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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABC (avidin-biotin complex): avidin-biotin komplex

Al (avian influenza): madarinfluenza

AIV (avian influenza virus): madarinfluenza virus

ANOVA (analysis of variance): varianciaanalizis

BALT (bronchus associated lymphoid tissue): bronchus asszocialt lymphoid szovet

CLM (Cumulative Link Model): kummulativ link model

CR (continuation ratio): continuation ratio (magyar elnevezése nem ismert)

DPI (day post infection): rafert6zés utani nap

ELISA (enzime-linked immunosorbent assey): enzimhez kapcsolt immunszorbens teszt

FISH: fluoreszcens in situ hibridizacio

H vagy HA: hemaglutinin

HE: hematoxilin-eozin

HP (highly pathogenic): magas patogenitast

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

IB (V) (infectious bronchitis [virus]): fert6z6 bronchitis (virus)

IH (C): immunhisztokémia

IN&IT: intranasal és intratracheal rafert6zési mod

ISH: in situ hibridizacio

IV: intravénas rafertdzési mod

LP (low pathogenic): alacsony patogenitast

LPAI (V) (low pathogenic avian influenza [virus]): alacsony patogenitasi madarinfleunza (virus)

LSD (Least Significant Difference): Fisher-féle egzakt teszt, legkevésbé szignifikans kiilonbség
statisztikai teszt

N, vagy NA: neuraminidaz

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

OR (odds ratio): esélyhanyados

PCR (polymerase chain reaction): polimeraz lancreakcio

qRRT-PCR (quantitative real time reverse transcriptase polimerase chain reaction): kvantitativ, valos
idejli reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcid

RNS (RNA): ribonukleinsav

RRT-PCR (real time reverse transcriptase polimerase chain reaction): valds idejii reverz transzkripciot

kovetd polimeraz lancreakcio



1. OSSZEFOGLALAS

A HIN2 altipust alacsony patogenitasu madarinfluenza-virus (LPAIV) a baromfi széles kdrben elterjedt
korokozéja, amely az embert is megfertdzheti. Vilagszerte elterjedt, endémias a Kozel-Keleten, Eszak-
Afrikdban és Azsiaban. A virusfertézések jellemzése sszetett folyamat, amely klinikai, patologiai és
virologiai vizsgalatokat foglal magaban.

Tanulmanyom célja az volt, hogy megvizsgaljuk: (i) a kiilonb6z6 foldrajzi régiokbol izolalt HON2
virusok virulencidjat; (ii) a kiilonbozo rafert6zési modok (intranazalis&intratrachedlis, IN&IT ¢€s
intravénas, 1V) korfejlodésre gyakorolt hatasat €s (iii) a fert6z6 bronchitis virussal (IBV) valé egyiittes
fertozés lehetséges hatasat. Kiillonb6z6 modszereket alkalmaztunk a G1 sublineage-ba tartozo HIN2
torzsek jellemzésére, melyeket Marokkoban, Egyiptomban és Szaud-Ardbidban telepi fertézésekbol
izolaltak.

Huszonegy napos brojlercsirkéket fertoztiink ra a fenti harom HIN2 virustorzzsel IN&IT-vel, mig az
egyik torzs (,,A” torzs = Szaud-Arabiai = Kozel-Kelet 1. torzs) segitségével vizsgaltuk a kiilonbozo
fert6zési modok (azaz IN&IT vs. IV) hatasat, illetve a nefropatogén IBV-vel val6 egyiittes fertozést. A
kontrollcsoportot foszfattal pufferelt sooldattal (PBS) kezeltiik ugyanazon a réafert6zési modon. A
madarakat a fert6zést kdvetd 11 napon keresztiil (dpi) megfigyeltiik, a csoport egy részét az 5. dpi-n —a
fertdzés akut fazisdban- a masik részét pedig a 11. dpi-n — a fert6zés idiilt fazisaban- exterminaltuk és
vizsgaltuk. A korfejlodést a klinikai tiinetek, a patoldgiai és szdvettani elvaltozdsok sulyossaga, az
immunhisztokémiai festéssel (IHC) lathatova tett virusantigén-mennyiség, valamint a virus RNS szemi-
kvantitativ RT-PCR segitségével torténd kimutatasa alapjan értékeltiik.

Munkam soran azIHC festési eljarast a HON2 virusra adaptaltuk, amely lehetové tette az antigénterhelés
egyszeriibb €s pontosabb értékelését és pontozasat. Az altalunk javasolt IHC protokoll legfontosabb
jellemzdi a kdvetkezok voltak: (i) a DAB (diamino-benzidin) helyett AEC-t (3-amino-9-etil-karbazol)
hasznaltunk kromogénként; és (ii) avidin-biotin komplexek helyett monoklonalis elsddleges és
peroxidazzal jelolt anti-egér masodlagos ellenanyagokkal indirekt kétlépcsds immunreakcidit
hasznaltunk. A madarinfluenza-virus antigén vords szinreakcioként jelenik meg az érintett sejtek
sejtmagjaban, de a szervt6l fliggéen citoplazmaban is azonosithatd. A statisztikai elemzéshez egy
fejlettebb és kifinomultabb statisztikai modszert, azaz ordinalis valtozokhoz igazitott regresszios
modelleket alkalmaztunk, amelyet a korabbi influenza-kutatasokban nem hasznaltak.

A kontroll csoportban a vizsgalat soran sem klinikai tiineteket, sem patologiai vagy szodvettani
elvaltozasokat nem észleltiink, valamint az IHC- és PCR-vizsgalatok nem mutattak ki az LPAIV-
fertdzEs jeleit.

Altalaban 1égz6szervi tiineteket, azaz szortyogést, gurgulazast, tiisszogést, zihalast és esetenként
kiilonb6z0 sulyossagi foku nehézlégzést figyeltiink meg a legtobb rafertdzott madarnal 3-11 dpi kozott,

fiiggetleniil a virustorzstdl, a fertézés modjatol vagy az IBV-vel valo tarsfertézéstol. A kiilonb6zo



csoportokban az elhullési arany 0% ¢és 22% kozott valtozott, azonban ez a jelentdsnek latszo kiilonbség
statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak, valésziniileg az alacsony mintaszam miatt.

A rafert6zott madarak 1égcsovében, légzsakjaban és tiidejében enyhe hiperémia és pangas volt
megfigyelhetd, és néhany esetben fibrines exsudatumot talaltunk a bifurkéacional. A 1égcsében, a
tiidoben és a vesében szovettani elvaltozasokat figyeltiink meg, mig a 1épben, a hasnyalmirigyben és az
agyveldben egyetlen csirke esetében sem talaltunk elvaltozast.

Az 5. napon a mintak 30-50%-aban IHC-vel kimutattuk a virusantigént a légutakban és a vesében. A
11. napon nem észleltiink IHC-jelet, ami a virusszaporodas leallasat jelzi. A kiilonbozé HIN2
virustorzsek kozott a virusantigén expresszidjdban enyhe kiilonbségeket talaltunk, de a magas
patogenitasu madarinfluenzaval (HPAI) ellentétben, az agyveloben és a hasnydlmirigyben nem
mutattunk ki virusantigént.

A virusiiritést PCR segitségével értékeltiik az 5. és 11. dpi-n vett oronazalis és kloakalis tamponokbol.
Az 5. dpi-n az oronazalis uton egy kivételével valamennyi csirke iiritette a virust, azonban a 11. dpi-n
ez jelentosen csokkent, a csoportok kozott nagy kiilonbségekkel. A torzsek PCR-rel kiilonbozo
mértékben voltak kimutathatéak a légutakban az 5. és a 11. dpi-n. A virus RNS csak az 5. dpi-n volt
esetenként jelen a vesében ¢s a 1épben.

Minden vizsgalt HON2 torzs 1égiti és hugyuti tropizmust mutatott, fiiggetleniil a rafertézés modjatol
vagy az IBV-vel val6 tarsfert6zéstél. A harom izoldtum kozott egyértelmii kiillonbség mutatkozott: az
Eszak-Afrikabol szarmazo torzs szignifikansan virulensebbnek bizonyult, mint az egyiptomi és a szatd-
arabiai, amelyek nem mutattak lényeges kiilonbséget. A killonb6zé diagnosztikai modszerek
Osszehasonlitasa szignifikans, de mérsékelt korrelaciot mutatott, ellentmondasos eredmények nélkiil. Az
altalunk modositott IHC-t a HIN2 LPAIV fert6zések jellemzésére szolgaldé modszertan informativ,
latvanyos, jol biralhatd eszkdzének, az Gjonnan alkalmazott statisztikai elemzést pedig a finomabb

kiilonbségek kvantitativ értékelését lehetoveé tevo modszernek tekinthetjiik.

SUMMARY

The HIN2 subtype of low-pathogenic avian influenza viruses (LPAIV) is a widespread pathogen of
poultry that can also infect humans. It is apparent worldwide and is endemic in the Middle East, North
Africa and Asia. The characterization of viral infections is a complex process, involving clinical,
pathological, and virological investigations.

The aim of my study was to investigate the virulence of HIN2 viruses (i) isolated from different
geographical regions (Middle East and North Africa); (ii) the potential effect of different inoculation
routes (intranasal&intratracheal, IN&IT and intravenous, IV) and (iii) the potential effect of co-infection
with Infectious Bronchitis Virus (IBV). Different methods were used for characterization of the HON2
strains, which belonged to the G1 sublineage and were recently isolated from field infections in

Morocco, Egypt and Saudi-Arabia.



Twenty-one-day-old broiler chickens were inoculated with the above mentioned three different strains
of HON2 virus by IN&IT, while one of those strains (,,A” strain=Saud-Arabian = Middle-East 1. strain)
was used to investigate the effect of different infection routes (i.e, IN&IT vs IV) or co-infected with
nephropathogenic IBV. The control group received phosphate-buffered saline (PBS) by the same route
of application. The birds were observed daily for 11 days post infection (dpi), some of them (in each
group) were euthanised on dpi 5 to examine the acute phase of infection and the rest were exterminated
on dpi 11. Pathogenicity was evaluated based on clinical signs, gross pathological and histopathological
lesions, viral antigen load assessed by immunohistochemistry staining (IHC), and semi-quantitative
detection of the genetic material by real-time PCR.

During my work, we adapted the[HC technique to the HON2 virus for detection of viral antigen in
different tissues, which allowed an easier and more precise assessment and scoring of the antigen load.
The key features of our suggested IHC protocol were: (i) DAB (diamino-benzidine) was substituted with
AEC (3-amino-9-ethyl carbazole) as chromogen; and (ii) indirect two-step immune reactions of
monoclonal primary and peroxidase-labeled anti-mouse secondary antibodies were used instead of
avidin—biotin complexes. Avian influenza virus antigen appears as a red precipitate in the nuclei of
affected cells but can also be identified in the cytoplasm. We applied a more advanced and sophisticated
statistical method i.e regression models adapted to ordinal variables for statistical analysis, which is not
used in previous influenza research.

Neither clinical symptoms were observed, nor were gross pathological or histopathological lesions
demonstrated, as well as [HC and PCR tests failed to detect any trace of the LPAIV infection in the
control group during the study.

Generally, respiratory signs, i.e., sniffling, gurgling, sneezing, wheezing, and, occasionally, dyspnea in
different grades of severity were observed in most of the challenged birds between 3-11 dpi, regardless
of the challenge virus strain or route of infection or co-infection with IBV. Mortality rate varied between
0% and 22% in the different groups, however, this visually remarkable difference proved statistically
non-significant, probably due to the low sample size.

Mild hyperemia and congestion were observed in the trachea, air sac, and lungs of the challenged birds,
and fibrinous exudate was found at the bifurcation in a few cases. Histopathological lesions were
observed in the trachea, lung, and kidney, while no alteration was found in the spleen, pancreas, and
brain of any chicken.

On day 5, viral antigen was detected by IHC in the respiratory tract and kidney in 30-50% of the
samples. On day 11, no IHC signal was observed, indicating the lack of viral replication. Slight
differences in viral antigen expression were found between the different HON2 virus strains, but, in
contrast to highly pathogenic avian influenza (HPAI), no viral antigen was detected in the brain and
pancreas.

Virus excretion was evaluated by PCR, from oronasal and cloacal swabs taken on dpi 5 and 11. All but

one chicken shed the challenge virus via oronasal swab on dpi 5, however, it was markedly decreased



on dpi 11 with a high difference between the groups. The challenge strains could be detected by PCR in
the respiratory tract at different levels on dpi 5 and 11. The virus genome was occasionally present in
the kidney and spleen on dpi 5 only.

It was demonstrated that all HON2 strains tested exhibited respiratory and urinary tract tropism
irrespective of the route of inoculation or co-infection with IBV. Thus, our modified ITHC can be
considered as an informative, visual addition to the toolkit for the characterization of HON2 LPAIV
infections. A clear difference was demonstrated among the three isolates: the North-African strain
proved to be significantly more virulent than those of the Egyptian and Saudi Arabian ones, which
showed no remarkable difference. Comparing the different diagnostic methods, a significant but

moderate correlation was demonstrated without controversial results.
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2. BEVEZETES
»Nobody ever figures out what life is all about, and it doesn’t matter.
Explore the world. Nearly everything is really
interesting if you go into it deeply enough. ,,

Richard P. Feynman

Az elmult években a magas patogenitasti madarinfluenza virus (HPAIV) rendszeres jelenléte
nehéz helyzetbe sodorta a vilag, igy Magyarorszag baromfi agazatat is. Egyre tobbet tudunk ezekrdl a
virusokrdl; kiterjedt monitorozasok és molekularis epidemiolédgiai vizsgalatok révén egyre jobban
megismerjiik, hogyan terjednek kontinensr6l kontinensre, hogyan valtanak gazdafajt, hogyan er6sodik
a megbetegitd képességiik, hogyan terjednek vadmadarr6ol baromfira. Korabban a vadmadarak altal
behurcolt HPAIV-k (H5 és H7) az alacsony patogenitast madarinfluenza virusokbol (LPAIV) mutacio
révén valtak magas patogenitasuva baromfiban. A vadmadarakban nagy genetikai valtozatossagot
mutatd LPAIV-k kozott zajlo génatrendezddés jelentOsen hozzdjarult a baromfidllomanyokban
felbukkan6 virusok sokféleségéhez. Eppen ezért az LPAIV-k is a tudomanyos kutatas kozéppontjaba
keriiltek az elmult 20 évben. Megismerésiikkel egy lépéssel talan a HPAIV-k el6tt jarhatunk a
védekezésben, megeldzésben.

Megbetegitd képessége alapjan a HON2 altipus az LPAIV-k k6z¢ tartozik, igy a fert6z6dés lehet
tiinetmentes, de enyhe klinikai tiinetekkel vagy akéar elhullassal is végzddhet. A HON2 azért figyelemre
méltd altipus, mert jol példazza, hogy anélkiil is kialakulhat az emberre atvihetd virus, hogy egy
kozvetito emlds fajban, mint a sertés, ,,megfordulna”. Az AIV fertdzés altal okozott human
megbetegedések kisebb részében ugyan, de kimutathaté a HIN2 altipus is, jellemzéen enyhe 1éguti
tiinetekkel jellemezhet6 esetekben. Az altipus zoonotikus jelentdségét ndveli, hogy a halalos kimenetelil
human fertézédéseket eldidézo AIV-k esetében (akar HSN1/H5N6, akar H7N9 altipusrdl legyen sz0),
az un. belso gének legalabb részben a HON2 AIV-bol szarmaznak.

A HIN?2 fert6zések baromfiban az esetek tobbségében nem Onalléan, hanem egyéb 1éguti, vagy
immunszuppressziv ~ hatasu  koérokozokkal — (pl.  csirtkék  fertéz6  bronchitis  virusaval,
metapneumovirusokkal, Mycoplasmakkal, Ornithobacterium rhinotracheale-val) tarsfertézésben
okoznak klinikai tiinetekben is megnyilvanul6 megbetegedéseket, elhullast, illetve jelentés gazdasagi
karokat. Figyelemre méltd, hogy a HIN2 altipus patogenitdsa fokozhatdé bakterialis staphylokinaz
jelenlétében, amelyet bizonyos Staphylococcus sp. baktériumok termelnek, melyek a baromfitelepeken
elterjedtek (Kishida, Sakoda, Eto, Sunaga és Kida, 2004).

A magas patogenitasi H5 Al virusokkal gyakorlatilag egy idében valtak endemiassa a HON2
LPAIV-k baromfiban, Kinaban, de azdta jelentdsen eltérd utat jartak be, koszonhetOen alacsony
patogenitasuknak ¢és az eltér6 monitorozasi, jarvanyvédelmi intézkedéseknek. Amig a HPAIV HS5
kartétele nagyon is valds fenyegetettség Eurdpaban, addig az LPAIV H9 sporadikusan felbukkano, nem

jelentds, vadmadar adaptalt korokozoként mutatkozott idaig. Ugyanakkor, a 20 éve még nagyon tavoli,
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azsiai, csirkéhez adaptalodott HON2 LPAIV-k méra meghdditottak a Kozel-Keletet és Eszak-Afrikat is,
Uj 1égzbszervi korokozoként 1éptek fel a baromfiallomanyokban.

Osszegezve: az e dolgozat targyat képezd kutatomunka jelentdségét és aktualitasat a zoonotikus
¢s allategészségiigyi (gazdasagi) szempontbol egyarant fontos HON2 LPAIV-k korokozoképességének
(patogenitas) alaposabb megismerése adja. Ezek az ismeretek hozzédjarulnak a hatékony védekezési
modszerek (pl. vakcinak) jobb kidolgozasahoz. Munkdm a Ceva-Phylaxia Zrt. laboratériumaiban folyo
HON2 virusokkal kapcsolatos kutatasok részét képezte.

3. CELKITUZESEK

Munkam atfogd célja a HIN2 altipusi madarinfluenza virusok korokozé képességének, az
altaluk okozott betegség korfejlodésének, kortananak alaposabb megismerése volt mesterséges
fertézésnek kitett brojlercsirkében; részben pedig annak vizsgalata, hogy a korokozo képességben
meglevo esetleges kiillonbségek magyarazhatok-e genetikai variabilitassal.
A konkrét, részletes célok az alabbiak voltak:
° kiilonb6zo  foldrajzi eredeti. HO9N2 virustorzsek korokozd képességének, szoveti
megoszlasanak, korfejlodési jellegzetességeinek felmérése, az altaluk okozott elvaltozasok leirasa.
° egy adott HIN2 virustorzzsel, kilonféle rafertézési modok esetén az el6z6 pontban
megfogalmazott célok vizsgalata.
° egyidejli IBV tarsfertdzés esetén a HON2 fertdzés lefolyasanak vizsgdlata, mivel a gyakorlatban
a légzdszervi korokozok legtobbszor tarsfert6zésként vannak jelen és a korokozd panel egyik
leggyakoribb szerepldje az IBV. A telepi fertdzések soran megfigyelték, hogy a hajlamosito tényezok
Osszeadodasa miatt a HIN2 fert6zés klinikai lefolyasa sulyosabb, mint a standardizalt koriilmények

kozott csak HON2 virussal rafert6zott madarakban (Nagy, Mettenleiter és Abdelwhab, 2017).

° a HON2 virus iirités vizsgalata a korfejlodés soran.

° patologiai modszertan fejlesztése a HIN2 okozta elvaltozasok pontosabb/mélyebb
megismerés¢hez.

° tobb diagnosztikai modszer egyiittes alkalmazasaval nyert eredmények értelmezése: klinikum,

kérbonctan, kérszévettan, PCR, immunhisztokémia.

° rafert6zési modell kialakitasa vakcinas védekezés hatékonysaganak birdlatahoz.
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4. IRODALMI ATTEKINTES
4.1. A HON2 virusrol

Az influenzavirusok az Orthomyxoviridae csaladba tartoznak, negativ polaritast egyszaltit RNS
genommal rendelkez6 burkos virusok. A nukleoprotein (NP) és a matrix (M1) belso fehérjék antigén
szerkezete alapjan A, B, C és D tipusba sorolhatok. A madarinfluenza virusok az A tipusba tartoznak.
A virusgenom 8 szegmensbdl all: a PA, PBI1 és PB2 fehérjék a nukleoproteinnel (NP) egyiitt az n.
ribonukleoprotein komplexet alkotjak. A PB1-r61 tovabbi két, kisebb fehérje is atirodik, a PB1-F2 és az
N40. A kapszid belsejében talalhatok tovabba nem strukturalis fehérjék (NS1 és NS2, utébbit nuclear
export proteinnek [NEP] is nevezik). A kapszid kialakitasaban a matrix 1 és 2 fehérjék vesznek részt
(M1 és M2, utobbi egy ioncsatorna a kapszid belseje és a burok kiilsé felszine kdzott). A burokba
agyazva talalhato az influenzavirusok altipusba sorolasanak alapjat képez6 két felszini glikoprotein, a
hemagglutinin (HA) és a neuraminidaz (NA).

Jelenleg 18 HA ¢és 11 NA altipus ismert, melyekb6l madarakban 16 HA (1-16) és 9 NA (1-9)
altipus fordul el6, mig a tobbi altipust (HI7N10 és HI8N11) denevérekben irtak le (Verhagen és mtsai.,
2017).

A hemagglutinin (HA) felelés a virusnak a sejtek szialsav receptoraihoz vald kapcsolodasaért
¢s a gazda-sejtmembrannal valé Osszeolvadasért. A hemagglutinin ellen neutralizal6é ellenanyagok
termelddnek a szervezetben, igy az fontos szerepet jatszik az immunitasban, a klinikai tiinetek elleni
természetes, vagy vakcinds védelemben. A neuraminidaz (NA) egy receptor bontd enzim (szialidaz),
amely az utodvirusok szialsavrol valo levagasa utjan elGsegiti azok levalasat a gazdasejtrél, ezaltal a
korokozo szervezeten beliili terjedését (Gao és mtsai., 2021).

Az influenzavirusnak a fertézés elOtt aktivalasra van sziiksége. A virusaktivalds a HA
proteolitikus hasitasat jelenti: a HAO prekurzor fehérje HA1-re és HA2-re hasad, ami a virus sejtbe
jutasahoz sziikséges. Az influenzavirusok kozott eltérés mutatkozik a hasitohely aminosav
szekvencidjaban, ami a befolyasolja a hasitasra alkalmas protedzok korét, ezen keresztiil a virus
szervtropizmusat. gy a virus virulenciajanak fontos meghatarozoja a HA hasitasi helye (Klenk, Rott,
Orlich és Blodorn, 1975. 68. o.; Bosch, Garten, Klenk és Rott, 1981. 113. o.; Chen és mtsai., 1998; Tse
és Whittaker, 2015). A HA hasitasara alkalmas protedazok eléfordulasa az alacsony patogenitasu AIV
esetén, korabbi megfigyelések szerint, az ember és a madarak fels¢ léguti, valamint bélrendszerére
korlatozza az influenzafert6zést (Garten és Klenk, 1999). Ezzel szemben a magas patogenitasu (HP)
madarinfluenza virusok esetén testszerte jelen vannak a hasitasra alkalmas proteazok, ezaltal a
generalizalodo fert6zodés sulyos megbetegedések, elhullasok okozoja. Jelen ismereteink szerint a
HPAIV-k kizarolag a H5 és H7 altipusu virusok koziil keriilnek ki. A HPAIV-k hemagglutininjében
minden esetben polibazikus hasitasi helyet talalunk. Ez a molekularis marker jol hasznalhat6 a H5 és
H7 virusokon beliil a magas virulenciaji patotipus azonositasara. Ezzel szemben a HON2 esetén mono-
, di- vagy tribazikus hasitasi hely talalhatd. Ellentétben a H5 és H7 virusokkal, a H9 esetén csupan a

hasitasi hely polibazikussa torténd megvaltozasa nem elegendd a magas patogenitasu fenotipus
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kialakitasdhoz. A HA hasitasi hely megvaltozasan til az Osszes tobbi szegment HS5N1 eredetli
szegmensre cserélése vezetett a HP virus kialakulasédhoz kisérletes korilmények kozott (Gohrbandt és
mtsai., 2011). Mindez jelzi, hogy a tobbi szegmensen levé virulencia markerek jelenléte is sziikséges a
virus patogenitadsanak jelentds megvaltozasahoz.

Miutan a virus a gazdasejt felszinéhez kotddik, receptor-medialt endocitézis révén
internalizalodik, és az endoszomalis kompartmentbe keriil (Skehel és Wiley, 2000). Az endoszomalis
érés soran a pH az endoszomalis lumenben csokken, ami a HA-t konformacios valtozasokra készteti
(Bullough, Hughson, Skehel és Wiley, 1994). A HA2-ben 1évé fazios peptid kozremikodésével az
endoszomalis és a virusmembran 6sszeolvad, ami porusképzodés utjan lehetdvé teszi, hogy a virus
ribonukleoproteinek (VRNP-k) kiszabaduljanak a citoplazmaba.

Mint a legtobb RNS virusnak, az influenzavirusoknak is magas a mutacios ratajuk a viralis
polimeraz mikodésének sajatossagaibol kifolydlag, ezaltal szamottevd és folyamatos valtozatossagot
mechanizmus a reasszortacid (genetikai atrendez6dés), melynek soran az azonos gazdasejtet fert6zo
kiilonb6z6 virusok génszegmensei kicserélddnek, ami ujfajta genetikai Osszetételhez vezet. Ez a
jelenség rendre nyomon kdvethetd volt az eddigi pandémids virusok kialakulasakor (Nagy és mtsai.,
2017).

A HIN2 (els6sorban a G1 genotipusé, lasd késdbb) belsdé génjei megtalalhatéak pl. a HSN1,
H5N6, H7N9 ¢és HIONS altipusu zoonotikus virusokban is. A reasszortacios folyamatokban a HON2
nem csupan szegmens donorként vesz részt, hanem recipiensként is. {gy szamos kinai HON2 torzs
tartalmaz szegmenseket HSN1 virusokbol, tovabba a Pakisztanban és Bangladesben izolalt recens
jarvanytorzsek HPAIV H5N1 és HPAIV H7N3 eredetii szegmenseket is tartalmaznak (Peacock, James,
Sealy és Igbal, 2019).

A virust meglehetosen jol feltérképezték molekularis markerek szempontjabdl, beleértve a
receptor kotddeést, virus stabilitast, a HA-n 1évé HA aktivalas markereket, tovabba a polimeraz géneken

(PB2, PB1 ¢és PA) 1év6 emls adaptacios markereket (Sun, Belser és Maines, 2020. 12. 0.).
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4.2. Torténeti attekintés, el6fordulas, jarvanytan

HON2 madarinfluenza virusokat pulykakban izolaltak el6szor, az Egyesiilt Allamokban, 1966-
ban (Nagy és mtsai., 2017). Azota az USA-ban sporadikusan fordult csak elé (foképpen vadmadarak
altal fert6zott pulykaban), 2001 6ta baromfiban nem is detektaltak, ugyanakkor kiillondsen tengerparti
madarak felméro vizsgalatai sordn rendszeresen kimutathat6 ez az altipus (4rbani, Ducatez, Houadyfi és
Fellahi, 2022).

Eurazsiaban a legkorabbi feljegyzések 1975-85 kozotti idészakban irjak le a virust klinikailag
egészséges hazi kacsakban, Hong Kongban. A korai virusok genetikai vizsgalata tobbszori behurcolasra
utal vadon ¢l6 vizimadarakbdl kacsaallomanyokba. Lényeges valtozas kovetkezett be a virus
jarvanytanaban a 90-es évek soran. 1994-97 kozott tobb esetben is kimutattak a HON2 fert6zodést Kina
Guangdong tartomanyaban, csirkében, majd a 90-es évek végére a csirkéhez adaptaldodott virus az
¢loallat piacok kozremitkodésével Kina csaknem 0sszes tartomanyaba atterjedt (Carnaccini és Perez,
2020). A 2000-es éveket a HON2 altipus egyre ndvekvo elterjedése jellemezte, melynek soran a virus
fokozatosan haladt nyugat felé, elérve a Kozel-Keletet, majd Eszak-Afrikat. A 2010-es években
nemcsak, hogy elérte Afrika nyugati partvidékét, de elkezdett dél fel¢ terjedni, szub-szaharai
orszagokban (pl. Nigéria, Kenya) is megjelent, (1. abra) (Lee és mtsai., 2016; Arbani és mtsai., 2022).
A folyamatosan boviilé ismeretek lehetové teszik az eurazsiai altipus eléretorésében szerepet jatszo

mechanizmusok megismerését (Butt, Siddique, Idrees és Tong, 2010; Nagy és mtsai., 2017).

[T 1 Amerikai B Y539 Eurazsiai B Y439 G1-W,G1-E Bl G1-W B Y439, G1-E
[0 BJ94 [MBJ94, G1, Y439 [@ BJ94, Y439 W BJ94, Koreai M Koreai

1. abra: H9 altipusu influenza A virusok elterjedtsége a vilagban kiillonb6z6 genetikai agak (lineage)/
alagak (sublineage) szerint, beleértve a vadmadar és a baromfi virusokat is (hozzavetdleges
vilagtérkép a 2020-ig elérhetd jelentések alapjan). A HON2 altipus a természetben a leggyakrabban
eléforduld kombinacid kozottiik. A sotétsziirke a vilag azon teriileteinek felel meg, ahol a H9
influenza virusok jelenléte vagy cirkulacioja ismeretlen (Carnaccini és Perez, 2020). Megjegyzés: a
BJ94 csoport a széles kdrben Y280-nak nevezett alag alternativ megnevezése, az Y439 megnevezés a
vadmadar genetikai csoportra utal.
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Az elmult alig 2 évtized alatt, nem csupan a panzootikus genetikai vonal robbanasszer( terjedése
volt jellemzd, de az endémiassa valt teriileteken is zajlott a virus mikroevolucidéja. A mikroevolucid
soran szamos valtozds ment végbe a viruson: A korabbi genetikai csoportok eltlintek, ujabbak
megjelentek, diverzifikalodtak, egyre er6sodott a baromfihoz vald adaptacido (azaz a baromfihoz
adaptalodott csoportokban kifejezett 1égzdszervi fertdzési utak alakultak ki) (Peacock és mtsai., 2019),
fokozodott a virusiirités és csirkében novekedett a patogenitas, tovabba a viziszarnyasok fertézésére
valo képesség kezdett elveszni (Pu és mtsai., 2015).

Pu és mtsai 68 genotipust kiilonitettek el a Kinaban 1994-2013 kozott detektalt virusok
mtsai., 2015). A Kinaban el6szor 2007-ben kimutatott G57 varians fokozott fert6zoképességet mutatott
csirkékben, majd egyre inkabb elterjedt hazi baromfiban, vizi szarnyasokban, sot, sertésekben is,
kiszoritva egyéb variansokat (Pu és mtsai., 2015).

2014-ben Hong Kongban mar human fert6zésbdl is izolaltak (Peacock és mtsai., 2019). Méara a
G57 a legelterjedtebb HOIN2 AIV genotipus Kindban, koszonhetden a kiilonféle kornyezeti tényezékhoz
val6 hatékony adaptacios képességének (Wang és mtsai., 2021). Nem meglepd, hogy az eldszor szintén
Kinédban leirt H7N9 AIV 06sszes belso génje a G57 HIN2 genotipustdl szarmazott.

Ugyancsak alaposan tanulmanyoztak a kozel-keleti és észak-afrikai virusok genetikai
valtozatossagat, a genetikai csoportok megjelenésének és eltiinésének dinamizmusat. fgy Iran, Izrael és
Egyiptom esetében is azt tapasztaltak, hogy rendszeresen olyan ujabb genotipusok jelennek meg
kiszoritva a régieket, amelyek jobb adaptaltsaguk, eltérd antigenitasuk révén evolicios eldnyhdz jutnak
(Fusaro és mtsai., 2011. 85. 0.; Adel és mtsai., 2022. 14. 0.).

Miutan a H9 madarinfluenza virusok hemagglutininjiik alapjan egy szerotipusba tartoznak,
jelentés szerologiai keresztreakciora képesek egymas kozott. Ugyanakkor a nagyfoku genetikai
valtozatossag szerologiai valtozatossagot is eredményez, ami a vakcinazas hatékonysagara befolyassal
lehet (Adel és mtsai., 2022).

A madarinfluenza virusok rezervoarjai a vadon él6 vizimadarak. Igy elsddlegesen a
madarvonulasok biztositjdk az AIV-k hossza tavu terjedését, igy azok megjelenését a haztaji
gazdasagokban, egymastol akar nagymértékben elkiiloniil foldrajzi régidkban is (Wu és mtsai., 2015;
Nagy és mtsai., 2017). Ez igaz a HIN2 altipus esetében is azokon a teriileteken, ahol megjelenése
baromfiban csak sporadikus (Europa, Amerika). Az endémias teriileteken a virus tovabb hurcolasanak
mar nem a vadmadarak és éldallat piacok, hanem sokkal inkabb a tipikus baromfi korokozé virusokhoz
hasonldan a baromfi szallitas, jarmiivek, ragalyfogé targyak és emberek mozgasa a f6 mozgatorugdja
(Arbani és mtsai., 2022). A marokkdi torzsek elterjedésében is kiemelt szerepe volt az el6bbiekben
felsorolt tényezdknek, tovabba az illegalis madarimportnak is (igy csempészett HON2-vel fertozott
solymok is szerepet jatszottak a virus széthurcolasaban (E/ Houadyfi, Fellahi, Nassik, Guérin és Ducatez,
2016). Az éldallat piacoknak az endémias teriileteken tovabbra is jelentds a szerepe a jarvanytanban,

elsédlegesen a kiilonb6z6 madarinfluenza virusok olvasztotégelyeiként szolgalnak.
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Ezzel egyiitt nem szabad figyelmen kiviil hagyni a vadmadarak és a hazi baromfi kozott
tovabbra is fennalld kdlesonds fertézodést. Az endémias teriileteken szamos vadmadar vonulasi utvonal
halad keresztiil (1d. késébb). A nem vonuldé madarak nagy szamban jelen 1év6 képvisel6i (galambok,
verebek, varjak, ibiszek) folyamatos kontaktust biztositanak a ko1t6z6 madarak és a baromfidllomanyok
kozott. Meg kell tovabba emliteni a ragadoz6 madarak (s6lyom, héja) atviteli szerepét is (Wu és mtsai.,
2015; Nagy és mtsai.,2017). Amig Eurdpaban eddig pulykéaban, kacsdban a behurcolt vadmadar adaptalt
torzsek okoztak ritkan fert6zést (S'mietanka, Bocian, Meissner, Zigtek-Barszcz és Zotkos, 2016), addig
endemikus teriileteken tobb alkalommal mutattak ki mar a csirkéhez adaptalodott virusvonalat
vadmadarbol (Larbi és mtsai., 2022. 322. 0.), ami alapjan feltételezhetd, hogy a vadmadarak kozvetitd
szerepe is hozza fog jarulni a hazityukhoz adaptalt virusok nagyobb tavolsagokra torténd terjedéséhez.

Jelenleg vilagszerte a HON2 a legszélesebb korben elterjedt LPAIV altipus a baromfiban
(Carnaccini és Perez, 2020). A vadmadarakon és a haziasitott madarfajokon til, sertésekben ¢és
emberekben, tovabba lovakban, nyércekben, vadaszgdrényekben is kimutattak, de néhany izolatum jol
replikalodik kisérletesen fert6zott kutyakban, egerekben, horcsogokben és patkdnyokban (Meng és
mtsai., 2014; Wu és mtsai., 2015). Emlosok esetében az eddigi vizsgalatok madaraktol torténd
rendszeres Ujra fert6z6désre utalnak, egyik fajban sem mutattak ki fajon beliili terjedés utjan hatékonyan
fenntartott fertdzési lancot (Peacock és mtsai., 2019).

A HIN?2 virusok egyiitt cirkulalnak az endémias HP H5Nx virusokkal a Kozel-Keleten és Dél-
Azsidban egyarant, silyosbitva a gazdasigi karokat és allategészségiigyi problémékat, tovabba
lehetOséget biztositva ijabb, , kiilonleges™ genetikai Osszetétell reasszortansok kialakulasara (Monne és
mtsai., 2013). Ezeknek a valtozasoknak a nyomon kdvetése kiemelt jelentdségli a HON2 virusok
zoonotikus €s pandémias potencialjanak megitélésében, mivel a HPAI virusoktol szarmazé
génszegmensek a virulencia novekedését eredményezhetik (Gohrbandt és mtsai., 2011; Nagy és mtsai.,
2017).

Az endemikus teriileteken a H9 virusokat zommel komplex hatteri esetekben irjak le. A
felmérések és a diagnosztikai esetek kivizsgalasanak eredménye alapjan a HON2 AIV fert6zés altalaban
tars-fert6zésekkel egyiitt fordul el6, mint Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, fert6zo
bronchitis virusa (IBV), baromfipestis virusa (NDV), H5N1 és HSN8 HPAIV, illetve 1éguti korképet

okoz6 baktériumok (Avibacterium paragallinarum, Ornithobacterium rhinotracheale).
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4.3. A HIN2 genetikai evoluciéja, sokszintisége

A HIN2 AIV evolucidja meglehetés valtozatossagot eredményezett az elmult évtizedekben.
Néhany valtozat eltiint, méasok tovabbi atalakulasokon mentek at, illetve dominanssa valtak.
Ellentétben a HS virusoknal kialakitott egységes nevezéktannal a HA alapjan torténd kladok, alkladok
elkiilonitésére és egyértelmli azonositdsara, a H9 virusok esetén tobbféle csoportositassal lehet
talalkozni az irodalomban, ami megneheziti a kiillonbdz6 kutatdcsoportok altal leirt genetikai csoportok
azonositasat. A hemagglutinin alapu tipizalas esetén leirt fobb csoportokat az 1. tablazatban foglaljuk
Ossze a konnyebb kovethetdség érdekében. Amiben mindig egyetértés van, az két fO genetikai ag

(lineage) elkiilonitése: az amerikai és az eurazsiai.

1. tablazat: Madarinfluenza H9 virusok fobb genetikai csoportjai (HA alapt csoportositas) (Peacock és
mtsai., 2019).

Fo Genetikai Kisebb Klad El6fordulas
genetikai alagak genetikai  rendszeri (baromfiban endemikus csoportok  sotétebb
ag (sublineage)  vonalak megnevezés  hattérrel)
(lineage)
Eurazsiai Gl G1-W h9.4.2 Baromﬁ, Indiatol a Kozel-Keleten keresztiil
Eszak-Afrika nyugati széléig
Gl1-E h9.4.1 Kisebb jelentéségli baromfi fajok (pl. fiirj), Kelet
Azsia (Kina déli része, Vietnam)
Y280 (vagy - h9.3 Baromfi, Kelet-Azsia (Kina, Vietnam,
BI94) Kambodzsa, Indonézia, Malajzia)
Y439 Koreai h9.2.2 Baromfi, Korea
Y439 h9.2 Vadmadarak, sporadikusan baromfi,
. Teljes Eurazsia
vadmadar
Amerikai  Eszak- - h9.1 Vadmadarak,’ korabban sporadikus megjelenés
o baromfiban; Eszak- és K6zép-Amerika
Amerikai
Dél- - h9.1.2 Vadmadarak
o Dél-Amerika
Amerikai
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Az eurdzsiai agon belill a hagyomanyos, leggyakrabban hasznalt nevezéktan prototipus térzsek
alapjan kiilonit el alagakat (sublineage). A harom sublineage a (1) G1-szer(i (A/quail/Hong Kong/G1/97
torzs alapjan), (2) Y280-szerli (A/duck/Hong Kong/Y280/97 torzs alapjan, amely sublineage tobb
publikacioban a par évvel korabbi A/Chicken/Beijing/1/94 torzs alapjan BJ94-szeri megnevezéssel
jelenik meg), és (3) Y439-szeri/Koreai (A/chicken/Korea/38349-P96323/96 torzsnek megfeleléen).
Az Y439-szerli torzseken beliil gyakran elkiilonitik a baromfihoz adaptalodott genetikai csoportot
(,,Koreai”) és a vadmadarakban jelenlévo torzseket (,,Eurazsiai vadmadar”). Ez a nevezéktan is jelzi,
hogy az Y439 sublineage baromfiban csak Koreara lokalizaltan van jelen.

A G1 sublineage a legelterjedtebb, Afrika nyugati partjatol a Kozel-Keleten keresztiil a Tavol-
Keletig elofordul (Peacock és mtsai., 2019). Ennek megfeleléen ez a csoport mutatja a legnagyobb
genetikai valtozatossagot. Tobb kutatocsoport csak két agat kiilonit el ezen beliil, amely az izolatumok
foldrajzi eredete szerint ,,keleti” (G1 Eastern, G1-E), illetve ,,nyugati” (G1 Western, G1-W) nevet kapta.
A ,,G1-E” csoport egy viszonylag kis teriileten, Kelet-Azsidban fordul elé (Dél-Kina, Vietnam,
Kambodzsa, 1. abra), féképpen kisebb jelentdségii baromfi fajokban, mint példaul fiirjek. Ezzel részben
atfedd teriileten vannak jelen az Y280 csoportba tartozo virustorzsek csirkében. Azsia déli részét mar a
,»G1-W?” csoport uralja Indiatol és Nepaltol kezdddéen Nyugat felé haladva. A zona keleti részén még
esetenként el6fordul Y280 tipus behurcolésa, de ezek a virusok nem maradnak fenn tartosan. A Kozel-
Kelet, Eszak-Afrika esetében a baromfiban rendszeresen, endemikusan detektalt HON2 virusok minden
esetben a G1-W csoporthoz tartoznak.

Gyakori a G1-W csoporton beliil tovabbi kisebb csoportok elkiilonitése, melybdl csupan a
Kozel-Keletre és Afrikara iranyuld kutatasok ismertetésében hasznalt ,lineage A” és a ,lineage B”
elkiilonitésére tériink ki. Ez is jo példaja annak, hogy a szakirodalom mennyire nem kovetkezetes a
hierarchia kiilonb6z6 szintjén alld csoportok megnevezésében, hiszen itt a sublineage alatti
kategoridkrol van sz6. Az ,,A” genetikai ag foglalja magaba az 1998 és 2016 kozott a Kdzel-Keleten,
illetve Eszak Afrikaban detektalt jarvanytorzseket, tovabba a kozelmultban jelenlévd, széles korben
elterjedt (panzootic) HON2 AIV torzseket is. A ,B” genetikai ag a 1998 és 2007 kozott Szaud-
Arabiaban, Iranban és Izraelben kimutatott torzsekbdl all.

Bar a nevezéktan nagyon szigort foldrajzi elkiiloniilést sugall a fobb genetikai csoportok
elterjedésében, vannak olyan hatarzonak a genetikai vonalak elterjedési teriilete kdzott, ahol tobbféle
baromfi eredetii virus is elofordul (1. dbra). Az amerikai és eurazsiai H9 két {6 lineage esetében sem all
mar fenn a teljes foldrajzi elkiiloniilés. Erdemes figyelemmel lenni az elmilt években mar kétszer is
megfigyelt athurcolasra, majd ebbdl kialakul6 jarvanyra Eszak-Amerikaban 2014-ben (Lee és mtsai.,
2015. 89. 0.), majd 2021 végén (Caliendo és mtsai., 2022). Mindkét esetben a nagy fertézoképességii
H5 2.3.4.4. klad jelent meg Kanadaban — 2014-ben a nyugati teriileteken Alaszka fel6l, majd 2021-ben
keletr6l az Atlanti-6cean feldl-, majd innen terjedt tovabb a jarvany délre €s a kontinens belseje felé.
Ugyan H9 jarvany még nem alakult ki Amerikaban, de tengerparti madarakban mar t6bb felmérés soran

az eurdzsiai Y439 vadmadar vonalat mutattdk ki Eszak-Amerikaban (Jackwood és Stallknecht, 2007;

19



Ramey és mtsai., 2015), megerésitve a kontinensek kozti athurcolas lehetéségét vadmadarak
segitségével a HI esetén is.

A genetikai modszerek robbanasszerii fejlodése lehetévé teszi, hogy az Gsszes génszegmens
alapjan is megvaldsulhasson nagyszamu madarinfluenza virus jellemzése. Ennek megfeleléen a
genetikai csoportositasban is megjelent az azonos HA tipuson belill a kiilonb6z0 reasszortdnsok
elkiilonitése. Ezek a vizsgalatok Kinaban feltartak, hogy a H9 virusok kozott is aktivan zajlanak
génkicserélddési folyamatok, amelyek 1996 és 2015 kozott 23 kiillonbozo szegmens konstellaciot
eredményeztek (A-W). Ezek tobbsége csak rovid ideig maradt fenn, ugyanakkor koziiliik 2 (igy az elsé
BJ/94 torzsre jellemz6 ,,A” valtozat, és egy 1998-ban megjelent ,,H” valtozat) koriilbelil 10 évig
rendszeresen kimutathato volt, mindaddig, amig a dominanciat at nem vette a fentebb mar emlitett G57
genotipusnak megfeleld ,,S” valtozat (Gu, Xu, Wang és Liu, 2017). Ez is nagyon szép példéja annak,
hogy csak bizonyos génszegmensek egyiitt allasa eredményez megfeleld biologiai ratermettséggel
rendelkez6 virusokat.

4.4. A HIN2 virusok zoonotikus jelentdsége (belsé gének)
Az eddig feltart esetekben minden, az ember halalos kimenetelli fert6zodését okozé madarinfluenza
virus (H5N1, H5N6, H7N9, HIONS) belsd génjei részben vagy teljesen HIN2 altipusu virusoktol
szarmaztak (2. abra) (Wu és mtsai., 2015).

2. dbra: A baromfiban el6fordulé madarinfluenza virusok reasszortalodasi folyamatanak sematikus
illusztracidja a kelet-kinai Zheijang tartomany €16 baromfi piacair6l 2013-14 soran izolalt virusok
vizsgalata alapjan. A HIN2 virusok belsé géneket adtak at mas virusoknak (1d. pirossal jelzett
szegmensek). A 8 génszegmens (fentrél lefel¢) minden virusban a PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M és
NS. Mindegyik szin mas-mas eredetli szegmenst jelent. Az egyszeriisitett sematikus dbra nukleotid
szekvencia tavolsag Osszehasonlitason és a filogenetikai elemzésen alapul. A nyilak jelzik a
madarinfluenza virus azon detektalt altipusait, melyek emberi fertdzést okozhatnak (Wu és mtsai.,

2015).
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Az el6szor 2013-ban, Kindban izolalt H7N9 AIV torzs belsé génjei a G57-es HIN2 t6rzsbol
szarmaztak. A H7N9 triplan reasszortalodott virus: a HA és NA gének vandorlé madarakbol, illetve
kacsakbol szarmaznak, mig a bels6é gének csirke HON2 eredetiiek. Ezt kdvetden a reasszortans virus
evolucidja tovabb =zajlott. Nem csupan mutaciok révén valtozott a virus, hanem tovabbi
génatrendez0dések kovetkeztek be az éldallat piacok kozvetitésével. Tovabba, az 5. jarvanyhullam
idején egy lj mutans virus jelent meg, amelyben mar a hasitasi hely multibazikussa valasa révén a
korabban alacsony patogenitasu virus magas patogenitasuva alakult at. A H7N9 virusnak kiilonb6z6
valtozatai fertézték meg sikeresen az embert tobb hullamban és okoztak nagy szamban stlyos, halalos
kimenetelii megbetegedést (Liu és mtsai., 2021).

Ezen tilmenden immar tucatnyi, kiilonféle altipusba tartozé (pl. H5SN1, H7N7, H10NS)
influenza virusrol deriilt ki, hogy belsé génjeik a G57 HIN2 virusbol szarmaznak (Wang és mtsai.,
2021).

Osszefoglalva kiemelendd, hogy minden madarinfluenza virus, mely iddig emberben halalos
betegséget okozott (H5SN1, HSN6, H7N9, HIONS), a belsé génszegmenseit részben vagy teljesen a

HON?2 virusoktol szerezte.

Az ,,A” tipusu madarinfluenza-virusok altal okozott emberi fertézések allando veszélyt jelentenek,
amint azt a HSN1/H5N6, a H7N9, a HIN2 ¢s tjabban a HION3/H10NS altipusok okozta fertézések
illusztraljak. A HON2 és egyéb madarinfluenza virusok ,,massziv” jelenléte Kindban és a szomszédos
régiokban kiilonosen kedvez a madarrol emberre torténd atvitelnek, tovabba a madarakban ujabbnal
Gijabb reasszortansok kialakuldsanak. Igy a szdmos, ebben a régioban fellelheté HON2 genotipus

hozzajarul(t) az 0j, zoonotikus H7N9, HSN6 és H10ONS virusok megjelenéséhez (2. abra, 3. abra).

HA mutacid

NA delécid — HAmsev‘zzsL)
=\ NA (elécie) NA @eieciey / S . .
Tobbszbris: ), eSS
Reasszortacio genotipus ;
} : )
/

{

Genetikai athangolddas

3. abra: Az ,,A” tipusti madarinfluenzak (H7N9) feltételezett genetikai athangolddasi mechanizmusa a

fajok kozotti atvitel soran. A folytonos nyil a genetikai athangolodas feltételezett sematikus modjat

crer

atvitel soran. A szimbolikus rajzok a folyamat adott szakaszaban szerepet jatszo fajokat mutatjak

(Wang és mtsai., 2014).
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Az Eurdpai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag 2022. juniustol szeptemberig tartd6 idészakra
vonatkozo Osszefoglaloja alapjan a HIN2 AIV a leggyakrabban kimutatott, nem bejelentési
kotelezettség ald tartozo altipus baromfiban, Azsidban, Kozel-Keleten és Afrikaban. Ezek a régiok 2022.
szeptember 9-ig endemikusak maradtak a HON2 LPAI fert6zésre. 1998 6ta és 2022. szeptember 14-ig
vilagszerte 114 igazoltan HIN2 virus altal okozott human fert6zést jelentettek, koztiik két halalesetet.
A HO9N2 emberi fertdzésekben a 10 év alatti gyerekek voltak érintettek, akiknél enyhe tiinetek
jelentkeztek. Minden esetben ¢él6 vagy ledlt baromfit és az {iriilékiikkel szennyezett kornyezetet
jelentettek (Adlhoch és mtsai., 2022).

A madarinfluenza virusok emberben legtébbszor onkorlatozd 1éguti fertdzést okoznak, amely
immunhianyos betegekben tobb szerv elégtelenségét okozva akar haldlos kimenetelil is lehet (Nagy és
mtsai., 2017). Elséként a HS5N1 altipus kapcsdn tapasztaltak nagyobb szamban humén
megbetegedéseket: ez idaig 865 megbetegedést regisztralt vilagszerte a WHO 2003 6ta, amibol 456 volt
halalos kimenetelli, az esetek halalozasi aranya (Case Fatality Rate) 53%. Ezzel ez az altipus vezeti a
listat a halalozasi arany alapjan (2. tablazat). Ugyanakkor érdemes figyelembe venni, hogy 2018-t6l
kezdddden elenyészé szamu, csupan évi 1-2 HS5N1 esetet jelentenek. A H7NO9 altipushoz kothetd
megbetegedést 2013-ban irtak le el6szor, majd a legtobb esetet a 2018-as jarvanyhullamban észlelték.
Azsidban, Kozel-Keleten és Afrikaban a baromfiallomanyok széleskori vakcindzasaval a baromfi
jarvanyesetek (HP H7N9) és a human megbetegedések is jelent6sen visszaszorultak. A HS5N6
alcsoportot eldszor 2014-ben detektaltdk human megbetegedés hatterében, az utobbi idészakban ez az

altipus okozza a legtobb H5SNx human esetet (WHO, 2022).

2. tablazat: Madarinfluenza megbetegedések szama és sulyossaga az elhalalozasi arany alapjan
rangsorolva a zoonotikus altipusokat a 2022. szeptemberi allapot alapjan (Adlhoch és mtsai., 2022).
AV altipus Human megbetegedések Halalos kimenetelii
szama esetek szama

(eset-halalozasi arany)

H10N8 3 2 (67%)
H5N1 865 456 (53%)
H5N6 81 33 (41%)
H7N9 1568 616 (39%)
HON2 114 2 (2%)
H3N8 2 0 (0%)
H7N4 1 0 (0%)
H10N3 2 0
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A HON2 virussal valo fertéz6dés napjainkban is rendszeresen el6fordul, alacsony letalitassal
jaro kérforma jellemzi. Erdekes eltérés a tobbi altipushoz képest, hogy a klinikai tiinetekkel jaro H9
fert6z6déseket foképpen 8 évnél fiatalabb gyermekekben diagnosztizaltak (Carnaccini és Perez, 2020).
A legtobb esetet eddig Kinabdl és Hong Kongbol jelentették, a tobbi érintett orszag esetén minimalis a
diagnosztizalt HON2 megbetegedések szdma (Peacock és mtsai., 2019). A rendelkezésre all6 human
eredetli HON2 szekvenciadk elemzése azt mutatta, hogy eddig az Y280 vonal volt a felelds a legtobb
emberi megbetegedésért (Peacock és mtsai., 2019). A virus novekvd elterjedtsége baromfiban
valoszinlisiti az egyre gyakrabban el6fordul6 eseteket emberben is.

A baromfidgazatban dolgozdk szeroldgiai felmérd vizsgalatainak eredményei arra utalnak, hogy
a HON2 virusokkal valé human fertézottség joval magasabb, mint amire a bejelentett esetek szamabol
kovetkeztetni lehetne (Qi és mitsai., 2021), ugyanakkor figyelembe véve a HIN2 virusok széles
elterjedtségét, ez az altipus egyeldre nem jelent magas human kockazatot a betegség sulyossaga alapjan.
A HO9N2-re ennek ellenére uigy tekintiink, mint egy potencialisan vilagjarvanyt okozé madarinfluenza
torzscsoportra, mivel a HIN2 virus el6zetes adaptacio nélkiil is képes emlésoket, beleértve embert is
megfertdzni (Peacock és mtsai., 2019). A human esetekbdl szarmazo6 virusok minden esetben nagyon
szoros rokonsagot mutatnak az aktualisan baromfiban jelenlévd torzsekkel, ami alatdmasztja a kozvetlen
baromfi-ember fert6zési utat. A kockazatelemzés masik szempontja, az emberek kozti terjedés
képessége. Bar a HON2 virustorzs esetén vadaszgorényekben leirtak 1éghti transzmissziot is, ugyanakkor
nem bizonyitott, hogy a HIN2 virus képes lenne human-human terjedésre az eddigi megfigyelések
szerint (Carnaccini és Perez, 2020). Mindezek alapjan a HIN2 virusok rendszeres monitorozasa, emlds

adaptaltsagi markereinek kdvetése nagy jelentdségii a zoonotikus veszély naprakész megitéléséhez.

4.5. Virulenciamarkerek és emlésadaptaltsagi markerek jelenléte HYIN2 virusokban

A HON2 madérinfluenza virusokr6l elmondhat6é, hogy ugyan fenotipusosan még mindig
alacsony patogenitast virusok, de szamos magas patogenitasu virusra jellemzd mutdciot, tovabba
szamos eml0shoz valo alkalmazkodasi markert is hordoznak.

Igy példaul az elsé marokkéi baromfi jarvanyesetekbél izolalt virusok jellemzésekor dsszesen
15 emlds adaptacios markert azonositottak 8 kiilonboz6é virusfehérjén (3. tablazat). Ezen felil 10
pozicidban is jelentdsebb virulencidra utal6 aminosavat figyeltek meg (E! Houadfi és mtsai., 2016) (3.
tablazat). Teljeskort attekintést ad a madar, illetve emlés adaptaltsaghoz, illetve fokozott virulenciahoz
kothetd jellemzo genetikai markerekrdl S. Carnaccini és D. Perez publikécidja (Carnaccini és Perez,

2020), amelynek részletes ismertetése nem képezi e dolgozat targyat.
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3. tablazat: A virulencia és a gazda specificitas molekularis meghatarozo6i marokkoi HON2

izolatumokban (E! Houadfi és mtsai., 2016).

Virusfehérje A virulencia A gazdaspecifikussag
molekularis molekularis meghatarozoi
meghatarozoi (eml6sokhoz vald

alkalmazkodas markerei)

PB2 147V, 504V 318 R, 590 S,661 T
PB1 13P

PBI1-F2 66 N 82 L

PA 127V,550L,672L 1001,312R,409 N
PA-X

HA® 158N, 183 H,226 L, 391 K
NP 372D

NA

Ml 151

M2 16 D

NS1 425,189 D

NS2 31 M, 56 H

A fent bemutatott marokkoi torzsek csupan kiragadott példaként szerepelnek. Mind az 4zsiai, mind a
kozel-keleti régioban talaltak szamos olyan HON2 torzset, amely az emldsokhoz vald adaptaciot
megkonnyité mutaciokat tartalmazott. igy példaul a Hong Kong-i él6allat piacokrol gytijtott HON2 ATV
torzsek a huméan H3N2 virusokhoz hasonld receptor specificitast mutattak (Matrosovich, Krauss és
Webster, 2001). Mivel egy pandémia kialakulasanak a ,,madar—emlds” receptor preferencia valtas az

egyik eldfeltétele, az emlitett megfigyelés okkal kelt aggodalmat az egészségligyi hatosagokban.

4.6. Kortani, klinikai, patolégiai vonatkozasok

Eszak-Afrikaban, a Kozel-Keleten és Azsiaban jelent6s gazdasagi veszteségekkel jaro elhullast
¢s tojastermelés csokkenést eredményez a HON2 altipussal valo fertézottség (Nagy és mtsai., 2017).

Sulyosbitd masodlagos korokozok jelenléte nélkiil a HON2 fertdzes brojlercsirkében altalaban
enyhe 1égzdszervi tiinetekkel jar, de akar klinikailag tiinetmentes is lehet. Tobbnyire gyenge 1égzési
zorej, kotOhartya-gyulladas, tiisszogés, orrfolyas jelentkezik. Ilyenkor legfeljebb kissé kipirult trachea
¢és enyhén elhomalyosult 1égzsak lathato a korbonctani vizsgalat soran (Nagy és mtsai., 2017).

Tarskoérokozokkal, kedvezdtlen kdrnyezeti tényezok megléte esetén viszont stilyos 1égzdszervi
tiinetekkel talalkozhatunk. Erre jo példa, hogy 1998-ban a HON2 virust Irdnban magas morbiditassal és
mortalitassal jar6 fert6zottség formajaban mutattdk ki elsé alkalommal brojlercsirkékben. A

bekovetkezett gazdasadgi kéarokat minden valdsziniiség szerint tarsfertézések (IBV, E. coli,
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Ornithobacterium rhinotracheale, Mycoplasma gallisepticum) stlyosbitottak (Nagy és mtsai., 2017). A
klinikai tlinetek sinusitisben, facidlis 0démaban, orr és szemvaladékozasban, stlyos Iéguti
rendellenességben nyilvanultak meg. 1998-2002 k6z6tt a virus szamos telep kozott cirkulalt tobb, mint
65 %-os mortalitassal. Kisérleti koriilmények kozott a virus flirjekben és csirkékben szaporodott enyhe
klinikai tiinetekkel, de mortalitdst nem okozott, aldtdmasztva a tarsfertozések és tartasi problémak
jelentoségét a korkép sulyosbitasaban (Ebrahimi, Ziapour, Tebianian, Dabaghian és Mohammadi,
2011; Nagy és mtsai., 2017). Nagyszamu jarvanyesetet attekintve Qi és mtsai jellemzéen 5 és 30%
kozotti elhullasrol szamoltak be brojlerekben (Qi és mtsai., 2021).

Er6sebb patogenitasti torzsek okozta jarvany esetén az allatok kis részében a H9 fert6zés
onalldéan is képes a sulyos 1égzdszervi korkép kialakitdsara. Sulyos 1égzdszervi tlineteket mutatd
allatokban tipikus a trachea bifurkacional és a f6bb bronchusokban a jelentds fibrin kivalas (4. 4bra),
ami kezdetben nehézlégzést okoz, majd a fibrindugé fulladashoz vezethet. Ugyancsak jellemzo a
sulyosan érintett allatokban a kdzepes-stlyos fibrines 1égzsakgyulladas, tiidégyulladas. Virustorzstol
fliggden hasmenés is jelentkezhet. Nagylizemi tartasban a viz és a takarmanyfogyasztas csokkenése, a

sulygyarapodas elmaradasa is kisérheti a fert6zodést.

4. dbra: Kipirult, gyulladt 1€gcs6 és fibrines tormeléktdl elzarédott bronchusok.

A tojastermelés csokkenés kisérletes koriilmények kozott - a masodlagos korokozok kizarasaval
- vizsgalva is igen jelent0s, hosszantartd, amit a petevezetd gyulladasara vezettek vissza. A heveny
szakaszban koriilbeliil 60% visszaesést, majd a kronikus szakaszban tartésan, tobb, mint 10 héten
keresztiil koriilbeliil 30% visszaesést tapasztaltak, mikozben a tojashéj mindsége szignifikansan nem
valtozott (Gu és mtsai., 2017). Ezzel szemben egy masik torzzsel végzett vizsgalatban a tojashéj
szerkezetének jelentds valtozasarol és a héj elvékonyodasardl is beszamoltak (Qi és mtsai., 2021). Telepi
korilmények kozott tenyész- €s tojoallomanyokban akar 70%-os tojastermelés csokkenést is leirtak.

A virus atmeneti immunszuppresziot is eléidézhet (mivel thymus és bursa atrofiat is okoz),
amely mas, tars- vagy masodlagos fert6zések fellobbanasat okozhatja (Perdue és Swayne, 2005).

Pulykékban altaldban sulyosabb korkép jelentkezik, mint csirkében. Kisérletes fertézés soran
gubbasztdst, az infraorbitalis sinusok duzzanatat, tiisszogést, orrfolyast, kdzepes-sulyos

kotohartyagyulladast figyeltek meg. Korbonctani vizsgalatban az infraorbitalis sinusban nyalkas-turds
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valadékot, 1égzsakgyulladast, a pancreasban kisebb-nagyobb kiterjedésti vérzéseket talaltak, mikozben
ugyanez a virustorzs csirkében nem okozott tiineteket (Smietanka és mtsai., 2016).

Szamos egyéb madarfaj is fert6zott lehet, jellemzden tiinetmentesen, vagy csak enyhe
tiinetekkel. A virus endemiassa valt és adaptalodott tobb, kevésbé jelentds baromfifajhoz is, igy filirjhoz,
gyongytytikhoz, fogolyhoz és facanhoz, tovabba struccban is megjelent. Erdemes megjegyezni, hogy a
firjek, amelyek a H9 virusok vizimadarakbol szarazfoldi madarakra torténd atvitelének kulcsszereploi,
mar jelentds aranyban rendelkeznek ,,emlésszeri” receptorokkal ({2,6-kotésti szialsav). A vizimadar
eredeti virusok flirjben valo passzalédasa a gazdaspektrum szélesedéséhez, emlGsok fertdézésére valod
képességhez vezet (Peacock és mtsai., 2019).

4.7. HIN2 fert6zés tarsfert6zések jelenlétében
Bakterialis kozremiikodéssel fokozodhat a HON2 AIV virulencidja.

Tobb proteazrol, foként tripszinszerii szerinproteazokrol kimutattdk, hogy aktivaljak az
influenza HA-t (Béttcher-Friebertshiuser, Klenk és Garten, 2013). Ugyanakkor a HA aktivalasahoz
sziikséges proteazok nem korlatozédnak a gazdasejt enzimjeire, hanem bakterialis protedzok is részt
vehetnek ebben a folyamatban (Bottcher-Friebertshduser és mtsai., 2013; Tse és Whittaker, 2015).

Dél-Koreaban 1996-ban tobb farmon akar 30%-os elhullassal jardo megbetegedéseket észleltek,
melyekbdl kovetkezetesen az MS96 jelit HON2 Al virust izolaltak. A virust a tiidon kiviil szamos
szervben megtalaltdk, ami a fertdzés generalizalodasara utalt. Ugyanakkor a korkép reprodukéldsa
céljabol kisérletesen fertdzott SPF csirkék kivétel nélkiil felépiiltek a betegség egyébként viszonylag
szubsztitucid volt (vagyis az R-S-S-R vagashely R-S-Y-R-re modosult), ami a plazminnal torténd
hasitashoz biztosit megfeleld szubsztratot. Azt is kideritették, hogy a Staphylococcus fajok (S. aureus)
altal termelt staphylokinaz (plazminogén aktivator) enzim képes a plazminogén — plazmin atalakulast
katalizalni, vagyis staphylococcusok jelenlétében fokozodhat a HON2 AIV virulencidja. Kishida és
mtsai kisérletes fert6zésben bizonyitottak, hogy mind a S. aureus, mind a H. paragallinarum tarsfert6zés
esetén er0sodik a HIN2 virus replikacioja, tovabba a korkép sulyossaga (Kishida és mtsai., 2004).
Ugyanilyen jelenséget figyeltek meg a pandémias HIN1 virusokkal kapcsolatban is, tovabba azt, hogy
a streptokinaz is hasonlo szerepet tolthet be. Tehat a 1égz0szervi fertdzésekben nem ritkan egyiittesen
szerepld influenza virusok és baktériumok jelenléte ebbdl a szempontbol figyelmet érdemel (7se és

Whittaker, 2015).
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4.8. A Kozel-Kelet és Eszak-Afrika jelentsége a baromfiiparban és a vadmadarvonulasban

A Kozel-Keleti és Eszak-Afrikai orszagok 14,4 milli6 km2—en helyezkednek el, a foldfelszin
11,1 %-t elfoglalva és koriilbeliil 3-4-szer nagyobb teriiletet tesznek ki, mint az Eurdpai Unio. A régiod
2,4 billié baromfit allitott el6 2014-ben, ami a vilag teljes baromfi termelésének 10,4 %-a. Az éves
atlagos husfogyasztas 20 év alatt megduplazodott: a 1990-es években 12 kg/f6rdl 2010-ben 24 kg/fore.
2000 ota a baromfitermelés teljes novekedése megkdzeliti az évi 5 %-ot. Iran a legnagyobb
baromfitermeléssel rendelkez6 orszag a Kozel-Keleten, vilagviszonylatban is az elsé 10 kozott van. A
régiobol szamos tovabbi orszag szerepel elokeld helyen a baromfitermelés kiilonb6z6 agaiban. Izrael,
Marokkd, Tunézia, Algéria és Egyiptom a 10.-20. k6zotti helyet foglal el a rangsorban a pulykahus
termelésben vilagszerte. Egyiptom kacsahus termelésben a 9. lud- és gyongytyuktermelésben az 5.
helyen 4ll. Szintén a 10 legnagyobb lud- és gyongytyuk termeld koz¢é tartozik Irén és Izrael (FAOSTAT
T.F.a.A.0.C.S5.D.,2017). Egyiptom, Szaud-Arabia és Jordania kiemelked6 helyet képviselnek a galamb
¢s mas madarak (strucc, fiirj) tenyésztésében. A régio fontos piacot jelent sok orszag (USA, Kina,
Brazilia, Eur6pa) szamara a baromfi termékek és takarmanyok importja és exportja altal (Nagy és mtsai.,
2017).

A Kozel-Keleten és Eszak-Afrikaban elhelyezkedé orszagok szdmos vadmadar vonulasi
ttvonal mentén helyezkednek el. A hét vadmadér vonulési Gitvonal koziil négy 6 Gtvonal (Kozép-Azsiai,
Kelet-Afrika - Nyugat-Azsiai, Fekete-tenger és Mediterraneumi, valamint az Eszak- Atlanti itvonal)
atszeli a Kozel-Keleti és Eszak-Afrikai régiot. Ezek keresztezédnek a Kelet-Azsiai- Ausztraliai
utvonallal, ezzel novelve a kiilonb6z6 madarfajok érintkezésének lehetdségét (5. abra). Tehat kiilonb6zo
madarfajok milliéi repiilnek keresztill ezeken az orszagokon, és hasznaljak a lapvidékeket
leszallohelyként. A pihenéhelyek Egyiptom, Jordania, Izrael, Szatid-Arabia, Oman, az Egyesiilt Arab
Emiratusok, Irak és Iran teriiletein talalhatoak. Emellett ezekben az orszagokban gyakoriak és széles
korben elterjedtek az allandd vadmadarak, mint a galamb, gerle, ibisz, veréb- és hollofélék, amelyek
képesek a vad és a haztdji madarakkal is kapcsolatba 1épni (Nagy és mtsai., 2017).

Ezaltal a fenti régioban, a nagyszamu baromfiban mar endemikusan jelenlevé HIN2 virusok
valtozatossaganak noveléséhez konnyen hozzajarulnak a vadmadarak altal behurcolt virusok és vice
versa, a tenyésztett allatok fert6zési forrasként jelentkezhetnek, majd a mar baromfihoz adaptaldodott

virustorzsek a vadmadarak kozvetitésével tavoli terliletekre juthatnak el.
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5. abra: Vadmadarak vonulési Gtvonalai a vilagban, valamint a Kozel-Keleten és Eszak-Afrikaban.
Az észak-afrikai és kozel-keleti orszagok szamos vadmadar vonulasi utvonal mentén helyezkednek el,
igy kiilonb6zé madarfajok millidi repiilnek at ezeken az orszagokon. A vonulé madarak kozé
keveredve jelen vannak olyan alland¢ fajok is (galamb, verébfélék, hollofélék), melyek konnyen

képesek haztji baromfifajokkal kapcsolatba 1épni (Nagy és mtsai., 2017).

4.9. Vakcinas védekezés a HIN2 endémias teriileteken

Fontos megjegyezni, hogy a rutinszeriien alkalmazott jarvanyvédelmi intézkedések nem
elegenddek a virus bejutasanak megakadalyozasahoz. Miutan a H9 LPAIV nem tartozik a bejelentés
koteles betegségek kozé, nem segitik a betegség megfékezését fokozott odafigyelést megkoveteld
hatosagi intézkedések. Igy a védekezés fontos eszkoze a vakcinazas, amely csokkenti az elhullasok,
termelési mutatokra gyakorolt negativ hatas és a virusterjedés mértékét. Dong és mtsai részletes
attekintést adnak a kiilonb6z6 vakcina tipusokrol, beleértve a fejlesztési szakaszban levé technologiakat
is (Dong, Zhou, Pu és Liu, 2022). Jelen dolgozatban részletesebben csak a mar forgalomban levd, illetve
mas betegségek esetén baromfiban mar széles korben hasznalt technologidkra tériink ki.

Napjainkban zommel csak inaktivalt vakcinak vannak forgalomban a H9N2 virusokkal
szemben, melyeket mono- ill. bivalens formaban, azaz baromfipestis (ND) komponenssel egyiitt
alkalmaznak. Miutdn ezek a vakcindk teljes virust tartalmaznak eldlt formaban, igy az Osszes
immunogén virusfehérjére jol mérheté immunvalaszt valtanak ki. Ez ugyanakkor azt is jelenti, hogy az
ily modon vakcinazott és a vadvirussal fertozott allatok ellenanyag valasza nem kiilonboztetheté meg.
Fontos megjegyezni, hogy ezek a vakcinak nagyon érzékenyek a maternalis ellenanyagok semlegesito

hatasara, ami sok esetben a korai, aktiv védelem céljabol mar napos korban alkalmazott vakcinazas
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eredménytelenségéhez vezethet (Pan és mtsai., 2022). Gyakran felmeriilé aggaly a H9 vakcindk
hatékonysagaval kapcsolatban, hogy a virus folyamatos valtozékonysagaval csak a vakcinatorzsek
rendszeres cseréjével lehet 1épést tartani. Ezt a megkozelitést kovetve Kindban és Koreaban reverz
genetikai mddszerrel eldallitott - azaz j6 antigén kihozatalti vakcinatdrzsben levo, HA és NA géneknek
az aktudlis jarvanytorzsekbdl szarmazd génekre valo lecserélésével -, naprakész vakcina torzsek
hasznalataval igyekeznek magas szintli védettséget kialakitani (Dong és mtsai., 2022). A magas antigén
tartalmu, hatékony adjuvalasi technologiaval készitett inaktivalt vakcindk a HIN2 virus jelentdsebb
antigenitasbeli valtozasanak athidalasara is képesek és kevésbé valnak a maternalis ellenanyagok
aldozataul, mint kevésbé immunogén tarsaik, ezaltal a mezei virusok kisebb mértékii antigenitasbeli
valtozasa nem feltétleniil jelenti a vakcina hatékonysaganak elvesztését.

A madarinfluenzara vonatkozé genetikai adatok hozzaférhetésége és a molekularis virologia
eszkoztaranak boviilése révén lehetéségek nyilnak az ujabb koncepcidju vakcinak kifejlesztésére. Az
alabbiakban felsorolt vakcinatipusok mindegyikére igaz, hogy lehetdvé teszi a madarinfluenzaval
fert6zott baromfi ELISA-alapt megkiilonboztetését a vakcinazott, de nem fert6z6dott baromfitol egy
nukleoprotein elleni antitestek mérésén alapulé ELISA felhasznaladsaval. Ezt nevezziik in. DIVA
(Differentiating Infected from Vaccinated Animals) megkdzelitésnek.

Miikédési mechanizmusukban az inaktivalt vakcinakkal megegyeznek a VLP (Virus Like
Particle, virusszeri részecske) €s az alegység vakcindk. Elényiik, hogy a vakcina eléallitasa soran nem
sziikséges a madarinfluenza virus felszaporitdsa tojasban, ami noveli az eldallitas biztonsagossagat. A
H9 VLP kisérleti vakcinazéas egyszeri adagja jelentds ellenanyag titert eredményezett csirkében, €s
csokkentette a fertdz6 virus szaporodasat a 1€gz06- és emésztdrendszerben (Lee és mtsai., 2011).

Szamos baromfi virusos betegség ellen széles kdrben hasznalnak vektorvakcinakat, amelyek
egy artalmatlan baromfivirust hasznalnak vektorként és ebbe beépitve tartalmazzak 1-2 egyéb
korokozobol szarmazo f6 protektiv fehérje génjét. Tobbféle vektorral is készitettek kisérleti vakcinadkat,
a legszélesebb korben alkalmazott termékek a tytikhimlo (fowl pox virus, FPV) és a pulykaherpesz virus
(herpesvirus of turkeys, HVT) vektort alkalmaz6 vakcinak lettek. A HVT alapu vakcinak DIVA
kompatibilitason talmutatdé elénye, hogy nagyon hosszii - nagyiizemi tartasban életre szolo -
immunitastartossagot adnak (Palya és mtsai., 2014), és keltet6i vakcinazasra is alkalmasak (akar in ovo,
akar bor ala oltva), mivel nem neutralizaljak a maternalis ellenanyagok. Baromfipestis (ND), gumboroi
betegség (IBD), fertdz6 gége- és 1égesdgyulladas (ILT) esetén széles korben hasznaltak, de HS és H7
altipust madarinfluenza virus ellen is mar forgalomban vannak ilyen tipusti vektorvakcinak (Wang és
mtsai., 2014). Ezekr6l bebizonyosodott, hogy az inaktivalt vakcinakhoz mérten, alacsonyabb humoralis
ellenanyagszint jelenlétében is képesek védettséget kialakitani, és kevésbé érzékenyek a maternalis
ellenanyagok semlegesit hatasara, tovabba a kiillonb6z6 mezei virusok antigenitasbeli kiillonbségeire.
Igy HO esetén is felmeriil ennek a vakcinatipusnak az alkalmazasa a kozeljovoben (Liu és mtsai., 2019).

A nukleinsav alapu vakcindk (DNS vagy mRNS vagy replikon) egyelére nem terjedtek el

baromfiban, bar mar 1éteznek torzskonyvezett vakcinak HS HPAIV esetén.
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Az alacsony patogenitasu virusokkal torténd fert6zodés esetén a lokalis immunitas kiemelt
jelent6ségli, emiatt nem képesek az inaktivalt vakcinadk teljesen megakadalyozni a H9 virusok
szaporodasat és terjedését, bar jelentds mértékben csokkentik azt. fgy tovabbi kutatasok folynak olyan
vektor alkalmazisara, amely er0s nyalkahartya immunitast is ki tud valtani, tomegvakcindzasra
alkalmas, és napos korban, materndlis ellenanyagok jelenlétében hatékony vakcinazast tesz lehetové
(Dong és mtsai., 2022).

Az immunizalt baromfi hidnyos védettsége gyakran szerepel a szakirodalomban. Ilyenkor
nagyon gyakran kizarolag a vadvirusok antigén sodrodasanak eredményeként kialakuld
hatékonysagcsokkenést tekintik a kudarc okanak. Ahogy mar a korabbiakban is utaltunk ra, ezen a
szemponton tul szdmos egyéb tényezo az elvart hatékonysag elmaradasahoz vezethet, igy példaul a
rivalis virusos vagy bakteridlis fert6zések, a fiatal életkorban maternalis ellenanyagok jelenlétében
beadott vakcindk szuboptimalis mikddése, alacsony antigéntartalmi/immunogenitasi vakcinak.
Mindez a rendszeres szeroldgiai tipizalas és a kontrollalt koriilmények kozott végzett keresztvédettségi

vizsgéalatok sziikségességére hivja fel a figyelmet.
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5. ANYAG ES MODSZER
5.1. Vizsgalati elrendezés

A vizsgalatba vont 100 db, 21 napos, vegyes ivaru kommersz brojlercsirkét (Ross 308)
izolatorban (6. abra) helyeztiik el, kereskedelemben kaphatd nevel6tap és ivoviz ad libitum biztositasa
mellett. (Szdrmazasi hely: Baromfi-coop Kft., Hajdundnas). A kisérlettervezésnél és a csoport létszamok
meghatarozasanal messzemenden kovettiik az allatkisérletek etikdjaban megkivant 3R (reduction,
refinement, replacement) elvet. Kortani munkarol 1évén szo, az allat modell kivaltasa (replacement)
lehetetlen volt, azonban a csoport 1étszamokat (18 db/ fert6zott csoport) a még értékelhetd legkisebbre
korlatoztuk (reduction) és tobb, egyideji kezelt csoport mellett egyetlen kontrollcsoportot hasznaltunk
10 madarral. A beavatkozasok szamat és jellegét ugy hataroztuk meg, hogy a lehetd legkevesebb
szenvedést okozzuk a kisérleti allatoknak (refinement). A ledlés a szakma szabalyai szerint, elfogadott,
humanus modon, pentobarbital injekcid (Release 300 mg/ml) intravénas beadasaval tortént. (Talan nem
teljesen érdektelen kitérd, hogy ha még lenne igény az allatorvosi szaknyelv magyarositasara, a 3R elvet
magyarul 3CS-nek lehetne nevezni: Csokkentés, Csillapitas, Csere szavak hasznalataval.) Az egyedek
csoportokba soroldsat az ivarra €s testtomegre randomizaltan végeztiik. Betelepités elott szerologiai
(ELISA) vizsgalattal bizonyosodtunk meg a H9 AIV ellenanyagok — azaz korabbi fert6z6dés és anyai
ellenanyagok — hianyarol. Ot rafertdzott és egy kontroll csoportot alakitottunk ki. Mindegyik csoport
elkiilonitett izolatorban kapott helyet az azonos tartasi koriilmények biztositasaval (22 °C, 60% relativ
paratartalom, 16 h megvilagitasi program).

A korfejlédés heveny és idiilt szakaszanak a vizsgalatara az 5. és a 11. mintavételi napot
valasztottuk az irodalom alapjan (Aslam és mtsai., 2015). A tovabbiakban a ,,dpi” (day post infection)
roviditést hasznalom a mintavételi nap jelolésére. A rafertdzott csoportokbol az 5. napon 10 madarat, a
11. napon 8 madarat terveztiink mintazni, amit a természetes elhullasok moddositottak. A kontroll
csoportbol 5-5 madarat boncoltunk mintavételi naponként.

A vizsgalatot az Allatkisérleti Tudoményos Etikai Tanacs PE/EA/00512-6/2022 szimu
projektengedélye szerint végeztiik.

Kisérleteinkben genom szekvenalassal azonositott, G1-lineage-be (azon beliil a Gl-szerii
sublineage-be) tartozd, természetes fertézésekbdl izolalt HIN2 virus torzseket A/chicken/Middle
East/8616/2016 (‘A’), A/chicken/Middle East/4531/2016 (‘B’), and A/chicken/North Africa/2021/2016
(‘C’) hasznaltunk. A brojlercsirkéket 108 EIDs, virus mennyiséggel fertztiik 0.2 ml térfogatban minden
rafertdzési mod esetén. A kontroll csoportot 0.2 ml PBS pufferral kezeltiik intranasal & intratarchealisan
(IN&IT).

A virustorzsek patogenitasat az alabbi mddszerekkel vizsgaltuk: (a) klinikai tiinetek, (b) kérbonctani
elvaltozasok, (c) altalanos korszdvettan, (d) immunhisztokémidn alapuld virus antigén terhelés, (e)

genom szakasz félkvantitativ kimutatasa valos idejii PCR-rel.
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6. abra: Az allatok elhelyezésére szolgalo izolator.

5.1.1. Kiilonb6z6 foldrajzi teriiletekrél (Kozel-Kelet 1 és 2, Eszak-Afrika) szarmazo

HOIN2 torzsek szoveti tropizmusanak és patogenitasanak vizsgalata IN&IT rafertozés esetén

Az ’A’ (A/chicken/Middle East/8616/2016), a B’ (A/chicken/Middle East/4531/2016) és a °C’
(A/chicken/North Africa/2021/2016) HIN2 LPAIV torzsekkel IN&IT (10% EID50) fertztik a
csoportokat az 4. tablazat szerint. Itt az volt a cél, hogy a potencialis kiilonbségeket vizsgaljuk a
kiilonb6z06 szarmazasu virusok korfejlédésében.

Az 0Osszehasonlithatosag érdekében kontroll csoport (6. csoport) is beallitasra keriilt alacsonyabb

allatlétszammal (9 db).

4. tdblazat: Vizsgalati elrendezés kiilonb6zé HIN2 torzsek esetén.

Allatszam
Csoport Réfert6zo torzs Beadasi mod
5 dpi 11 dpi
1 HI9N2 ‘A’ IN&IT 11 7
4 HO9N2 ‘B’ IN&IT 10 8
5 HON2 ‘C IN&IT 10 7
6 kontroll IN&IT 3 6

5.1.2. A HON2 °A’ torzs (A/chicken/Middle East/8616/2016) szoveti tropizmusanak
vizsgalata kiillonb6z6 rafertézési modok (intranasal & intratracheal [IN&IT] valamint
intravénas) alkalmazasaval.

A kiilonboz6 rafert6zési modok hatasat vizsgalo kisérleti elrendezést az 5. tablazat szemlélteti.

5. tablazat: Vizsgalati elrendezés kiilonbozo6 rafert6zési modokra.

Allatszam
Csoport Réfert6zo torzs Beadasi mod
5 dpi 11 dpi
1 HON2 ‘A’ IN&IT 11 7
2 HON2 ‘A’ intravénas 10 8
6 kontroll IN&IT 3 6
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5.1.3. Az °A’ HIN2 virus torzs szoveti tropizmusianak vizsgilata egyidejii IN&IT
tarsfert6zés (IBV) mellett

A 3. csoport esetében a HIN2 A’ torzs rafertdzése mellett, egyidejlileg, azonos rafertdzési

moddal  IS/885/00-szerli nefropatogén varians IBV torzset is alkalmaztunk a tarsfert6zés

megvaldsitasara (6. tablazat).

6. tablazat: Vizsgalati elrendezés IBV tarsfertdzéssel.

Allatszaim
Csoport Rafert6zo torzs Beadasi mod
5 dpi 11 dpi
1 HON2 ‘A’ IN&IT 11 7
HON2 ‘A’ +
IN&IT 10 8
1S/885/00-like IBV
6 kontroll IN&IT 3 6

5.2. Klinikai és korbonctani vizsgalat, mintavételek
A mintagyijtést az 5. és 11. napon végeztiik a fertdzés akut és a kronikus fazisanak leirasara. Az
oronazalis és klodka tamponokat az €16 madarakbol gyijtottiink. Tovabbi tamponmintat boncolas soran
a légzsakokbol vettiink PCR vizsgalat céljara. Légeso, tiido, vese, 1ép, hasnyalmirigy és agyveld
mintakat korszovettani, IHC és PCR vizsgalatokhoz gyiijtottiink. A természetes elhullasokat is ugyanigy
mintaztuk (kivéve az 5. csoport dpi 6. napon elhullott madarbél csak korboncolas tortént).
A HIN2 °A’ torzs esetében naponta oronazalis és klodka tampon mintakat vettiink a virus tirités
monitorozasara. A madarakat naponta megfigyeltiik a klinikai tiinetek és az elhullés rogzitése céljabol
a megfigyelési iddszak alatt (DO-D11). A klinikai tiineteket az alabbiak szerint pontoztuk: 0= nincs
tiinet, 1= enyhe 1éguti tiinet szisztémas tiinetek nélkiil (pl. megndvekedett 1égzésszam, 1éguti valadék,
piros szemek), 2= mérsékelt léguti tiinetek (pl. markansan megemelkedett 1égzésszam vagy
nehézlégzeés) altalanos tlinet nélkiil vagy bagyadtsag mellett, 3= stlyos léguti tiinetek (feltiind
nehézlégzes, zihalas) levertséggel.

5.3. Kdérszovettan
mellett, majd a mosas-dehidralas-beagyazas (Paraffin Biowax Blue, BioGnost Kft, Zagreb,
Horvatorszag) standard technikéjat alkalmaztuk. Standard mikrotdémmal (Shandon Finesse) a paraffinba
agyazott blokkokbdl 1,5 pm vastagsagli metszeteket vagtunk, majd hematoxylin-eozinnal megfestettiik
az altalanos szdvettani modszerek szerint (McGraw-Hill és Luna, 1968). A metszeteket akromatikus
Leica objektivvel és kameraval (3D Histech Kft., Budapest, Magyarorszag) felszerelt Nikon Eclipse
E200 fénymikroszkoppal (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) vizsgaltuk.
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Szovettani metszetek értékelése

A Kkorszovettani  elvaltozasok értékelésére pontozasi rendszert alkalmaztunk szervenként és
elvaltozasonként a statisztikai feldolgozhatosag és a csoportok Osszehasonlithatdosaga érdekében. A
légesdében limfocitas gyulladast, hamelfajulast és metaplaziat, a tiidében interstitialis gyulladast,
bronchitist, hurutos beszlir6dést, 6démat és hiperplaziat (BALT); a vesében limfocitas gyulladast,
tubulonefrozist, glomerulonefritist; a 1épben lymfocita depléciot; agyveldben limfocitds gyulladast €s
0démat; a hasnyalmirigyben elhalast és gyulladast pontoztunk. A 1égcsében, a tiidében és a vesében
talaltuk az elvaltozasok valtozatosabb megnyilvanulasi formait, ezért 0-nincs, *1-enyhe', '2-kdzepes’,
’3-stilyos’skalan pontoztunk. A 1€p, az agyveld és a hasnyalmirigy esetében az elvaltozasok jelenlétének

kifejezésére *0-nincs’, ’1-van’ pontozast alkalmaztunk.

5.4. Immunhisztokémia

Az IHC vizsgalatok soran a HPAIV esetében alkalmazott IHC festési eljarasokat adaptaltuk a
HON2 virusra, mert az LPAIV-ra rendelkezésre alld szakirodalom szerinti festés nem biztositotta a
megbizhatd biralhatdsagot.

A paraffinba agyazott mintakbol eldszor Pantin-Jackwood ABC modszerével végeztiik az IHC
vizsgalatot, azonban a szinek és a kontrasztok nem voltak megfelelé mindségiiek (7., 8. és 9. abra). Az
IHC festés avidin-biotin komplex (ABC) moddszere az avidin biotinhoz valdé erds affinitasara
tdmaszkodik. Az avidin nagyméretii glikoprotein, amelynek igen er6és az affinitdsa a kis
molekulatomegii biotinhoz, ez a kotédés 1ényegében visszafordithatatlan. Az avidin tbb biotink5td
hellyel rendelkezik. A biotin kémiailag konjugalhatd peroxidazzal, valamint ellenanyagokkal is. Az
ABC modszer a kdvetkezo 1épésekbdl all:

(1) Jeloletlen elsédleges ellenanyagot visziink fel a szovettenyészetre.

(2) Biotinilalt masodlagos ellenanyagokat alkalmazunk, amely biotin molekuldkat visz be az els6dleges
ellenanyagok helyére.

(3) Avidint és torma-peroxidazzal konjugalt biotin komplexét alkalmazzuk.

(4) A peroxidazt ezutin DAB vagy mas kromogén szubsztratok festik, hogy az antigén helyét
szinreakcio jelolje.

A modszer hatranya, hogy az avidin-biotin komplex hibasan kotodik a szovetben természetesen 1étezo
elemekkel. Ismeretes, hogy az avidin kotodik a szoveti lektinekhez, hozzajarulva a nem specifikus
festddéshez. Az ABC komplex endogén biotinnal vald kotddése fals pozitiv festési eredményekhez

vezethet (Pantin-Jackwood, 2014; Spackman, 2020).

34



'?;;' ‘ ,j“ L ;
¥R SRR O - g

7. abra: Artefact az agyban. H&E hattérfestés (A) 40 x. (B) 20x.
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9. abra: IHC festés ABC komplex modszerrel: Nem konzekvensen festddnek a szovettipusok. Néhol a

citoplazma és a mag is festddik, mashol meg egyik sem. A kefeszegély nem ad reakciot. Vese 40 x.

Ezért a modszert tobb ponton modositottuk a megbizhatobb és kdvetkezetes értékelés érdekében.
Indirekt kétlépéses immunreakciot alkalmaztunk, melynek soran monoklonalis elsédleges ellenanyagot
és peroxidazzal jelolt anti-egér masodlagos ellenanyagot hasznaltunk AEC (3-amino-9-ethyl carbazole)
kromogénnel.

Az LPAI virus antigén piros precipitaitumként jelenik meg az érintett sejtek magjaban, helyenként a

citoplazmaban. A modositas lényege a kdvetkezo:

) enzim indukalta antigen feltaras 0,1 % proteazzal 10 percig, 37 °C
) az elsddleges ellenanyag higitasa 1:3000

° az elsddleges ellenanyag inkubacios ideje: egy éjszaka, 4 °C-on.

° AEC hasznalata a streptavidin-biotin komplex helyett.
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El6szor azt vizsgaltuk, hogy a szovetmintak vastagsaga (4- 3- 2-1 um) befolyésolja-e a reakcio
biralatat. Ugy taléltuk, hogy minél vékonyabb a metszet annal jobban biralhato, mert igy a reagens
konnyebben tud penetralni az anyagba. Az 1 pm-es metszet azonban mar tul kénnyen szakadt, emiatt a
tragylemezre helyezése, manipulalasa nehézkessé valt. A jo birdlhatdsag és megfeleld kezelhetOség
kompromisszumat a 1,5 um vastag metszetben talaltuk meg.

A 37°C vizfiirdében sz6 szOvetmetszeteket Ovatosan az el6kezelt Super Frost Ultra Plus
targylemezekre helyeztiik (Thermo Fisher Scientific Inc.). A lemezeket 30 percig 60°C-on
termosztatban szaritottuk.

A deparaffinalashoz frissen készitett xilolt és 96%-os alkoholt alkalmaztunk. Az antigén
feltarast 0,1% proteaz oldattal végeztiik, 37 “C-on, 10 percig.

A szdvetekben 1évo endogén peroxidaz blokkoldsara 3% H»O; oldatot hasznaltunk 10 percig,
szobahdmérsékleten, majd a fehérjék blokkolasara sovany tejport, 0,03% Tritont (Triton X-100, Sigma
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) és PBS- oldatot 20 percig szobahdmérsékleten. A tritont
(200ul/lemez) azért hasznaltuk, hogy az anyagok olajossagat noveljiik, ezaltal eldsegitve a jobb tapadast
¢s a hatékonyabb fehérjeblokkolast.

Els6dleges ellenanyagként Anti Influenza A (NP) egér monoklondlis IgGl antitestet
hasznaltunk 1:3000 higitasban, 200 pl/lemez mennyiségben. A megfeleld higitas megtalalasa itt is
kisszamu mintan vald tobbféle higitas kiprobalasa utan alakult ki: 1:5000, 1:4000, 1:3000, 1:2000,
1:1000. Az 1:3000 higitas biztositotta a legmegbizhatobb biralhatdsagot. Az elsddleges ellenanyaggal
torténd inkubacid egy éjszakan at tartott 4 °C-on, parasité kamraban.

Masnap, az anti-egér masodlagos ellenanyag (EnVision + Single reagent HRP egér ellenanyag,
Agilent DAKO, Santa Clara, CA, USA) hozzaadasaval folytattuk a folyamatot szobahdmérsékleten, 30
percig. A jelerGsitést 3-amino-9-ethyl-carbazole (AEC) (AEC+ szubsztrat kromogén, ready-to-use,
Agilent DAKO, K3461) hasznalataval végeztiik szobahdomérsékleten, 10 percig, parasito kamraban. A
kit’készlet EnVision reagense peroxidaz-konjugalt polimer vaz, amely anti-egér IgG ellenanyag
molekulékat hordoz (10. abra). Szamos peroxidaz konjugalt IgG ugyanazon a polimeren elhelyezkedve
jo vizualizacios rendszert biztositanak. igy az EnVision rendszer érzékenyebb, mint az egyszerii HRP-
hez kotott IgG. A kék hattérfestddést a folyd csapviz alatti mosas és a szobahdmérsékleten végzett, 2

percig tartd Mayer-féle hematoxilin festés biztositotta.
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10. abra: A direkt and indirekt immunohisztokémiai modszer sematikus attekintése (Racaniello, 2010).

A kialakitott protokollt a 7. tablazat tartalmazza.
7. tablazat: Immunhisztokémiai protokoll Anti Influenza A (NP) antigénre.

A blokkok deparaffinalasa, viztelenitése

Enzim-indukalt antigen feltaras (0.1% Proteaz enzim)

Metszetek oblitése PBS pufferrel

Az endogén peroxidaz blokkolasa (3% H20O», 10 min)

Metszetek oblitése, pufferolasa

Fehérje blokkolas (2% sovany tejpor, 20 min, szobahdmérséklet)

A felesleges blokkold oldat eltavolitasa (6blités nélkiil)

A metszetek inkubalasa elsddleges antiszérummal (egér monoclonalis ellenanyag, 1 éjszaka, 4 °C)
Metszetek oblitése, pufferolasa

Inkubalas masodlagos ellenanyag (anti-egér IgG) + HRP konjugatummal (30 min, szobahémérséklet)
Metszetek oblitése, pufferolasa

Immunreakcié kimutatasa kromogénnel (AEC oldat, 10 min, szobahdmérséklet)

Oblités csapvizzel (10 min)

Hattérfestés Mayer’s hematoxylin—nal (3 min)

Oblités csapvizzel (10 min)

Dehidratélas és fedés vizoldékony mediummal

PNANDR LD =

—— m = O
SUnbkhwh—or

A madarinfluenza virus antigénje piros/vor0s precipitditumként lathatoé az érintett sejtek magjaban, de
megfigyelhetd a citoplazmaban is. A metszeteket Nikon Ecliple E200 mikroszkoppal vizsgaltuk
akromatikus Leica objektivekkel (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA).

Immunhisztokémiai értékelés (scoring)

A léguti és a vese elvaltozasok sulyossaganak szamszerisitésére pontozasi rendszert
fejlesztettiink ki (8. tablazat). A metszeteket 40-szeres nagyitassal, mikroszkoppal vizsgaltuk 10
latétérben. Mivel a vese tubuldris epithel sejtjeiben diffuz elvaltozdsokat tapasztaltunk, igy a vesére,

mint szervre, kiilon pontozasi rendszert hataroztunk meg.
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8. tablazat: Immunhisztokémiai pontozasi rendszer tiidore, 1égcsore, 1épre és vesére.

Tiido, 1égcsd, 1ép
Pontszam A pozitiv sejtek szama
0 0
1 <10
2 >10
Vese
Pontszam tubularis epithelsejtek (kefeszegély) festédése
0 Nincs
1 foltszerti kiterjedés
2 diffuz kiterjedés

A tiid6, a 1égcso €s a 1ép 0-s pontszama azt jelenti, hogy egyetlen sejtben sem volt kimutathaté AIV
antigén. Az 1 azt jelenti, hogy a virust legfeljebb 10 sejtben mutattuk ki, mig a 2-es pontszdm azt jelenti,
hogy tobb mint 10 sejtben talaltuk meg a virus antigént jelzd piros szinreakciot.

A vesében az 1-es pontszam foltszerti, a 2-es pedig a virus antigén diffuz kiterjedését jelenti. A
0 pont az észlelés hianyat jelenti.

Az Al-mentes, illetve a HPAI-fert6zott madarak szovetmetszeteit hasznaltuk negativ, illetve
pozitiv kontrollként, hogy igazoljuk megallapitasainkat. A pozitiv kontrol lemezeket HSN1 HPAI
jarvanybol kaptuk (11. dbra).

By ot A
s

v
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2
11. abra: (A) Pozitiv kontroll. Természetes fertdzésbol szarmazo, HPAI 1€p metszet. (B) Negativ

kontroll, 1égcs6. Indirekt kétlépéses immunreakeid, hematoxilin hattérfestés. 40, Lépték = 50 um.

5.5. PCR

A mintékat Tissue Lyser II (Qiagen) segitségével 1 ml steril PBS-ben eludltuk (acélgolyokkal
homogenizaltuk) a tamponfejekbdl. Az RNS-t a cador Pathogen 96 QIAmp HT Liquid kittel (Qiagen)
vontuk ki a QIAcube HT eszkozzel, a gyarto utasitasai szerint. Négy pl-es RNS-kivonatot hasznaltunk
templatként az egylépéses RT-PCR-hez (AIV qPCR TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix; Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA). A matrixgén egy fragmentumanak amplifikalasara és
kimutatasara hasznalt primereket és probakat korabban Spackman és munkatarsai leirasa alapjan
hasznaltuk (Spackman és mtsai., 2002).
A modszer kiiszobértékét Ct 36-ra allitottuk be; azaz a Ct <36-o0s mintakat pozitivnak, a >36-os mintakat
negativnak tekintettiik. Az amplifikacié nélkiili negativ mintdkat a maximalis ciklusszamra 40-re

allitottuk be, mert ez a szam jelzi a minta negativitasat, ami a statisztikai elemzéseknél hasznalhato.
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5.6. Statisztikai értékelés

A Kklinikai tiinetek, a korbonctani és korszovettani elvaltozasok stlyossaganak jellemzésére pontozasi
rendszert (0-nincs, 1- enyhe, 2- mérsékelt, 3- stlyos) alkalmaztunk az irodalombol vett ajanlas szerint
(Landmann és mtsai., 2021) (lasd még: 5.2 és 5.3 fejezet). Az IHC vizsgalatban a virus antigén terhelés
mértékét 0-’nincs’, 1-’alacsony’ vagy 2-"magas’ skalaval irtuk le minden egyes vizsgalt szovet esetében.
Egyes megfigyeléseket, példaul a légesd epithelidlis degeneraciot és a glomerulonefritist dichotom
(binaris) valtozoként, azaz 0-’nincs’, 1-’van’-ként hataroztuk meg. Ha tobb részbdl allo ugyanazon
szervet pontoztuk (pl. a 4 1égzsak) vagy ugyanarra a szervre (tiidore, vesére) kiillonboz6 paramétercket
allapitottunk meg, akkor az adott pontszamok 6sszegét hasznaltuk a statisztikai értékeléshez. A kontroll
csoportban minden megfigyelt paramétert fiziologiasnak tekintettiink (azaz nem volt elvaltozas); ezért
a statisztikai elemzésekben a kontroll csoport nem szerepelt. A szignifikancia szintet p <0,05 értékre
allitottuk be.

Tekintve, hogy az itt felsorolt pontozasi rendszerek dontd tobbsége ordinalis skalat eredményez (kivéve
a ,van/nincs” valtozokat, pl. elhullas), ezek Osszefoglald leirasara kontingencia tablazatokat
készitettiink, amelyek oszlopait az elvaltozasok sulyossagi pontszdma, sorait a vizsgalati csoportok
adtak. Dichotom valtozok (van/nincs) esetében ugyanigy jartunk el, ott azonban értelemszertien csak
két oszlop szerepelt. Eloszor az IHC vizsgalatok elemzését végeztiik el ,,hagyomanyos™ statisztikai
modszerekkel, vagyis az ordindlis valtozdkra altalanosan alkalmazott in. nem paraméteres tesztekkel.
Két csoport dsszehasonlitdsa esetén a Mann-Whitney U tesztet, tobb csoport esetén a Kruskal-Wallis
nem paraméteres ANOVA-t hasznaltuk, amennyiben itt szignifikans kiilonbséget jelzett a teszt, akkor
paros dsszehasonlitasra a Dunn probat végeztiik el Bonferroni korrekcioval (Landmann és mtsai., 2021).
Els6 megkozelitésben a tobbi ordinalis valtozé — naponkénti klinikai pontszamok, korbonctani lelet,
korszovettan — esetén is a fenti statisztikai modszert alkalmaztuk, azonban késébb ezeket ujabb,
kifinomultabb, mas elvekre alapozott statisztikaval Gjra elemeztiik, ami az influenzavirusok jelenlegi és
korabbi irodalmahoz képest statisztikai modszertani fejlesztésnek, eldrelépésnek tekinthetd (lasd
késobb). A valos ideji PCR Ct-értékei folytonos valtozok, ezért eloszlasukat eldszor Kolmogorov-
Smirnov-féle normalitasprobaval vizsgaltuk. Ha legalabb két csoport megfelelt a normalitasvizsgalaton,
akkor egyiranyGt ANOVA-t végeztiink, majd a paros Gsszehasonlitisokhoz Fisher Least Significant
Difference (LSD) post hoc tesztjét futtattuk. Ha az eredeti Ct eloszlasok nem feleltek meg a normal
eloszlasnak, Kruskal-Wallis nemparametrikus ANOVA-t és korrigalt Dunn post hoc tesztet végeztiink.
A PCR vizsgalati eredményeket a Ct=36 cutoff érték alapjan (lasd 5.5) pozitivnak (Ct <36) illetve
negativnak (Ct >36) mindsitve, dichotom valtozoként is értékeltiik, Gjabb statisztikai modszerrel (lasd
kés6bb). A csoportok kozotti elhullasi aranyok 6sszehasonlitasat a Fisher-féle egzakt teszttel végeztiik.
Ezeket a statisztikai probakat az R szoftver 4.2.1 és az SPSS 26 verziojaval végeztiik.

Az influenza irodalomban ujszeru, ordinalis valtozokra igazitott regresszios modellezés elvén alapulo
statisztikai megkozelités bevezetése a klinikai pontszamok esetében meriilt fel. Itt nem fiiggetlen

megfigyelésekrdl van szo, hiszen minden nap ugyanazon madarak klinikai tiineteit pontozzuk, tehat
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ismételt megfigyelésekrdl van sz6, ezért az egyszerli nemparametrikus probak nem tekinthet6k
adekvatnak. Hasonlo regresszios modellezéssel azutan ujra elemeztiik a koérbonctani, korszovettani, IHC
eredményeket is.

A klinikai pontszamok modellezésére — ismétlodé megfigyelések miatt — ,,mixed effect continuation
ratio, CR” modellt alkalmaztunk, amelyben két fix hatast (a kezelési csoport és az idd) valamint egy
random hatést (a csirke azonositd) vettiink figyelembe (Liu, 2010; Dimitris Rizopoulos, 2022). A
modellt a GLMMadaptive csomag cr_setup() és mixed model() fiiggvényeivel az R szoftver 4.2.1-es
verzidjaval (2022-06-23 ucrt) illesztettiik. A tobb mint két kategoriat tartalmazé kimenetek (példaul a
kiilonb6z6 sulyossagi szintek) esetében kumulativ link modellt (Cumulative Link Model;CLM)
alkalmaztuk, ahol a kapcsolati fliggvény a logaritmus fiiggvény volt (4dnanth és Kleinbaum, 1997,
Haubo és Christensen, 2018). A CLM eredményeként esélyhanyadosokat (odds ratio, OR) kapunk,
amelyek e dolgozat soran a kovetkezoképpen értelmezendok:

e dpi 11 vs. dpi 5 Osszehasonlitasa esetén: az esélyhdnyados (tovabbiakban OR (dpill/dpi5)
jelentése az, hogy hanyszor akkora a kisebb pontszamok esélye (oddsza) a dpi 11 esetén a dpi
5-h6z képest. Tehat, ha ez az arany nagyobb, mint 1, akkor dpi 11 esetén a kisebb pontszamok
(enyhébb tiinetek) esélye nagyobb, tehat dpill esetén enyhébb tiinetek figyelheték meg, mint
dpi 5 esetén. Amennyiben az arany kisebb, mint 1, ugy dpi 5 esetén figyelhetok meg az enyhébb
tiinetek.

o A virustorzsek Gsszehasonlitisa esetén is a fent leirtak szerint értelmeztiik az eredményeket.
Példaul OR (A torzs/ B torzs) esetén, ha az arany 1-nél nagyobb, akkor az A torzs esetén az
enyhébb tiinetek esélye nagyobb, mint a B torzs esetén, a konkrét érték pedig azt szamszerusiti,
hogy ez az esély hanyszor nagyobb (vagy kisebb). A kumulativ link modellt az ordinal csomag
clm() fiiggvényével az R szoftver 4.2.1-es verzidjaval (2022-06-23 ucrt) illesztettiik.

A PCR eredményeket (pozitiv/negativ) logisztikus regresszioval modelleztiik. Mivel bizonyos
mintakban, illetve vizsgalati idépontban (pl. dpi 11) rendkiviil ritka volt a pozitiv eredmény, ezért a
logisztikus regresszié egy specialis valtozatdt (penalized maximum likelihood logistic regression)
alkalmaztuk, amely képes kezelni a ritka események torzitdé hatasat. A modell segitségével a pozitiv
PCR eredmény valosziniiségét becsiiltiik a dpi €s a virustorzs fliggvényében. (David Firth, 1993). A
modellt az R 4.2.1 (2022-06-23 ucrt) verzio logistf csomag logistf() fliggvényével illesztettiik.
Paronkénti 6sszehasonlitasokat végeztiink az emmeans csomag emmeans() fiiggvényével és a graphics
csomag pairs() fiiggvényével. Ez a statisztikai modszer lehetdvé teszi, hogy azonositsuk, mely csoportok
kozott talalunk statisztikailag szignifikans kiilonbségeket. A p-értékek adjusztalasara a "tukey" modszert
alkalmaztuk.

crer

modszerrel vizsgaltuk.
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6. EREDMENYEK

A kontroll csoportban sem klinikai tiineteket, sem korbonctani és korszdvettani elvaltozasokat
nem figyeltiink meg. Az IHC és a PCR nem mutattak ki az LPAIV fert6zés nyomait a vizsgalat soran.

Ezért az alabbi eredményeket csak a fertdzott csoportokra vonatkozoan foglaltam 6ssze.
6.1. Altalinos kértani ismerteté

6.1.1. Klinikai tiinetek és elhullas

Altalaban 1éguti tiineteket, szipogast, gurgulazast, tiisszogést, zihald 1égzést és esetenként
nehézlégzést figyeltiink meg a legtdbb fertdzott madarnal 3 és 11 dpi kozott, fliggetleniil a rafert6zo
virustorzstol.
A 12. 4bran lathato, hogy az ’A- Kozel-Keletl.” és a *B-Kdozel-Kelet2.’torzsekkel rafertdézott csoport
korfejloédése kozel azonos modon alakul a klinikai tiinetek sulyossagat tekintve. A *C-Eszak-Afrika’
torzs kiugroan sulyosabb klinikai tlineteket okozott els6sorban a korfejlédés heveny szakaszaban, ami

az idilt id6szakra lecsendesedett a tobbi torzsnél tapasztalt mértékre.

\Klinikai megdfigyelés HIN2 LPAIV rafertdzés utén|

—+—A -i.n.&i.t. —o—A -iv. ¢ A.+IBV-i.n.&i.t. ——=B_-i.n.&i.t. - C-i.n.&l.t.
3

25

2 L =

1,5 o o s

1

0,5

Klinikai pontok (atlag és széras)

3 dpi 4dpi Sdpi 6dpi 7dpi 8dpi 9dpi 10dpi 11dpi
Napok szama a rafertzés utan
12. abra: A kiilonb6z6 csoportokban a klinikai tiinetek pontértékei a megfigyelési iddszakban:
Szemmel lathatéan magasabb klinikai pontszamokat mutat a *C-Eszak-Afrika’ torzzsel rafertdzott

csoport a teljes megfigyelési id6szak alatt, de kiemelked6en a heveny szakaszban.

Mortalitas
Az ,A- Kozel-Keletl.” csoportbol egy csirke (5,5%) és a ,,C-Eszak-Afrikai” csoportbél négy madar
(22%) pusztult el 4-6 dpi-nél, mig a ,,B-Kozel-Kelet2.” csoportban (0%) nem fordult el elhullds. A

halalozasi aranyok nem mutattak szignifikans kiilonbséget (Fisher-féle egzakt teszt p = 0,113).
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6.1.2. Korbonctan
Makroszkopos elvaltozasokat észleltiink a légutakban, beleértve a vordses vagy lilas-piros 1égcsé
nyalkahartyajat, a 1égzsakokon 1év0 erezetes beldvelltséget és a tiidoben pangast (13 A abra), esetenként

fibrindugo6t a bifurkacional (13B. abra).

13. 4bra: Post-mortem elvaltozasok: enyhe hiperémia a 1égzsakokban (nyil) (A) és fibrines exudatum

(nyil) a 1égcs6 bifurkacioban (B).

A boncolas soran az ’A-Kozel-Kelet 1.” és a ’B- Kozel-Kelet 2. torzs esetén a 5 dpi-n a kiirtott
egyedekben helyenként kipirult 1égcsdvet, enyhén besziirddott 1égzsakokat figyeltiink meg; az elpusztult
madarakban a 1égcsé nyalkahartya teljes hosszaban haragos vords, a mellkasi 1égzsakban erezetes
belovelltség és opalos besziir6dést, a hasi 1égzsakokban enyhe beszlir6dést, és haragos vords, néhol
6démas tiid6t figyeltink meg. A *C- Eszak-Afrika’ torzs esetében az elhullott madarak 1égesdvében
fibrindugo6t, a nagy légutakban fibrin kivalast és az éltala okozott eltomddést figyeltiink meg. Stilyos
esetben a hasi légzsakokra is kiterjed0 erezetes belovelltség és opalos beszilirddés, valamint az
intrapulmonalis 1égutakban fibrindug6 volt 1athat6. A le6lt madarakban a fent leirt folyamatok enyhébb
mértékben voltak megfigyelhetoek.

Dpi 11-en a boncolés soran a légesé és a tiidd elvaltozasok eltiintek, csak a légzsdkokban talaltunk

erezetes belovelltséget és opalos besziirddést a csoportokban.
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6.1.3. Korszovettani eredmények

A léges6ben, a tiidében és a vesében korszovettani elvaltozasokat figyeltiink meg, mig lépben,

hasnyalmirigyben és agyban nem talaltunk elvaltozast.

Légceso

A légeso elvaltozasokat limfocitas gyulladés jellemezte (a gyulladasos sejtek, féleg a limfocitak, levalo

epithelialis hamsejtek, epithel degeneracio) (14. abra).

14. abra: Léges6 H&E festés dpi 5. A-C abra: rafert6zott csoportok - limfocitas gyulladas epithel
degeneracidval (nyilak), 20 x, 1épték= 100 um. D abra: kontroll csoport - ép csillos hamsejtek. 40x%,
lépték = 50 pm.

A limfocitas gyulladast 0-3 skalan értékeltiik; a hAmdegeneracié minden madarnal jelen volt dpi 5-nél,
és megsziint minden madarnal dpi 11-nél.

A limfocitas gyulladas pontszamok esetén a dpi valtozo szignifikansnak bizonyult (p <0,0001), ami azt
jelenti, hogy az elvaltozasok sulyossaga szignifikansan csokkent dpi 11-re dpi 5-héz képest (OR
(dpil1/dpiS): 262), és szignifikans kiillonbségeket tudtunk kimutatni az ,,A-Kozel-Keletl” és a ,,C-
Eszak-Afrika” torzsek kozott (OR (A-Kozel-Keletl/ C-Eszak-Afrika): 8,36, p = 0,0116).
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Tiido

A tiidéelvaltozasok kdzé tartozott az interstitialis tiidogyulladas (azaz a perivascularis és peribronchialis
szovet gocos infiltracidja limfoid sejtek és makrofagok altal), valamint hurutos horgégyulladas (azaz
gyulladasos valadék, infiltracié és 6déma) (15. abra).

Kiszdmoltuk a pontozott elvaltozasok (interstitialis tiidogyulladas, horgégyulladas, hurutos infiltracid
¢és 0déma) Osszesitett értékét is. Az elemzési eredmények azt mutatjak, hogy az elvaltozasok stilyossaga

dpi 11-en szignifikansan csokkent az 5 dpi-hez képest (OR (dpil 1/dpi5): 281, p <0,0001), de a harom

torzs kozott nem tudtunk szignifikans kiillonbséget kimutatni.

15. 4bra: Tiid6 H&E festés 5 dpi. (A) ,,A-Kozel-Kelet 17 torzzsel fert6zott tiidd: interstitialis gyulladas
score 3, bronchitis score 3, hurutos beszirddés score 2, 6déma score 2, alveolusban tobb levalod
alveolaris epithelsejt lathat6. H&E, 10x, 1éptek = 200 pm. (B) ,,B-Kozel-Kelet 2” torzzsel fert6zott
tiid6: interstitialis gyulladas score 2, bronchitis score 2, hurutos besziir6dés score 2, 6déma score 1,
H&E, 10x%, 1épték = 200 pm. (C) ,,C-Eszak-Afrika” torzzsel fertdzott tiidé: interstitialis gyulladas
score 3, bronchitis score 3, hurutos besziirédés score 3, 6déma score 2. H&E, 10x, 1épték = 200 pm.

(D) Kontroll tiid6: nincs interstitialis gyulladas, bronchitis, hurutos besziirddés vagy 6déma. H&E,

10x, 1épték = 200 pm.
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Vese

Korszovettani elvaltozasokat a vesében csak a 5 dpi-n vett mintakban észleltiink.

Az elvaltozasokat foként tubulonefrdzis (azaz: a tubularis epitelialis sejtek regressziv elvaltozasai) és
glomerulonefritis (limfo-hisztiocitas infiltracid) jellemezte, néhany esetben enyhe limfocitas gyulladast
csak 5 dpi-n figyeltiink meg. A limfocitas gyulladas, tubulonefrozis és glomerulonefritis pontszamok
vizsgélata soran szignifikans kiilonbséget csak a tubulonefrozis esetében talaltunk az ,,A-Kozel-Kelet1.”
és a,,C-Eszak-Afrika” torzs (OR (A-Kozel-Keletl/ C-Eszak-Afrika): 31,95, p = 0,0026), valamint a ,,B-
Kozel-Kelet2.” és a ,,C-Eszak-Afrika” torzs (OR (B-Kozel-Kelet2/ C-Eszak-Afrika): 248,25, p =

0,0002) kozott. A vese korszdvettani elvaltozasait az 16. abra mutatja.

16. dbra: Vese H&E festés dpi 5; 40x, 1épték = 50 um. (A) ,,A-Kozel-Keletl.” torzzsel fert6zott vese:
diffuz, mérsékelt fokt tubulonefrozis score 2, a tubulus sejtek levaltak az alaphartyarol (fekete nyil),
karyorrhexis, karyopyknosis. (B) ,,B-Kozel-Kelet2.” torzzsel fert6zott vese: Fokalis tubulonefrozis
score 2, (C) ,,C-Eszak-Afrika” torzzsel fertdzott vese: tubulonefrozis (tubulus sejtek levaltak az
alaphartyarol (fekete nyil), karyopyknosis, karyorrhexis score 3, glomerulonefritis: mesangium

proliferacio (kék nyil). (D) Kontroll vese: az alaphartyan iil6 ép tubulus sejtek.
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6.1.4. Immunhisztokémiai eredmények
A virusantigént a fert6zott madarak 1égcsd-, tiid6- és vesemintainak 30-50 %-aban azonositottuk. Pozitiv
IHC eredményeket csak a fert6zott csirkéktdl az 5 dpi-n vett mintakban talaltunk, azaz minden kontroll
allat mindkét mintavételi napon, illetve a 11 dpi-n vett mintak negativak voltak. A pozitiv IHC fest6dés
nagyon kontrasztos, jol lathatd sotétvords precipitatumként jelenik meg a légesdben levald hamsejtek
magjaban (17A ¢és 18. dbra), a tiid0 alveoladris hamsejtjeiben (17B és 19. abra) valamint a vese
kefeszegély (tubularis epithelium) citoplazmajaban (17C és 20. abra). A vesében nagyobb aranyban volt
megfigyelhetd a teljes sejtes festddés, mig a légutakban a sejtmagok festddése volt megfigyelhetd,

JON4

melyeket kdnnyen meg lehetett szamolni. Emiatt a vesében eltérd pontozasi rendszert hasznaltunk.
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17. abra: Immunhisztokémiai festédés dpi 5. H&E hattérfestés 40%, [épték = 50 pm
(A) Lathato sotétvords lerakodas a levald hamsejtek magjaban, a 1égcsében.
(B) Sotétvordsen festddo virusantigén a tiido levalo alveolaris hamsejtjeiben.

(C) Sotétvoros festddés a kefeszegélyben, vesében.
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18. abra: Légeso levalo hamsejtjeinek IHC festddése. (A, B): ,,A-Kozel-Keletl.” torzs IV rafertdzési
méd, score 2. (C, D): ,,C-Eszak-Afrika” torzs, IN&IT rafertézés, score 2. Indirekt kétlépéses immun-

reakcio, haematoxilin hattérfestés, 40%, 1épték = 50 pm.

T ) YRk e
19. dbra: Virusantigén kimutatas a tid6 levalo alveolaris hémsejtben. A térgylemezei( hattérfestése
hematoxilinnal késziilt. A virus antigén szemcséstdl diffiz formaban, vords festodéskeént
jelenik meg, tobbnyire a sejtmagokban, a ritkdn a fertdzott sejtek citoplazmajaban. (A): ,,C-
Eszak-Afrika” torzs, IN&IT rafertézés), score 2, 40x nagyitas. (B): ,,C-Eszak-Afrika” torzs,
score 2, 10x, 1épték = 200 um. (C): ,,A-Kozel-Keletl.” torzs IBV tarsfertézéssel, IN&IT
rafertdzés), score 2, 40x, Iépték = 50 um. (D): ,,A-Kozel-Keletl.” torzs IBV tarsfertézéssel,

score 2, 20x%, lépték = 100 um. Indirekt kétlépéses immunreakcio.

47



.

Segon :
- o, .".—ﬂ:‘-..

v T

2

Fbrd . ; SN SRS
TP FRa T AN IR T e e T TR
20. abra: Virusreplikacio a vesében: diffuz, vords festddés a tubularis epithelialis sejtekben.
(A, B): ,,A-Kozel-Kelet 1.” torzs IBV tarsfert6zéssel, IN&IT rafertézés, score 2.
(O): ,,B-Kozel-Kelet 2.” torzs, IN&IT rafertdzEs), score 1.
(D): ,,C-Eszak-Afrika” torzs, IN&IT réafertézés), score 1.
A score 1-es pontszam azt jelenti, hogy a voros elszinez6dés a vese meghatarozott teriiletén lathato. A

score 2-es pontszam az jelenti, hogy a szinreakci6 az egész vesében lathatd. Indirekt kétlépéses

immunreakcid, haematoxilin hattérfestés, 40x, 1épték = 50 pm.
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Afrika” torzs. Indirekt kétlépéses immunreakcio, hematoxilin hattérfestés, 40x, 1épték= 50 pm.
Alkalmanként a Iépben a csirkék 8 %-ban talaltunk virus antigént a harom, kiilonb6z6 virustorzzsel

rafert6zott csoportban (21. abra). A hasnyalmirigyben é€s az agyban nem volt kimutathat6 a virusantigén,

minden minta egyarant negativnak bizonyult az 5 és 11 dpi-n.
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6.1.5. PCR eredmények
Az’ A-Kozel-Kelet 1. torzs esetében naponta oronazalis és klodka tampon mintakat vettiink a virusiirités
vizsgalatara. A 22. abran lathato, hogy az IN&IT rafert6zés utan az oronazalis tamponbol mar a 2. napon
kimutathato6 a virus, mig a klodka tamponbol csak 2 nappal kés6bb mutathato ki, akkor is csak nagyon
kis mértékben. A felsd légutakbdl a 4. nap utdn drasztikusan csokken a virusiirités, ami a 8. naptdl mar
szinte minimalisnak, a 10. naptdl negativnak tekinthetd. A klodkan at torténd virusiirités a 4. naptol
¢észlelhetd, ami a megfigyelési idoszak eldrehaladtaval kismértékben emelkedik, majd a 9. naptdl

megsziinik.

|A-Kbzel-Kelet1. HIN2-vel rafertézott csoport]
169 ————— =9=Oronazalist. <E-Kloaka t.
20,2 %
23,5 \’—4\
26,8 \
30,1 \
33,4 \
36,7 \

40,0 1 1 1 I .
D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 DM

Virus terhelés atlag (Cq)

Rafert6zés utani napok
22. abra: A-Kozel-Kelet 1. torzs esetében a virusiirités vizsgalata oronazalis és klodka tampon

mintakbol a megfigyelési id6szak alatt.

6.1.6. Kiilonb6zo diagnosztikai modszerekkel kapott eredmények 6sszehasonlitasa
A Spearman-féle rangkorrelacids egyiitthatokat (rs) szdmoltunk a korszovettan és az IHC, valamint a
kérszovettan €s a PCR 0sszehasonlitasara a 1égcsdben, a tiidoben és a vesében, mivel a 1égutakban és a
vesében okozott kiilonboz6 stlyossagu, de figyelemre méltd elvaltozasokat a rafert6zd virus.
Statisztikailag szignifikans (p <0,0500), de mérsékelt pozitiv korrelaciot mutattunk ki a korszovettani
¢s az IHC eredmények kozott (rs = 0,37 a léges6 és a tiid0 esetében; 0,47 a vese esetében).
Hasonloképpen szignifikans és mérsékelt, de negativ korrelaciot mutattunk ki a korszdvettani

pontszamok és a PCR Ct-értékei kozott (rs = [-0,39] a vesére, [-0,48] a tiidore és [-0,6] a 1égcsore).
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6.2 Kiilonb6zo foldrajzi eredetii torzsek korfejlodésének vizsgalata
Azonos rafertézési mod (IN&IT) mellett vizsgaltuk a kiilonboz6 foldrajzi teriiletekrdl szarmazd HON2
LPAI virusok okozta fert6zés korlefolyasat a patogenitasbeli és egyéb kiilonbségek megfigyelése

céljabol.

6.2.1. Klinikai tiinetek
Szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd az *A — Kozel-Keletl.” és a *C- Eszak-Afrika’ torzs kozott
(p=0,011), valamint a ’B- Kozel-Kelet 2.” és a *C- Eszak-Afrika’ torzs kozott (p= 0,0055). Azonban a
statisztikai elemzés nem mutatott ki szignifikans kiilonbséget az *A- Kozel-Kelet 1.” és a *B- Kozel-
Kelet 2.’ torzs kozott (p= 0,8078).
A 23. abra az alkalmazott modell (CR modell) altal a klinikai pontszamok becsiilt valoszintiségeit (95%-
os konfidencia savokkal) szemlélteti, a harom virustorzs esetén a megfigyelési idGészak soran.
Nevezetesen, az A- Kozel-Keletl.” és a B- Kozel-Kelet 2.” torzs esetében hasonlé mintazatokat

figyeltink meg, mig a 'C- Eszak-Afrika’ torzs esetében a csirkék altaldban magasabb pontozési

cre

Pontszam 2
Pontszam 3

Pontszam 0
Pontszam 1

4 ] 8 10
1 |

I | L | | I L
Atorzs B torzs C torzs

06 o
0.4 4

0.0 -

Becslilt valészinlségek

Kovetési ids (nap)

23. abra: Klinikai tiinetek pontszamainak modell altal becsiilt valosziniiségei és 95%-os konfidencia
sdvok minden pontszam kategdriaban, a harom csoportban a megfigyelési iddszakban. Az ’A- Kozel-
Keletl.” és a ’B- Kozel-Kelet 2.’torzs esetében hasonld mintazatot latunk a klinikai tiinetek
stlyossagaban, mig a ’C- Eszak-Afrika’ torzs esetében a stilyosabb klinikai tiineteket jelzé, magasabb

pontozas lathato.

Ha a kiilonb6z6 torzsek okozta klinikai tiineteket nézziik azonos rafert6zési mod mellett, akkor
megallapithato, hogy

° a ,,B- Kozel-Kelet2.” és a ,,C-Eszak-Afrika” torzs az 5 dpi-n okozza a legsulyosabb klinikai
tiineteket,
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° a ,,C-Eszak-Afrika” torzs esetében csokkennek a tiinetek 5 dpi utan

) A ,,C-Eszak-Afrika” torzs okozza a legstlyosabb tiineteket a hdrom torzs koziil.

Ebbd] arra kovetkeztethetiink, hogy a korfejlodés heveny (5 dpi) és idiilt (11 dpi) szakasza szépen elvalik
egymastol, igy a mintazas idejét jol hatiroztuk meg; valamint a ,,C-Eszak-Afrika” torzs sulyosabb

tiineteket okoz, tehat patogénebbnek bizonyul a klinikai tiinetek alapjan.

A 24, abran lathatoak a torzsek altal okozott tiinetek és elhullasok a megfigyelési id6szak alatt.
Az, A-Kozel-Keletl.” és a ,,C-Eszak-Afrika” torzs okozott elhullast a megfigyelési idészakban. A ,,C-
Eszak-Afrika” torzs okozta a sulyos, és a legtobb kdzepes 1éguti tiineteket.

|"A" térzs HON2 - IN&IT rafertézés|
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24. abra. Kiilonbo6z0 torzsek altal okozott 1éguti tiineteket mutaté madarak ardnya a megfigyelési

idészak alatt. A ,,C-Eszak-Afrika” torzs okozta a sulyosabb és a legtobb kozepes léguti tiineteket.

51



A 25. abran a klinikai tiineteket sulyossagi fokuk szerint lathatjuk csoportonként. A szinkdédok a
pontozasi értékben kifejezett enyhe- 1, mérsékelt-2, sulyos-3 klinikai tiineteket, illetve az elhullasokat
mutatja, a saivok hosszisaga az allomany %-os érintettségét mutatja. A csoportok tobbségében enyhe
klinikai tiinetek lathatok. Mérsékelt/kozepes tiinetek elsésorban a 4-5-6 dpi napon lathatok a *C-Eszak-
Afrika’ virussal fertézott csoportban. Sulyos tiinetek csak a ’C-Eszak-Afrika’ virussal fertdzott
csoportban lathatok. Elhullas az *A-Kozel-Keletl.” torzzsel fertdzott csoportban a heveny és az idiilt
szakaszban; a *C-Eszak-Afrika’ torzzsel fertézott csoportban az 5-6 dpi napon, a heveny szakaszban
fordult el6.

A ,,C” torzs nagyobb ardnyban okozott enyhe és kdzepesen sulyos tiineteket, mig sulyos tiineteket csak

ez a torzs okozott. A ,,B” torzsnél is tobb az enyhe tiinet az ,,A” torzsnél tapasztalhatohoz képest.

|KIInIkaI megfigyelés H9 LPAIV rafertézés uténl B Elhullas mSulyos @Kézepes @Enyhe DEgészséges
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25. abra: A klinikai tiinetek sulyossaga ¢és azok %-0s megoszlasa a rafertézott virustdrzsek szerint.
A ,,C” torzs nagyobb ardnyban okozott enyhe és kozepesen sulyos tiineteket, mig stulyos

tineteket csak ez a torzs okozott.
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6.2.2. Korbonctan
Légcso
A trachea elvaltozas pontszamok esetében a dpi valtozo szignifikansnak bizonyult (OR (dpi 11/dpi 5):

3,7, p=0,0158). A harom torzs kdzott azonban nem tudtunk szignifikdns kiilonbséget kimutatni.

Leégzsakok

A légzsakok elemzése soran szignifikans kiillonbségeket tudtunk kimutatni az ’A- Kozel-Keletl” és a
'B- Kozel-Kelet2.” torzs (OR (A/B): 10,34, p = 0,0199) és az *A- Kozel-Kelet1’ és a *C-Eszak-Afrika’
torzs kozott. (OR (A/C): 33,97, p = 0,0003). A 26. abran lathatd, hogy a ,,B-Kdozel-Kelet2.” és a ,,C-
Eszak-Afrika” torzs esetében stlyosabb 1égzsak elvaltozasokat (opélos elszinezGdés, erezetes
beldvelltség, fibrin pelyhek felrakodasa) figyeltiink meg, mely 11 dpi-re csdkkend tendenciat mutatott,

kivéve a ,,B-Kozel-Kelet2.” torzs esetén, ahol 11 dpi-re sulyosbodtak az elvaltozasok.

Korbonctani elvaltozasok a légzsakokban
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26. abra: Légzsakok korbonctani elvaltozasai a kiilonb6zo torzsekkel fert6zott csoportokban.

A ,,C-Eszak-Afrika” torzs esetében stilyosabb légzsakelvaltozasokat latunk.

6.2.3. Korszovettan
A korszovettani eredmények 6sszefoglaldsat a 27. és a 28. abra tartalmazza. A 27. dbra mutatja a
rafert6zés utani 5. napon (5 dpi) vett mintdk szdvettani elvaltozasait a virustorzsek szerint: Légcso
elvaltozasokat azonos rafertézési mod mellett a ,,C-Eszak-Afrika” torzs okozott sulyosabb mértékben.
A tlidében interstitialis gyulladast és bronchitist azonos rafert6zési mod mellett a térzsek azonos
mértékben alakitottak ki. A tiidé savos beszlirddésénél is hasonld a helyzet, azzal a kitétellel, hogy a ,,C-
Eszak-Afrika” torzs kiemelked6en sulyosabb elvaltozast mutatott. A 1épben egyik torzsnél sem talaltunk

korszovettani elvaltozast.
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27. abra A rafert6zés utani 5. napon vett mintak Osszesitett korszovettani pontozasa virustorzsenként.

A 28. abran a 11 dpi-n talalt elvaltozasok lathatok, melyek sokkal kisebb mértékben nyilvanulnak meg,
mint 5 dpi-n, jelezve, hogy a korfejlodés idiilt fazisaban jarunk, lecsengett a fertdzés.

Azonos rafertézési mod mellett a légesében a ,,B-Kozel-Kelet 2.” torzs mutat nagyobb mértékii
limfocitas gyulladast és metaplaziat; a tiidében a ,,C-Eszak-Afrika” torzs nagyobb mértékii bronchitist,

az ,,A-Kozel-Kelet 1.” térzs nagyobb mértékii savos besziirddést és hiperplaziat mutat.
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28. abra A rafert6zés utani 11. napon vett mintak dsszesitett korszovettani pontozasa. Az abra jobb

oldalan %-an kifejezve.

A korszovettani elvaltozasok elemzése soran nem lehet egyértelmi sorrendiséget felallitani a torzsek

ko6zott.
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6.2.4. Immunhisztokémia
Az immunhisztokémiai eredmények alapjan 6sszehasonlitva a harom HIN2 tdrzs patogenitasat azonos
rafert6zési modok (IN-IT) mellett,
e az,A-Kozel-Kelet 1.” torzs esetén a 1égcs6 55%-ban, a tiidé 36%-ban, a vese 18%-ban és a 1ép
9%-ban,
e a B-Kozel-Kelet 2.” torzs esetén csak a 1égcs6 30%-ban €s a vese 40%-ban volt kimutathato;

o a C-Eszak-Afrika” torzs esetén a 1égcsd 60%-ban, a tiid6 70%-ban, a vese 90%-ban és a
lépmintak 10%-ban volt megtalalhat6 a virus antigén.

A sulyossagi pontszamok megerdsitik a torzsek kozotti kiilonbségeket, amelyeket az elvaltozasok
gyakorisdga mutatott: Az ,,A-Kozel-Keletl.” torzzsel beoltott csoportokbol egy kivételével minden
tiidominta 1-es pontszamot kapott, ugyanezt a megfigyelést kaptuk a ,,B-Kozel-Kelet 2.” térzs esetén is
(1 trachea minta 2 scoring pontot kapott). A ,,C-Eszak-Afrika” torzzsel fertézott csoportban az
elvaltozasok sulyosabbak voltak: A 1égcsé és a vese mintak tobbsége 2-es pontot kapott (a pozitiv
mintak 40%-a és 50%-a). A statisztikai 6sszehasonlitasok szignifikans kiilonbségeket tartak fel a torzsek
kozott a tiido és a vesetropizmus esetében (p = 0,0065 and 0,0008). A ,,C-Eszak-Afrika” tdrzzsel
fert6zott madarakbol szarmazoé tiidomintak felfelé elmozdulast mutattak a ,,B-Kozel-Kelet 2.” térzzsel
fert6zottekhez képest (p = 0,0045), mikdzben nem volt szignifikans kiillonbség az ,,A-Kozel-Kelet 1.”
torzzsel fertdzott tiidészovetek median IHC pontszamai kozott 6sszehasonlitva a ,,B-Kozel-Kelet 2.7 és
a ,,C-Eszak-Afrika” torzsekkel.

Vesemintak tekintetében a ,,C-Eszak-Afrika” torzs virulensebbnek bizonyult, mint az ,,A-Kozel-Kelet
1.” és a ,,B-Kozel-Kelet 2.” torzs, amit a szignifikdnsan magasabb median IHC pontszam jelez (p =
0.0008 and p = 0.0166). Az o6sszesitett IHC pontszamok medianja szintén szignifikans Gsszefiiggést
mutatott a torzs tipusaval (p=0,0028), hasonl6 paronkénti kiilonbségekkel, mint a vesemintak esetében.
Vagyis a virus antigén mennyisége magasabb volt a ,,C-Eszak-Afrika” torzzsel fertzott madarakban,
mint az ,,A-Kozel-Kelet 1.” és a ,,B-Kozel-Kelet 2.” torzsek esetén (p=0,0215 és p=0,0042). A 1égcs6-

¢s a Iépmintak esetében nem mutattunk ki szignifikans kiilonbséget a torzsek kozott.

A légcs6 THC pontszamainak Osszesitése sordn nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a harom
virustorzs kozott. A vese IHC pontszamaival Osszefiiggésben azonban szignifikdns kiilonbséget
talaltunk az ,,A-Kozel-Kelet 1.” torzs és a ,,C-Eszak-Afrika” torzs kozott (OR (A-Kozel-Kelet 1./C-
Eszak-Afrika): 11,37, p=0,0184).

A kontrollcsoportbol szarmazé mintak IHC negativak voltak, ami azt jelzi, hogy a vizsgalt csoportok

kozott nines keresztszennyezddés.
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6.2.5. PCR
A viruskivalasztast PCR-rel vizsgaltuk az 5 és 11 dpi-n vett oronazalis €s kloaka-tamponokbol. Egy
kivételével ("A- Kozel- Kelet 1." csoport) minden csirke iiritette a rafertGzott virust a dpi 5-0n, az
oronazalis tamponon keresztiil; azonban 11 dpi-n jelentdsen csokkent a virusiirités, ami a csoportok
kozott nagy kiilonbséget mutatott. A 29. abra a torzs és a dpi varhat6 hatdsait mutatja a pozitiv PCR
eredmények valoszinliségére. Az oronazalis tampon PCR eredményeinél a dpi valtozo szignifikansnak
bizonyult (p <0,0001), és szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az ,,A-Kozel- Keletl.” és a ,,C-Eszak-
Afrika” torzsek kozott (p = 0,0175). A kloakaminta esetében a dpi valtozo nem volt szignifikans, és nem

tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a térzsek kdzott.
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29. abra: Pozitiv PCR eredmények valdsziniiségeinek becslése és 95%-o0s konfidencia-intervallumok:
oronazalis (bal) és a kloaka (jobb) tampon. A torzs= Kozel-Kelet 1.
B torzs= Kozel-Kelet 2. C torzs= Eszak-Afrika HON2 virus.

A rafertdzott torzsek PCR-rel detektalhatéoak a légutakban, kiilonb6z6 mértékben 5 és 11 dpi-n az
alabbiak szerint:

* A légesbben: egy kivételével minden madar 5 dpi-n pozitiv eredményt mutatott, tobbségiik (22-b61 18,
82%) 11 dpi-n is. A 1égcsé PCR eredmények statisztikai értékelése soran azt lattuk, hogy az 5. és 11.
mintavételi napok Osszehasonlitasa sordn nem kaptunk szignifikans kiilonbséget sem a torzsek, sem a
mintavételi napok kozott.

* A légzsakokban: a csirkék 80%-a (30-bol 24) volt pozitiv 5 dpi-n és 9%-a (22-bdl 2) 11 dpi-n. Ennek
megfeleléen a dpi valtozo szignifikdnsnak bizonyult (p <0,0001), de nem kaptunk szignifikans
kiilonbséget a harom tdrzs kozott;

» Tiid6ben: 5 dpi-n a csirkék 90%-at (30-bol 27), 11 dpi-n 32%-at (22-bdl 7) talaltuk pozitivnak. A tiidod
PCR eredményei esetében a dpi valtozo szignifikans (p <0,0001). Szignifikans kiilonbséget allapitottunk
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meg az ,,A-Kozel-Kelet 1.” és a ,,C-Eszak-Afrika” torzsek (p =0,0093), valamint a ,,B- Kozel-Kelet 2.”
és a ,,C-Eszak-Afrika” torzsek (p = 0,0257) kozott.

A 30. dbra a virustorzs és a dpi becsiilt hatdsait mutatja a pozitiv PCR-eredmények valdszintiségére a
légcsdben, a 1égzsdkokban, a tiidében, a vesében és a 1épben.

A virusgenomot alkalmanként a vesében és a 1épben csak 5 dpi-n mutattuk ki. A Iépben nem volt
szignifikans kiilonbség a harom torzs kdzott, mig a vese PCR eredményei esetén az ,,A- Kozel-Kelet 1.”

és a ,,C-Eszak-Afrika” torzsek kozott szignifikans kiilonbséget talaltunk (p = 0,0351).
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30. abra: Pozitiv PCR eredmények valoszintiségeinek becslése és 95%-os konfidencia-intervallumok
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Az 5 dpi-n mért PCR eredmények Osszefoglald abrazolasa a 31. abran lathatd. Az agyban egyik HON2
virus torzs sem volt kimutathat6. Az oronazalis tamponban, a 1égzsakban, a légcsdben és a tiidében
mindegyik virustdrzs megjelent, ezzel is alatdmaszta a HIN2 virus szoveti tropizmusat a felsé
légutakban és a tiidében. A PCR eredmények alapjan a torzsek kdzotti patogenitas kiilonbség is latszik:
a ,,C-Eszak-Afrika” torzs jelent meg legtobbszor a legnagyobb mértékben, a szervekben és tampon
mintakban. Figyelemremélto, hogy a klodka tampon mintdkban csak a ,,C-Eszak-Afrika” torzset; a 1ép

és vese mintakban a ,,B-Kozel-Kelet 2.” és a ,,C-Eszak-Afrika” torzseket mutattuk ki.
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31. abra: Az 5 dpi-n mért PCR eredmények a harom virustérzs 6sszehasonlitasaban.

A torzsek kozott patogenitas kiillonbség mutatkozik.
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6.3. Kiilonb6z6 rafert6zési modok hatasa a kérfejlédésre

6.3.1. Klinikai tiinetek

Az ,,A- Kozel-Keletl.” torzs a kiillonb6z6 rafertézési modok fiiggvényében (32. abra- IN&IT és IV), a
klinikai tiinetek eltérd iitemben jelennek meg:

o IN&IT rafertézés soran a klinikai tiinetek az id6 elérehaladtaval enyhén stlyosbodnak, de 1
pontozasi érték alatt maradnak.

° IV rafert6zés esetén a klinikai tiinetek 2 nappal késébb érik el az IN&IT rafertézés okozta
pontozasi értéket, de hamarabb, és magasabb pontozasi értéket mutatnak a 7 és 8 dpi-n, majd csékkend
értékeket mutat.

[Kiinikai megfigyelés HO LPAIV réfertézés utén| ~ mElhuilés mSulyos aKszepes mEnyhe aEgészséges|
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32. abra: Az ,,A- Kbzel-Keletl.” torzs altal okozott 1éguti tiinetek IN&IT, valamint IV rafertdzés
esetén. Az IV rafertézés tobb enyhe tiinetet valtott ki.
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6.3.2. Korbonctan

Korbonctani elvaltozasok esetében az IV rafert6zési mod esetében 5 dpi-n enyhébb elvaltozasokat

lattunk a légzsakok biralata soran, mig 11 dpi-n azonos mértékben alig lattunk elvaltozasokat (33. abra).

Korbonctani elvaltozasok a legzsakokban
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33. abra: Korbonctani elvaltozasok a 1égzsakokban ugyanazon virustorzs IN&IT és IV rafert6zési mod

esetében. Az IV rafert6zés soran 5 dpi-n enyhébb elvaltozasokat lattunk.

6.3.3. Korszovettan

Az IV réafert6zés esetén 5 dpi-n enyhébb mértékli korszovettani elvaltozasokat lattunk a 1égcsdben és a
tiidoben, mig a vesében stlyosabb elvaltozasokat. A 1épben, agyban és pancreasban egyik rafert6zési

mod mellett sem talaltunk elvaltozast (34. abra).
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34. abra: Korszovettani elvaltozasok 5 dpi-n eltérd rafertézési mod esetén. Az IV rafertdzés esetében a

légutakban enyhébb, mig a vesében sulyosabb elvaltozasokat lattunk.
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11 dpi-n a Iégcsdben az IV rafert6zési mod esetében a légesé limfocitas gyulladasa nagyobb pontszamot
kapott, mig a tiidoben az IN&IT rafert6zési mod esetén lattunk stlyosabb elvaltozasokat (35. abra). Ez
a megfigyelés a virus szoveti tropizmusara ad informaciot: rafert6zési modtol fiiggetleniil a felsé

légutakban ¢és a tiidoben taldlhaté meg a HON2 virus.
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35. ébra: Korszovettani elvaltozasok 11 dpi-n eltérd rafertdzési mod esetén. Rafertdzési modtol

fiiggetleniil a HIN2 virus szoveti tropizmusa a felsd 1égutakban és a tiidében van.

6.3.4. Immunhisztokémia

Az IV rafert6zés tobb antigén kimutatast eredményezett a vesében (50% vs. 18%), a 1épben (20% vs.
9%), és kevesebbet a tiidoben (20% vs. 36%). A 1égcsémintak pozitiv aranya meglehetdsen hasonld volt
(60% vs. 55%). Az IV csoportban az elvaltozasok valamivel sulyosabbak voltak: dsszesen 15 pozitiv
mintdbol 6 minta 2-es pontszamot kapott (40%), ellentétben az IN&IT csoporttal, ahol a 13 pozitiv
mintabol csak 1 (8%) kapott 2-es pontszamot. A szamszer( trendek ellenére a Mann-Whitney U-teszt
nem mutatott szignifikans eltéréseket a fert6zési modok kozott (p> 0,05 szovetenként €s az Osszesitett

pontszamokban).

6.3.5. PCR

Az 5 dpi-n PCR céljara vett tampon €s szerv mintak eredményei alapjan elmondhat6, hogy IV rafert6zés
esetén olyan mintakban (klodka tampon és a 1€p) is kimutathatd a virus, ami a természetes fert6zési mod
(IN&IT) esetén nem. Az IV rafert6zés esetén a légzsak tampon, légcsd és tiid6 esetében azonos
mértékben, az oronazalis tampon esetében nagyobb mértékben mutathatdo ki a virus, mint IN&IT
rafert6zési mod esetén. A PCR eredmények is alatamasztjak, hogy a virus szerv tropizmusa a felsé

légutak és a tiido (36. abra).
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PCR Pozitiv csirkék aranya %

36.
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abra: 5 dpi-n vett mintak PCR eredménye. IV rafert6z¢s esetén olyan szervekbe is eljut a

virus, ahova IN&IT rafert6zés esetén nem.

A 11 dpi-n vett mintak PCR eredménye azt mutatja, hogy a természetes rafertézési mod (IN&IT) esetén

a virus szinte teljes mértékben kiiiriil a szervezetbdl, csak a 1égcsd mintakbol mutathatd ki. Az IV

rafert6zés esetén a 1égcsobol, az oronazalis tamponbol és kis mértékben a tiidébdl kimutathato a virus.

(37. abra).
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37. abra: 11 dpi-n vett PCR mintak eredménye: Az IN&IT rafertdzés esetén a virus a légcséd

kivételével kiiiriilt a szervezetbol, mig az IV fert6zés esetén az 1égcsdbdl, az oronazalis

tamponbol, és kismértékben a tiidobdl is kimutathato.
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6.4. IBV tarsfert6zés hatasa a HIN2 korfejlodésére
6.4.1. Klinikai tiinetek
A klinikai tiineteket tekintve a tarsfertGzéses csoportnal azt 1attuk, hogy egy nappal késébb jelentkeznek
magasabb ardnyban enyhe és kozepes 1éguti tiinetek, melyek a 7-8, 10 dpi-n is magasabb aranyban
fordulnak el6, mint csak a HON2-vel fert6zott csoportban (38. abra). A tarsfert6zéses csoportban elhullas

nem fordult elg.
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38. abra: Léguti tiinetek a megfigyelési idészakban az ,,A-Kozel-Kelet 1.” és az A torzs + IBV
tarsfert6zéses csoportban.
6.4.2. Korbonctan
A boncolas soran a tarsfertzéses csoportban a légzsak elvaltozasok novekvo tendenciadt mutatnak 11
dpi-n, 5 dpi-hez képest. A csak HIN2-vel fert6zott csoportokban a 1égzsak elvaltozasok pontozasa

csokkend mértéket mutat 11 dpi-re (39. abra).
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39. abra: Légzsakok korbonctani elvaltozasainak pontozasa 5 és 11 dpi-n a vizsgalt csoportokban.
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6.4.3. Korszovettan
A tarsfertézéses csoportban az elvaltozas kozepes mértékben volt jelen. A 40. abran az 5 dpi-n vett
mintak kiértékelése alapjan elmondhato, hogy a HIN2 fert6zés a légutakban dnmagaban stlyosabb
elvaltozasokat okozott, mint tarsfertézéssel. A vesében az IBV tarsfert6zés sulyosabb elvaltozasokat

mutatott, ami megerdsiti, hogy a HON2 virus szoveti tropizmusa a fels6 1égutak és a tiid6.
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40. abra: Az 5 dpi-n talalt korszovettani elvaltozasok lathatok tarsfertézéssel 6szehasonlitva. A
HIN?2 fert6zés a Iégutakban nmagaban sulyosabb elvaltozasokat okozott, mint

tarsfertozéssel.

Az idilt fazisban az IBV tarsfertézéses csoport mutat stlyosabb elvaltozasokat a légutakban.
Szembetiinden magasabb pontozas, tehat sulyosabb elvaltozasok lathatok a tarsfertézéses csoportban a

légcs6 limfocitas gyulladasa és metaplaziaja, valamint bronchitis esetén 11 dpi-n (41. abra).
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41. abra: A 11 dpi-n talalt korszovettani elvaltozasok a tarsfertdzéssel 6sszehasonlitva. A

tarsfertdzéses csoportban magasabb pontszamu gyulladasos folyamatokat latunk.
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6.4.4. Immunhisztokémia
A nefropatogén IBV-vel és az ,,A-Kozel-Kelet1.” torzzsel vald egyiittes fertdzés 1ényegesen gyakrabban
mutatta ki az AIV-t a vesében (60% vs 18%). Erdekes modon kevesebb virust talaltunk a tiidében és a
légesdben (30% vs 36% illetve 20% vs 55%). A sulyosséag rendkiviil eltérdnek tiint a vesemintakban: 6-
bol minddssze 2 (33%) kapott 2-es pontszamot a tarsfert6zott csoportban, mig 2 pozitiv vese volt 1-es
pontszammal az ,,A-Kozel-Keletl.” torzzsel fertdzott csoportban. A statisztikai 0sszehasonlitas azt
mutatta, hogy a vese IHC pontszamok szignifikdnsan magasabbak voltak a nefropatogén IBV-vel
tarsfert0zott csoportban, mint az egyszeri HON2-fert6zotteknél (p=0,0449). Mas szovetek esetében nem

volt szignifikans a kiilonbség.

6.4.5. PCR
Az 5 dpi PCR eredmények alapjan a HON2 virust a légcsdben, azonos mértékben, a 1€gzsak tampon és
tiido esetében nagyobb mértékben, az oronazalis tampon esetében kisebb mértékben mutattuk ki a
tarsfert6zéses csoporthoz képest. A 1épben csak a tarsfertézéses csoport esetében mutattuk ki a HON2
virust (42. abra). A klodka tamponban, az agyban és a vesében nem mutattunk ki HON2 virust egyik

csoportban sem.
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42.4abra. Az 5 dpi-n mért PCR eredmények a tarsfert6zéssel osszehasonlitva.
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A korfejlodés idilt fazisat jelzé 11 dpi-n mért PCR eredmények azt mutatjak, hogy a HON2 virus
fert6zés mar lezajlott, csupan a légcsdben talaltunk virust, mig a tarsfertézéses csoportban az oronazalis
tamponban, a légcs6ben és a tiiddben talaltunk HIN2 virust, tehat elhtizodott a korlefolyas a tarsfert6zés

jelenlétében (43.4bra).
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43. abra: A 11 dpi-n mért PCR eredmények a tarsfertozéssel 6sszehasonlitva. A tarsfertdzés

jelenlétében elhuzodik a HON2 fert6zés korlefolyasa.
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6.5. Mdédszertani Gjitasok

6.5.1 Immunhisztokémia

Az avidin-biotin komplex mddszer kiprobalasa utan az értékelhetdség és a megbizhatosag
novelése érdekében az ujgenerdciosnak tekinthetd indirekt, kétlépéses immunreakciot alkalmaztunk
peroxidaz-jel6lt masodlagos ellenanyaggal és 3-amino-9-etil-karbazol (AEC) szubsztrat kromogénnel.
Ennek a kitnek az EnVision reagense egy peroxidazzal konjugalt polimer vaz, amely emellett egér
immunglobulinok elleni masodlagos ellenanyag molekulékat is hordoz. T6bb peroxidaz molekula és
tobb masodlagos ellenanyag-molekula kombinacidja ugyanazon a polimeren egyszerti, mégis
érzékenyebb vizualizacios rendszert biztosit. Folyd csapviz alatti mosas és szobahdmérsékleten 2 percig
tartdo Mayer-féle hematoxilinnal végzett festés kék hatteret biztosit, melyben a piros immunfestés
konnyen értékelhetd. A mddszert mar HPAIV esetén hasznaljak, munkéank soran a HON2 LPAIV-ra
adaptaltuk a modszert a protokoll modositasaval, ezaltal a meglévé modszert 1j dologra hasznaltuk.

Részleteket lasd az 5.4. fejezetben.

6.5.2 Statisztika

A szakirodalomban hagyomanyosan alkalmazott Kruskal-Wallis, Man-Whitney U és Dunn
teszt mellett a Continuation Ratio mixed effect (CR) modellt és a Cumulative link modellt (mas néven
aranyos oddsz modell) alkalmaztuk. A dolgozatban bemutatott a random hatéssal kibdvitett CR modell
alkalmazasa nemcsak azért eldonyos, mert kifejezetten ordinalis adatok modellezésére optimalizalt,
hanem azért is, mert igy lehetéségilink nyilt az ismételt mérésekbdl (nem fiiggetlen megfigyelésekbol)

szarmaz6 adatok helyesebb modellezésére is. Részleteket lasd az 5.6. fejezetben.
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7. MEGBESZELES/KOVETKEZTETES

Szakirodalmi adatok alapjan a kommersz brojlercsirkék kisérleti fertézése HON2 LPAIV
torzsekkel altalaban enyhe vagy kdzepesen stlyos klinikai tiineteket eredményezett, amelyek tobbnyire
a fejen és a fels6 légutakban jelentkeztek, mint példaul kdnnyezés, szem- és/vagy arcduzzanat,
tiisszOgés, zihalas és orrfolyas. Enyhe levertséget, valamint csdkkentett takarmany- és vizfelvételt is
gyakran megfigyeltek. Ezek a tlinetek 2-3 dpi-nél jelentkeztek, és 5—7 dpi-ig fennalltak; a madarak
altalaban 10-12 dpi-re gyogyultak meg elhullas nélkiil (Subtain, Chaudhry, Anjum, Maqgbool és
Sadique, 2011; Shahid és mtsai., 2019). Kivételesen stlyosabb klinikai tiineteket jelentettek — pl.
bagyadtsag, borzolt tollazat, enyhe léguti tiinetek, beleértve a kdhogést, tiisszogést és néha zihalast,
kiilondsen a Mycoplasma-pozitiv alcsoportokban, az elhullasi arany akar 40%-os is volt — vesébdl izolalt
HON2 torzzsel tortént kisérleti fert6zést kovetden (Pazani, Vasfi Marandi, Ashrafihelan, Marjanmehr
¢s Farid, 2008). Masok sulyos patologias elvaltozasként hiperémiat, petechidlis vérzéseket,
alkalmanként a légcsdben (a bifurkacional) és a tiidoben fokalis fibrinlerakodast, valamint
megvastagodott, opalos légzsakokat észleltek, idonként duzzadt veséket (Pazani és mtsai., 2008;
Subtain és mtsai., 2011; Awadin, Said, Abdin és El-Sawak, 2018; Begum és mtsai., 2023).

Minden kisérleti rafertézéses vizsgalatban a korbonctani elvéltozdsokhoz hasonldan, a
korszovettani elvaltozasok is tulnyomo részben a légutakban talalhatdak, amelyet gyulladasos és
nekrotikus folyamatok jellemeznek. A kehelysejtek szaporodasa elészor a 1égesében volt
megfigyelhetd, ezt kovette a 1égesd csillos hdm levalasa és a nyalkahartya limfocita infiltracidja. A
alveolusok Osszeesésével, az erek koriili 6démaval. Halvany kékes nyalka és heterofil felhalmozodas is
jelen volt a masodlagos bronchiolusok lumenében (Pazani és mtsai., 2008; Subtain és mtsai., 2011;
Awadin és mtsai., 2018; Shahid és mtsai., 2019).

A vesében interstitialis pangast, vérzést, a kefeszegélyben vakuolas degeneraciot, glomerularis

degeneraciot €s periglomerularis fibrosissal jaré dsszeesést mutattak. A vese elvaltozasok gyakorisaga
meglehetdsen valtozo volt a vizsgalatok kozott. (Pazani és mtsai., 2008; Subtain és mtsai., 2011; Shahid
és mtsai., 2019). Alkalmanként a majban a hepatocitak duzzanatat és nekrozisat (Shahid és mtsai., 2019),
valamint a gyomor-bélrendszer érintettségét is megfigyeltek (Begum és mtsai., 2023).
A HIN2 virus antigének jelenlétét (azaz: virusterhelést) sotétbarna szemcsék formajaban mutattak ki a
léges6 hamrétegében (Awadin és mtsai., 2018) a tiidohamsejtek magjaiban, valamint a nekrotikus vese
tubularis epithelium sejtmagjaiban vagy citoplazmajaban ABP-vel. (avidin-biotin-peroxidaz) formalin-
fixalt mintakban (Subtain és mtsai., 2011).

A virusokat rendszerint szajiiregi/oropharyngedlis/ és kloaka tamponok PCR vizsgalataval
mutattak ki. Hasonloképpen, a Bangladesh HIN2 tdrzs esetében is figyelemremélto virusiiritést talaltak
oronazalis titon, és sokkal kevesebb virus iiriilt a bélsarral/vizelettel. Erdekes médon a helyi fajtaja
(Sonali) csirkékben elhtizodobbnak tiint a virusiirités, mint a kommersz brojler hibrideknél (Begum és

mtsai., 2023).
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Sajat megfigyeléseink a klinikai tiinetek tekintetében megegyeztek az irodalomban talaltakkal:
altalaban enyhe vagy mérsékelt 1éguti tiinetek, szisztémas tiinetek nélkiil 3 és 11 dpi kozott. Stlyos
léguti tiinetek nyilvanvalo bagyadtsaggal csak alkalmanként voltak megfigyelhet6ek, akkor is csak a dpi
4-5-n, a ,,C-Eszak-Afrika” HON2 virussal fertézott csoportban. A >1 klinikai pontszam elérésének
valoszinlisége szignifikinsan magasabb volt a ,,C-Eszak-Afrika” HON2 torzzsel fertézott csoportban,
mint az ,,A-Kozel-Kelet 1.” vagy a ,,B-Kozel-Kelet 2.” HIN2 torzzsel fertozott csoportban.

Elhullas tobbnyire a dpi 5-6n (hdrom csirke a ,,C-Eszak-Afrika” HON2 virussal fertézott
csoportbol), egy esetben a dpi 4-en (,,A-Kozel-Kelet 1.” csoport) és egy a dpi 6-on (,,C-Eszak-Afrika”
csoport) fordult el6 a fibrindugd okozta fulladas kovetkeztében. Bar a ,,C-Eszak-Afrika” csoportban a
18 madarbol 4 elhullas magasabbnak tiinik, mint az 1 elhullés az ,,A-K&zel-Kelet 1.” csoportban, illetve
0 elhullés a ,,B-Kozel-Kelet 2.” csoportban, a kiillonbség nem szignifikans, valdsziniileg a viszonylag
alacsony mintaszam (allatlétszam) miatt. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak azokkal, amelyeket
masok a HIN2 virusokkal végzett kisérleti fert6zésekre vonatkozoan leirtak. Mindazonaltal figyelemre
méltd, hogy a telepi jelentések altaldban sulyosabb klinikai tiineteket és magasabb mortalitasi aranyt
emlitenek, mint a kisérleti fert6zési vizsgalatokban, ami jol magyarazhaté6 a szamos hajlamositd
tényezOvel ¢és a léguti mikroorganizmusokkal vald tarsfert6zéssel az éllattartdo telepen. A lathato
patologias elvaltozasok a (felsd) légutakra korlatozodtak, 1égesé- és 1égzsakgyulladas formajaban,
esetenként 6sszecsapodott fibrindugdkkal a 1égcsé bifurkacioban. A 1égcso elvaltozasok szignifikansan
sulyosabbak voltak dpi 5-nél, mint dpi 11-nél, nem volt szignifikans kiilonbség a csoportok kdzott, mig
a légzsakok szignifikansan stlyosabb elvaltozasokat mutattak a ,,C-Eszak-Afrika” csoportban, mint az
»A-Kozel-Kelet 17 és a ,,B-Kozel-Kelet 2.” csoportokban dpi 5-6n.

Vizsgalatainkban a 1égcsé korszdvettani elvaltozasait limfocitas gyulladas jellemezte levalo
hamsejtekkel és ham degeneracioval. A limfocitas gyulladds mind az 5, mind a 11 dpi-nél nyilvanvalo,
és szignifikansan sulyosabb volt a ,,C-Eszak-Afrika” csoportban, mint az ,,A-Kézel-Kelet1.” csoportban
5 dpi esetén; ezt azonban a légcsdmintak IHC és PCR eredményei nem erésitették meg. A ham
degeneracio dpi 11-re megszlint tehat a madarak meggyogyultak. A tiid6 korszovettani elvaltozasait
interstitialis pneumonia, bronchitis, hurutos besziirédés és 6déma jellemezte, a csoportok kozott nem
volt szignifikans kiilonbség; azonban minden csoportban a stlyossag szignifikans csékkenése volt
megfigyelhetd 5 és 11 dpi kozott. A vese korszovettani vizsgalata soran elsésorban tubulonefrozist és
glomerulonefritist allapitottunk meg, esetenként limfocitds gyulladassal. A tubulonefrézis
szignifikansan gyakrabban fordult el6 a ,,C-Eszak-Afrika” HON2 virussal rafertézott csoportokban, mint
az ,,A-Kozel-Kelet 1.” és ,,B-Kozel-Kelet 2.” torzsekkel fertézott csoportokban.

A virusterhelést IHC-vel kimutattuk a 1égcsében, a tiidében, a vesében és néhany esetben, a
lépben, dpi 5-6n. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott, kivéve a vese esetében,
ahol az illesztett kumulativ kapcsolat modell (clm) szignifikdnsan magasabb esélyhanyados értéket
mutatott a virus antigén jelenlétére a ,,C-Eszak-Afrika” torzzsel fertézott csoportban. A laborfazis soran

olyan IHC modszert dolgoztunk ki, amely a baromfiszovetekhez igazodik. A madarszovetek magas
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pigment tartalma miatt a human és allatgyogyaszati IHC-ben is gyakoribb DAB helyett az AEC-t
részesitettiik elényben. A kozvetett, kétlépéses immunreakcid, amely magaban foglal egy primer
monoklonalis anti-AIV NP antitestet és egy polimer gerinchez kapcsolt HRP-vel jelolt masodlagos
ellenanyagot, érzékeny ¢€s specifikus kimutatasi rendszert biztositott. A modszer HON2 LPAIV-re
adaptalasa kontrasztos, jol 1athaté metszeteket eredményezett, ami lehetdvé teszi a virusfert6zott sejtek
konnyi azonositasat és megszamlalasat. A HON2 LPAIV kiilonbozo torzsei altal okozott elvaltozasok
szoveti eloszlasa, gyakorisaga és stlyossaga jelentOs eltéréseket mutat. A virus antigén gyakran
kimutathat6 volt a hdmsejtekben és a 1égutak (trachea és tiidd) beszlirdédd gyulladasos sejtjeiben, a vese
tubularis epithelialis sejtjeiben és esetenként a 1épben. Ezzel szemben virus antigént egyetlen mintaban
sem mutattunk ki az agyban vagy a hasnyalmirigy acinus epiteliumban. A HON2 LPAIV sziikebb szdveti
tropizmusa lényeges kiilonbség a HPAI virusokhoz képest.

A virusgenomot a légcsében, a 1égzsakokban és a tiidében mutattuk ki dpi 5. és 11.-n, annak
ellenére, hogy a kopiaszam szignifikans csokkenését lattuk 5 dpi és 11 dpi kdzott. A vese és 1ép mintak
csak dpi 5.-n mutattak pozitiv PCR eredményt. A ,,C-Eszak-Afrika” virussal rafert6zott csoportban
szignifikdnsan tobb virus genomot mutattunk ki a vesékben, mint az ,,A-Kozel-Kelet 1.” torzs esetében.

Szignifikansan tobb virus iiriilt oronazalis uton dpi 5-6n, mint dpi 11-en minden csoportban.
Ugyanezt a statisztikai eredményt kaptuk dpi 5-nél a ,,C-Eszak-Afrika” és az ,,A-Kozel-Kelet 1.7
csoportok dsszehasonlitasakor.

A réafert6zott madarak hasnyalmirigyében és agyvelejében egyik laboratéoriumi modszerrel sem
mutattunk ki HON2 virust.

Tobb paraméter alapjan probaltuk meghatarozni a kiillonb6zo eredetti HON2 LPAIV torzsek
lehetséges virulenciabeli kiilonbségeit. Ezek a szélesebb korli diagnosztikai eszkozok lehetove tették
szamunkra, hogy megvizsgaljuk a korszdvettan €s az IHC, valamint a koérszovettan és a PCR kozotti
Osszefiiggéseket. Szignifikans, de mérsékelt korrelaciot mutattunk ki, ellentmondasos eredmények
nélkiil.

A ,,C-Eszak-Afrika” HON2 virus virulensebbnek bizonyult vizsgalatainkban az ,,A-Kozel-kelet
1.” és a,,B-Kozel-Kelet 2.” torzsekhez képest. Azonban tovabbi vizsgalatok, beleértve tobb, kiillonbozo
foldrajzi eredeti HON2 LPAIV-t és a mintavételek gyakorisaganak novelését, segithetnek a torzsek
kozotti virulencia kiilonbségek pontosabb meghatarozasaban.

A kiilonboz6 rafertézési modok vizsgalata sordn megfigyeléseink szerint az IN&IT fertdzés
kisebb gyakorisaggal, amde sulyosabb tiineteket illetve elvaltozasokat okoz, mig IV rafertézési mod
esetén a klinikai tiinetek nagyobb gyakorisaggal, de enyhébb megnyilvanulasi formaban jelentkeznek.
Lehetséges magyarazatunk erre a jelenségre az, hogy az IV fert6zéssel kikeriilhetoek a (fels6) 1égutak
aspecifikus védekezd mechanizmusai, tehat tobb allatban eredhet meg a fertdzés, ugyanakkor az
LPAIV-k HA hasitasara alkalmas protedazok jellemzoen a légutakban talalhatok meg, ami indokolhatja

a sulyosabb klinikai tiineteket €s kifejezettebb elvaltozasokat.
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A tarsfert6zés vizsgalata soran azt talaltuk, hogy mindkét virusnak (LPAIV és IBV) van a fels6
légutakhoz szdveti affinitasa, igy egyideji fert6zés esetén egymds versenytarsai a sejteken, tehat
nagyobb virus mennyiséggel kiizd meg a lokalis immunvalasz, igy nagyobb aranyban lattunk enyhe, 5
dpi-n kozepes léguti tiineteket. A koérbonctani vizsgalat sordn a l1égzsakelvaltozasok megmaradasa,
illetve kismértékii emelkedése a folyamat aktiv voltdra enged kovetkeztetni. Tehat a tarsfertdézés a
korfejlodés idejének kitolodasat eredményezi. Valoszinlileg versengés lépett fel mindkét korokozo
kozott a receptor kotddési helyekért, ezért nem tudott olyan sulyos elvaltozas kialakulni, mintha csak a
HIN2 torzsekkel torténik a rafertdzés. Idiilt fazisban, a 1égutakban sulyosabb elvaltozasokat lattunk,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy (i) két korokozo esetén a korlefolyas elnytjtottan valésul meg,
illetve (i1) a HON2 fert6zés lezajlasa utan az IBV fert6zés keriil aktiv fazisba. A tarsfertdzéssel valo
Osszehasonlitas soran a PCR vizsgalat is alatamasztja, hogy a HON2 virus szerv tropizmusa a fels6

légutak ¢és a tiido.

Kovetkeztetések

Megfigyeléseink és méréseink altal nyert megallapitasaink megerdsitettek a HON2 LPAIV
torzsek egyértelmii szoveti tropizmusat a 1égutakhoz, valamint valtozoé mértékben a veséhez. A vizsgalt
AIV torzsek nem mutattak replikaciét a kozponti idegrendszerben. A virusok jelenléte és az altaluk
okozott elvaltozasok tulstlyban voltak a fertdzés akut fazisaban (dpi 5.), illetve szignifikansan
csokkentek vagy eltiintek a szubakut, kronikus szakaszban (dpi 11.). Tobb paraméterben statisztikailag
szignifikans, egyértelmi virulenciabeli kiilonbséget mutattunk ki az eltéré foldrajzi eredeti HON2
izolatumok kozott, amelyek azonos altipusba (HIN2) és azonos lineageba (genetikai vonalba) (G1)
tartoztak: a ,,C-Eszak-Afrika” torzs szignifikansan virulensebbnek bizonyult, mint a kdzel-keleti (,,A”
és ,,B”) torzsek, melyek nem mutattak figyelemre mélto eltérést. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
HON2 torzsek virulencia ndvekedését feltehetdleg magyarazo genetikai  valtozatossag
feltérképezéséhez.

Az IN&IT fertdzés kisebb gyakorisaggal, &mde sulyosabb tiineteket, illetve elvaltozasokat
okozott, mig IV rafertézési mod esetén a klinikai tlinetek nagyobb gyakorisaggal, de enyhébb
megnyilvanulasi formaban jelentkeztek, ugyanakkor ezek az eltérések statisztikailag nem
szignifikansak.

A megbetegedés az LPAIV és IBV tarsfertozést kovetéen a tiinetek és az elvaltozasok

szignifikans kiilonbsége nélkiil a 1égutakra lokalizalodik, és idében elhizod6bb jelleget mutat.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A HI9N?2 virus virulencidjanak és szdveti tropizmusanak vizsgalata soran megéallapitottuk, hogy:

1. A vizsgalt kiilonboz6 foldrajzi eredetii (Kozel-Keletrdl, valamint Eszak-Afrikabol szarmazé) HON2
LPAIV torzsek kozott statisztikailag szignifikans virulenciabeli kiilonbség allapithaté meg, mivel a ,,C-
Eszak-Afrika” torzs szamottevéen sulyosabb klinikai tiineteket, magasabb arany elhullast,
kifejezettebb korszdvettani elvaltozasokat okoz, valamint [HC-val t6bb virus antigén, PCR-rel pedig
nagyobb mennyiségli virus genom detektalhatd, mint az ,,A-Kdzel-Kelet 1.” és a ,,B-Kozel-Kelet 2.”

torzsek esetében. Utobbi két torzs korokozoképességében nem észleltiink jelentds eltérést.

2. A HIN2 virusok szoveti tropizmusa elsésorban a felsé 1égutakhoz és a tiidéhoz kotddik, de a vesében
is megjelenik, igy az IBV-hez hasonld enyhe felsd 1éguti tiineteket okoz. Az adott régiokban tanacsos a
fent felsorolt tiinetek esetében szlirOvizsgalatokat végezni a HIN2 virus kimutatisa, vagy kizarasa

érdekében.

3. Kisérletes koriilmények kozott is sikeriilt olyan sulyos fert6zést kialakitani, amit a telepi eseteknél
leirnak. Ez alapjan elmondhat6, hogy a HON2 virus hajlamosit6 tényezo nélkiil is képes stulyos lefolyasa
betegséget kialakitani, alkalmanként elhullast is okozva. A HIN2 virus torzst6l fiiggben a tapasztalt

klinikai tiinetek tag hatarok kozott valtoznak: a bagyadtsagtol a fibrindugo6 okozta fulladésig.

4. Immunhisztokémiai modszer adaptalasa az LPAIV-re: Az avidin-biotin komplex képzdédésen alapulo
modszer helyett az indirekt, kétlépéses immunreakcidt alkalmaztuk peroxidaz-jeldlt masodlagos

ellenanyaggal a megbizhatobb értékelhetdség érdekében a HON2 virusra adaptalva.

5. Ujabb statisztikai médszer alkalmazasa. A szakirodalomban hagyoméanyosnak tekinthetd (és nem
minden esetben adekvat) nemparametrikus tesztek (Kruskal-Wallis, Man-Whitney U) mellett/helyett
ordinalis valtozokra adaptalt regresszios modelleket alkalmaztunk, amelyek az influenzavirus kutatasok

adat elemzésében teljesen 1) megkozelitést jelentenek.
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