményeknek a neve ,artifact”, ezeknek
keletkezése nyomon kovethetd, ¢és létrejottiikk részletes folyamatibraja a QIIME 2
View feliileten meg is tekinthetd. Ez azért lehetséges, mert az adatok feldolgozasanak
kiilonbo6zo 1épéseit a teljes folyamat soran végigkisérik. Ez lehetdvé teszi masok szamara is az
eredmények értelmezését és a kutatds nyomon kdvethetdségét is. Ezért barmilyen adatrol is
legyen sz0, az elsd 1€pés soran sziikséges a nyers adatainkat importalni a qiime altal preferalt
formatumba, igy qza fajlokat fogunk kapni, amelyek tartalmazzék az adatainkat és a hozzajuk

tartoz6 metaadatokat egyarant. [57]

A metagenom-elemzéshez felhasznélt mintdk ERE-s allatok vakbelébdl szarmaztak, tobb
kiilonbozo teleprdl és idoben eltérd jarvanykitorésekbdl. A 16S rRNS szakaszok szekvenalasa
az Illumina MiSeq eszkozével tortént, a szekvenalast kdvetden a nyers adatok demultiplexelt
fastq fajlformatumban érkeztek vissza. Adataink hasznalatdhoz ezeket importalni kell a qiime
altal hasznalt qza fajlformatumba. Ez teszi lehetdvé, hogy az adatok szarmazasa automatikusan
nyomon kovethetd legyen. Ezenkiviil sziikséges az is, hogy az adatainkat at tudjuk alakitani
kiilonb6zé adatformatumokba, ami a szemantikus tipus megerdsitéséhez is sziikséges. A
szemantikus tipusok teszik lehetévé annak az eldontését a qiime-n beliil, hogy a rendelkezésre

allo adatunk alkalmas-e az altalunk kivant miivelet elvégzéséhez. [57]

A kovetkezd 1épésben a demultiplexelt mintdk mindségének elbirdlasahoz, a bongészobol
elérheté QIIME 2 View feliilete hasznalhato, ami lehetové teszi a qiime altal 1étrehozott qza és
qzv formatumu fajlok megtekintését. Jelen esetben vizualizalhatdé az importalt adatunk, és
megtekinthetjiik a rendelkezésiinkre allo szekvencidk €s a mintak szamat. Valamint lathatjuk a
szekvencidkhoz tartozd6 mindség pontszamokat is, ezek ismeretében tudjuk elbirdlni, hogy a
szekvencidink mindségileg alkalmasak-e a tovabbi vizsgalatokra, vagy pedig eldbb a rossz

mindségli read-ek eltavolitasa sziikséges hozza. Ezért keriilt elkészitésre a demultiplexelt
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adatok 0Osszefoglald vizualizacioja. Annak érdekében, hogy megfelel6 mindségi adatokkal
lehessen dolgozni, 30-as mindségi pontszam lett alapul véve; ez esetben 1000 read-bol
atlagosan 1 read az, ami hibas. Ez 99.9%-o0s pontossagot jelent, ami ennek a kritériumnak a

vizsgalt mintaink megfeleltek. [57]

A kovetkezd 1épés soran hasznidlt DADA?2 algoritmus segitségével megtortént a zajos
mintaknak, kiméraknak ¢és a mindossze egyszer el6forduld ,.singelton” read-eknek az
eltavolitasa. Ezenkiviil annak érdekében, hogy a nagy méretli adathalmazzal jaro teljesitmény-
¢s memoriaigény kisebb legyen, az ismétlodé szekvencidk is eltavolitasra keriiltek. Ezen
szekvencidknak a pontos szdma rogzitésre keriilt, természetesen. A DADA2 ezenkiviil
figyelembe veszi a llumina-szekvenalasnak a vele jard hibait is, illetve segiti az OTU-k
hasznélatabol eredd hidnyossagok kikiiszobolését. Ezek 1étrehozasa a szekvenciak szazalékos
hasonldsdga alapjan torténd csoportositdson alapul, viszont az NGS altal 1étrehozott magas
mindség a szekvenalt adatokat nem veszi figyelembe. Ezért olyan finom kiilonbségek is
elveszhetnek a vizsgalt kozosségekrol, amik fontosak lehetnek olyan estekben, amikor
kiilonb6z6 patogenitasti torzseket, vagy pedig a komplex oktani betegségeket szeretnénk
jobban megismerni. [58] A DADA2 hasznalata soran nem OTU-k keletkeznek, hanem
ugynevezett amplikonszekvencia-variansok (ASV). A masik lehetdségilink, hogy a Deblur
bovitményt hasznéljuk az adataink feldolgozasadhoz. Ez egy kétlépcsds folyamat segitségével
torténik. El6szor a szekvencidk mindségi pontszdmok altal valo szlirésére keriil sor. Ezutan a
,»deblur denoise-16S” eljarast hasznaljuk, itt megadjuk azt a poziciot, ahol a szekvenciakat
vagni akarjuk. Ehhez érdemes azt az értéket megvalasztani, ahol a mindségi pontszamok

medianja 30 ala csokken. [57]

A kovetkezd 1épésben a legtobb vizsgalathoz elengedhetetlen adatmatrix 1étrehozésa tortént, ez
a ,,feature table”, amelyben az oszlopok tartalmazzak a mintainkat, a sorok pedig az ASV-ket.
A kapott adatokat vizualizalva informaciot kapunk arrol, hogy az egyes mintakhoz hany darab

szekvencia tartozik. [57]
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4.8.2. A taxonok azonositasa
A taxonok azonositasa klasszifikalo algoritmusokkal lehetséges. Ezek olyan markergének, mint
a riboszomalis 16S, vagy gombdk esetén az ITS és 18s gének segitségével képesek a
szekvencidkat azonositani. Ezen géneknek a hipervaridbilis génszakaszait Osszevetve a
referencia adatbazisokkal, a felhasznal6 altal megadott szazalékos hasonldsag alapjan a taxonok
azonosithatok. Ilyen referencia adatbézis a Silva 16S rRNS adatbazis 138-as és a Greengenes
2022.10-es verzidjanak a 99%-os egyezés alapu valtozata. Az adatbéazis mindsége fontos a
klasszifikacidé soran, valamint pontosabb eredményekre szamithatunk, ha azok sulyozottak,
vagyis figyelembe veszik, hogy nem minden taxon fordul elé azonos gyakorisaggal a vizsgalt

mintakon beliil. [57, 59]

A rendelkezésre 4ll6 programok legnagyobb része csak a megfeleld beallitdsok esetén képes
maximalis hatékonysdggal milkddni, ezért mindenképpen érdemes azokat specifikusan
megvalasztani annak fliggvényében, hogy a célunk 0j fajok felismerése-e, vagy az adott
kozosséget alkotd ismert mikrobédkat szeretnénk kutatni. A kiilonboz6 taxonokba vald besorolés
a felhasznald 4altal megadott kiiszobértékek alapjan zajlik. A klasszifikdciohoz szdmos
programot hasznalhatunk. A giime 2 esetén a q2-feature-classifier bovitmény teszi ezt lehetové.
Hasznalhatunk eldre betanitott algoritmusokat, de a betanitasi folyamatot mi is elvégezhet;jiik.
Az ilyen gépi tanulds alap algoritmusok esetén sziikségiink van az altalunk valasztott
referencia adatbazisra és a vizsgalni kivant adatainkra. A betanitasi folyamat az els6 elvégzendd
1épés, és azt kdvetden specifikus lesz a vizsgélni kivant adatbazisra és marker génekre. 16S
amplikonszekvenalas esetén érdemes a referencia adatbazisunkat trimmelni az amplifikalas
soran is hasznalt primerekkel. Fontos tényezO, hogy az adott klasszifikald program a
szekvencidkat az alapjan osztalyozza, hogy minden taxon azonos gyakorisaggal fordulhat-e eld
a kérdéses szekvenciak kozott, vagy pedig azok valamelyest elére megbecsiilhetdk. Az olyan
gépi tanulas alapjan miikddo algoritmusok, mint példaul a ,,naive Bayes” is, sokkal pontosabban
képesek a taxonokat azonositani és felismerni, ha azok vizsgalata el6tt a taxonok kompozicioja
elére ismert volt. Ennek relevancidja, hogy a rendelkezésre allé adat mennyisége a kiilonb6zd
mikrobak6zosségekrdl folyamatosan bdviil, ami lehetdvé teszi, hogy célzottabb modszerekkel
tudjuk a kiilonb6z6 mikrobakdzosségeket kutatni. VEégsod 1€pés sordn a betanitott algoritmusunk
nagymértékben befolyasolja, hogy mi a célunk. Az algoritmus moddszere és konfiguracioja
meghatarozza, hogy az 0j, még ismeretlen taxonok azonositasara alkalmasabb-e, vagy pedig a

mar ismertek felismerésére. Az ilyen, eddig még nem azonositott taxonok felismerése esetén
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azok a referencia adatbdzisban nem szerepelnek, viszont optimalis esetben a legkdzelebbi
taxonomiai szarmazas eredetét képes azonositani, ellenben a taxonok tul-, alul- vagy
félrecsoportositasa hibas eredményekhez vezethet. Az amplikonszekvenalas mellett a teljes
genom shotgun szekvenalasaval sokkal nagyobb szamu eltérd, egyedi szekvencidhoz juthatunk.
A modszer hatékony eszkoze az ismeretlen taxonok megismerésének, ezek annotacioja azonban
nehezebb a read-ek eltéré hosszisaga, valamint a rendelkezésre allo genetikai informacio

kevésbé egységes lefedettsége miatt [57, 59].

A kapott eredményeink megjelenithetok a taxonokat egy grafikusan abrazold oszlopdiagram
formajaban, ez megmutatja a sikeresen azonositott taxonok relativ frekvencidjat egymashoz
képest. A taxonomiai szint megvalasztasanak segitségével abrazolhatjuk azt a kivant

rendszertani kategoriat, amit megjeleniteni szeretnénk a grafikonon. [57]
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5. Eredmények és megvitatasuk

5.1. Korbonctani vizsgalatok

Korbonctani vizsgélatra a dabasi kisérleti nytltelep és a debreceni Hus-Nyul Tenyésztd Kft.
allatain keriilt sor. A Dabasrol szarmazo6 vizsgalt allatokat, az alloméanyt végigjarva talalt,
betegségben elhullott nyulak adtak. A tobbi allat pedig az ERE jellegzetes tiinetei alapjan lett
kivéalasztva és ledlve. A tapasztalt klinikai tiinetek megegyeztek a szakirodalomban is
leirtakkal, a beteg allatok gyakran elfekvOk és apatikusak voltak. Hasuk felpuffadt, azt
attapintva kemény 0Osszeallt tartalom volt tapinthaté az allatok bélrendszerében. Mivel
elhulldsuk és ledlésiik nem azonos idOpontban tortént, ezért a hullamerevség kiilonb6zo
stddiumait lehetett tapasztalni a tetemeken. A régebben elhullott nyulaknal a kiilonboz6
hullajelenségek a pontos diagnozis felallitasat nehezitették, de az itt tapasztalhatd
elérehaladottabb autolizis és autodigestio ellenére a betegséget sikeresen azonositani lehetett.
Ezeknél a régebbi tetemeknél mar a hasiireg felnyitasa el6tt sziirkészold szinelvaltozés volt
lathato a has teriiletén, a szulf-hemoglobin képzédés miatt. A boncolas megkezdése el6tt a 15
darab tetemet megszemléltem — elvégeztem azok kiilsé vizsgalatit. A kondicidjuk
altalanossagban gyenge volt, kiilsé sériilés és elvaltozas nem volt lathato, tobb egyednek bélsar

szennyezte be a szOrzetét.

Egy allat részletes korbonctani vizsgalatat végeztem el, ezt roviddel a boncolas eldtt olték le.
Kiiltakaroja sériilésektdl mentes volt, a kiilsd testnyilasok épek voltak, koros elvaltozast nem
lehetett rajtuk latni. A végbélnyilas és a hatso labak teriiletén a szOrzetet a hasmenés miatt hig
bélsar szennyezte be. Kondicidja gyenge volt, az messze elmaradt egészséges tarsaitdl. A bor
alatti kotdszovet zsirral gyengén atszOtt, az izomzatnak a fejlettsége pedig elmaradt az allat
koratol. A hastiri szervek helyezddése normalis volt, illetve koros hasiiri és melliiri tartalmat
nem lehetett latni. Az emésztdszervrendszeren kiviil mas szervben vagy szervrendszerben az
ERE makroszkoposan lathato elvaltozast nem okozott. A gyomor tapintata feszes, kdzepes
mennyiségll zold szinfi, félig emésztett tartalom volt benne. A vékonybelek a gyomorhoz
hasonldan felfivodtak, és vilagosbarna, stirti béltartalom toltotte ki lumeniiket. A vakbelet teljes
hosszéban sotétbarna, pangd béltartalom zarta el, ez egyértelmiien meggatolta az allat élete
soran a tdle cranialis iranybol érkezd tovabbi béltartalom tovabbitasat. A tapasztalt elvaltozasok
¢s korbonctani kép megegyezett a betegség szamos mas tanulmanyban is leirt megjelenésével
[5, 14, 25]. Az ERE egyik tipikus tiinete a fokozott nyalkakivalasztas, ez a vastagbélben volt a

legjobban lathato. A vakbéltartalomtol élesen elkiiloniilé sziirkésfehér szinl attetszé nyalka
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teljes egészében kitoltdtte a vastagbelet. A béltartalom tovabbitasaban vald zavart szintén
megerdsitette, hogy a nyulakra jellemz6 kemény és lagy bélsar a vastagbélben nem volt lathato.
A betegségre jellemz6 mddon gyulladds nem fordult eld az allatban. A tébbi nyul emészto-
szervrendszerének vizsgalata soran hasonld elvaltozasok voltak lathatok. A vakbelet nem
minden esetben zarta el annak 6sszeall6 tartalma, €s a vastagbelet sem toltotte ki nyalka minden
elhullott allat esetén, viszont a felpuffadt gyomor, a vékonybelekben és vakbélben 1év6 nagy
mennyiségli folyadék, gaz és a fokozott nyalkatermelés, valamint a tobbi szervnek az
érintetlensége €s a gyulladas hidnya alapjan az ERE diagnosztizalhat6 volt. A régebbi tetemek
esetén a tapasztalt felfiivodas nem tekinthetd egyértelmiien a betegség tiinetének, mivel az a
bélrendszerben taldlhaté bakteridlis tevékenység hatdsara meginduld rothadds miatt is

kialakulhatott.

A Debrecen mellett végzett szovettani mintavétel soran a hasiiri szervek korbonctani
vizsgalatara szintén sor keriilt. Az allatok a mintavétel idején 6-7 hetes kor koriil voltak. Az
ERE tipikusan a valasztast kovetden ebben a korban szokott jelentkezni. [5, 14] Ez esetben 10
darab nyul kozvetleniil a vizsgalat eldtt keriilt ledlésre, ezért a klinikai tlineteket is sikertilt
minden beteg allaton megfigyelni még ezt megelézden. Az allatok kevésbé voltak aktivak, a
ketreceket kozelrdl megszemlélve, vagy azokat felnyitva tobb példany nem probalt sem
elmenekiilni, sem pedig felallni. Egészséges fajtarsaikhoz képest letargikusak, apatikusak
voltak, valamint a kondiciojuk is gyengébb volt. A ERE-s éllatok elgyengiilésének legfébb oka
a taplalék- és vizfelvétel drasztikus csokkenése volt, ezek akar teljesen meg is sziinhetnek a kor
kialakulasa miatt. A kivalasztott nyulak egy részének hasmenése volt, ez a beteg allatok
megtalalasat is segitette, mivel nemcsak sajat magukat, de a ketrectarsaikat is beszennyezték a
bélsarukkal. A ledlés utan megtortént a kiilsé vizsgalat, itt a bélsarral szennyezett szrzeten
kiviil egyéb elvaltozas sem volt lathatd. A hasiireget megnyitva, a hasiiri szerveket
megszemlélve azok helyezddése normalis volt, a gyomor €s a belek a fiziologiasnal nagyobbak
voltak a benniik taldlhaté nagy mennyiségli folyadék és gaz hatasara. Mivel az allatok
kérbonctani vizsgélatdra a ledlést kovetden azonnal sor keriilt, ez nem olyan post mortem
elvaltozas volt, ami kozvetleniil a halal utan alakulhatott volna ki. Ez esetben is tobb allatnal
megfigyelhetd volt a kemény, sotétbarna, pango vakbéltartalom, egyes esetekben ezt a tartalmat
csak az apex ceci teriiletén tapasztaltam. A vastagbelet teljesen kitoltd nyalka némelyik allatnal
szintén el6fordult. Az allatok tiidejét is megvizsgaltam, két allat esetén volt elvaltozéas. Ez

valosziniileg masodlagos fertdzések nyoman kialakult tiidégyulladéds volt, amit Pasteurellak
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vagy Bordetellak idézhettek eld. [4] Gyulladas, illetve mas szerveknek a kdrosodasa nem volt

tapasztalhato.

5.2. Bélbolyhok vizsgalata eltéré tapfelhasznalas esetén

Az egészséges nyulakbol szdrmazd szovettani metszeteket megvizsgalva, azok szdvettani
rétegéi, illetve az ezeket felépitd kiilonbozd sejtek alloméanya tokéletesen felismerhetd és
egymastol jol elkiilonithetd volt a mintdk esetén. A metszetek magas mindsége lehetdve tette a
nagyszamu mérés megbizhato elvégzését. Koros elvaltozasokat, amelyek a hibas mintavétel,
vagy valamilyen szubklinikai fert6zés nyoman alakulhattak volna ki, egyik szovettani metszet

esetén sem tapasztaltam.

A mérések soran a duodenumbdl, jejunumbdl és ileumbol szadrmazd metszeteken a bélbolyhok

hosszanak mérését végeztem el, a caecumbol szarmazokbol pedig a nyélkahartyareddk

1. dbra: Egészséges nyulak hematoxilin-eozinal festett bél metszeteti és a
rajtuk végzett mérések. A: Duodenum B: Jejunum C: Ileum D: Caecum
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2. abra: A harom kiilonbozo nyersrost tartalmu takarmanyon tartott egészséges nyiil
bélboholy hosszairol és vakbél redoirdl késziilt boxplotok (Mayer Andras publikalatlan
eredményei) A: Duodenum B: Jejunum C: lleum D: Caecum

nagysagaét. A 30 darab egészséges nyulbol szdrmazd szdvettani metszeten Osszesen 2861
mérést végeztem el. A duodenumbdl 620 darab, jejunumbdl 731 darab, ileumbdl 710 darab
bélboholy hosszat mértem meg. A vakbélmetszetek esetén 800 darab mérésre kertiilt sor.
Metszetenként legalabb 10 mérést végeztem, de ahol a mindség azt lehetdvé tette, ennél tobbre

is sor keriilt. Az 1. abran lathatok képek a négy bélszakaszrdl késziilt metszetekrdl.

A duodenum esetén a 3 csoport 600 mért értékékének adatai alapjan szignifikans kiilonbség
volt megallapithatd azok hossza és az eltérd takarményozas kozott. A 19%-os rosttartalmua
takarmanyon tartott csoport bélbolyhainak atlagos hossza szignifikdnsan elmaradt a masik két
csoporttol. Ennek a két csoportnak az adatait egymassal is Osszevetve a mért atlaghossziisagok
kozel megegyezdek voltak. A jejunumnak 710 mért adatat vizsgalva szintén szignifikans
kiilonbség wvolt felismerhetd a csoportok kozott. A bélbolyhok hossza a 17%-0s
nyersrosttartalmi takarmannyal etetett nyulak esetén volt a legnagyobb, a legrovidebbek pedig

itt is a 19%-os rosttartalom esetén voltak megfigyelhetok. A 21%-os rosttartalomnal a
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bélbolyhok hossza a 17%-0s csoportnél jelentdsen kisebb volt, mig a 19%-os csoportnal pedig
szignifikansan nagyobb. Az ileumnak 690 mért adatat 6sszevetve, szintén dsszefliggést lehetett
megallapitani a mért adatok és az eltérd rosttartalom kdzott. Az ileumban megfigyelt valtozasok
hasonloak voltak a jejunumban is leirtakhoz, a 19%-0s csoport atlagos hossza elmaradt a masik
kett6étdl. A 17% és 21%-os csoport bélbolyhainak atlagos hossza kozott viszont nem volt
szignifikans kiilonbség kimutathato. A mért vakbélredd-hosszok 770 adatat megvizsgalva itt
lehetett a legkisebb valtozast tapasztalni az eltérd csoportok kozott, de ez itt is szignifikans
eltérést mutatott 95%-os konfidencia intervallum mellett. A legkisebb rosttartalmu
takarmanyon tartott csoportnal mért hossziisagok elmaradtak a két magasabb rosttartamu
csoporttal szemben. Az imént emlitett két csoportnak az atlagai viszont egyezést mutattak: nem
volt koztiik szignifikans eltérés. A 2. abran az eltérd rosttartalom hatasat abrazold boxplotok

lathatok.

A jejunumban latott elvaltozadsokhoz hasonlé megfigyeléseket irtak le egy tanulmanyban, ahol
a hizonyulakat harom eltér6 NDF-tartalmt takarmannyal etettek. Azt figyelték meg, hogy a
jejunum bélbolyhainak hossza csokkent az NDF-tartalom ndvekedésének hatasara. [43] Ezen
vizsgalat soran is tapasztalhato volt a jejunum hosszanak csokkenése az emelt nyersrosttartalmu
takarmanyok esetén. Itt fontos kitérni arra, hogy a nyersrosttartalom novekedése mellett az NDF
tartalma is emelkedett: a takarmanyok névekvo sorrendjében 38%, 39%, 40% volt az értékiik.
[Mayer Andras publikalatlan eredményei] Azonban esetiinkben a kozéps6, azaz a 19%-0s
nyersrosttartalmi takarmannyal etetett csoportnal csokkent a legnagyobb mértékben a jejunum
hossza. Ebben a valtozasban szerepe lehet annak, hogy a rosttartalom csokkenése miatt a
vékonybélbdl torténd abszorpcid szerepe fokozodik, mivel a vakbélben zajlo fermentéacid
mértéke csOkkenni fog a kevesebb elfogyasztott rost hatasara. Ezért elképzelhetd, hogy a
vakbélfermentacié mértékének csokkenésébdl adodod energiaveszteség kompenzalasa végett a
vékonybél szerkezete megvaltozik annak érdekében, hogy hatékonyabbé valjon az itt zajlo
emésztés ¢s a tapanyagok felszivdsa. Ennek egyik velejard valtozésa lehet a bélbolyhok
hosszanak novekedése is, hiszen ez a felszivo feliilet nagysagat nagymértékben novelni képes.
A nyalkahartydban bekovetkezd valtozdsok pontosabb megismerése végett érdemes lenne a

kriptak hosszat is megmérni, és azok aranyat a bélbolyhok hosszaval is dsszevetni.

A vakbélben megfigyelt valtozasokra is magyardzattal szolgalhatnak a vékonybél esetén leirtak,
azzal a kiilonbséggel, hogy az itt megfigyelt morfologiai valtozasok a rostemésztés szerepének
novekedése hatasara alakulhattak ki. Az itt zajlo bakterialis fermentaciéo mind az illozsirsav-

termelés, mind pedig a cekotrof képzddés miatt rendkiviil fontos szerepet tolt be az allatok
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megfeleld energia- €és tapanyagellatasanak biztositasdban. A harom eltérd takarmanynak a
bélszakaszok morfologidjara gyakorolt hatasat még atfogdbban lehetne megismerni, ha ezek

hosszat és sulyat egymashoz is viszonyitanank.

5.3. Bélbolyhok vizsgalata az ERE korkép esetén

A ERE-ben szenvedd nyulakbdl szarmazé szovettani metszeteket megvizsgalva, azok jelentds
karosodésa volt tapasztalhatd. A masik csoport mintaival szemben ezek mindsége gyengébbnek
bizonyult, a szdvettani strukturak kevésbé voltak felismerhet8k hozzajuk képest. Osszesen 302
darab mérés tortént, 69 darab a duodenum, 75 darab a jejunum, 95 darab az ileum és 63 darab
a caecum esetén. A 3. abran lathato képek a beteg allatok 4 vizsgalt bélszakaszat mutatjak.
A kiilonb6z6 bélszakaszokon tapasztalt karosodas a bélbolyhok és vakbélred6k hosszanak a

mérését is megnehezitette, mivel sok esetben stlyosan sériilt a nyalkahartya szerkezete, igy az

3. dbra: Epizootikus nyul enetropdtiaban szenvedd nyulak hematoxilin-eozinal
festett bél metszetei és a rajtuk végzett mérések. A: Duodenum, a piros nyil a
Schizonta fészket jeloli a bélboholyban B: Jejunum C: lleum D: Caecum
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itt talalhat6 struktirak integritasa is. Feltind volt a nagyszamu enterocytanak és goblet sejtnek
az atro6fiaja, valamint a visszamarado sejttormeléknek a jelenléte. A bélbolyhok atréfidja vagy
fuzioja eltéré mértékben, de mindegyik vékonybélminta esetén tapasztalhaté volt. A lamina
propria és submucosa lypmhocytéds infiltracioja is tobb metszeten felismerhetdé volt. A
metszeteken tapasztalt szovettani elvaltozdsok az ERE esetén jellemzének mondhatok.
Azonban az ERE soran gyakran el6fordulo hiperplaziajat a goblet sejteknek nem tapasztaltam
a mintdk vizsgalata soran. A legvalosziniibbnek azt tartom, hogy a bélnyalkahartya jelentds
karosodédsa miatt nem volt felismerhetd a vizsgalt metszetek esetén. [5, 14, 26, 60] A koros
elvaltozasok a vékonybél mindhdrom szakaszat érintették, a vakbél hdmja szintén jelentdsen
karosodott. Ez lehetetlenné tette a 3 duodenum-, 1 jejunum-, 4 ileum- és 4 vakbélmetszet
kiértékelését. A kiértékelhetd bélszakaszok esetén is kevesebb mérés elvégzésére voltam csak
képes, mint az egészséges allatokbdl szdrmazo mintdkndl. Az epithelium karosoddsa mellett
sokszor a mélyebb rétegek is érintettek voltak, a lamina propria dllomanya is tobb metszet

esetén sérilt volt.

Atlagos bélboholy és vakbél redé hosszok beteg és cgészséges nyulakban
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4. abra: Oszlopdiagram a bélbolyhok és vakbél redok atlagos hosszusagarol és a
mintaelemszamokrol, kiilonbozo egészségiigyi statuszu nyulak esetén.
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A szovettani metszetek kiértékelése soran az allomany parazitafertdzottségét is sikertilt
megallapitanom. A 10 allatbol 4 nemcsak jarvanyos enteropatidban szenvedett, hanem
valamilyen kokcidiozisban is. A jejunum és ileum teriiletén jol lathatok voltak valamely
Eimeria faj ivaros ¢és ivartalan szaporodési ciklusai. Ezek nagyszamban a bélbolyhok
nyalkahartyajaban voltak megtalalhatok és felismerhetok. A mucosaban zajlé shizogonia és
gametogonia valdsziniileg szerepet tolthetett be a bélnyalkahartya kdrosoddsaban a fertézott
allatok esetén — a 3. abran az ileumban a schizogonia lathaté egy bélboholy mucoséjaban. Mivel
szamos faj fertdzheti ezt a két bélszakaszt, ezért a pontos fajt nem tudtam a szovettani képe
alapjan meghatarozni. Valdszini azonban, hogy egy kevésbé patogén fajjal lehetett fertézve az
allomany, mivel vérzéses bélgyulladas jelei nem voltak lathatok a koérbonctani vizsgalat soran.
Korabbi tanulméanyokban a kokcidiézist mint az ERE {6 kivaltdjat sikeresen kizartak, viszont,
mivel szdmos emésztdszervi tiinetet okozhatnak, ezért az ERE lefolyasat sulyosbithatjak,

felismerését pedig megnehezithetik. [14, 61]

Az elvégzett mérések kiértékeléséhez készitettem egy oszlopdiagramot a két kiilonbozo
egészségligyi statusza csoportbdl, dsszehasonlitva azok bélbolyhainak és vakbélreddinek az

atlagos hosszat, ez a 4. abran lathato.

A két csoport esetén egyértelmii kiilonbség volt tapasztalhat6. Az igy felmeriild hipotézist,
amely szerint ez a betegség hatasara alakult ki, statisztikailag is ala kellett tamasztani. Els6
1épésben F-probat hasznaltam annak eldontésére, hogy a beteg és az egészséges nyulaknal mért
adatok variancidja a kiilonbozd bélszakaszok esetén eltérést mutat-e. Az eredményeim alapjan
a nullhipotézis megddlt, a beteg és az egészséges allatok méréseinek a szordsnégyzete nem
egyezett meg. Ez alapjan el tudtam donteni, hogy melyik T-probaval folytassam az adataim
elemzését. A kétmintas nem egyenld szoras négyzetli T-proba segitségével dontdttem el, hogy
statisztikailag igazolhato-e, hogy a mért atlagok kozotti kiilonbség valoban Gsszefiiggésben all
a betegséggel. A T-proba értékei alapjan a bélbolyhok méretbeli eltérései statisztikailag
szignifikans Osszefliggést mutattak a betegséggel, mivel mindegyik bélszakasz esetén a p érték
kisebb volt, mint 0,05. A beteg nyulak bélbolyhainak hossza jelentdsen kisebb volt, mint az
egeészséges allatoké. A duodenum bélbolyhainak atlagos hossza az ERE-s allatokban 291,7 um,
a jejunumnak 181.7 um és az ileumnak pedig 203,9 um. A bélbolyhok karosodasdban a ERE
soran elszaporodd opportunista patogén baktériumoknak valészintileg szerepe lehet. Jellemzd
az ERE kialakuldsat kdvetden a Clostridiumok relativ abundancidjanak jelentés novekedése,
valamint tobb, az ebbe a nemzetségbe tartozd fajnak is ismert toxintermeld hatdsa. A kor

lehetséges kivaltoja a Cl. cuniculi is tobb lehetséges toxint kodol, ezeknek szerepe lehet akar a
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bélmiikodés motilitasdnak leallasaban és a bélbolyhok karosodasaban is. [22, 39] A tapasztalt
elvaltozasokban a  takarmanyfelvétel csokkenésének is  szerepe lehetett. A
takarmanyfelvételben korlatozott ndvendék nyulak esetén azonban eltérd valtozasokat figyeltek
meg, az ad libitum takarmanyt kapé csoporthoz képest a bélbolyhok hosszanak névekedése volt
jellemzd a korlatozast kovetéen. Abbol adodoan, hogy a vizsgalt allatok egy hizoteleprol
szarmaztak, a ketrecenkénti takarmanyfogyasztasrol nem allt rendelkezésre informacid, mivel
az automata rendszer, amivel a takarmany kiosztasa tortént, nem tette lehetové ennek
monitorozasat. A beteg allatok viselkedése és rossz kondicidja azonban aldtdmasztotta ezt a
felvetést. Lényeges kiilonbség volt, hogy a beteg csoport egyedei 6-7 hetesek voltak, mig az
egészséges csoporté 9-10 hetesek, ezért a bélbolyhok hosszaban vald kiilonbségben nem
elhanyagolhato tényez6 az allatok kora, de a jelentés méretbeli kiillonbségre, mint egyediili

magyarazat ez nem allja meg a helyét. [62]

A fertdzott nyulak vakbelének reddit 6sszehasonlitva a masik csoportéval, azok méretében is
egyértelmiien valtozas volt tapasztalhatd: atlagos hosszuk ez esetben is kisebbnek bizonyult.
A beteg csoportban az atlagos hossz 73,7 um, a masikban pedig 121,7 pm volt. Az eltérésben

itt is szerepe volt a vakbél nyalkahartyajat érintd nagyfoka karosodésnak.

Az egészséges csoport atlagos bélboholy-hosszai nem mutattak semmilyen koros eltérést. A
duodenum esetén 389,8 um, jejunumnadl 430,0 um, az ileumnal 374,2 um volt az atlagos
hosszusaguk. Ezek az értékek eltérnek egy korabbi tanulmanyban leirtaktol, azoknal tobb mint
100 um-rel kisebbek voltak a mért eredményeim az Gsszes bélszakasz esetén, ebben szerepe
lehetett az eltéré takarmanynak, valamint az allatok eltéré €letkoranak is. Hasonlosag volt
azonban, hogy az ileum bélbolyhainak atlagos hossza az altalam végzett mérések esetén is a

legkisebbnek bizonyultak a harom vékonybélszakasz koziil. [49]

A megfigyelt elvaltozasok alapjan megallapithatd, hogy az ERE a bél nyalkahartydjanak a
szerkezetére és az itt talalhatd bélbolyhoknak a hosszdra negativ hatdssal van. Ennek
mértékének alaposabb és precizebb megismeréséhez mindenképpen hozzajarulna a nagyobb
mintaeclemszam, valamint a szdvettani metszeteknek az ilyen téren nagyobb gyakorlattal

rendelkezd személy altali elvégzése.
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5.4. Metagenom DNS-izolalas

A dabasi teszttelepen egy tipikus ERE-tiineteket mutatd nyul keriilt ledlésre. Ennek az allatnak
a korbonctani vizsgalata mellett mintavételre is sor kertilt, éspedig a gyomor- €s béltartalmabol.
A ledlést kovetden hamarosan elvégzett mintavétel miatt a mikrobiomot megfeleléen
reprezentald mintakat sikeriilt kinyerni. Osszesen 4 mintat dolgoztam fel. A gyomorbdl vett
tartalom kozepes mennyiségii, zold szinii és folyékony, a vékonybélbdl vett tartalom pedig
vildgosbarna ¢és normal konzisztenciaji volt. Ez a két minta a fiziol6giastol nem mutatott
eltérést. A vakbelet nagy mennyiségii sotétbarna, 6sszeallo béltartalom toltotte ki, ebbdl kertilt
sor mintavételre. A vakbéltartalomtol a vastagbél tartalma élesen elkiiloniilt, azt teljes
hosszaban sziirkésfehér, attetszé szinii nyalka toltotte ki. A mintdkbol a DNS-izolalas

megtortént, azok a szekvendalasra készen allnak.
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6. Osszefoglalas

Annak ellenére, hogy az ERE altal okozott elhullasok szama csokkent a 2000-es évek eleje ota,
jelentdsége a mai napig sem valtozott. A szamos kutatas ellenére, amelyek a betegséget kivaltd
korokozonak a felderitésére iranyultak, azt kétséget kizar6 modon tovabbra sem sikertilt
azonositani. Ezért az ERE altal okozott korképnek a megismerése tovabbra is egy fontos
feladatot jelent abbdl a célbol, hogy célzott kezelési és megeldzési stratégidkat lehessen
kidolgozni vele szemben. Mind a dabasi kisérleti telepen, mind pedig a Debrecen melletti
hizotelepen a betegség komoly veszteségeket okozott a ndvendék allatokban. A fertdzott
allatokon megfigyelt klinikai tiinetek és a késObbi koérbonctani vizsgalat soran tapasztalt
elvaltozasok megegyeztek mas tanulmanyokban is leirt tiineteivel. A beteg nyulakbol szarmazé
szovettani mintdk vizsgalata soran az enterocitdknak, goblet sejteknek és bélbolyhoknak az
szenvedd allatok mind a négy vizsgalt bélszakaszan jelentds eltérést mutattak az egészséges
allatokban mért értékekhez képest. A bélbolyhok atlagos hossza az egészséges allatok
mintaihoz képest a jejunum és ileum esetén csokkent a legnagyobb mértékben, de a duodenum
esetén is szignifikans kiilonbség volt lathatd. A vakbélben azok reddinek hosszat megmérve
szintén jelentdsen csokkent azoknak hossza az egészséges nyulakéhoz képest. A bélszakaszok
vizsgalata, valamint az elvégzett mérések alapjan megéllapithatd, hogy az ERE soran a nyulak
bélnyalkahartyaja nagymértékben karosodik, €s ez hatdssal van az itt taldlhatdo nyalkahartya
finom szovettani struktirajara, amit a bélbolyhok hosszénak €s a vakbél reddinek valtozasa is
tiikroz. Az eredmények elbiralasaban azonban fontos szempont még, hogy a mintak levételekor
nem rendelkeztem ilyen téren gyakorlattal, ezért a mintdk gyengébb mindsége és nagyfoku
karosodasdban ennek is szerepe lehetett, valamint az ezekbdl elvégzett mérések szama 1is
elmaradt az egészséges allatokbol szdrmazoktol. A két csoport esetén még 1ényeges kiillonbség
volt az allatok eltérd kora, mivel az egészségesek koriilbeliil 3 héttel idésebbek voltak a
mintavétel idején, ezért azok bélboholy-hosszuk a korukbol addddan is fejlettebbek voltak, mint
a masik csoporté. Az egészséges nyulak adatait egymassal is Osszevetve, a takarmany
rosttatalméanak a bélbolyhok €s a vakbél szerkezetére vald szerepe is bizonyitasra keriilt. Az
ERE éltal okozott makroszkopos és mikroszkopos elvaltozasok jelentOsége ellenére a
legnagyobb kihivast a hatterében allo6 koérokozd megtaldldsa jelenti a mai napig. A
rendelkezésre all6 tjabb metagenom kutatasi mdodszerek €s az ilyen téren nyert egyre nagyobb

mennyiségli adatmennyisé€g az, ami az eredményességet a kozeljovoben eléremozgathatja.
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