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ELOSZO

Kedves Kollegandk és Kollegak!

Az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsaga és a SzIE Allatorvos-tudoméanyi Doktori Iskolaja
2015. januar 26-29. kozott tartja a legijabb kutatasi eredményeink bemutatasara szolgalo
Akadémiai Beszamolék {iléssorozatot, amelyre idén 41. alkalommal keriil sor a SzIE
Allatorvos-tudomanyi Karan.

Az el6z6 évek gyakorlatanak megfeleléen a beszamolokon PhD-hallgatok és a kiemelkedd
munkat végz6 TDK-hallgatok szereplését kiilon is szorgalmazzuk, és reméljiik, hogy a
rendezvény jo alkalmat nyujt a kiilonb6z6 tudomanyos-szakmai miithelyeket és korosztalyokat
képviseld, egymas munkaja irant érdekl6d6 szakemberek talalkozasanak.

Az eclbadasok Osszefoglaldit — szekciofiizetekbe csoportositva — elektronikus uton adjuk
kozre. A beszamolo flizetek anyaga az MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet honlapjan
(www.vmri.hu / MTA — Allatorvos-tudomanyi Bizottsag) megtalalhato.

Az eldadasok és azt kovetd megvitatas idétartama legfeljebb: 10 + 5 perc. Kérjiik, hogy a
megadott idétartamot senki ne 1épje tul. Az el6z6 évek gyakorlatanak megfeleléen, nem az
eldéadasok szamara, hanem azok szakmai-tudomanyos értékére helyezziik a sulyt. Aki azonos
téman beliil jelentett be 2 vagy tobb eldadast, kérjiik, probalja meg ezeket 6sszevonni.

A résztvevoket, kiillonésen a bizottsagi tagokat és az iléselnokoket arra kérjiik, hogy
keérdéseikkel, megjegyzéseikkel, javaslataikkal, segits€k az eldadottak részletesebb
megismerését, értékelését és a beszdmold szakmai milhelyek tovabbi munkéjat. A
tudomanyos elérehaladast a fiatalok tudomanyos forumokhoz vald szoktatasat a vita éppugy
szolgalja, mint maga az eldadas.

Az egyes szekciok titkarait arra is kérjiik, hogy a szekcioiilésrdl februdr végéig készitsenek és
juttassanak el az Allatorvos-tudomanyi Bizottsdghoz (akademia@vmri.hu) egy-egy rovid,
kozérthetd forméban megirt, a szekcid elndkkel (elnokokkel) egyeztetett tdjékoztatot (a
Magyar Allatorvosok Lapjaban valo kozlés céljabol), amely tartalmazza nem csak az
eléadasok, hanem a vita legfontosabb megéllapitasait is.

Kérjiik az intézetek vezetdit, hogy az elektronikus ton megkiildétt anyagot tovabbitsak
munkatarsaik és érdekldddé nyugdijasaik szamara is. Kérjiik, tovabba, hogy tegyék lehetdve
munkatarsaik részvételét az iiléseken.

Eldre is koszonjik a szekcid elnokok, a titkdrok, a bizottsagi tagok €s valamennyi eléado
munkajat.

Kivanunk mindenkinek eredményes és hasznos tanacskozast.

Galfi Péter Sotonyi Péter Rusvai Miklos Magyar Tibor
MTA ATB elnoke  Dékan, TDK elnok  AODI elndke MTA ATB titkara
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SERTES PARVOVIRUS FERTOZES HATASA A SERTES DNS POLIMERAZOK
TRANSZKRIPCIOS SZINTJERE

Tod Pal', Toth Renata?, Mészaros Istvan?, Zadori Zoltan?

Bevezetés: A mutaciok altal létrehozott DNS szekvencia variabilitds okozza azokat a
polimorfizmusokat az €l6lényekben, amelyre a természetes szelekcid hathat. A mutéaciok a
genom kiilonb6zd régidiban nem azonos valoszintiséggel fordulnak eld és 1étrejottiik nem
véletlenszer(i folyamat. A baktériumokban a GC nukleotidok gyakorisaga a 25%-t61 a 75%-ig
véltozhat. Az egyik legvaldszinlibb elmélet szerint a GC gazdag genommal rendelkezd
baktériumok esetében a neutralis mutacié a GC nukleotidok kialakuldsat részesiti elényben.
Az AT gazdag fajoknal viszont AT nukleotidok létrejotte a valdszinibb. Az eukariota
szervezeteket fert6z6 virusok esetén feltételezik, hogy hasonlé mechanizmusok miikodhetnek.
A DNS virusok két nagyobb taxonra oszthatok fel. A nagyméretli DNS virusok kédoljak a
sajat DNS polimerazukat, ezzel ellentétben a kisméretliek nem, ezért igy ezek a gazdasejt
sajat polimerazaira vannak utalva replikaciojuk soran. Ezt figyelembe véve harom fontos
tényezOt kiilonithetiink el, amelyek befolyasolhatjdk a kisméreti DNS virusok mutacios
ratajat. A nukleotid Osszetétel a virus genomban, a gazdasejt DNS polimerazai, és egyéb, a
DNS-sel és a DNS polimerazokkal kdlcsonhato gazdasejttdl fliggd faktorok.

Cél: Célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk, hogyan valtozik a sertés parvovirus DNS-ét
replikélo, gazdasejt eredetli DNS polimerazok mRNS-einek szintje a virus fertdzés hatasara.

Modszerek: Sertés here sejttenyészetet 3 MOI (multiplicitasi index) parvovirussal fertoztiink,
hogy vizsgalni tudjuk a DNS polimeraz mRNS-ek szintjének valtozasat a virusfertézés
hatasara. A virusfertézés mértékét immunfloureszcens detektalassal validaltuk. Huszonnégy
ora elteltével Ribosol® oldattal kinyertiik a sejtekb8l a totil RNS-t. A 17 darab sertés
polimerazbol 13-nak ismert a kodoldo szekvencidja. Az exonok ¢és exonhatarok
szekvencidjanak figyelembevételével terveztiink a polimerazokra specifikus primereket, ezzel
biztositva, hogy csak a DNS polimerazok mRNS-eit detektaljuk. Kvantitativ EvaGreen alapu
RT-PCR segitségével mértiik a fertézott és a nem fertdzott tenyészetbdl szarmazd mintdk
mRNS szintjeit. Az eredményeket GADPH mRNS segitségével normalizaltuk.

Eredmények: Eredményeink alapjan az altalunk vizsgalt DNS polimerdzok kozil a
legnagyobb mértékben a PolE transzkripcios szintje csokkent le a fertdzott sejttenyészetben.
Kimutathato volt még a PolA, PolB, PolG, Poll, PolZ, REV1, TdT polimerazok mRNS-ek
szintjének a csokkenése is a sertés parvovirus hatisara. Ezzel ellentétben, a PoIM enzim
transzkripcids szintje emelkedett. A PolD1, PolH, PolK, PolS enzimek transzkripcids szintjét
a virusfert6zés nem befolyasolta.

Kovetkeztetések: Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a sertés parvovirust a gazdasejt PolD1 nevii
polimeraza masolja le. Eredményeink alapjan a fert6zott €s a nem fertdzott sejtekben ennek a
szintje nem valtozik. Viszont a replikacido soran keletkezé hibakat kijavitd polimerazok
transzkripcids szintje csokken. Ez alapjan feltételezziik, hogy a parvovirus a replikéacigja
sordn, még nem ismert mechanizmus szerint, ezeket az enzimeket gétolja, igy eldsegitve
onmaga replikaciojat €s ezaltal is novelve a mutécios ratdjat.

Koszonetnyilvanitas: A kutatast a K108607 szamu OTKA palyézat timogatta.
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A CpG METILACIO HATASA A PARVOVIRUSOK REPLIKACIOJARA

Toth Renatal, Mészaros Istvan®, Stefancsik Rajmund?, Bartha Daniel® Balint Adam?®, Zadori
Zoltan®

Bevezetés: A DNS metilacio kulcsszerepet jatszik a gazdaszervezetek életfolyamatainak
szabalyozasaban ¢és nagyban befolyasolja egyes DNS virusok életciklusat is. A Parvovirinae
alcsalad 32 tagjanak GC-tartalmat vizsgalva 3 csoportot kiilonithetiink el. A sertés parvovirus
(Ungulate protoparvovirus 1) (PPV) alacsony GC-tartalmaval (60 CpG), illetve alacsony
megfigyelt/vart CpG aranyaval (34%) az I. csoportba tartozik, mig az adeno-asszocialt
dependoparvovirus A (AAV2) a III. csoport tagja, mivel genomjaban igen magas GC-tartalom
(266 CpQ), valamint igen magas megfigyelt/vart CpG (79%) arany figyelhetd meg. Kordbbi
vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az ©6nallé replikaciora képes PPV genomja a
replikacio helyétdl fiiggetlentil, a virus teljes életciklusa alatt hipometilalt marad, valamint az
in vitro metilalassal 1étrehozott hipermetilacionak csak mérsékelt hatasa van a virus
szaporodoképességére.

Cél: Az AAV?2 teljesen mas genomszervezddést €s mas szaporodasi stratégiat mutat, mint a
PPV, mivel replikacigjahoz helper virus jelenlétét igényli, annak hianyaban a gazdagenomba
integralodik, illetve episzomalisan perzisztal. Célunk a CpG metilacio szerepének feltardsa az

crer

valamint in vitro CpG metilalas viralis replikaciora kifejtett hatasanak vizsgalataval.

Modszer: Els6 1épésként meghataroztuk az AAV2 virionba pakolddott és integralddott
genomjanak metildcidos mintdzatdt biszulfit PCR segitségével. A CpG dinukleotidokat
tartalmaz6 genom részeket a modositott szekvenciara tervezett 21 primerparral amplifikaltuk,
majd ezt kovetden ujgeneracios (Illumina) szekvenalast végeztink. A metilaciés mintazat
replikaciora kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz olyan transzfekcios kisérleteket terveztiink
szovettenyészetben, amelyek soran bakterialisan, illetve CpG metilaz segitségével
hipermetilalt virusok replikdciés iniciacidos képességét vizsgaltuk kvantitativ. PCR
segitségével.

Eredmény: Eredményeink alapjan az AAV2 genomja integralt allapotban hipermetilalt, mig
virionba pakolddva hipometilalt. Transzfekcios kisérleteink alapjan, az in vitro metilalassal
létrehozott hipermetilacionak — ugyantigy, mint a PPV esetében — csak mérsékelt hatasa van
az AAV?2 szaporodasi képességére.

Kovetkeztetés: A virionba pakoldodott genom hipometilaltsagabol arra kovetkeztethetiink,
hogy a replikdlodd AAV2 genom nem szubsztratja a gazdasejtekben taldlhatdo metildzoknak,
integralodott formdjanak hipermetilaltsiga pedig a kromoszomalis DNS-en talalhato
szignalok miatt johet létre. Transzfekcios kisérletink eredménye alapjan az in vitro
metilalassal létrehozott teljes genom metilacié nem akadalyozza a helper medialt replikaciot
episzomalis allapotban. Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az esetleges metilacios gatlas
feloldasa a helper virus altali szabalyozas eredménye lehet, igy a CpG metilacionak csak

crer

Koszonetnyilvanitas: A kutatast a K108607 OTKA szamu és a Mobilitas 08-C OTKA 81187
palyazat tamogatta.
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AZ ATFEDO ORF-ROL LEIRODO SAT FEHERJE HATASA A SEJTLIZISRE ES AZ
APOPTOZISRA A SERTES PARVOVIRUS KRESSE TORZSEBEN

Mészaros Istvan, Toth Renata, Zadori Zoltan

Bevezetés: A parvovirusok fehérjéinek tobbsége két fO nyitott leolvasasi keretrdl (open
reading frame — ORF) ir6dik at. Szamitogépes vizsgalatokkal a Parvovirinae alcsalad minden
nemzetségében azonositottak tovabbi, rovid, nemzetség-specifikus leolvasasi kereteket,
amelyek atfedésben vannak a VP fehérjék ORF-jével. A sertés parvovirus NADL-2 attenualt
torzsben az atfedd ORF-rdl leirodd fehérje (SAT) teljes vagy részleges funkcidovesztése
»lassan terjedd” mutans torzsek létrejottéhez vezetett szovettenyészetben. A feltételezések
szerint ez a SAT fehérje hidnyabol kovetkezé nagymértékli sejtlizis csokkenéssel
magyarazhato.

Cél: Az altalunk létrehozott mutans PPV Kresse torzsek segitségével vizsgalni szeretnénk az
alternativ. ORF-r6l leiroddo SAT fehérje hatasat a virus terjedésére, az apoptozisra és a
sejtlizisre.

Modszer: 24 vajata sejttenyésztd lemezen, 50%-os konfluencidji sertéshere sejtkultirat
fertdztlink (3-as, 0,1 és 0,01-es MOI) a sertés parvovirus vad tipusu Kresse és SAT™ mutans
Kresse torzsével. A fert6zés utan (PI) 2 oraval a tapfolyadékot lecseréltiik, majd PI 12 6ratol
két oranként mintat vettiink a feliiliszobol és a sejteket fixaltuk. A fertdzés sikerességét
immunfluoreszcens (IF) festéssel ellendriztiik, a virusok replikaciojat qPCR segitségével
kovettiik nyomon, melyhez a feliiliszokbol tisztitottuk a virus-nukleinsavat. A sejtlizis
mértékeét a magas multiplicitasu fert6zésbdl szarmazoé feliilluszokban 1€vo laktat-dehidrogenaz
(LDH) enzim aktivitasa alapjan allapitottuk meg. Az LDH a jodotetrazolium-kloridot
formazannd alakitja, melynek az abszorpcidjat 490 nm-en mértiik. A halott és apoptotikus
sejtek szamat PI 24 és 48 oraval propidium-jodid és Hoechst-festéssel is meghataroztuk.

Eredmény: A vad tipusu Kresse torzs magas multiplicitasu fertézéskor mért kopiaszdma PI 24
ordval mar egy nagysagrenddel magasabb, mint a SAT™ mutansndl mért érték, mely kiilonbség
PI 48 o6raval is fennmarad (8,23x10'%ml a vad tipusi és 3,65x10%ml a SAT mutans
virusnal). Az alacsony multiplicitasti fertézésnél végzett IF festés alapjan a SAT virus
terjedése lelassult. A feliiliszokban mért LDH aktivitas is magasabb volt a vad tipust virussal
fertdzott sejtek feliiliszojaban (PI 48 6ra: 1,51), mint a mutans virussal fert6zott sejteknél (PI
48 ora: 0,72) és a nem fertdzott sejteknél mért érték (0,38). A propidium-jodidos festés
alapjan PI 24 oraval a halott sejtek szama 2-3-szor alacsonyabb (szignifikdnsan) a SAT
mutans virussal fertézott szovetnél (p=0,0097), mig PI 48 oraval a kiilonbség mar nem
szignifikans (p=0,1762). Hasonlot tapasztaltunk az apoptotikus sejtmagok vizsgalatakor. PI
24 oréaval a p értéke 0,0147 volt, PI 48 oraval 0,0972.

Kovetkeztetés: A PPV Kresse torzsnél a SAT fehérje delécidja ,,lassu terjedéshez” vezet
szovetteny€szetben, mely egyiitt jar a virustiter csokkenésével is. Ezért egyrészt a virus DNS
alacsonyabb kopiaszama lehet a felelds, masrészt a SAT fehérje hianya miatt késobbre tolodo
apoptozis és sejtlizis. Ez kiilonbozik az NADL-2 torzsnél tapasztaltakkal, ahol a ,lassu
terjedés” nem jart egyiitt a virus titerének csokkenésével.

Koszonetnyilvanitas: A kutatast a K108607-es szamu OTKA palyazat tamogatta.
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EGY II-ES TIPUSU FECV TORZS 3-AS ES A FIPV-DF2 TORZS 7-ES REGIOJANAK IN
VITRO TRANSZKRIPCIOS ES TRANSZLACIOS VIZSGALATA

Viszovszki Andreal, Olasz Ferenc!, Balint Adam?, Hornyak Akos?, Zadori Zoltan!

Bevezetés: A macska koronavirusoknak (Feline coronaviruses; FCoVs) jelenleg két
patotipusa ismert, a FIPV és a FECV. A FIPV-re jellemzd sulyos tiinetek kialakuldsanak
feltételezhetd oka, hogy ebben az esetben jelentésen megnd a virus replikacids képessége a
makrofagokban és monocitakban. A jelenlegi biologiai és epidemioldgiai adatok alapjan az in
Vivo mutacios hipotézis a leginkabb elfogadott teéria, amely szerint a FIPV a FECV-bdl
keletkezik. Az eddigi kutatasok alapjan a virus harom régidja tinik meghatarozonak a FECV
¢s a FIPV kozotti szovettropizmus ¢€s fertdzoképesség megvaltozasaban. Az egyik ilyen
szakasz az S gént meghatarozo régid, masik kettd az ORF3c és az ORF7b régio, melyeken
beliil delécidkat és nonszensz mutaciokat sikeriilt azonositani.

mogott alldé molekularis mechanizmusok megismerése, szerepikk tisztizdsa a FECV
enterotropizmusdnak fenntartdsdban és a betegséget okozod FIPV kialakulasaban. Ennek
érdekében tanulmanyozni kivantuk egy Il-es tipusi FECV torzs 3-as és a FIPV-DF2 torzs 7-
es régioban 1évé harom (3a, 3b, 3c) illetve két (7a, 7b) ORF-ek transzlacidjat in vitro,
valamint a képzddott fehérjék lokalizaciojat.

Modszerek: A kivalasztott régiok transzkripcidos vizsgéalatit RT-PCR-rel végeztik. A
kiilonb6z6 ORF-ek transzlacidjanak tanulméanyozasahoz pEGFP-N1 vektor alapu
konstrukciokat hoztunk Iétre. A konstrukciok a régiok ORF-jeit tartalmazzak, eGFP-t
(Enhanced Green Fluorescent Protein) fuzionaltatva az utols6 ORF karboxi-terminalis
végéhez. A plazmidokat macska embriéo sejtekbe (Felis catus whole fetus, FCWF)
transzfektaltuk, a kapott eredményeket fluoreszcens mikroszkoppal ellendriztik. A
fluoreszcens szignal megjelenése annak az ORF-nek az atirddasat jelenti, melyhez az eGFP-t
fuzionaltattuk. A képzddott fehérjék méretét Western blottal vizsgaltuk.

Eredmények: A PCR vizsgalatok eredményeként azt kaptuk, hogy a 3-as és 7-es régio elott is
egyetlen core szekvencia taladlhato, ami arra utal, hogy ezekrdl a régiokrol egyetlen mRNS
irodik le. Ezt a 3-as régio esetében RT-PCR-rel megerdsitettiikk. A 3-as régid6 ORF-jeinek
transzlalodasat tanulmanyozva minden egyes esetben (3a, 3b, 3c, 3ab, 3bc, 3abc) detektalhato
GFP jelet kaptunk. A képzddott fehérjéket Western blottal vizsgaltuk. A vizsgélat szerint az
ORF3 gének mellett a gfp-r6l 6nmagaban is tortént transzlacid, amely leaky scanning vagy
fuzids konstrukciokat hoztunk létre, amelyekben a GFP kezdd metioninjadt pontmutacioval
eliminaltuk. A tény, hogy ezekkel a konstrukciokkal is minden esetben sikeriilt GFP jelet
detektalnunk azt bizonyitja, hogy mind a 3-as, mind a 7-es régioban talalhat6 osszes ORF
leirodhat egyetlen mRNS-r6l.

Kovetkeztetések: Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a 3-as és 7-es régiokrol
transzlalodd  fehérjék szdma a nem  kanonikus  transzlaciés  mechanizmusok
kovetkezményeként akar meg is haladhatja a régiokban talalhato eddig felismert ORF-ek
szamat.

Koszonetnyilvanitas: A kutatast az OTKA K108607 szdmu palyéazat tamogatta.
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AZ UJ FEHERJET KODOLO ORF7A VIZSGALATA A PRRSV-BEN

Olasz Ferenc?, Viszovszki Andrea!, Dénes Béla®, Balint Adam? Magyar Tibor!, Zadori
Zoltan®

A 1égzési megbetegedést és a kocaknal szaporodasi zavarokat okozd PRRSV (sertés 1égzési és
reproduktiv szindroma virus) gazdasagilag jelent6s korokozo. A virus a Nidovirales rendbe és
az Arteriviridae csaladba tartozik, genomja egy megkozelitdleg 15 kilobazis méretli pozitiv,
egyszali RNS, amelyen legalabb nyolc, egymassal részben atfedé open reading frame-et
(ORF-et) irtak le. Korabban bioinformatikai vizsgalatokkal két darab 0j konzervativ ORF-et
talaltunk. Az egyiket az ORF6-on beliil, amelyet ORF6a-nak neveztiink el, és egy masikat az

korabban GFP fuzi6s rendszerrel sikeriilt megfigyelni.

Célkitizés: A korabban in vitro kapott eredmény megerdsitése mas modszerekkel, vagyis az
esetleges artifact eredmény kizéarasa, ezenkiviil az ORF7a biologiai tulajdonsagainak feltarasa.

Modszer: In vitro modszerekkel (GFP és FLAG fuzios fehérje konstrukcidkkal) vizsgaltuk a
fehérjetranszlaciot az ORF7a-r6l. Az ORF7a-t bakteridlis expresszids rendszerben
expresszaltuk, majd szintetizaltattuk a tovabbi biologiai vizsgalatokhoz. A kovetkezd
lIépésekben ELISA-val, protein-protein és nukleinsav-protein electrophoretic mobility shift
assay-val (EMSA) ¢és komplement kotési proba gatlasaval vizsgéltuk az ORF7a bioldgiai
tulajdonsagait. Egérben és sertésben termeltettiink ellenanyagot az ORF7a ellen, majd ELISA
¢s immunfluoreszcencids (IF) technikaval vizsgaltuk a kapott szérumok immunolédgiai
tulajdonsagait.

Eredmény: Kétféle modszerrel sikeresen megerésitettik az ORF7a peptid in vitro
toxikus hatasti €s azok pusztulasat okozza, lehetetlenné téve a fehérje kinyerését. Ezért a
tovabbi vizsgalatokhoz szintetikus fehérjét hasznaltunk. Az ELISA kisérletek feltartak, hogy
az ORF7a képes az 1gG-t kotni, a f6 kotdhely az ellenanyag Fc részén talalhato. Az IgG-hez
valo kotddést EMSA-val sikeresen megerdsitettiik. A komplement fixacios tesztben a
vorosvértest lizisének gatlasa arra utalt, hogy a fehérje az IgG (Fc) fragment CH2 doménjéhez
kotédik. Ezt a megfigyelést a komplement és az IgG kozotti kdlesonhatas krisztallografias
vizsgalatokbol nyert adatai is tamogatjak. A fehérje képes aspecifikus RNS és DNS kotésre is,
ami magyarazza a bakterialis toxicitast is. Immunizacios kisérletekben a fehérje nem
bizonyult immunogénnek, azonban antinukleéris ellenanyagokat indukalt mind egérben, mind
sertésben.

Kovetkeztetés: A virusrol régéta ismert, hogy hosszu ideig képes perzisztalni a fertdzott
allatokban és ebben az ORF7a is fontos szerepet jatszhat. A peptid valoésziniileg az IgG Fc
rész¢hez kotddik, ezaltal befolydsolhatja a komplementkotést és az IgG immunsejtek Fc
receptorahoz valo kotddést is, amelynek szerepe van a fagocitdzisban, ellenanyag medialta
citotoxicitdsban ¢s immunsejtek aktivalasban. A nukleinsav kot tulajdonsdga miatt
interferalhat a DNS és az RNS szenzorokkal, amelyeknek a velesziiletett immunitasban van
nagy jelentdsége.

Koszonetnyilvanitas: A kutatast a K108607 szamu OTKA palyézat timogatta.
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EGY VAD, NEM MLV EREDETU 2-ES TiPUSU MAGYARORSZAGI PRRSV TORZS
TELJES GENOM VIZSGALATA

Olasz Ferenc!, Balka Gyula?, Balint Adam®, Kiss Istvan®, Banyai Krisztian®, Rusvai Miklos?
Tomasz Stadejek®, Xiong Wang®, Douglas Marthaler®, Michael Murtaugh®, Zadori Zoltan®

A sertés légzési és szaporodasi szindromat okozo virus (PRRSV) vildgszerte komoly
gazdasagi karokat okoz a sertésadllomanyokban. A virusnak két f6 genotipusa van: az 1-es,
vagy eurOpai genotipus, illetve a 2-es, vagy észak-amerikai genotipus. A 2-eS tipust
Européaban eldszor 1996-ban észleltek, ez egy MLV (Modified Live Vaccine, vagyis
modositott €16 vakcina) eredeti térzs volt. A legtobb, Eurdpaban eléfordul6 PRRSV MLV
eredetli, de 2005-ben nem vakcina eredeti 2-es tipusu izolatumokat (Hul2, Hu2l)
azonositottak Magyarorszagon is.

Célkitiizés: Egy magyarorszagi, enyhe tiineteket mutato allatbol, 2012-ben izolalt (PRRSV-2
Hungary 102/2012 vagy 102HU) nem MLV eredetii, 2-es tipusit PRRSV genetikai vizsgalata.
Modszer: A virus genomjat reverz transzkriptazzal atirtuk cDNS-sé, ezutan PCR-rel 6t
egymassal atfedd fragmentet hoztunk létre. A fragmentekbdl j generacios szekvendldssal
(Ion Torrent) hatdroztuk meg a virus bazissorrendjét. A virus rokonsagi viszonyait a
Maximum Likelihood modszerrel a Tamura-Nei modell alapjan MEGA6 szamitogépes
NetNGlyc 1.0 programmal prediktaltuk.

Eredmény ¢és kovetkeztetések: A teljes genom filogenetikai elemzése azt mutatta, hogy
102HU egy eddig ismeretlen virus, amely kozeli rokonsagot mutat a 2-es tipusi PRRSV-k
Osével. Az elérhetd teljes genomszekvencidk alapjan a legkozelebbi rokona a 87%-0S
szekvencia egyezést mutatd vad tipusa VR-2385 észak-amerikai torzs. A teljes genom
analizis alapjan az MLV eredet teljesen kizarhato a virusnal és a 216 hozzaférhetd teljes
genom vizsgalata alapjan a rekombinacid nagy valdszinliséggel nem jatszott szerepet a
102HU genomjanak kialakulasaban. A sokkal tobb szekvenciat tartalmaz6 ORF 5 adatbazis
alapjan a virus a 2-es tipus 2-es szubtipusaba sorolhat6 és nagyon nagy hasonldsdgot mutat
egy 1993-as kelet-kanadai PRRSV mintaval (92%), am a kanadai eredet megbizhatd adatok
hidnydban nem bizonyithatd. Az antigén régiokat és glikozilacios helyeket a GP2, GP3, GP4
és GPS5 szerkezeti fehérjékben elemeztiik. Mind a négy fehérje N-terminalis szignalpeptid
régidja kiugréoan magas valtozékonysagot mutat. A GP4 és GPS5 fehérjék esetében az
aminosav valtozasok nagy része az ismert B- és T-sejt epitopokon helyezkedik el. A GP4
egyik neutralizacids epitopja (15 aminosav) 5 aminosavban mutat valtozast, amely erds
szelekcids nyomasra utal. A GPS protein egy rendkiviil ritka glikozilacidos mintazatot mutat
(N30, N34, N35, N44, N51) a 27-51 antigén régioban, amely magaban foglalja a 32-34
pozitiv szelekcidos nyomads alatt 4ll6 aminosavakat is. A legkdzelebbi rokonsagot mutato,
2005-ben izolalt HU12, HU21 virusok ORFS5 ektodomén szekvenciaja csak 3%-0s nukleotid
kiilonbséget mutat a 102HU-hoz. Ez a meglepden alacsony eltérés a virus egyik
ahol a 2-es tipust virusok izolalasa tortént, a vakcinazas gyenge szelekcidos nyomast gyakorol
a 2-es tipust PRRS virusokra.

Koszonetnyilvanitas: A kutatast a K108607 szami OTKA palyazat tdimogatta.
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EQUID HERPESVIRUS 5 KOROKOZO SZEREPENEK VIZSGALATA, A VIRUS
ELTERJEDTSEGENEK FELMERESE EGY MAGYARORSZAGI VADLO
ALLOMANYBAN

Moravszki Leticial, Kutasi Orsolya®, Toth Eszter!, Biksi Imre?, Bakonyi Tamas®

Bevezetés: Az Equid herpesvirus 5 (EHV-5) korokozot egy nemrégiben leirt korképpel az
equine multinodular pulmonary fibrosis-sal (EMPF) hoztak Osszefiiggésbe, azonban a pontos
pathomechanizmus még nem tisztazott. A lovak EHV-5 fertdzottségét mar tobb orszagban
vizsgaltak, jelenlétét hazankban is kimutattak. Kiilonb6zd populéaciokat vizsgalva eltéré6 EHV-
5 fertézottséget tapasztaltunk, azonban az elterjedtségéhez képest kevés esetben alakul ki az
EMPF korkép. Az EHV-5 gyakrabban keriilt kimutatdsra az orrtamponokbdl, mint mas
eredetli mintakbol, ezért a fert6zottség megallapitasara ez tlinik a legalkalmasabb mintavételi
modszernek. Az eddig EMPF-fel diagnosztizalt esetekbdl, a betegek bronchoalveolaris lavage
(BAL) mintdibdl minden alkalommal kimutattuk az EHV-5 nukleinsavanak jelenlétét, ezek
alapjan a BAL minta a koérjelzés felallitdsdban fontos szerepet tolt be.

Cél: Jelen tanulmany célja, hogy felmérjiik, hogy egy magyarorszagi zart, vadlo populacidban
eléfordul-e a virus. A virus eléfordulasa kiillonboz6é 1éguti mintakban korrelal-e valamilyen
also 1églti megbetegedés eléforduldsaval.

Modszer: A Hortobagyi Nemzeti Parkban €16 200 feletti egyedszamu zart, vadlé allomanybol
gyljtottiik a mintdinkat. 11 Przewalski 16bol orrtampon, a periférias vér lymphocyta frakcioja,
és tiidoszovet keriilt vizsgalatra. Az EHV-5 nukleinsavanak jelenlétét polimeraz lancreakcio
segitségével, virus specifikus primerek felhasznalasdval vizsgaltuk. A tiid6é korszovettani
vizsgalatakor hematoxilin-eozin festést alkalmaztunk.

Eredmény: A 11 egyedbdl 6 (54,5%) esetben keriilt kimutatasra az EHV-5 legalabb a vizsgalt
mintdk egyikébdl. Az orrtampon mintak esetében 5/11 (45,5%), a vér mintdk esetében 3/9
(33,3%), mig a tiidd mintdknal 3/10 (30%) volt pozitiv. Egy esetben sikeriilt csak vérbol
kimutatni a virust, két esetben csak orrtamponbol, egy esetben orrtamponbol és tiidészovetbdl
¢és két esetben mind hdrom minta tipusbol. A tid6 mintdk korszovettani vizsgalatakor 2
esetben allapitottunk meg fibrozist, mindkét esetben PCR-rel is igazoltuk az EHV-5 jelenlétét.

Kovetkeztetés: A vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy az EHV-5 viszonylag széles
korben fordul eld a vizsgalt vadlo alloméanyban. A virus jelenléte a tiidészovetben két esetben
fibrozissal is tarsult, egy esetben azonban nem volt korszdvettanilag igazolhato elvaltozas.
Tovabbi céljaink kozott szerepel annak vizsgalata, hogy milyen EHV-5 virulencia-markerek,
illetve milyen gazda-eredetti faktorok jatszhatnak kozre a korkép kifejlodésében.

Koszonetnyilvanitas: Koszonettel tartozom a vizsgalatban részt vevo lovak biztositasaért és az
egyiittmiikddésért dr. Soos Istvannak és a Hortobadgyi Nemzeti Parknak, valamint a pénziigyi
tamogatast nyujtdo Normativ Kutatdsfinanszirozasi Bizottsagnak.
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PESTIVIRUSOK GENETIKAI REKOMBINACIOINAK KERESESE IN SILICO
MODSZEREKKEL

Kévagod Csabal, Hornyak Akos?, Rusvai Miklos®
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eredményeképpen nagyszdmu, de sokszor mukodésképtelen (replikacioban defektes)
viruskopia keletkezik. Vannak azonban esetek, amikor olyan kombinacio all el6, mely képes
tovabbi fertdzést kialakitani, igy 0j virustorzs alakul ki révid id6 alatt.

Cél: Vizsgalataink soran génbanki szekvencidk tanulméanyozasaval kivantunk felderiteni
lehetséges rekombindns virustorzseket. Fontosnak tartottuk felderiteni azok eredetét, a
rekombinacid alapjaul szolgdlo sziildi (,,parent”) torzseket is. Ezenkdzben igyekeztiink a
rendelkezésre 4llo, rekombindciok keresésére alkalmas programokat Osszehasonlitani és
kivalasztani koziiliik a legjobbat.

Modszer: Vizsgalatainkhoz két szekvencia-csomagot hasznaltunk. Az els6ben szekvenciat
hasonlitottunk 0ssze, ezek kozott Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) 1 és 2-es tipus,
Border Disease Virus (BDV) és klasszikus sertéspestis virus (CSF) torzsek szerepeltek. A
masodik csomagban kizardlag BVDV torzseket vizsgaltunk, 1-es és 2-es genotipusuakat
egyarant. Jelen Osszehasonlitashoz mindkét esetben teljes genomokat hasznaltunk fel, a
szekvencidkat a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbdzisabol szereztiik be.

A rekombinécid kereséséhez a SimPlot 3.5.1 és a Recombination Detection Program (RDP)
4.39-es verzidit alkalmaztuk. A rekombinacid-kereséshez a vizsgalandd szekvenciakat
egymashoz kellett illeszteni, erre a feladatra a Unipro UGENE 1.9.8 programot hasznaltuk.

Eredmény: Az altalunk vizsgalt torzsek koziil kevés esetben talaltunk olyat, melynek esetében
a rekombinécié bizonyithaté. Erdekes a rekombinansnak bizonyulé térzsek megoszlasa: mig a
CSF torzsek kozott gyakoribbnak mutatkozik a rekombinacid, addig a BVDV és BDV torzsek
vizsgalatakor elvétve taladlkoztunk a jelenséggel.

A sertéspestis virustorzsek kozil az AF407339 jelt torzs esetében volt a legtobb és
leger6sebb bizonyiték a torzs rekombinans voltara, ezt a jelenséget mar koradbban leirtak.
Bizonyithato még a DQ127910 és a AY663656 esetében a korabbi rekombinacids esemény,

A BVDV virustorzsek koziil 6sszesen két bizonyithaté rekombinéciora taldltunk bizonyitékot.
Az eredmények alapjan a vizsgalt genomok koziil a GQ888686 és az AY149216 jeli
mutatkozik rekombindns virusnak. Megjegyzendd, hogy mindkét térzs a BVDV 2-es
genotipushoz tartozik, és az eredmények alapjan a rekombinéciot 1étrehoz6 donor torzsek is a
BVDV 2 genotipus tagjai.

Kovetkeztetés: Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az altalunk alkalmazott vizsgalati
modszerek alkalmasak a genetikai rekombinaciok kimutatasara. Erre utal a korabban mar leirt
rekombinacié megerdsitése. Feltiind, hogy a rekombinaciok incidenciaja a CSF virusok kozott
gyakoribb, mint a BVDV genomok kozott. Erre magyarazatot adhat a BVDV azon
tulajdonsaga, hogy szimultan fert6zés esetén, feltéve, hogy az egyik torzs citopathogén
tulajdonsagu, kialakul a nyalkahartya-betegség, mely fatalis jellege miatt nem kedvez az
esetlegesen keletkezd rekombinans torzsek tovabbadasanak.
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JEGESMEDVEBEN TALALT UJ ADENOVIRUS GENOMIKAI ES FILOGENETIKAI
VIZSGALATA

Boszorményi Kinga®, Sos Endre?, Iva I. Podgorski', Harrach Balazs!

Az adenovirusok (AdV) ikozaéder alaku, burok nélkiili virusok, melyek genomja duplaszala,
linearis DNS. Kiilonb6zo gerinces gazdakban vald széleskorti elterjedésiik miatt idealis
modellnek bizonyultak a virusevolucié tanulmanyozasara. AdV-t a gerincesek minden
osztalyanak képviseldjébdl irtak mar le, azonban ezek kozott érthetden kevés az egzotikus
allat. Munkank soran olyan allatkerti emldésallatokat vizsgéltunk, melyekbdl még nem irtak le
AdV jelenlétét.

A Fovarosi Allat- és Novénykertben elpusztult egy jegesmedve (Ursus maritimus). A
kérboncolds  kronikus, multifokalis vesefibrosist, vese amyloidosist és multifokalis
glomerulonephritist mutatott ki, valamint a m4j epeutaiban tekintélyes méreti cystadenomat.
Az allat kozvetlen elhullasat béta-2 toxint termelé Clostridium perfringens enterotoxaemia
okozta. Bar a korbonctani leletek nem tulajdonithatok AdV altal okozott fertdzésnek, a hulla
tiido- és majmintajabol megkiséreltiik AdV kimutatasat.

DNS-t vontunk ki mindkét szervbdl, majd PCR-rel probaltunk felerdsiteni kiilonbozé AdV
genomszakaszokat. A PCR-hez jol megdrzott génszakaszokra tervezett, degeneralt primereket
hasznaltunk, melyek segitségével a DNS polimerdz, a hexon és a IVa2 gén egyes szakaszait
feler6sité PCR pozitivnak bizonyult. A PCR termékeket gél-elektroforézissel vizsgaltuk, majd
a DNS-t ugyanezzel tisztitottuk €¢s a PCR sordn hasznalt primerek segitségével elvégeztiik
veliik a Sanger szekvenalasi reakcidkat. A kapillaris elektroforézis a Szegedi Biologiai
Kozpontban tortént automata szekvenalon. A kapott szekvencidkat a GenBank-ban elérhetd
szekvenciakkal dsszehasonlitva vizsgaltuk, hogy valoban AdV-t tartalmazott-e a minta, illetve
hogy 1) AdV-rdl van-e sz6. Hosszabb genom szakaszok felerdsitése érdekében (a kapott
génszakaszok 0Osszekotéséhez) specifikus primereket terveztiink a degeneralt primerekkel
nyert szekvenciak alapjan. Az atfedd szekvencidk Osszeillesztését Staden programcsomaggal
(Gap4) végeztik. A filogenetikai szamitdsokhoz a tavolsagi matrix analizist (PhyML)
hasznaltunk. A fak megjelenitésére a Mega 6 programot hasznaltunk.

Mindkét szervbdl sikeriilt adenovirust kimutatni, €s mind a két mintaban (legalabb is a
vizsgalt szakaszon) ugyanaz a mastadenovirus volt jelen. A GenBank-ban levd
szekvenciakkal vald 6sszehasonlitds megerdsitette, hogy ezt a virust sem jegesmedveébdl, sem
mas fajbol nem irtdk még le, és filogenetikailag jol elkiiloniil az eddig leirt adenovirusoktol.
JelentOségét az adja, hogy medvefélékbdl eddig még nem sikeriilt molekularisan azonositott
AdV-t kimutatni. A hosszabb genomszakaszok szekvenaldsa segitene a virus tovabbi
Osszehasonlitd tanulmanyozasaban. Viaratlan szerencsével sikeriilt a [Va2 és a hexon gének
kozotti hosszl, kb. 13.000 bp-nyi, genomszakaszt egyetlen PCR-rel felerdsiteni. Ennek
szekvenalasa, egyedileg tervezett szekvenald primerekkel (,,primer walking”) jelenleg folyik.
Nagyon hasznos lenne a virus izoldlasa és szaporitdsa, azonban erre kicsi az esély alkalmas
sejtvonal hidnyaban. Az eddigi probalkozasaink kiilonb6zo sejtvonalakon nem jartak sikerrel.

Tamogatas: ADVance (EU FP7-290002, Initial Training Network)



MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet, Budapest® Virologia
MTA ATK Mezdgazdasagi Intézet, Martonvasar?
PTE TTK Biologiai Intézet, Pécs®

Universita Aldo Moro di Bari, Dipartimento di Medicina Veterinaria, Valenzano®

UJ ROTAVIRUS FAJ KIMUTATASA KUTYA FEKALIS VIROMJABAN

Mihalov-Kovacs Eszter?, Gellért Akos?, Marton Szilvial, Farkas L. Szilvial, Fehér Eniké?,
Jakab Ferenc?, Vito Martella*, Banyai Krisztian®

Bevezetés: A Reoviridae viruscsalad Rotavirus nemzetségébe a Nemzetkozi Virustaxondmiai
Bizottsag érvényes besorolasa szerint jelenleg 6t virusfaj tartozik (Rotavirus A-E, RVA-RVE),
de tovabbi harom lehetséges faj ide sorolasat is kezdeményezték (Rotavirus F-H, RVF-RVH).
Az 1j fajok kijelolésénél figyelembe veszik a szerologiai keresztreakciot, szekvencia
hasonlosagot €s a virus gazdaspektrumat.

Célok ¢és modszerek: Kolyokkutyak fekalis viromjaban azonositottunk wijszeri rotavirusokat
metagenomikai modszerekkel.

Eredmények: A szerkezeti fehérjéket kodold gének szekvencia analizise, valamint
filogenetikai elemzése alapjan alacsony szintli genetikai hasonlésagot figyeltiink meg a két
torzs (KE135/2012 és KE528/2012) ¢és a kiilonb6zd RV fajok képviseldi kozott. Torzseink a
legnagyobb aminosav (as) szintii hasonldsagot szerkezeti fehérjék esetében az RVH torzsekkel
mutattdk. A VP1, VP2, VP3, VP6 és VP7 szerkezeti fehérjék kiilon-kiilon 58%, 46%, 39%,
46% ¢és 28% hasonlosagot mutattak RVH torzsek megfeleld fehérjéinek szekvenciaival, mig
az 0j kutya rotavirus térzsek VP4 antigénjének as szekvenciaja leginkabb az RVG referencia
torzshoz hasonlitott, 28% azonossagot mutatva. A VP6 as szintli hasonldésaga megfelelt a RV
fajok elkiilonitésében figyelembe vett hatarértéknek (<53% aa hasonlosag). A nem-szerkezeti
fehérjéket kodold gének as szintli Gsszehasonlitasa €s filogenetikai elemzése szintén tavoli
rokonsagot sejtetett az ismert RV fajokkal. Az NSP1 30%-ban hasonlitott a referencia RVH
torzsre. Az NSP2 és NSP3 42%- illetve 26%-ban volt hasonl6 a referencia RVB torzzsel, az
NSP4 19%-os as szintli hasonlosagot mutatott RVF torzzsel, az NSP5 pedig 30%-ban
hasonlitott a kivalasztott referencia RVG torzsre.

Kovetkeztetés: A két Ujonnan leirt kutya rotavirus torzs 11 génszegmensének genetikai
analizise alapjan ugy véljiik, hogy azok egy uj RV fajba tartoznak (RVI).

Koszonetnyilvanitas: A tanulmany 1étrejottét az MTA Lendiilet programja valamint a 108793

sz. OTKA palyazat timogatta. G.A. tovabbi tamogatasban reszestilt a Bolyai kutatoi 6sztondij
jovoltabol. J.F. tamogatasban részesiilt a TAMOP altal (4.2.4.A/2-11-1-2012-0001).

10



MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet* Virologia
LABOKLIN GmbH & Co. KG?

KULONBOZO EGZOTIKUS FAJOKBOL SZARMAZO HULLO ORTHOREOVIRUSOK
FILOGENETIKAI ES SZEKVENCIA ANALIZISE

Kugler Renata!, Marton Szilvia!, Fehér Eniké!, Rachel E. Marschang? Banyai Krisztidn®,
Farkas L. Szilvia®

Bevezetés: A hiilld reovirusok gyakori eléfordulasti patogének, melyek sejttenyészeten
jellegzetes citopatologiai elvaltozast okoznak. Teljes genom szekvencia minddssze egyetlen
hiillé reovirus izolatum, a z6ld bozoétviperabol (Atheris squamigera) szarmazo, 47/02-es
virustorzs esetében érhetd el. A génbankban a legtdbb esetben csak az RNS-fliggd RNS-
polimeraz részleges szekvenciaja talalhatdé meg.

Cél: Kutatasaink sordn kiillonb6zd egzotikus hiilléfajokbdl szdrmazd orthoreovirusokat
izolaltunk ¢és jellemeztiink, genetikai sokféleségiik és evolucids kapcsolataik feltérképezése
celjabol.

Modszer: A hiilll6 szervmintdkat hagyomanyos ¢és modern molekulédris viroldgiai
modszerekkel dolgoztuk fel. A hiilld orthoreovirusok detektaldsa egy, az RNS-fiiggé RNS-
polimerazt kodold gén konzervativ szakaszara tervezett konszenzus kétkoros PCR reakcid
segitségével tortént, valamint hiillé sejtvonalakon virusizolalast végeztiink. A kozel teljes
genom szekvencidkat Ujgeneracidos szekvendldssal hataroztuk meg. Vizsgalatainkba
Németorszagban izolalt reovirus torzseket is bevontunk.

Eredmény: A vizsgalt virusokat kiralypitonbdol (KP3; Python regius), egy zold leguanbol
(2013/54; Iguana iguana) illetve egy ismeretlen kigyo fajbol (643/47) izolaltuk. A német
torzsek egy kaméleonbdl (2702/97), egy moér teknésbol (97/96; Testudo graeca), egy
szOnyegpitonbol (55/02; Morelia spilota) és egy leguanbol (111/99) szarmaztak.

Az egyes genom szegmensek nukleotid szekvencidit kiilon-kiilon elemeztiik. A
genomszegmensek szekvencia illetve filogenetikai analizise alapjan a hiilld orthoreovirusok
legalabb harom jol elkiiloniild csoportba sorolhatéoak. Egyéb tulajdonsagok mellett az
Orthoreovirus nemzetségen beliill a fajok elkiilonitése szekvencia hasonlosagi adatokon
alapszik, mely hatarértékeit az ICTV dallapitja meg. A homolog nukleotid szekvencidk kozti
legalabb 75%-0s hasonldsag esetén két virustorzset egyazon fajba sorolunk, mig a 60%-nal
alacsonyabb hasonlosag a homolog szekvencidk kozott jelzi a virustdrzsek kiilonbozo fajba
tartozasat. Erdekes modon a tekndsbél szarmazd 97/96 jelzésii virustorzs esetén a nukleotid
szekvencidk hasonldsadga az als6 hatarérték kozelében volt, jelezve a hiilld orthoreovirusok
kozotti genetikai tavolsagot.

Koszonetnyilvanitas: Kutatasaink anyagi hatterét az MTA Lendiilet Programja valamint az
OTKA K108727 sz. palyazat biztositotta.
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SzIE AOTK, Allat-egészségiigyi Igazgatastani és Agrar-gazdasagtani Tanszék® Virologia
SzIE AOTK, Patologiai Tanszék?

SZARVASMARHA VIRUSOS HASMENESENEK VIRUSAVAL (BVDV)
PERZISZTENSEN FERTOZOTT EGYEDEK SZERVEINEK IMMUNHISZTOKEMIAI
VIZSGALATA

Szabara Agnesl, Ozsvari Laszl6t, Jakab Csaba?

Munkénk soran célul tiztiik ki, hogy BVD virusaval perzisztensen fert6zott borji kiillonb6zo
szovetein immunhisztokémiai vizsgalatot végziink, amely a qualitativ eredmények mellett
segit a virus szovetbeli mennyiségét is meghatarozni. Jelen immunhisztokémiai vizsgalatot
hazankban el0szor alkalmazzuk atfogo, tobb kiillonb6zd szervbdl szarmazd szdvetmintara
kiterjedéen, altalunk  wvalidalt protokoll alapjan, manuélis immunhisztokémiai
laboratoriumunkban.

Immunhisztokémiai tanulmanyunkat egy heveny BVD fertdz¢s jeleit mutatd nagy 1étszdma,
tejeld Holstein-friz allomanyban végeztiik. A PI egyedek felkutatisa céljabol minden ujonnan
szililetett borju fililporcmint4jat a helyszinen a virus antigénjének kimutatdsara alkalmas ag-
ELISA (IDEXX Laboratories, Inc.) gyorsteszttel vizsgaltuk és a BVDV-pozitiv borjak
vérmintdjabol a BVDV nukleinsavdnak kimutatdsara iranyuld qRT-PCR vizsgalatokat
kértiink a NEBIH ADI Virologiai osztalyatol. Egy 3 és egy 3,5 honapos, valamint egy 2 napos
PI borju necropsias vizsgalata sordn mintékat vettiink a kérszovettani és immunhisztokémiai
analizisekhez a kiiltakarobol, a testtajéki nyirokcsomokbol, az emészté-, a 1€gz6-, az ivar-, a
hormon-, a periférias- és a kozponti idegrendszer, tovabba a keringési-szervrendszer
szerveib6l. A mintakat neutralis, 10%-0s pufferolt formaldehid-oldatban taroltuk. A
szovetmintdkat Shandon excelsior szovetel6készitd automataval tettiik alkalmassa a tovabbi
feldolgozasra. A paraffinos blokkokbol 3-4 um vastagsagu metszeteket készitettiink Reichert
tipusu mikrotommal, amelyek koziil egy-egy példanyt elsé lépésben haematoxilinnal és
eosinnal (H.E.) festettiink meg, Shandon Varistain 24-4 automata segitségével. A metszeteket
Nikon Optiphot-2 tipusti fénymikroszkoppal tanulmanyoztunk 40x-, 100x-, 200x- és 400x-0S
nagyitasokon. Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a metszeteket kétszer valtott xylolban,
majd haromszor valtott alkoholban deparaffindltuk, majd 1x-es PBS-sel valdo mosas utan
antigénfeltarast végeztiink proteindzos emésztéssel. Az endogén-peroxidaz aktivitast 0,3%-0S
H2O2-dal, metanolban blokkoltuk. Az immunhisztokémiai reakciokat avidin-biotin
immunperoxidaz rendszerrel (Dako LSAB2 Kit) és diamino-benzidin (DAB) kromogénnel
tettiik lathatova. A kontrasztfestés Mayer-féle haematoxilinnel tortént. Az immunhisztokémiai
vizsgalatok soran anti-BVDV-1 E2 (gp53) IgG2a izotipusa (VMRD, Inc.) monoclonalis
ellenanyagot hasznaltunk.

Pozitiv kontrollként nyirokcsomdszovetet hasznaltunk fel, amelyek sinus-histiocytaiban,
follicularis dendriticus sejtjeiben a BVDV-pozitivitas multifocalis, intenziv, barna, granularis,
cytoplasmaticus pozitiv jelként volt észlelhetd. A bevalogatott PI-borju szervmintdkban
észlelt BVDV-pozitivitds nemcsak qualitativ, hanem quantitativ eredményeket is produkalt,
mivel tdjékoztatott a BVDV egyes szovetekben valdo mennyiségi eléfordulasarol is. Ez utébbi
felhivja a figyelmet az egyes szervek virusiiritésben torténd szerepére, ill. a szerv virus
rezervodar hatterére.

A tudomanyos munka a Szent Istvian Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar 2014. évi Kutato
Kari keretének €s a Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsagnak a tamogatdsaval valosult
meg.
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SzIE AOTK, Allat-egészségiigyi Igazgatastani és Agrar-gazdasagtani Tanszék® Virologia
SzIE AOTK, Patologiai Tanszék?

A BVDV, MINT A SZARVASMARHA ANAPLASMOSIS INDIKATOR KOROKOZOJA
Szabara Agnesl, Jakab Csaba?

Munkénk soran célul tiiztiik ki, hogy egy szarvasmarha-allomanyban tobb éve megbuvo
szubklinikai anaplasmosis, akut BVDV-fert6zés hatasara torténé heveny, klinikai tiinetekben
megjelend formajat vizsgaljuk.

A vizsgalatainkat egy 800 tehénlétszamu és kb. 1600 Osszlétszamu, a dél-alfoldi régidoban
talalhato, tejeld tehenészetben végeztiik. Az allomany a vérvizsgalatok alapjan legalabb 2002
6ta BVD-mentes. 2012-ben az immunkompetens, fogékony vemhes iiszok egy része legeltetés
soran BVDV-vel fert6z6dott. A fertézottség megallapitdsat kovetden a  virusiirités
csokkentése és a BVDV allomanyon beliili tovabbi intenziv terjedésének, valamint a magzati
fertdzddés megakadalyozasa céljabol kétszer, 4 hetes 1dokozzel megtortént a teljes dllomany
alapimmunizaldsa. Az 1. oltast kdvetd 5-6. héten 33 tehénnél tapasztaltunk magas lazat,
bagyadtsagot, étvagytalansdgot, majd anaemiat €s icterust, amelyekbdl 18 allat oxytetracyclin
(OTC) kezelésre gyogyult. Emellett 7 vetélés és 3 koraellés tortént. Az ismételt vakcindzast
kovetden 4 allatnal jelentkeztek az anaplasmosisra jellemz6 klinikai tlinetek, amelyek OTC
kezelésre gyogyultak. A vetélések és a holtellés esetében a magzatok szerveinek ¢és az
anyaallat vérmintdinak laboratoriumi vizsgélataval a brucellosis, az EBL, az IBR, a Listeria, a
leptospirosis, a BVD és a Schmallenberg virus (SBV) oktani szerepét kizartak. A toxikoldgiai
vizsgalat kizarta a rézmérgezést, a haematologiai-, a biokémiai-, a PCR-, a haemocytologiai-
¢s a necropsias vizsgalat pedig megallapitotta az A. marginale fertézottséget. Az allomany
fertdzottségének felmérése céljabol korcsoportonként altalunk meghatarozott szamu egyedbdl
A. marginale elleni ellenanyagok kimutatasara iranyulé ELISA-vizsgalatot végeztiink.
Eredményeink a szakirodalmi adatoknak megfeleltek, az iddsebb korcsoportokban (3-4 év, >4
¢v) jelentdsen nagyobb volt a szeropozitiv allatok aranya (50%), a fiatalabb korcsoportokhoz
képest (10-30%). A sziiletést kovetd iddben azt tapasztaltuk, hogy a 0 napos egyedben, még a
kolosztrum itatasat megel6z6en minden egyed szeronegativ volt, viszont a 3 napos borjak
k6zott mar volt szeropozitiv allat.

Az epidemiologiai vizsgalat soran megfigyelhetd, hogy a BVD virus terjedése a fogékony
allomanyban a vakcinazas eldtt jelentds volt (BVD szeropozitivitas 2013. aprilis: 10%, 2013.
szeptember: 45-50%), viszont ez id6 alatt nem jelentkezett anaplasmosisra utald
megbetegedés. Ennek oka, hogy anaplasmdval perzisztensen fertézott egyedben a
megbetegedés ujboli fellangoldsa nem lehetséges a benne kialakult aktiv védettség miatt, még
a virus jelentés immunszuppressziv hatdsara sem. Vagyis a vakcinazas sordn elsdsorban az A.
marginale korokozo, hordoz6 allatbol fogékony és BVDV-vel tranziensen vagy esetleg az
immunizalaskor iatrogén uton fertdzott allatba torténd terjedése okozta a heveny, tobb allatot
érintd szarvasmarha anaplasmosis kialakulasat az allomanyban. Mindezek alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy amennyiben egy adott - anaplasmdra és BVDV-re fogékony - egyed,
nagyjabol egy idében fertdzddik a két korokozdval, akkor a BVDV immunszuppressziv
hatasa segiti az A. marginale fertézés megeredését és a betegség akut, klinikai tiinetekben
torténd megnyilvanulésat.

A tudomanyos munka a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Kar 2014. évi Kutato
Kari keretének €s a Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsdgnak a tdmogatasaval valosult
meg.
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NEBIH Allatgyogyaszati Termékek Igazgatosaga Virologia

ALLATGYOGYASZATI VAKCINAK FOTO-STABILITASA:
ELOZETES TANULMANY KOCKAZATBECSLESHEZ

Farsang Attila, Lévai Réka, Barna Timea, Fabian Katalin, Kulcsar Gabor

Bevezetés: Az Ujabb trendek szerint az allatgydgyaszati oltdéanyagok atlatszo miianyag
dobozba torténd csomagolasa egyre inkdbb tért hodit. Ez és az oltéanyagoknak allandéan
megvilagitott, tivegajtaju hiitbkben valo tarolasa foto-stabilitasi kérdéseket vet fel, kiilondsen
annak fényében, hogy a hatalyos Eurdpai Gyogyszerkonyvi rendelkezések, illetve a vakcina
SPC-jében megfogalmazott ajanlasok a ,,fénytdl védendo6” kitételt tartalmazzak. A kérdéssel
az Eurdpai Gyogyszeriigynokség tobb bizottsdga is foglalkozott, illetve iddrdl-idore
foglalkozik.

Cél: A foto-stabilitas €s az oltéanyag hatékonysdga kozotti tentativ 0sszefliggés vizsgalata.

Modszer: Kisérletiinkhéz egy hazai klasszikus sertéspestis elleni vakcinat vélasztottuk,
amelyet 253.7 nm hullimhosszon 6000 pW/cm? UV-C sugarterhelésnek tettiink ki. A
besugarzott és a kezeletlen oltéanyag alikvotokkal tomény és 1:40 higitasban 5-5 malacot
oltottunk, mig 5 allatot kezeletlen kontrollként tartottunk. Az allatokbol vért vettiink a DO,
D14, D18 napokon és a vérmintakban meghataroztuk az ellenanyag szintet ELISA-val
(IDEXX HerdChek® CSFV Ab ELISA Test Kit).

Eredmény: Eredményeink szerint az UV sugarzas jelentdsen csokkentette a vakcinadk
ellenanyag indukalo képességét. A besugarzott tomény és a 1:40 higitasu vakcinak esetében 7
%, illetve 30%-os csokkenést tapasztaltunk.

Kovetkeztetés: A foto-stabilitds nehezen mérhetd, de mindenképpen jelenlévd probléma,
amivel foglalkozni kell. Az atlatsz6 csomagolas és a ,,fénytdl védve tarolandd” utasitas
ellentmondasat a részvevok (gyartd, hatosag, végfelhasznald) masképpen értelmezik és
bizonytalansag tapasztalhaté annak megitélésében is, hogy a fénytdl valé védelem kinek a
felelossége. E tekintetben a hatdsagi iranymutatds mindenképpen sziikségesnek latszik, az
eszkozok (tajékoztatd fiizetek, illetve hatdsvizsgalatokra kotelezés) megvalasztasa tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Koszonetnyilvanitas: A munka palyéazati és pénziigyi hatterét az AniBioThreat Action Grant
(Home/2009/ISEC/AG/191) biztositotta.
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NEBIH Allatgyogyaszati Termékek Igazgatosaga’ Virologia
Friedrich-Loeffler-Institut, Németorszag?

MAGYARORSZAGON TORZSKONYVEZETT KLASSZIKUS SERTESPESIS ELLENI
VAKCINA HATEKONYSAGI VIZSGALATA HAZI SERTESEN

Lévai Réka!, Farsang Attila®, Barna Timea?!, Fabian Katalin®, Sandra Blome?, Kulcsar Gabor!

A klasszikus sertéspestis (CSF) a hazi sertés (Sus scrofa domestica) és a vaddisznd (Sus
scrofa) nagy gazdasagi kartétellel jard, virus altal okozott betegsége. A vaddisznd, mint a
virus rezervoarja, kozponti szerepet jatszik a betegség jarvanytandban, veszélyeztetve ezzel az
adott teriileten tartott hazi sertés allomanyokat.

A Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allatgyogyaszati Termékek Igazgatosaganak
(NEBIH ATI) Oltéanyag Osztalya egy Magyarorszagon torzskonyvezett, allami
jarvanyvédelmi célra elérhetd klasszikus sertéspestis elleni vakcina egy adagjanak
hatékonysagat pestivirusokkal szemben szeronegativ malacokon az Eurdpai Gyogyszerkonyv
(Ph.Eur.) 7.7 04/2013:0065 ¢és 7.0 04/2008:50207 szdmi monografidival Osszhangban
beallitott, rafertdzéses allatkisérletben vizsgalta.

A bemutatott kisérletbe 20 darab 6-10 hetes, pestivirusok elleni anyai ellenanyagokkal nem
rendelkezd (MDA-) malacot allitottunk be. Négy csoportot alakitottunk ki: egy oltatlan
kontroll és harom, a vakcina kiilonb6z6 higitasaival (cc, 1:40, 1:160) intramuscularisan (im)
vakcindzott csoportot. A vakcinazast kovetd 14. napon nagy virulencidji ,,Koslov” CSF
virustorzzsel fertdztiik az allatokat. A kisérletet a fertézést kovetd harmadik héten zartuk le. A
malacok altalanos allapotat és testhémérsékletét egy klinikai pontrendszer segitségével
minden nap értékeltiik, a moribund allatokat az allatvédelmi szempontok figyelembe vételével
exterminaltuk. A mintavételezési napokon a szeroldgiai vizsgalatokhoz nativ vért, a PCR
vizsgalatokhoz alvadasaban gatolt vért vettiink az allatokbol.

A kontroll allatok a CSF tipikus klinikai tiineteit mutatva a kisérlet lezarasa elott elpusztultak.
Az vakcinazott allatok mindharom csoportban a kisérlet lezarasaig egészségesek maradtak.
Az ellenanyag-ELISA vizsgalatok alapjan a kontroll allatok koziil haromnak a mintaja valt
szeropozitivva az elhullasuk el6tt, a kezelt allatok megfeleléen athangolodtak. Az antigén-
ELISA vizsgalatok alapjan a vakcinazott allatok egyik mintdja sem lett pozitiv, mig a kontroll
malacokban a fertdzést kovetd hetedik naptol virémidt tapasztaltunk. A PCR mintdk
vizsgalata folyamatban van.

Megallapithatd, hogy a kezelt 4llatokban a vakcina kiilonb6z6 higitdsokban is védettséget
biztositott, a hatékonysaga megfeleld.

A munka palydzati és pénziligyi hatterét az AniBioThreat Action Grant (azonosito:
Home/2009/ISEC/AG/191) biztositotta.
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HAZAI BAROMFI FAJOKBOL ES VADMADARAKBOL IZOLALT BORDETELLA
AVIUM ES ORNITHOBACTERIUM RHINOTRACHEALE TORZSEK ANTIBIOTIKUM-
ERZEKENYSEGENEK VIZSGALATA

Szabo Réka', Magyar Tibor!

Bevezetés: Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia terjedése mind orvosi, mind
allatorvosi szempontbol aggodalomra ad okot. A rezisztens koérokozok elterjedéséhez az
allatorvosi gyakorlat gyakran talzott antibiotikum hasznalata is hozzajarul. Az élelmiszeripar
ezzel szemben élelmiszer-termel6 allatokban az antibiotikum-hasznalat minimalizalasat varja
el. A 1égzészervi megbetegedések vilagszerte jelentds gazdasagi karokat okoznak a
baromfiiparban. A Bordetella avium és az Ornithobacterium rhinotracheale egyike a szamos
1égzdszervi korokozonak. A hazai izolatumok antibiotikum érzékenységérol szo6ld aktualis
adatok ezért nélkiilozhetetlenek a hatékony, célzott antibiotikum hasznalathoz.

Cél: Munkank célja B. avium és O. rhinotracheale torzsek antibiotikum-érzékenységének
meghatarozasa volt.

Modszer: Az antibiotikum rezisztenciat korongdiffiziés modszerrel vizsgaltuk, a Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) nehezen tenyészthetd Gram negativ baktériumokra
kiadott ajanlasanak megfeleléen, majd harom antibiotikum esetén a MIC (minimalis gatlo
koncentracid) értékeket mikrohigitdsos moddszerrel hataroztuk meg, ugyancsak a CLSI
ajanlasokat kovetve.

Eredmény: Minden O. rhinotracheale torzs érzékeny volt ampicillinre, chloramphenicolra,
spectinomycinre ¢€s a legtobb tilmocosinra is, azonban a torzsek nagy része rezisztensnek
bizonyult gentamicinnel, nalidixsavval, sulphomethoxazol/trimethoprimmal, polymixin B-vel
¢s sulfonamidokkal szemben. A héja €és galamb eredetli torzsekkel szemben tobb antibiotikum
volt hatékony, mint a baromfibol szarmaz6 torzsekkel szemben. Az erythromicin, lincomycin,
penicillin and polymyxin B a 2001-ben gyiijtott torzsekkel szemben hatékonynak bizonyultak,
a 2009-2012 kozott izolaltak ellen azonban kevésbé. A vizsgalt torzseknek 48, illetve 41%-a
volt érzékeny amoxicillinra és az erythromicinre.

Az 0Osszes B. avium izolatum rezisztens volt ceftiofurral és lincomycinnel szemben, és
érzékeny doxyciklinre, gentamicinre, polymixin B-re, spectinomycinre and sulfonamidokra.
A tilmicosin és a sulphomethoxazol/trimethoprim is hatékonynak bizonyult. A német torzsek
a tobbitdl eltérd rezisztencia mintazatot mutattak: rezisztensek voltak ceftiofurral szemben, de
érzékenyek penicillinre és ampicillinre.

Kovetkeztetés: A tény, hogy a vadmadarbol szarmazd torzs tobb antibiotikumra volt
érzékeny, alatamasztja azt a feltételezést, hogy a jelenlegi antibiotikum hasznélat hozz4ajarul a
rezisztens korokozok terjedéséhez. Ezt erGsiti meg az is, hogy a német B. avium torzsek
rezisztencia mintdzata eltért a hazai izolatumokétdl, amit a két orszagban és két idészakban
kovetett eltérd terapias gyakorlat magyarazhat.
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NYUL ES SERTES EREDETU BORDETELLA BRONCHISEPTICA TORZSEK
ANTIBIOTIKUM ERZEKENYSEGI VIZSGALATA

Khayer Bernadett, Sulyok Kinga Maria, Domokos Judit, Magyar Tibor, Wehmann Eniko

A Bordetella bronchiseptica vilagszerte elterjedt Gram-negativ baktérium, amely valtozatos
1égzdszervi megbetegedéseket képes eldidézni kiilonbozé emldsfajokban. Az altala okozott
megbetegedések koziil legnagyobb gazdasagi jelentdséggel a sertések torzitd orrgyulladdsa
bir. Egyre jelentdsebbé valik azonban a nyulak bordetellozisa is, amely tetemes karokat
eredményezhet a kiilonb6zo laboratoriumi, hobbi, vagy hisnyul allomanyokban.

A bakterialis fertézésekkel szemben maig az antibiotikumos terapia a leghatékonyabb eljaras,
de a célzott terapia érdekében elengedhetetlen az adott korokozo antibiotikum
rezisztenciajanak ismerete. A B. bronchiseptica torzsek antibiotikum érzékenységérol
meglehetésen keveset tudunk, hazai adatokkal pedig egyaltalin nem rendelkeziink.
Sertésekbol és nyulakbdl izolalt B. bronchiseptica torzsek retrospektiv vizsgalataval ezt a
hianyt szeretnénk potolni.

Vizsgalatainkhoz 15-15, eltéré id6bdl és foldrajzi régiobol izolalt sertés és nyul eredetii B.
bronchiseptica torzset valasztottunk ki. A torzseket aerob koriilmények kozott, 5% juhvért
tartalmazd Columbia agaron tenyésztettiik. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat 14
kiilonb6zé  antibiotikummal Kirby-Bauer korongdiffuziés moddszerrel végeztik el
Kiértékeléskor a kialakult gatldsi zonak nagysagat a NEBIH ADI &ltal kidolgozott
hatarértékekkel hasonlitottuk Ossze. A plazmid izolalast QIAprep Spin Miniprep Kit
segitségével hajtottuk végre, a kapott termékek gélelektroforézise 0,6%-os TopVision agar6z
gélben tortént.

Az Osszes torzs érzékeny volt a kolisztinra, de rezisztenciat mutattak a penicillinnel, a
ceftiofurral, a vankomicinnel és a linkomicinnel szemben. A vizsgalatba bevont tovabbi
antibiotikumokra nézve a torzsek eltér6 modon viselkedtek, a sertés eredetii torzsek kozott
nagyobb aranyu antibiotikum rezisztenciat irtunk le. Ampicillinnél a torzsek nagyfoku
valtozatossagat figyeltik meg gazdafajtél fliggetleniil, nalidixsav ¢és enrifloxacin
antibiotikumokra csupan 1-1 torzs reagalt a tobbi baktériumtdl eltéréen. Szulfonamidokra a
torzsek altalaban érzékenyek voltak, de nyul eredetli torzsek koziil egy, €s a sertésbol
szarmazo torzsekbdl Ot darab teljes rezisztenciat mutatott szulfinamidokra. Az egyik
szulfonamid-rezisztens sertés eredet{i torzsnél tetraciklin rezisztenciat is leirtunk. A plazmid
izolalast kovetden Osszesen 5 torzsbdl mutattunk ki kiilonb6zd méretli plazmidokat (20-60
kb), melyek kizarolag szulfonamid-rezisztens torzsekbdl szdrmaztak. Annak eldontésére,
hogy ez a rezisztencia plazmidon vagy a kromoszoéman van-e kodolva tovabbi konjugacios
¢s/vagy PCR vizsgalatok sziikségesek.

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy leghatékonyabbnak a polimixinek €s a nukleinsavak
szintézisére hatd antibiotikumok bizonyultak in vitro. Valosziniisithetd, hogy az egyes
allattartd telepeken alkalmazott antibiotikum terdpia befolydsolja a baktériumok
antibiotikumokkal szembeni érzékenységét.

Kutatésainkat az OTKA K83332 szdmu palyazata tamogatta.
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KEM Kormaényhivatal, Kisbéri Jarasi Hivatal Jarasi Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag®

B:2 TIPUSU PASTEURELLA MULTOCIDA TORZSEK ELSO MAGYARORSZAGI
IZOLALASA

Ujvari Barbara®, Szeredi Levente?, Pertl Laszl6®, Toth Gergely?, Erdélyi Karoly?, Janosi
Szilard?, Molnar Tamas?, Magyar Tibor?

Bevezetés: A Pasteurella multocida egy széles gazdaspektrummal rendelkezd, vilagszerte
eléforduld baktériumfaj. A P. multocida burkat alkotd kiilonb6z6 mukopoliszacharidok
alapjan otféle (A, B, D, E, és F) buroktipust kiilonitiink el. A kiilonb6z6 buroktipusok
el6fordulasa 0Osszefliggésbe hozhatdé az egyes gazdafajokkal és megbetegedésekkel. A
tiildogyulladasos korképekben, gazdafajtol fiiggetleniil, az A buroktipussal rendelkez6 torzsek
dominélnak. A toxint termeld D ((jabban pedig A) buroktipust torzsek a sertések torzitd
orrgyulladdsanak okozoéi. Az eredetileg pulykakbol izolalt F buroktipusu torzsek, az A
buroktipus kisérdjeként, a baromfikoleraban és a nyulak ,ragadds nathdjaban” jatszhatnak
szerepet. A B ¢és E buroktipusi torzsek szubtropusi teriileteken a kérddzok vérzéses
vérfertdzését idézik eld. 2013 augusztusaban egy eddig ndlunk nem tapasztalt megbetegedést
sikeriilt azonositanunk haztaji sertésekben, egy 5 km atmérdji teriileten, az északnyugat-
magyarorszagi régioban.

Cél: A megbetegedések hatterében allo P. multocida torzsek jellemzése.

Modszer: A baktériumizolalast 10% juhvért tartalmazé Columbia taptalajon végeztik. A
kitenyésztett kérokozo biokémiai profilja alapjan meghataroztuk a biotipust, majd polimeraz
lancreakciokkal (PCR) a fajt és a buroktipust is azonositottuk. A szomatikus szerotipus
meghatarozasdhoz PCR-RFLP-t alkalmaztunk. A tdrzsek tovabbi jellemzéséhez az M13 PCR
»genetikai ujjlenyomat” technikat hasznaltuk. A filogenetikai viszonyokat a haztartasi gének
szekvencia analizisén alapulé multi-lokusz szekvencia tipizalassal (MLST) térkeépeztiik fel.

Eredmény: Harom torzset sikeriilt izolalnunk, melyeket P. multocida ssp. multocida-ként
azonositottunk: mindegyik térzs képest volt hasznositani a xilozt €s szorbitolt, és ornitin-
dekarboxildz aktivitassal is rendelkezett. Negativ reakcidt kaptunk az arabinoz, laktoz,
maltoz, trehaloz és dulcitol bontést vizsgald reakciokban, igy a torzseket a 3-as biotipusba
soroltuk. A tdrzsek mindegyike a B buroktipusinak és 2-es szomatikus szerotipustinak
bizonyult. Az M13 PCR hasznalataval harom genetikai profilt tudtunk elkiiloniteni. A B:2
szerotipust torzsek esetében egyezd mintdzatot kaptunk. Az MLST vizsgalat soran kapott
adatok alapjan egy 1) szekvenciatipust azonositottunk (ST61). Az aroA (558 bp) génszakasz
elemzése sordn egy uj allélt sikeriilt azonositanunk. A filogenetiai vizsgéalatok sordn az MLST
adatbazisban fellelhetd izolatumok szekvencia adataival vetettiik Gssze sajat adatainkat. Az
elemzés soran a B:2 szerotipus, haemorrhagias szeptikémiat okozo torzsek egy jol
elkiiloniild klasztert alkottak.

Kovetkeztetés: A B:2 szerotipusu P. multocida torzsek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
a szeptikémids tiineteket okozo izoldtumok feno- és genotipusos diverzitasa rendkiviil
alacsony, az izolatumok egy jol elkiiloniil6 klonalis komlpexet alkotnak.
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HAZAI FRANCISELLA TULARENSIS SUBSP. HOLARCTICA TORZSEK GENETIKAI
OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

Kreizinger Zsuzsa®, Pasztor Alexandral, Elin Nilsson?, Kerstin Myrtennis?, Sulyok Kinga
Maria', Makrai Laszl6®, Mats Forsman?, Gyuranecz Miklés®

Bevezetés: A Francisella tularensis Gram-negativ baktérium, zoonotikus korokozo, a
tularaemia eldidézdje. A F. tularensis fajon belill négy alfajt kiilonboztetnek meg, melyek
koziil Europaban, igy hazankban is a holarctica alfaj endémias. A kontinensen izolalt térzsek
két 6 filogenetikai csoportba sorolhatok, a B.FTNF002-00 csoport elsdsorban Dél-Nyugat-
Eurépaban, mig a B.13 csoport féként Eszak, Kelet és Kozép-Eurdpaban jellemzs. A
Francisella nemzetség tagjai viszonylag alacsony genetikai valtozékonysagot mutatnak,
hasonloan a Bacillus vagy a Yersinia nemzetségekhez, igy az egyes torzsek kozotti rokonsagi
viszonyok felderitésére nagy felbontoképességii vizsgalati modszerek sziikségesek.

Cél: A vizsgalatok sordn Magyarorszag kiilonbozo teriileteirdl és kiillonbozé gazdafajokbol
szarmaz6 F. tularensis ssp. holarctica torzsek genetikai tulajdonsagait hataroztuk meg
canSNP (canonical single-nucleotide polymorphism) vizsgalat, MLV A (multi-locus variable-
number of tandem repeats analysis) elemzés és teljes genom szekvenalés segitségével.

Modszer: A genotipizalds sordn 2003 és 2014 kozott, Hajdu-Bihar, Békés, Csongrad, Jasz-
Nagykun, Bacs-Kiskun ¢s Gydér-Moson-Sopron megyékbdl gytijtott, 66 mezei nyulbol (Lepus
europaeus), 1 huszarmajombol (Erythrocebus patas), 1 szavannacerkofbol (Chlorocebus
aethiops) és 1 aranykezii tamarinbol (Saguinus midas) szarmazé F. tularensis ssp. holarctica
torzs DNS-ét vizsgaltuk. A torzsek filogenetikai csoportokba torténd besorolasdhoz 13
canSNP meghatarozasara alkalmas un. melt-MAMA (mismatch amplification mutation assay)
rendszert hasznaltunk. Az igy kialakult filogenetikai csoportok tovabbi felbontdsara és
elemzésére az MLVA modszert alkalmaztuk, mely soran 11 lokuszon hataroztuk meg az
ismétloddé szakaszok szamat, fragment analizis révén. Tovabba 9 torzs teljes genomjanak
szekvenalasara €s analizisére is sor keriilt egy ij-generacios szekvenalo gép (Miseq, [llumina
Inc.) és az ABySS szoftver segitségével.

Eredmény: A filogenetikai vizsgélatok alapjan az Osszes magyar torzset az Un. B.13-as
csoportba soroltuk. A csoporton beliil az SNP-tipizalas alapjan 9 alcsoportot kiilonitettiink el,
melyek koziil harmat (B.20/21/33, B.33/34, B.34/35) az MLVA elemzés alapjan tovabbi,
Osszesen 13 alcsoportra osztottunk fel. Az SNP-tipizalas alapjan a torzsek 88%-a (61/68) a
Ko6zép-Kelet Europaban jellemzé B.33/34-es alcsoportba (68%, 47/69), vagy annak
leszarmazott csoportjaiba tartozott.

Kovetkeztetés: A hazai F. tularensis ssp. holarctica torzsek a régiora jellemzé filogenetikai
fécsoportba (B.13) tartoznak. A fOcsoport tovabbi felbontdsa alapjan a torzsek kozotti
rokonsagi viszonyok szorosak, és nem allnak Osszefliggésben a torzsek izolalasi idejével,
gazdafajaval, az altaluk okozott elvaltozasokkal, vagy a torzsek foldrajzi eredetével.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgalatokat a Lendiilet palyazat (LP2012-22) tamogatta.
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Northern Arizona University, Center for Microbial Genetics and Genomics*

HAZAI BACILLUS ANTHRACIS TORZSEK GENETIKAI JELLEMZESE

Pasztor Alexandra', Kreizinger Zsuzsa', Dan Adam?, Makrai Léaszl6°, Ronai Zsuzsanna?,
Dawn Birdsell*, Talima Pearson*, Sulyok Kinga Marial, Janosi Szilard?, Fodor Laszl6, Paul
Keim?, Gyuranecz Miklés!

Bevezetés: A Bacillus anthracis sporaképzé Gram-pozitiv baktérium, a lépfene korokozoja.
Az ellenalld spérak a talajban évtizedekig képesek fertézoképes allapotban fennmaradni. A B.
anthracis genetikailag meglehetésen homogén szervezet, ami nehézségeket okoz a
molekularis evolucids vizsgalatok soran. Lépfenés esetek Magyarorszagon sporadikusan
fordulnak el6.

Cél: A vizsgalatunk célja Magyarorszagon izolalt B. anthracis torzsek genotipizalasa volt
canonical single nucleotide polymorphism (canSNP) meghatarozasaval és az izoldtumok
elhelyezése egy globalis torzsfan.

Modszer: A genotipizalds soran 1933 és 2014 kozott, Magyarorszag kiilonbozo teriileteirdl
gyljtott, 45 B. anthracis torzset vizsgaltunk. A torzsek filogenetikai csoportokba torténd
besorolasdhoz 15 canSNP meghatarozasara alkalmas melt mismatch amplification mutation
assay-ek (Melt-MAMA) rendszert hasznaltunk.

Eredmény: A canSNP analizis eredményeként 5 genotipust kiilonboztettiink meg a
magyarorszagi torzsek kozott. Harom izolatum a ,,.B” fécsoport B.Br.CNEVA eldgazasaba
tartozott. A masik 42 izolatum az ,,A” fécsoport transz-eurazsiai (TEA) elagazasan talalhato,
azon beliil tovabbi 4 szubkladba kiiloniiltek el: A.Br.008/09 (n=7), TEA7 (n=1), TEA04/08
(n=10), TEAO3 (n=24). 17 torzs esetén ismerjiik az izolalas helyét, ezek a TEA04/08 és a
TEAO3 csoportokba tartoznak. A TEA04/08 szubkladba tartozo izolatumok Jasz-Nagykun-
Szolnok megyébdl (n=5) és a ma mar Romania teriiletén talalhatdé Tasnadrol (n=1)
szarmaznak. A TEAO3 csoportba tartozo torzsek szarmazasi helyei elszortan talalhatok meg
az orszag teriiletén (Nograd, Pest, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Borsod-Abauj-Zemplén, Hajda-
Bihar, Bacs-Kiskun, Fejér és Zala megyékben) (n=11).

Kovetkeztetés: A transz-eurdzsiai csoport, amelybe a legtobb magyarorszagi torzs (93%)
tartozik, jellemzd Kelet- és Kozép-Europaban. Bar ezen a csoporton beliil talalunk genetikai
valtozatossagot, tovabbi genotipizald rendszerekre lenne sziikség az evoliucids kapcsolatok
tagabb értelmezéséhez. Tervezziik reprezentativ szamu torzs teljes genom szekvenaldsat,
amely lehetdséget adhat tovabbi SNP-k feltérképezésére. A ,,.B” focsoport ritka, €s ebbdl a
térségbdl nem all rendelkezésre teljes genomszekvencia ebbdl a genotipusbol, igy
mindenképpen értékes informacidt nyujthat ezen izoldtumok teljes genomszekvencidja. Az
idei esetek vonatkozasaban a vizsgalatbol megallapithatd, hogy a 2014 tavaszan a debreceni
allatkertben el6fordulo és 2014. jaliusi tiszafliredi esetek nem 4&llnak egymadssal
Osszefliggésben, az innen szarmazo6 minték eltéré genotipusba tartoznak.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgalatokat a Lendiilet palyazat (LP2012-22) tamogatta.
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MYCOBACTERIUM AVIUM SSP. PARATUBERCULOSIS TORZSEK HAZAI
ELTERJEDTSEGE ES MIRU-VNTR ELEMZESE

Roénai Zsuzsanna®, Csivincsik Agnes?, Gyuranecz Miklos®, Kreizinger Zsuzsa®, Szégyényi
Zsuzsanna*, Dan Adam?, Janosi Szilard*

Bevezetés: A paratuberkulozis a kérddzo allatok idiilt bélgyulladasban megnyilvanulo,
csillapithatatlan hasmenéssel, fokozatos lesovanyodassal jar6 betegsége. Habar a betegség
hazai el6fordulasat az 1980-as években Koérmendy és munkatarsai behatéan tanulméanyoztak,
az elmult években alig néhany kozlemény latott napvilagot a magyarorszagi helyzetet illetden.

Cél: Vizsgalataink célja az volt, hogy az elmult években diagnosztizalt paratuberkulézis
esetek alapjan képet adjunk a betegség hazai eldforduldsarol és az izolalt torzsek elemzésével
megismerjiik genetikai valtozatossagukat.

Modszer: Az izolalt torzseket az alfajra specifikus IS900 inzercids elem jelenlétével
azonositottuk, elvégeztik a kiillonbozd altipusok meghatdrozésat, majd "Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units - Variable Number of Tandem Repeats” (MIRU-VNTR)
elemzését. Mindemellett adatokat gylijtottiink a fertdzott szarvasmarhak korardl, fajtajarol,
nemérdl, rokonsagi kapcsolataikrdl és tartasi helyeikrol.

Eredmény: 569 Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) torzset izolaltunk az
elmult § év alatt 9 kiilonféle allatfajbol. Magyarorszagon elséként izolaltunk MAP torzseket
vaddisznobol, gimszarvasbol, rokabol, sertésbdl és bivalybol. Az izolalt torzsek 15 kiillonb6zo
genotipusba tartoztak. A kiilonbozd genotipusok fliggetlenek voltak az allatok koratol és
nemétdl, de feltételezésiink szerint Osszefliggésben lehetnek fajtajukkal, hasznositéasi
iranyukkal.

Kovetkeztetés: Habar a legnagyobb szarvasmarha allatlétszammal Hajdu-Bihar, Bacs-Kiskun
¢s Békés megyekben talalkoztunk, a vizsgalt mintakbol a legnagyobb aranyban Komarom-
Esztergom, Zala és Borsod-Abauj-Zemplén megyékben izoldltunk MAP torzseket. A 15
kiilonb6z6 genotipusbol 2-be tartozott a torzsek tobb mint 80%-a. Kimutattuk a MAP torzsek
atvitelét kiilonboz6 4llatfajok, alloményok és egyedek kozott. A vadéallomany fertdzés
fenntartd szerepe itt is kihangstulyozando, nem beszélve a szabad tartasti szarvasmarha
allomanyok szamara jelentett fertdzés kozvetitd kockazatrol.

Koszonetnyilvanitas: A szerzok koszonetet mondanak a NEBIH-ADI minden dolgozoéjanak,
akik segitették a munka megvaldsitasat. A vizsgalatok az FP7-KBBE-2007-212414 TB-STEP
palyazat tarsfinanszirozasaval valosultak meg, Gyuranecz Miklost és Kreizinger Zsuzsat
pedig a Lendiilet (LP2012-22) program tamogatta.

21



NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosag® Bakteriologia
MTA ATK Allatorvos-tudoményi Intézet?

BRUCELLA MICROTI ELSO MAGYARORSZAGI IZOLALASA

Ronai Zsuzsanna', Kreizinger Zsuzsa?, Dan Adam?, Banyai Krisztian?, Szeredi Levente?,
Janosi Szilard!, Gyuranecz Miklos?

Bevezetés: A Brucella genus az elmult években tobb uj taggal béviilt (B. ceti, B.
pinnipedialis, B. inopinata), melyek kiilonb6z6é allatokban okoznak megbetegedést. A B.
microtit 2007-ben mutattak ki eldszor elhullott mezei pockokbol (Microtus arvalis)
Csehorszagban, azota pedig alig néhany tovabbi esetben izolaltak talajbol és rokabol Dél-
Morvaorszagban és Als6-Ausztridban.

Cél: Vizsgalataink célja az volt, hogy a 2014 6szén egy Rajka mellett elejtett vaddisznd (Sus
scrofa) all alatti nyirokcsomojabdl izolalt B. microti torzs morfoldgiai, biokémiai és genetikai
elemzését elvégezve Gsszehasonlithassuk sajat izolatumunkat a korabbi torzsekkel.

Modszer: Az izolalt torzset B. microti specifikus primerpart tartalmaz6é modositott Bruce-
Ladder, és Suis-Ladder PCR-ekkel azonositottuk, majd klasszikus biokémiai és novekedési
probak mellett API20NE lemezen is megvizsgéltuk. A genetikai elemzés soran 16 lokuszon
alapul6é multi-locus variable-number tandem-repeat analizist (MLVA-16) végeztiink valamint
megszekvenaltuk (200 bp-os single read, Ion Torrent) a kitenyészett torzs teljes genomjat.
Tovabba a vaddisznd 4ll alatti nyirokcsom6é mintan szdvettani €és immunhisztokémai
vizsgalatokat is végeztiink.

Eredmény: Az izolalt toérzs Gram negativ, Kdster pozitiv aprd coccoid palca volt. Biokémiai
reakcidit tekintve oxidaz és uredz pozitivnak bizonyult, kén-hidrogént nem termelt, M és A
savoval agglutinalt, azonban R valamint B. ovis és B. canis ellen termelt savokkal nem
reagalt, bazikus fukszin és thionin tartalmu taptalajokon novekedett. API20NE profilja az
Ochrobactrum anthropi-hoz hasonlitott. A hazai torzs és a génbankban elérhet cseh torzs
(CP001578, CP001579) genom szekvencidja (3,34 Mbp) kozott csupan 30 nukleotid
kiilonbség volt. A hazai torzs MLVA profilja csak a variabilis markerekben kiilonbozott az
MLVA bankban fellelheté 12 B. microti torzstdl. A vaddiszné nyirokcsomoéjan elvégzett
szOovettani vizsgalat érdemleges elvaltozast nem mutatott ki, az immunhisztokémai probak B.
abortus, B. suis és B. canis savokkal egyarant negativnak bizonyultak.

Kovetkeztetés: Magyarorszagon el0szor €s vaddisznobol els6ként sikeriilt kimutatni a B.
microti-t 2014 6szén. A vaddisznd a torzset nagy valosziniiséggel a kornyezetbdl vette fel;
esetleg kozvetleniil a talajbol, vagy egy ragesalot fogyaszthatott el. A vaddisznoban kortani
elvaltozas nem alakult ki, csupan hordozoként viselkedett. A hazai B. microti térzs nagyfoka
genetikai rokonsagat a korabbi B. microti izolatumokkal a kozeli foldrajzi eredet és a Brucella
fajokra jellemz0 kisfokt genetikai valtozékonysag is magyarazza.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgalatokat részben a Lendiilet (LP-2012-22) program tdmogatta.
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SZIE-A:OTK, Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék* Bakteriologia
SZIE-AOTK, Hallgato?

MAGYARORSZAGON IZOLALT NEM BESOROLHATO ACTINOBACILLUS
PLEUROPNEUMONIAE TORZSEK JELLEMZESE

Sarkozi Rital, Makrai Laszl6?, Birgermajer Anetta? és Fodor Laszl6!

Az Actinobacillus pleuropneumoniae az egész vilagon, igy hazankban is megtalalhato,
sertések vérzéses-elhaldsos tiido- és fibrines mellhartyagyulladasat okozé baktérium. Foként a
12-16 hetes sertésekben okoz talheveny, heveny megbetegedést, de sulyos formaban
jelentkezhet a hizlalas végén is, ezéltal nagy gazdasagi kart okozhat. A betegség megjelenését
kiilonféle hajlamositd tényezok, elsésorban a nagylizemi, zart tartdstechnologiabol adodo
stressz ¢és zsufoltsag, valamint a tarsfertdzések segitik eld. A betegség talheveny, heveny és
idiilt formaban jelentkezhet, diagnosztizalasaban segitséget nyujt a jellemzo klinikai és
korbonctani kép kialakulasa.

A korokozd a Pasteurellaceae csaladba tartozd igényes, Gram-negativ baktérium. Két
biotipusat €és azon beliil 15 szerotipusat kiillonboztetjilk meg, melyek kozott gyakoriak a
keresztreakciok. Az 1-es biotipusba tartoz6 torzsek novekedésiikh6z NAD-ot igényelnek, mig
a 2-es biotipusba tartozok NAD nélkiil is tenyészthetok.

Munkénk soran a tanszék torzsgyljteményébdl szarmazod kettd, korabban be nem sorolt és
heveny elvaltozasokat mutato sertés tiidokbol frissen izolalt harom A. pleuropneumoniae
torzset szerotipizaltunk klasszikus- és molekuléaris biologiai modszerrel. A torzsek ot
allomanybol, négy megyébdl szarmaztak ¢és mindegyiket a tenyésztési és biokémiai
tulajdonsagaik alapjan a NAD-dependens, 1-es biotipusba soroltuk. Az A. pleuropneumoniae
fajba tartozast 16S riboszomalis RNS PCR modszerrel és BIOLOG vizsgalattal is igazoltuk.
A szerotipizalast passziv hemagglutinacioval, majd toxingének kimutatdsdn alapuldé PCR
probaval is elvégeztiik, hogy a kapott eredményeket 6sszehasonlithassuk.

A tipustorzsekkel szemben termeltetett savokkal végzett passziv hemagglutindcios proba
soran egyik torzset sem sikeriilt szerotipizadlnunk. Ezek, az elfogadott szerotipusok egyikébe
sem besorolhato torzsek csupdn az elleniik frissen termeltetett hiperimmun savokkal adtak
pozitiv reakciot. A toxingénekre alapozott PCR proba alapjan a torzsek 5a/5b szerotipusba
tartoznak. Ez a két szerotipus a toxinprofil alapjan nem valaszthatd szét, ugyanis ezzel a
modszerrel a keresztreakciok eléfordulasa miatt a szerotipusoknak csak négy csoportjat
tudjuk elkiiloniteni.

Vizsgalataink eredménye alapjan egy 01j, nem besorolhatd szerotipust sikeriilt izolalnunk.

A vizsgalatokat az OTKA 84220 és az NKB 15906 palyazat tdimogatasaval végeztiik.

23



MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet* Bakteriologia
NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosag?

SzIE Allatorvos-tudomanyi Kar, Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék®

SzIE Allatorvos-tudomanyi Kar, Allathigiéniai és Etologiai Tanszék®

MYCOPLASMA BOVIS TORZSEK FLUOROQUINOLON ERZEKENYSEGENEK
MEGHATAROZASA MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREKKEL

Sulyok Kinga Maria®, Rénai Zsuzsanna?, Nagy Saral, Makrai Laszl6®, Kecskemétiné
Turcsanyi Ibolya?, Kovacs Péter®, Janosi Szilard?, Gyuranecz Miklos!

2

Bevezetés: A Mycoplasma bovis izolatumok antibiotikum érzékenységének minél gyorsabb
meghatarozasa eldsegiti a megfeleld terapids szer kivalasztasat, igy novelve a kezelés
hatékonysagat. M. bovis torzsek antibiotikum érzékenységének meghatarozasa a klasszikus
mikroleves higitdsos modszerekkel azonban igen pénz- ¢és iddigényes feladat, ezért a
diagnosztikai laboratériumokban ritkan alkalmazzak.

Cél: A vizsgalat célja a M. bovis fluoroquinolon rezisztenciaval Osszefiiggd mutacidinak
azonositasa, illetve ezen pontmutaciok gyors detektdldsdra — €s igy a rezisztens valamint
érzékeny izolatumok elkiilonitésére — alkalmas PCR rendszerek kifejlesztése volt.

Moadszer: Vizsgalatainkba 35, Magyarorszag kiilonboz6 teriileteirdl izolalt M. bovis torzset
vontunk be. A torzsek minimalis gatld koncentracio (MIC) értékeit mikroleves higitasos
modszer segitségével hataroztuk meg harom kiilonb6z6 fluoroquinolonnal szemben
(danofloxacin, enrofloxacin és marbofloxacin). A fluoroquinolon rezisztenciaval Osszefiiggd
mutaciok azonositdsara a quinolon rezisztenciat meghatarozo régido (QRDR) négy génjének
(gyrA, gyrB, parC, parE) szekvenciajat vizsgaltuk. A rezisztenciaval Osszefliggd
pontmutéciok detektalasdra SYBR Green tipusu real-time PCR alapu, illetve agar6z gél alapa
MAMA (Mismatch Amplification Mutation Assay) rendszereket fejlesztettiink ki. Teszteltiik
a rendszerek érzékenységét ¢€s specificitasat (kiilonbozé szarvasmarhaban el6fordulod
Mycoplasma fajok: M. agalactiae, M. alvi, M. arginini, M. bovirhinis, M. californicum, M.
canadense és M. verecundum bevonasaval), valamint vizsgaltuk hatékonysagukat kozvetleniil
klinikai mintékon is (tiid6, orrtampon).

Eredmény: A mikroleves higitdsos modszer eredményeként harom térzsnél kaptunk magas
MIC értéket (>10 pg/ml) a vizsgalt fluoroquinolonokkal szemben. A DNS girdz B alegységét
koédold gyrB, illetve a topoizomeraz IV C alegységét kodoldo parC génekben egy-egy
aminosav szinten is megnyilvanuld pontmutéciot azonositottunk ezeknél a torzseknél. Ezen
mutaciokra tervezett MAMA rendszerek eredményei egybevagtak a hagyomanyos
leveshigitdsos modszernél kapott eredményekkel. A real-time PCR alapu rendszer
érzékenysége 10° CCU-nak, mig az agaréz gél alapié 102 CCU-nak bizonyult. Egyik rendszer
sem reagalt az egyéb vizsgalt szarvasmarha eredetii Mycoplasma fajok orokitéanyagaval.

Kovetkeztetés: Az altalunk fejlesztett MAMA rendszerek megbizhatdak, gyorsak,
koltséghatékonyak, specifikusak és relative érzékenyek. A modszer lehetévé teszi, hogy a
baktérium 1ddigényes €s koltséges izolalasa nélkiil elkiilonitsiik a rezisztens €s az érzé¢keny M.
bovis torzseket, igy ndvelve a gyogykezelés hatékonysagat.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgalatokat a Lendiilet palyazat (LP2012-22) tdmogatta.
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FLAVOBACTERIUM OKOZTA MEGBETEGEDES HAZAI HALFAJOKBAN

Varga Zsuzsanna®, Sellyei Boglarka?, Paulus Petra?, Papp Melitta?, Molnar Kalman!, Székely
Csabal

A halak fekélyes borgyulladasos korképét mintegy 100 éve irtak le (Davis, H. S. 1922). A
korokozo baktérium taxonomiai statusa tobbszor valtozott, végiil 1996-ban a 16S rRNS gén
szekvenciaja alapjan a Flavobacterium nemzetségbe soroltak és a F. columnare nevet kapta
(Bernardet és mtsai). A betegség elsddlegesen a meleg égovi orszagokban tenyésztett
halakban okoz komoly elhullassal jar6 gazdasagi veszteséget, de a klimavaltozassal jard
felmelegedés €s az intenziv haltenyésztés bevezetése folytan a mérsékelt égdvi teriileteken is
megjelent. A korképet Csaba és munkatarsai 1977-ben Magyarorszagon is észlelték.

A vizekbdl és halakbol, de a talajbdl is kimutathato Gram negativ, palca alakt baktérium
kitenyésztéséhez specidlis tapanyagszegény, de nagy nedvességtartalmu szelektiv taptalajra
van sziikség. Vizsgalataink sordn az izolalashoz neomycinnel és polymyxin B-vel kiegészitett
Cytophaga agart hasznaltunk.

Mintaink togazdasagi ¢€s természetes vizbol szarmazd halak (ponty, compo, garda,
dévérkeszeg, karika keszeg, eziistkdrasz, csaposiigér, fogassiilld, kosiillo és szibériai tok)
fekélyes elvaltozast mutatd boérébol, szemérdl, kopoltytjarol, belsé szerveibdl (1ép, vese,
m4dj), ill. az egészséges egyedek kopoltytjarol szdrmaztak. A ,,gyants” telepeket a Bader ¢és
munkatarsai altal a 16S rRNS génre tervezett (2003) F. columnare fajspecifikus PCR
eljarassal azonositottuk; 25 izolatum mutatott pozitiv reakciot.

A genomtipus meghatarozasa soran Darwish és munkatarsai ugyancsak a 16S rRNS génre
tervezett PCR reakcio termékét Haelll és Rsal restrikcids enzimmel hasitva 4 genomtipust
(2005) kiilonitettek el. Esetiinkben mind a kapott fragmentnagysag, mind a hasitasi kép eltért
a szakirodalom eredményeitdl. 20 minta azonos méretii fragmentet adott és RFLP-mintazata
is egyezett, tovabbi 3 ill. 1 torzs egyik restrikcids enzimmel kapott hasitdsi mintazata
kiilonbozott az eldbbiektdl, mig 1 torzs mindkét restrikcidos enzimmel eltérd mintazatot
mutatott.

Az eltéré genomtipusoknak megfelelden kivalogatott torzsek 16S rRNS génjének mintegy
1550 bp nagysagu szakaszat megszekvenalva megerdsitést nyert, hogy nem F. columnare-t,
hanem 23 esetben egy kozeli fajt, a 2004-ben leirt F. johnsoniae-t izolaltunk. Mintaink 97-
99%-o0s hasonldsagot mutattak a faj ismert szekvencidival. A fennmaradé 2 izolatum egyike
Chryseobacterium piscium volt, mig a masik egy név nélkiili Chryseobacterium fajjal
bizonyult azonosnak.

Az izolalt torzsek multirezisztencidt mutattak a vizsgalt antibiotikumokkal szemben annak
ellenére, hogy az izolatumok tobbsége antimikrobidlis szerrel nem kezelt dllomanybol vagy

természetes vizbol szarmazott.

Tamogatas: KTIA-AIK-12-1-2013-0017. sz. és OTKA K 100132. sz. szerzédés.
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RHODOCOCCUS EQUI OKOZTA TUDOGYULLADAS MACSKABAN;
ESETISMERTETES

Szeredi Levente, Ronai Zsuzsa, Janosi Szilard, Balint Adam

Bevezetés: A Rhodococcus equi vilagszerte eléfordulé talajlaké baktérium, amely elsésorban
lovakat betegit meg. A fertdzést macskakban is megfigyelték, ahol leggyakrabban a
végtagokon és a nyakon kialakuldé nem gyogyul6 sebek és talyogok forméjaban fordul el6. A
fertdzés a belsé szervekre macskaban csak ritkédn terjed at.

Cél: Hazankban R. equi okozta megbetegedést lovon kiviil mas allatfajban eddig még nem
irtak le, ezért indokoltnak tlint, hogy egy macskiaban megallapitott fert6zést részletesebb
vizsgalatnak vessiink ala.

Modszer: Egy 3.5 honapos korban végleges elaltatasra keriilt ndstény, birman fajtaji macska
rutin korbonctani, korszovettani és bakteriologiai vizsgalataval R. equi okozta megbetegedést
allapitottunk meg. A virulens torzsekre jellemzé VapA antigén kimutatdsa céljabol
immunhisztokémiai, az esetlegesen eléforduld macska leukosis és a macska-AIDS kimutatésa
érdekében pedig PCR vizsgélatot is végeztiink.

Eredmény: Az allat néhany nappal a véasarlas utan sulyos nehezitett 1€gzés tlineteit mutatva
megbetegedett. Az eladd tenyészetében abban az idészakban megbetegedések nem fordultak
elé. A korbonctani vizsgalattal a mediastinumban és a jobb hatulso tiidélebenyben egy-egy,
kb. 2 cm atmérdj, fallal nem rendelkezd, gennyel telt iireget, a horgdkoriili nyirokcsomok és
a m4aj megnagyobbodasat és az utobbi allomanyéaban elszortan elmosddott hatara, 1-2 mm
atmérdji sziirkésfehér gocokat figyeltiink meg. A korszovettani vizsgalattal a talyogokban
szamos neutrophil granulocytat és macrophag sejtet, a Iépben ¢és a tlidében
pyogranulomatosus gyulladast, a majban multifokalis elhaldsos gyulladast valamint heveny
centrolobularis elfajulast, végiil a vesében friss keletli vérzéseket lattunk. A talyogokban
tovabba a Iépben, a majban valamint a tiidében a gyulladas teriiletén Brown-Brenn festéssel a
macrophagokban Gram pozitiv coccusokat talaltunk. A Ziehl-Neelsen festéssel sav- és
alkoholallo baktériumokat nem figyeltiink meg. A talyogbdl készitett kenetekben a
macrophagok cytoplasmajaban nagy szamban Stamp festéssel pirosra festddd, Gram pozitiv
coccusokat figyeltiink meg. A 1épbdl és a majbol dus, kozel szintenyészetben, kissé nyalkas,
szlirkésfehér szinli telepeket tenyésztettiink ki, amelyek Drigalsky talajon nem fejlédtek. A
biokémiai probak alapjan a baktériumot R. equinek hataroztuk meg. A VapA antigén és a
macska leukosis valamint a macska-AIDS kimutatasat célzé vizsgalatok negativ eredményre
vezettek.

Kovetkeztetés: Elsé alkalommal keriil leirasra R. equi okozta megbetegedés egy hazai
macskaban. A baktériumtérzs az immunhisztokémiai vizsgalat alapjan nem a virulens
torzsekhez tartozott. Az allat fiatal kordn til mas megbetegedésre hajlamositoé tényezot nem
sikeriilt kimutatni.
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