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Roviditések jegyzéke

BLAST = Basic Local Alignment Search Tool

BHV1/2/4=Bovine Herpes Virus 1 /2 / 4

BHQ = black hole quencher

Ct = cycle treshold / ciklus kiiszobérték

DIC = disseminated intravascular coagulopathy / disszeminalt intravaszkularis coagulopathia
DIG = digoxigenin

DNA = dezoxiribonucleic acid / DNS = dezoxiribonukleinsav

EEHV = Elephant Endotheliotropic Herpes Virus

EIBD = Elephant Inclusion Body Disease

ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FAM = 6-carboxyfluorescein

FFPE = Formalin Fixed and Paraffin Embedded / formalinban fixalt és paraffinba dgyazott
gB = Glycoprotein B

H.-E. = hematoxilin-eozin

IF = Immunfluoreszencia

[HC = Immunhisztokémia

ISH = in situ hibridizacid

PBMC = peripheral blood mononuclear cells / periférias vér mononukledris sejtek
PCR = Polymerase Chain Reaction / Polimeraz lancreakcid

PPIB = peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

RNA = ribonucleic acid / RNS = ribonukleinsav

SAA = Serum Amyloid-A



Bevezetés

Az EEHV egy vilagszerte eléforduld herpeszvirus, amelyet az 4zsiai és valosziniileg az
afrikai elefantok is hordoznak latens formaban. Alkalmanként sulyos korképet idéz eld, és ez
bar leginkabb fogsagban tartott allatok esetében keriil vizsgalatra, vadon €16 allatokban is
eléfordul, csak azok nem kertilnek napvilagra. A korkép elso (és eddig egyetlen) magyarorszagi
eléfordulasa tavaly novemberben tortént, amelynek nyoman a Févarosi Allat és Novénykert 5,5
éves azsiaielefant-borja elpusztult. A kérokozo nagyon veszélyes a fogsagban tartott s a vadon
€16 elefantpopuléciokra nézve is, az ellene valo védekezés oriasi kihivast jelent. Az allatkerti
azsiaielefant-borjak koriilbeliil 20%-at érinti a sulyos, heveny forma (vadon éldket is),
nagyaranyu elhullést, valamint jelentds kezelési és diagnosztikai kdltségeket is okozva.

A korokozo egy ujonnan leirt, mégis Osinek tartott herpeszvirus-nemzetségbe, a
Proboscivirus genusba tartozik. Az eddig leirt 7 szubtipusa koziil vilagszerte az 1A a
leggyakoribb. Valtozatos tiinetekben megnyilvanul6 korképeket okozhatnak, legjellemz6bbek
mégis az érendothel-karosodas nyoman kialakuld vérzések a heveny szisztémds formanal,
amely leginkdbb az azsiai elefantot érinti. FOként a terjedés és a korfejlodés részletei nem
ismertek, ill., hogy milyen tényezdk vezetnek a sulyos, tobbnyire haldlos korkép
kialakulasahoz.

Az EEHYV tulajdonsagainak mélyrehatobb ismerete alapfeltétele az ellene vald hatékony
védekezésnek. Ezeknek a felderitésében kulcsfontossagiiak a megfeleld diagnosztikai
eszkozok, igy az altalunk Kkifejlesztett in situ hibridizacids eljards, amely nagyfoku
érzékenységgel és specifikusan mutatja ki a korokozot és annak szoveti eloszlasat. A szabadon
hozzaférhetd moddszer segitségével lehetéség nyilhat a terjedés €s a korfejlodés még nem

tisztazott részleteinek felderitésére is.



Irodalmi attekintés

Torténet

Az elefantok endotheliotropikus herpeszvirusa (EEHV) egy viszonylag régota ismert,
széles korben elterjedt, de sporadikusan haldlos megbetegedést eldidézni képes elefant-
herpeszvirus (Long et al., 2016). Az els6, dokumentalt, a virusfertézés nyoman bekovetkezett
elhullas egy éazsiai elefantot érintett a washingtoni allatkertben 1995-ben, noha mar a 80-as
évektdl kezdodden azonositottak elefantmintakban herpeszvirusokra utal6 struktarakat, ill. mar
a 70-es években is észleltek ilyen jellegli virusok kovetkeztében kialakult korilirt
borelvaltozasokat vad, afrikai elefdntokban (Richman et al., 1999). Herpeszvirus-partikuldk
legelsé azonositasa elektronmikroszkoppal afrikai elefant tlidégocaibol szintén ezekben az
években tortént (McCully et al., 1971). 1990-ben Metzler és mtsai 21, fogsagban tartott dzsiai
elefantot vizsgaltak szerologiailag, és mind a 21 pozitiv volt 3 szarvasmarha-herpeszvirusra
(BHV1, 2, 4) specifikus antitest valamelyikére. A titerek alacsonyak voltak, tehat
feltételezhetéen ezekkel a virusokkal rokon, addig még nem azonositott virus okozta
keretszreakciorol volt sz6. Richman és mtsai (1999) a klinikum és kérbonctan szempontjabol
szamos gyanus esetet dolgoztak fel Gjra. Féként a majbol, a szivizombdl és a nyelvbdl szarmazo
szovetek elektronmikroszkopos és PCR-vizsgalataval igazoltdk, hogy egy 0j herpeszvirus éltal
eldidézett betegségrdl van szo. 1995 6ta tobb mint 50 esetet regisztraltak Europaban és Eszak-
Amerikéaban, az dzsiai eseteket is beleszdmitva pedig ez mar meghaladja a 100-at (Long et al.,
2016).

A virusfertdzés nyoman kialakult megbetegedés leggyakrabban fiatal (2—8 éves),
fogsagban sziiletett azsiai elefantokat érint, de vannak dokumentalt esetek idésebb allatokrol,
vadon €16 allatokrol. Esetenként afrikai elefantok is stlyosan megbetegedhetnek, de naluk
altalaban enyhe lefolyast a betegség (Bronson et al., 2017). A koérképet egyesek az emberi
baranyhiml6hoz hasonlitjak, a vérérkarosodas ¢€s a fiatal kor, mint hajlamosité tényezd miatt
(Ossent et al., 1990). Eszak-Amerikaban Gsszesitették az eseteket, és azt talaltak, hogy az 1962
és 2007 kozott fogsagban, élve sziiletett 78 azsiai elefantbol 20-rél bizonyitott, hogy ez a
korokoz6 pusztitotta el, tovabbi 5 pedig meggydgyult a kezelés nyoman. Az érintett allatok az
esetek felében 1 és 4 év kozottiek voltak (Blaho, 2012). A tapasztalatok alapjan leginkébb a 2—
3 ¢éves korosztaly ¢érintett, a még szopd allatok viszonylag védettek a maternalis
ellenanyagoknak koszonhetden, igy a kritikus id0szak a valasztas kornyéke €s hajlamosito

tényezd lehet a mesterséges nevelés is (Dr. S6s Endre, személyes kozlés).



Koroktan

Jelenleg az EEHV-t a Betaherpesvirinae alcsalddba soroljadk (bar sokak szerint
célszerilibb lenne az 0j Deltaherpesvirinae alcsalddba [Richman at al., 2000; Ehlers et al., 2001;
Zong et al., 2014; Richman et al., 2014]), ezen beliil pedig — molekularis és filogenetikai
vizsgalatok eredményei alapjan — az alcsalad egy Osi csoportjanak tekintett Proboscivirus
genusba (Ehlers et al., 2001). A kiilon genus evoluvids magyarazata az, hogy a ma ¢é16 elefantok
Osei a tobbi méhlepényes emldsétdl kortilbeliil 100 millio éve valtak kiilon, és herpeszvirusaik
veliik egyiitt, parhuzamosan fejlédtek. Az EEHV kiilon tipusokra kb. 10-35 millio éve valt szét,
joval azeldtt, hogy a mamutok, vagy az afrikai/azsiai elefantok kiilonvaltak volna, ami
hozzavetSlegesen 7 millio évvel ezelétt tortént. Erdekességként megemlithetd, hogy az EEHV 1
az elsd leirt Betaherpesvirus, amely timidin-kindz génnel rendelkezik (Ehlers et al., 2006).

Elefantban eddig Osszesen 13 herpeszvirust irtak le. Ebbdl 7 tartozik az EEHV-
csoportba: EEHV1A, 1B, 2, 3, 4, 5, 6 és 7. Ezek koziil mindegyik okozhat stlyos, haldlos
kimenetelli vérzéses betegséget, de az esetek tobbségéért az 1A szubtipust teszik feleldssé
(Denk et al., 2012). A tovabbi elefant-herpeszvirusok egészséges azsiai €s afrikai elefantok
szem- ¢€s genitalis valadékabol kimutatott Gammaherpesvirusok, amelyek csak tavolabbi
rokonai az EEHV-knek, és nincs koziik az éltaluk okozott betegséghez sem (Latimer et al.,
2011).

A leggyakoribb és egyben legpatogénebb is egyben az EEHVI1-es, amelynek 2
szubtipusa van (EEHV1A és 1B). A legljabb vizsgalatok a 3-as tipust is erésen patogénnek
tekintik, amelynek a genetikai tdvolsdga az EEHV1-hez és EEHV2-hoz legalabb kétszer akkora
(25,4-34,2%), mint az azok kozott megfigyelhetd kiilonbség (Garner et al., 2009). Esetenként
azonban akar a legpatogénebb format is ki lehet mutatni tiinetmentes, leginkabb felndtt allatok
ormany- és egyéb valadékabol (Hardman et al., 2012). Egészséges, felndtt afrikai elefantok
tiidégocaibol, 1épébdl a virus tobb altipusat is kimutattak mar egyszerre (Zong et al., 2016). A
vadon €16 ¢€s a fogsagban tartott elefantpopulécio valosziniileg endémidsan fertdzott és latens
formaban hordozza a virust, ill. fiatal korban, enyhe formaban vészelik at a fert6zést (Zachariah
et al., 2013). Egy korabbi tanulméanyban 36 allatot, ismert PCR-eredményekkel vizsgaltak a
gB-burokfehérje elleni ellenanyagok jelenlétére, 25 pozitiv allatbol 19 szerologiailag is at volt
hangoldédva (van den Doel et al., 2015). Egy Indidban végzett felmérésben tiinetmentes &zsiai
elefantok ormanyvaladékat vizsgaltak kvantitativ, valos idejii PCR-el, és az allatok 35%-abol
(16/46) legalabb 1, az azsiai fajra jellemz0 altipus kimutathato volt (Stanton et al., 2014).

Felmertil, hogy esetleg az adott virussal szemben hidnyos maternalis és protektiv

immunitas is lehet hajlamosité tényezd, mint a kézzel nevelt allatok esetében (a vadonban az



ilyen allat elpusztul) vagy hogy a mostani elefantok genetikailag mar sokkal valtozatosabbak,
mint dseik és ez vezethet a betegség kialakulasahoz (Long et al., 2016). Annyi bizonyosnak
latszik, hogy az EEHV egyik elefantfajra nézve sem tekintheté obligat patogénnek, de
mindkettében megtalalhato és esetenként meg is betegiti azokat. A virust sokdig nem sikertilt
izolalni, még primer, elefantplacenta eredetii endothelsejt-tenyészeten sem (Zong et al., 2014).
Egy a mult honapban megjelent kozlemény azonban leirja, hogy rovid ideig — 28 napig (4
passzazs erejéig) — sikeriilt szaporitani a virust in vitro, elefant-fibroblast és fertdzott elefantbol
szarmaz6 PBMC-k kozos tenyészetén (ko-kulturajan), amit fertézott allatbol szarmazo

nyelvminta homogenizdtumaval oltottak be (Pavulraj et al., 2019).

Elofordulas és jarvanytan

A fertézés nyoman kialakult sulyos megbetegedés az Eszak-Amerikaban és Europaban,
fogsagban sziiletett azsiaielefant-borjak nagyjabol 20%-at érinti és az elhullasuk kortilbeliil 2/3-
aért felelés (Blaho, 2012). Elefanton kiviili el6fordulasa nem ismert, az eddigi adatok alapjan
ugy tlnik, hogy a 2, 3, 6, és 7-es szubtipusnak az afrikai, a tobbinek az azsiai elefant a
természetes gazdaja, a 3-as esetében pedig bizonyitott a fajok kozti atmenet (Long et al., 2016).
(Herpeszvirusos betegség 1évén nem lenne szokatlan, hogy a fertézés a rezervoarfajban
tiinetmentes, mig mas fajban sulyos megbetegedést okoz, ahogyan az Aujeszky-féle betegség
vagy a roncsol6 orrhurut esetében is megfigyelhetd.)

Val6szinlisithetd, hogy a tobbi herpeszvirushoz hasonléan gyenge a virus kdrnyezeti
hatasokkal szembeni ellenallo képessége, igy a kozvetett terjedési itvonalaknak a szerepe nem
lényeges (Blaho, 2012). Az a korabbi elmélet, miszerint dzsiai €s afrikai, valamint a vadon és
fogsagban sziiletett azsiai elefantok kozotti hosszabb tavu érintkezés korlatozasa megeldzheti
a fertézést (Richman et al. 2000), mara mar helytelennek bizonyult. Eszak-amerikai
tanulmanyok a létesitmények kozti terjedést kizartdk, ugyhogy erésen valdsziniisithetd, hogy
az azsiai elefantok tobbsége (sokan ugy vélik, hogy az 0sszes elefant) fiatal koratdl kezdve
virushordozd. Tovabb erdsiti ezt a feltételezést, hogy sok beteg borju biztosan nem érintkezett
afrikai elefanttal, hisz korabban ugy vélték, hogy ettdl a fajtdl ered a fert6zés (ez az elképzelés
is biztosan megddlt mara). A mesterséges termékenyités valosziniileg szintén nem jatszik
szerepet a terjedésben, mivel bizonyitott, hogy egyetlen bikatol vagy tehéntdl szarmazo tobb
utod eltérd idépontokban pusztult el mas-mas torzsektol, és amikor 2 borju egyszerre betegedett
meg vagy pusztult el ugyanabban a Iétesitményben, akkor azt mindig ugyanaz a virustorzs
okozta (Ryan and Thompson, 2001). Nem zéarhato ki azonban a hiivelytorndcon idénként

kifekélyesedd gobok révén, ill. a transzplacentaris uton vald terjedés (Richman et al., 2000).



Mivel kimutattak a virust tiinetmentes allatok nemi, kotOhartya, valamint szajiiregi
valadékaibol, felmeriil ezek fertdzésterjeszto szerepe is (Hardman et al., 2012).

A virus terjedésének addig nem tisztdzott részleteit fedheti fel egy nemrégiben
megjelent tanulmany (Kochagul et al., 2018). Ebben a herpeszvirusokban igen konzervativ gB
burokfehérjéje ellen termeltettek nyulban poliklonalis ellenanyagokat. A gB-nek, valamint a
gH-nak ¢és a gl-nek fontos szerepe van a membranfizidban és a sejtbe jutdsban is, igy a
fertdzoképesség egyik meghatarozé tényezdje in vivo és in vitro egyarant. Az ellenanyagokkal
végzett immunfluoreszcencids eljarassal vizsgaltak a szovettropizmust, a sejttropizmust és a
lehetséges terjedési utvonalakat. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a kozvetlen
érintkezés mellett a nyal, a bélsar €s az ormany valadéka lehetnek a lehetséges terjeszté kozegek

(Kochagul et al., 2018).

Korfejlodes

A korfejloédés lehetséges részleteinek tisztazasaban is j eredményekre mutatott ra az
elébb emlitett kozlemény (Kochagul et al., 2018). A poliklondlis anti-gB ellenanyagokkal
végzett IF- és IHC-vizsgalatokkal a virust nagy szamban taldltdk meg a periférids vér
mononukledris sejtjeiben, az Ugynevezett PBMC-kben. Valodszinlileg a primer fertdzést
kovetden ezen sejteken keresztiil valosul meg a viraemia, leginkabb az azsiai elefantban.
Emellett nagy virusmennyiség volt kimutathat6 a tdpcsatorna hamsejtjeiben, féleg a gyomorban
¢s a bélrendszerben. Ez nagyban val6sziniisiti a virus emésztérendszeri valadékokkal, ill.
bélsarral valo lehetséges terjedését bar ilyen irdnya vizsgalatokat még nem végeztek.
Megtalaltak a virust a nyalmirigyben — ahol valdsziniileg a primer replikécio zajlik —, ami miatt
feltehetden a nyal is fertdzési forrés, ill. a per os fert6zddést valoszinlisiti. A latencia helyét
ezen vizsgalat nem tudta beazonositani, de a tobbi Betaherpesvirushoz hasonléan ez leginkabb
anyalmirigyekben és a lymphoreticularis szovetekben torténhet. A nyalmirigy a legvaldsziniibb
helye a primer replikacionak és a latencianak is.

Nagyvonalakban a korfejlédés ezek alapjan a kdvetkezd: a virus bejut és elszaporodik
a nyalmirigyekben, majd a PBMC-khez kototten viraemiat okoz. (A viraemia alatt a SAA-szint
jelentdsen megemelkedik, aminek a korjelzés szempontjabol van jelentdsége [Stanton et al.,
2013a]). A virus igy eljut a célsejtekhez, ahol a szekunder replikacié zajlik. Ezek foleg az ereket
béleld endothelsejtek amirdl a korokozd a nevét is kapta, valamint a tapcsatorna hamsejtjei.
Ennek megfeleléen alakulnak ki a betegségre jellemz6 tiinetek és korbonctani elvaltozéasok.
Egy korabbi tanulmany szerint a klinikai tiinetek megjelenése eldtt mar akar 28 nappal a vérben

kimutathat6 a virus-DNS, majd megjelenik az ormanyvaladékban is (Stanton et al., 2013b).



Egy elefant egyszerre tobb EEHV-torzssel is fertézott lehet, egy tiinetmentes allat
ormanyvaladékdban 1év0 virus-DNS pedig egy mar lezajlott és a latencidbdl aktivalodott
fertdzésre is utalhat (Stanton et al., 2013b). Hogy ezek miben befolyasoljadk egymast és a
betegség tobbi részletét, az tovabbi kutatasokat igényel. A korokozo emberre vald terjedését,
tovabba, hogy a kiilonbozé EEHV-szubtipusokkal valo fertdz6dés eredményez-e

keresztimmunitést a genus tobbi tagjaval szemben, semmilyen vizsgalat nem igazolta eddig.

Klinikum

A korokozo6 tehat mind az azsiai mind az afrikai elefAntokat megbetegitheti, de stilyos
tiinetek altalaban csak az elébbiben jelentkeznek. A legstulyosabb koérforma a tobbnyire fiatal
azsiai elefantokat érintd heveny vérzéses betegség, ami a viraemiat kovetd szisztémas
endothelkarosodésnak tudhat6é be. Ennek nyoman a véralvadas intrinsic utjanak aktivalodasa
révén DIC alakul ki, ill. szdmos 1étfontossdgu szerv stlyosan kérosodik, mint pl. a sziv és a m4j
(Ossent et al., 1990). A kapillarisok fala tehat karosodik, vérzések, kovetkezményes vérvesztés,
¢rgyulladas, ill. ischemids infarktusok alakulnak ki, amelyek, ha a szivizomzatban is
jelentkeznek, az allat szivelégtelenség miatti sokkban elpusztul (Kochagul et al., 2018). A
heveny vérzéses forma van, hogy akar 24 o6ra alatt, de altalaban 5—7 napon beliil az allat
halalaval jar. A becsiilt elhullasi arany 80-85% (Hayward, 2012). Sokszor csak altalanos
levertség lathato, jellemzoek lehetnek a szajlireg fekélyei/vérzései, egyesek merev iziiletekkel
valo jarast figyeltek meg, késébb o6déma volt lathatd a fejen/nyakon. Idésebb &zsiai
elefantokban leirtak a virushoz kothetd, helyi nyéalkahartya-elvaltozasokat a szajliregben ¢és a
hiivelyben sulyosabb tiinetek kialakulasa nélkiil (Schaftenaar et al., 2010).

Afrikai elefantokban a korkép altaldban joindulatian zajlik, fiatal allatokban,
rozsaszines gobok kialakulasaval a fej és a torzs borében, valamint tiinetmentes, felnott allatok
boncolasa soran koriilirt lymphoid sejtproliferacio eredményeként kialakulo kis fehér gdcokkal
a tiidoben (Basson et al., 1971). A bdrben ezek az elvaltozasok papillomaszerii novedekek
formajaban jelentkeznek, amelyek késobb ki is fekélyesedhetnek (Jacobson et al., 1986).
Lymphoid névedékek eléfordulhatnak tovabba a hiivelytornacon is (Stanton et al., 2010).

Az azsiai elefantokra jellemzd heveny korforma esetén a beteg allatok levertek,
étvagytalanok, a szivverésiik szapora, nyalkahartyaik sapadtak, nyelviik cyanotikussé valik (a
hegyén kezdddik és végigterjed rajta), szajliregiikben fekélyek alakulnak ki, a fejiik, orméanyuk,
nyakuk ¢€s a mellsé labaik 6démasak lesznek. Szaporodésbiologiai zavarok, tovabba uraemia,
thrombocytopenia és lymphopenia is felléphet, ezen kiviil megfigyeltek santasagot, kolikas

tiineteket és hasmenést is (Long et al., 2016). Laz szintén kisérheti, de nem minden esetben



(Sripiboon et al., 2017). A thrombocytdk és monocytak erdteljes csokkenését a korjelzés
szempontjabol igen hasznos és specifikus tényezOnek talaltdk, és rendszeresen mérik is a
fertdzés korai felderitésére (a javasolt heti vérvétel esetén joval a klinikai tiinetek megjelenése
elott felveti a gyanut) vagy a klinikailag beteg allatok korlefolyasanak monitorozéasara (Long et

al., 2016).

Korbonctan

A korbonctani képet hasvizkér, zsigeri vizenyO, testszerte pontszerii €s nagyobb
kiterjedésli vérzések (kiillonosen kifejezettek az endo- €s epicardium alatt, valamint diffiizan a
myocardiumban) megjelenése, folyadékfelhalmozddas a szivburokban, béliiregbeli vérzés és
nyalkahartyafekélyek jellemzik (féleg a szajiireg, gége és vastagbél teriiletén), a 3-as tipusnal
ezen tulmenden sulyos veseveld-vérzés is megfigyelhetd. A belsd szervek megnagyobbodnak,
a nyirokcsomok megduzzadnak (Garner et al., 2009).

A korszovettani elvaltozasok igen valtozatosak lehetnek: az erek koriil kis vérzések,
vizenyO, endothelsejt-hyperthrophia vagy -elhalds, az erek falanak fibrinoid elfajulasa,
thrombosis és lympho-histiocytés vasculitis figyelheté meg (Richman et al., 2000). Nemcsak a
kapillarisok, hanem a nagyobb erek endothelrétege is érintett lehet, féleg a 1épburok, a veseveld,
a retina és a szivarvanyhartya artéridi esetében. Sejtmagzarvanyokat a kapillaris-
endothelsejtekben mindenhol, de leginkabb a majban, (a sinusoidok falaban is), a szivben és a
nyelvben talalhatunk, ezekben a szervekben a legnagyobb ugyanis a virusmennyiség (Schmitt
et al., 2000; Seilern-Moy et al., 2016). A zarvanyok Cowdry-A tipustiak, amelyek egyesek
szerint korjelzd értékiiek (Richman et al., 2000), a korkép korabbi neve, az EIBD (Elephant
Inclusion Body Disease) is innen ered. A 3-as tipusnal viszonylag nagy stirliségben vannak
zarvanyok a veseveld nagyobb artéridiban (Garner et al., 2009). Testszerte, tobbek kozott a
vazizom, a szivizom, a tapcsatorna, a bélfodor és bor alatti kotdszovet zsirszovete, valamint a
maj és a mellékvesék terliletén talalhatunk kisebb neutrophil granulocyta aggregatumokat a
vérzésekkel és a megndvekedett ateresztOképességgel dsszefiiggésben (Ossent et al., 1990). A
nyirokcsomokban enyhe erythrocytophagia és hemosiderosis lathatd a veld sinusaiban, a
majsinusoidokban Kuppfer-sejt hypertrophia, az dllomanyaban majsejtkarosodas és -elhalas,
valamint enyhe neutrophil granulocytés beszlirddés. Gyakran megfigyelhetok az ugynevezett
kék testecskék ("blue bodies") a m4dj sinusoidokban, ritkdbban a vese peritubularis
kapillarisaiban. Ezek nagyjabol gomb alaka, 15-20 pm atmérdjii basophil képletek,
tulajdonképpen degenerativ gyulladdsos sejtek (Garner et al., 2009). Leirtak enyhe

rhabdomyolysist a vdzizmokban, a végtagokban és a nyelvben. Az emésztérendszerben enyhe-



mérsékelt vérzést és hamsejtelhalast, -levalast, villus athrophiat és lympho-histiocytas-
plasmasejtes infiltraciot irtak le, féleg a gyomorban ¢s a végbél cryptdinak hamsejtjeiben. A
Iépben és a nyirokcsomokban mérsékelt lymphoid depléciot tapasztaltak (Kochagul et al.,
2018).

A nyelv alatti nyalmirigyekben sejt- és sejtmagduzzanat, valamint mérsékelt lympho-
histiocytas infiltraci6 mellett a korabban emlitett gB-burokfehérje ellen termeltetett
ellenanyagok kimutatdsara iranyuld IF-vizsgalatban azt taldltdk, hogy pozitiv festddés
leginkdbb a szerdzus €s mucindzus mirigyvégkamrak acinussejtjeiben volt, tovabba a kivezetd
jaratok kobhamsejtjeiben, hengerhdm-sejtjeiben és a lumenben 1évd elhalt hamsejtekben

(Kochagul et al., 2018).

Korjelzés, elkiilonito korjelzés, kezelés, megelozés

A diagnézis, amelynek idoben torténd feldllitisa kulcskérdés az allat talélésének
szempontjabol, legegyszeriibben és leggyorsabban kvantitativ, valds idejii PCR-vizsgalattal
végezhetd el az €16 allatok nyalkahartya-elvaltozasaibol és vérébol (Pursell et al., 2016).
Sokszor azonban ezt nem érdemes megvarni, hanem a gyanus tiinetek jelentkezésekor egybdl
el kell kezdeni a kezelést. Tovabbi gondot jelent, hogy nincs univerzalis PCR-moddszer az
0sszes EEHV-vialtozat kimutatasara. (Ha a viruskimutatas a viralis DNS-t célozza a vérben,
akkor egyértelmii pozitiv eredményt a tiinetek megjelenése utan ad csak, hiszen latens formaban
nincs viraemia [Latimer et al.,, 2011]). Ugyanakkor TagMan-rendszerii valos idejii PCR-
technikat hasznalva az EEHV1-et tliinetmentes azsiai elefantok ormany-, kotéhartya-, hiively-
és szdjpadlasvaladekabal is kimutattak mar, tehat 6Gnmagaban a virus jelenléte még nem jelenti
sulyos korkép kialakuldsat (Hardman et al., 2012), ezért kell parhuzamosan a vérképet is
vizsgalni. Diagnosztikai céli ELISA-teszt még nincsen a gyakorlatban, de van lehetdség a
szeropozitiv allatok kisziirésére egy olyan tipusaval, ami a gB-ellenes ellenanyagokat mutatja
ki, noha ez sem képes az egyes tipusok elkiilonitésére (van den Doel et al., 2015). Tovabbi
gondot jelent, hogy a PCR-pozitiv allatok kb. 80%-a mutat csak szerologiai athangolodast
(Kochakul et al., 2018). A thrombocytaszam rendszeres mérése szintén nagy segitséget nytjthat
a klinikai megjelenés eldrejelzésére vagy nyomon kovetésére (Long et al., 2016).

Noha eredetileg a hetente valo vérvételt tiizték ki célul, a Févarosi Allat és Novénykert
protokollja alapjan 2 hetente vettek vért, mivel azt az allatok egylittmiikodo képessége nagyban
befolydsolja. A vérvizsgalat leginkdbb a thrombocytaszam, a hematokrit érték és a

monocytaszdm ellendrzésére iranyul.
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Elkiilonitd korjelzés szempontjabol az E-vitamin-hiany, Citrobacter freundi fertdzés,
Clostridium enterotoxaemia, lépfene, virusos encephalomyocarditis és a salmonellosis jon
szoba (Ortega et al., 2015; Cracknell 2016).

Az esetek mintegy 1/3-aban a gyorsan megkezdett, intenziv és tobb hetes (legalabb 4
hetes) antiviralis kezelés, leginkabb per os vagy végbélen keresztiil alkalmazott famciclovirrel
vagy ganciclovirrel gyogyulast eredményezhet (Schmitt et al., 2000). A hatéanyag a
famciclovir esetében egy pro-drug, a hatékony forma neve penciclovir. A probléma ezzel
nemcsak az, hogy draga, hanem csak az esetek egy részében hatasos és az leginkabb a korai
felismeréshez és az azonnal meginditott kezeléshez kotott. Tovabba egyesek megkérddjelezik
a végbélen keresztiil alkalmazott famciclovir hatékonysagat, helyette antiviralis készitmény iv.
adagolasat, valamint plazmapoétlast €és antibiotikum alkalmazasat javasoljak (Dastjerdi et al.,
2016). Parenteralis aciclovir alkalmazasaval is értek mar el gyogyulast (Sripiboon et al., 2017).
A virusellenes kezelés mellett sokktalanitani is kell az allatokat. A houstoni allatkert protokollja
alapjan a leghasznosabb a plazmapotlas, sziikség esetén vératomlesztés, tovabba oxigénterapia,
antibiotikum ¢és fajdalomesillapité alkalmazésa is javasolt. A kezelések kozben €s utdna is

rendszeresen monitorozni kell az allatokat (www.asesg.org).

A megel6zés szempontjabol mindenképp torekedni kell az allatokat érd stresszhatasok
csOkkentésére (Stanton et al., 2014). A virussal kapcsolatos tovabbi, mélyre terjedd vizsgalatok
¢s kutatasok sziikségesek nemcsak a fogsadgban tartott elefantok, hanem a vadon €16 torékeny
populéciok védelme miatt is. Vakcina egyeldre nincs, de a jelenleg is folyo intenziv kutatdsok
alapjan igéret van rd, hogy 2 éven beliil elérhetévé valhat. A genetikailag igen valtozékony
Proboscivirus nemzetség, ill. a virusizolalas sikertelensége tovabb neheziti az ilyen iranya
eldrelépéseket (Zong et al., 2014), noha jelentds igény lenne réd az azsiai elefantok virus iranti

érzékenysége folytan (Fickel et al., 2003).
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Célkitizések

Az alapvet6 célkitlizésiink az EEHV szdvetmintdkban valé kimutatasa volt egy Ujfajta, RNS
alapu in situ hibridizacios eljarassal. A vizsgilati mintak a Budapesti Allatkertben 2018
novemberében elpusztult 5,5 éves dzsiaielefant-borjubol szarmaztak. Az FFPE-szervmintdkon
ezzel parhuzamosan végzett valds idejii PCR-vizsgélattal a virusgenom koépiaszamanak
mennyisége és a virusreplikacid soran képzddo, altalunk kimutatott RNS mennyisége kozotti
Osszefiiggést is felmértiik, amivel a mddszer érzékenységét is értékeltiik. A kimutatott virus
részleges nukleotidsorrendjének meghatarozasat is elvégeztiik, hogy 6sszevessiik ezen hazai
torzs genetikai hasonlosagat a génbankban fellelhetd mas virustorzsekkel, tovabba az evolucios

kapcsolatainak szemléltetésére torzsfat rekonstrualtunk.
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Anyag és Modszer

Esetismertetés

A Févarosi Allat- és Novénykertben 2013-ban sziiletett, 5,5 éves azsiaielefant-borju
2018. november 22-én 16 ora koriil bizonytalan tiineteket mutatott, nehezebben mozgott, majd
23-an reggel fél 8 kornyékén mar egyértelmii levertség, kedvetlenség tlineteit mutatta, késébb
pedig hasi 6déma is megjelent nala. A klinikai protokoll alapjan ezt megel6zden az éllattol 2
hetente vettek vért, foleg a monocytak €s a thrombocytak szamanak ellendrzése végett, amelyek
a 23-ai vérvétel idején mar igen jelentdsen csokkent értékeket mutattak. A teljes kedvetlenség
és a vérértékek valtozasa alapjan felmertilt az EEHV altal okozott korkép alapos gyantja, ezért
azonnal megkezdték a szedalast (detomidin és butorphanol) kdvetd intenziv virusellenes
kezelést (35 1 rektalis folyadék, 5 mg/ttkg rektalis ganciclovir, 150 ml iv. plazmatranszfizio
felndtt bikatol, marbofloxacin és 100 mg dexamethason im.). Erre 14 6ra kornyékén keriilt sor,
ekkora kertilt beszerzésre az 0sszes gydgyszer, ami tobb milli6 forintnyi tételt jelent. Ennek
ellenére sem tudtdk megmenteni az allat életét, november 24-én déleldtt 11 ora fele, 2 nappal
az elso tiinetek jelentkezése utan elpusztult. Ezt koveten a tetemet az Allatorvostudomanyi

Egyetem Patologiai Tanszékének Ulléi Diagnosztikai Laboratériuméba kiildték boncolésra.

Patologiai vizsgalat
Az allat teteme az Allatorvostudomanyi Egyetem Patologiai Tanszékének UllGi
Diagnosztikai Laboratoriuméba 2018. november 24-én részletes patologiai vizsgalatra keriilt.
A boncoléas sordn vett szervmintdk fixalasa szobahOmérsékleten, 10%-0s semleges
pufferelt formaldehid-oldatban zajlott 2448 o6ran at. Ezt kdvetéen a mintakat viztelenitd
automataval, etanol ¢és xilol segitségével dehidrataltuk, majd paraffinba agyaztuk. A
paraffinblokkokbol iivegtargylemezre 3—4 pum-es metszeteket készitettiink, amelyeket rutin

eljarassal hematoxilinnel és eozinnal festettiink meg.

RNAscope ISH

A vizsgalatokat egy ujfajta, RNS alapu in sifu hibridizdcios modszerrel, RNAscope-al
végeztiik. Az eljaras, a probak hibridizacigjat kovetden tobb 1épésben felerdsiti a célspecifikus
jeleket ugy, hogy az ugynevezett hattérzajt, hattérfestést nem (Wang et al., 2012).

Ami igazan tUjfajta és hatékony modszerré teszi az RNAscope-ot az a dupla Z probak
alkalmazésa. Ez két fiiggetlen proba, amelyeket ugy terveznek, hogy egymas mellé tapadjanak

a célmolekulan. Minden célzott RNS-szakaszra 20 db Z proba par lett tervezve, amelyek harom

13



részbdl épiilnek fel. Az also, hibridizacids régid 18-25 bazisbol all és komplementer a cél RNS-
el. A tavtart6é/0sszekotd rész az also és a felsd régiot koti Ossze (a Z ferde szara). A fels6
szekvencia 14 bazisbdl all, a 2 egymas melletti proba egyiitt egy 28 bazis hossziisagl kotdhelyet
biztosit az L alaku elderdsitd reagensnek (az L alsé rovid szara). Ezt kovetOen erdsitd
molekuldk kapcsolodnak az elderdsitok nagyszamu kotohelyéhez az L alaktl proba hosszu
szaran. Végiil a jelolt probak, amelyek kromogén vegyiiletet aktivald enzimet tartalmaznak

"o

bekotddnek az erdsitok szamos kotohelyére (1. abra).

1. abra. A Z alaku probak RNS-hez kotédnek (1), majd az dltaluk képzett kétohelyre kapcsolodik az L alaku
elberdsité (2), amelyhez szamos tovdbbi erdsitémolekula csatlakozik (3). Veégiil ezen erdsitokhoz kétodnek az

enzimtartalmu, jelolt probak (4). Forrds: www.acdbio.com

A proba nagyon érzékeny, egyetlen RNS molekula kimutatasahoz mar harom dupla Z
proba bekotddése elegendd. Emellett a proba kifejezetten specifikus is, hiszen egy szimpla Z
proba nem specifikus régidhoz tapadasa nem biztosit kotOhelyet az elderdsitonek és megeldzi
a nem specifikus jelek felerdsitését, ami csak két Z proba egymas mellé vald hibridizalodéasa
révén valosul meg. A modszer tovabbi elénye, hogy degradalodott, részlegesen bomlott
mintakon is miikod6képes, mivelhogy a dupla Z probas kialakitasnak relative rovid a célrégioja,
Osszesen mintegy 4050 bazis, ez pedig lehetdséget biztosit a hibridizaciora ilyen koriilmények
kozott is (Wang et al., 2012).

A probék elvégzéséhez és a reakciok validdlasahoz elengedhetetlenek a megfeleld
kontrollmintak és probak, hogy validaljdk a reakcidt és a minta RNS-mindséget. A rendszer
pozitiv kontrollnak egy egyszerli haztartasi gént, negativ kontrollnak nem specifikus bakterialis
gént hasznal. Azsiai elefant esetében az eml6s6kon eddig hasznalt (esetiinkben sertés, macska),
altalanos PPIB- (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B) proba nem mitkddott, ezért Gjra kellett

tervezni az azsiai elefant (Elephas maximus) génbanki genomszekvenciai alapjan. Az 0j proba
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az azsiai elefant 07-B beta actin-like mRNS-ének részleges szekvenciajat célozta, mivel az
emlitett PPIB-gén szekvencidjat még nem publikaltdk ebben a fajban.

A negativ kontrollproba alapvetd feladata kizarni az esetleges aspecifikus festddést. Az
ACDbio altal kifejlesztett univerzalis negativ probak célgénje a Bacillus subtilis SMY
torzsének DapB génje.

Sajat vizsgalatunkban az EEHV genomjanak egy konzervativ szakaszara, a gB
burokfehérje génjére terveztik a probdkat, ezt céloztuk a hibridizdcioval. A
referenciaszekvenciat egy észak-amerikai EEHV1A-t6rzs génbanki szekvenciaja adta, ami az
altalunk vizsgalt hazai virustorzzsel a polimeraz génszakaszon 100%-os nukleotidszekvencia-
egyezést mutatott.

A herpeszvirusok dupla szali DNS virusok de a szaporodasuk soran képzédé RNS-t
képesek vagyunk kimutatni az altalunk alkalmazott hibridizdcidos moddszerrel. A sejtek
magjaban, a korai transzkripci6 alkalmaval a virdlis genomro6l a cellularis enzimek termelik a
hirvivé RNS-eket, tovabba a késoi transzkripcid soran az utdéd DNS-ekrdl termelddik még nagy
mennyiségben ilyen jellegii nukleinsav.

A technikai kivitelezés szempontjabol a modszert a kovetkezd fobb részekre lehet
tagolni:

Permeabilizalas: a szovetrészletek és azokban a sejtek targylemezre fixalasa és
elékezelése az RNAscope eldkezeld Kittel, hogy ateresztove tegye a sejteket és felfedje a cél-
RNS-t.

Hibridizaco: 20 célspecifikus, Z alaki dupla préba kotédik a célzott RNS-
molekulédkhoz.

Jelerdsités: Az egymds mellé kotdédott Z alaktt probak révén a rendszer tovabbi
reagensei felerdsitik a hibridizacios jeleket az erdsitdmolekuldk és a jelolt probak egymashoz
val6 hibridizacigjaval.

Vizualizalas: minden jelpont egy célzott RNS-molekulat jeldl, ami fénymikroszkoppal,
ill. esetiinkben szovetszkennerel torténd digitalizalast kovetéen monitoron vizsgalhaté (Wang
et al., 2012).

A FFPE-metszeteket Superfrost+ (Thermo Scientific) tdrgylemezekre vittik fel. A
metszeteket termosztatban (HybEZ™ Oven) egy 6raig, 60 °C-on inkubaltuk, majd elszivofiilke
alatt 2 x 5 percig xilolban, 2 x 2 percig 96%-o0s etanolban mostuk, ezutdn 5 percig szaradni
hagytuk. A hibridizacids termosztatot 40 °C-ra eldmelegitve, a hibridizacios kamrajaba a
hasznalat el6tt fél oraval vizzel atitatott parasitd lapot tettiink és ezt a mar felmelegitett

termosztatba (HybEZ™ Oven) helyeztiik. Parhuzamosan el6készitettiink 700 ml Target
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Retrieval oldatot egy f6zépoharban, majd folidval lefedve forraltuk. A deparaffinalt
metszetekre ezt kovetden 5-8 csepp RNAscope hidrogén-peroxid-oldatot cseppentettiink. 10
percnyi szobahdmérsékleten vald inkubaciot kovetden a metszeteket kétszer, desztillalt vizzel
mostuk, majd Target Retrieval oldatban forraltuk 15 percig. Ezutan kétszer desztillalt vizzel,
majd 96%-o0s etanolban mostuk. Az etanolbdl eltdvolitva, levegdn, szobahdmérsékleten
szaradni hagytuk. Ezt kovetéen Immedge™ hidrofob barrier tollal hozzdvetdlegesen 3
alkalommal korberajzoltuk a mintakat, majd legaldbb 2 percig szobahdmérsékleten szaritottuk.
Ezutan 5 csepp RNAscope® Proteaz Plus oldatot cseppentettiink a targylemezekre ugy, hogy a
mintékat teljesen fedje. Ezt kdvetden a 40 °C-ra eldmelegitett hibridizacids termosztatban
inkubaltuk a mintakat fél oraig, végiil desztillalt vizzel kétszer mostuk Sket. Els6 1épésben a
metszetekrol leitattuk a felesleges folyadékot, majd pedig minden mintara cseppentettiink kb.
4 csepp hibridizacios probat ugy, hogy az egész metszetet ellepje. Ezt kovetden a mintékat 2
oran keresztiil inkubaltuk a kordbbiakban 40 °C-ra elémelegitett hibridizacios termosztatban.
Az inkubdciés id6 letelte utdn a metszeteket az elézdleg elkészitett mosopuffer-oldatban
kétszer, 2 percen keresztiil mostuk szobahémérsékleten. Ezt a 6 db amplifikalé reagens
alkalmazasa kovette. Kezdetnek az 1-est cseppentettiik a metszetekre, melynél 40°C-os 30
perces inkubacid volt sziikséges. Ezutan moso pufferben kétszer mostuk, szobahdmérsékleten,
egyenként 2 percig. Ugyanezt megismételtiik a tobbi amplifikalo reagenssel. Az inkubacios
1dok a 40°C-os termosztatban 15 perc, 30 perc és 15 perc volt. Az 5-0s és a 6-0s reagensnél
szobahdmérsékleten inkubaltunk 30, majd 15 percig. Ezutan Fast RED-B és -A oldatok 1/60
aranyu keverékével kezeltilk a metszeteket. Ebbdl hozzavetdlegesen 120 pl-t pipettdztunk
minden targylemezre, ezt pedig 10 perces, szobahOmérsékleten vald inkubacid kovette a
hibridizacids kamraban. Desztillalt vizzel mostuk, majd 2 percre 50%-os hematoxilin I oldatba
helyeztiik 6ket. Desztillalt vizzel kétszer mostuk a mintakat, majd 10 masodpercig kékitettiik
0,02%-0s ammonia oldatban, ismét desztillalt vizzel mostuk, végiil pedig 60°C -on széritottuk
kortlbeliil 20 percig. Teljes szaradas utan a metszeteket xilolba helyeztiik, majd EcoMount-
reagenst cseppentettiink rajuk, és fedélemezzel lefedtiik. A fénymikroszkopos vizsgélat el6tt a
targylemezeket 5 percig, levegén szaritottuk.

Mind a rutin, hematoxilinnal és eozinnel festett, mind a hibridizalt metszeteket
Pannoramic Midi 2 szdvetszkennerrel (3D Histech, Budapest, Magyarorszag) digitalizaltuk és
archivaltuk, majd a CaseWiever (3D Histech) programmal tettiilk lathatova és felvételeket
készitettiink roluk.

A mennyiségi PCR-reakciokkal vald Osszehasonlithatosag céljabol az RNAscope

eredmények kiértékelését kovetden szemikvantitativ, relativ mennyiségi kiértékelést
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végeztiink, amit erdteljes (+++), mérsékelt (++) és kismértéki (+) festddésként hataroztunk

meg az egyes szermintak esetében.

PCR-vizsgalatok és szekvenciameghatarozas

Az allat boncolasa soran vett szervmintakbol borsonyi méretli darabokat 4 mm-es acél
csapagygolyoval homogenizaltuk 1,5 ml steril PBS (7,4 pH-ju foszfat pufferalt s6oldat, 10mM
Natrium-foszfat, 150mM Natrium-klorid]) pufferben, egy MagNALyser (Roche, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) félautomata homogenizalo késziilékben 3500—
as frekvencian 30 mésodpercig. Egy perces, 10000 rpm fordulaton torténd, hiitott centrifugéalast
kovetden 200 pl feliiluszot hasznaltunk a DNS-kivonasra, amit KingFisher (KF) Flex roboton
a Nucleomag Vet kit (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) segitségével végeztiik, a gyarto
utasitdsai szerint. A tisztitott DNS-t 100 pl-ben oldottuk fel és —20 °C-on taroltuk a tovabbi
vizsgalatokhoz. Ezekbdl DNS-templatként a PCR-reakciokba 5 pl-t pipettaztunk.

A diagnosztikai PCR-reakcié soran az EEHV polimeraz génjére tervezett kétkords
(nested) PCR-reakciot alkalmaztunk (Ehlers et al., 2001). Az els6 reakcid 428, a masodik pedig
316 bazispar hosszusagu terméket adott. A denaturacid 15 percig 95 °C-on zajlott, majd 40
ciklus utan (minden egyes ciklusban 1 perces denaturacioval 94 °C-on, 1 perces primertapadasi
1épéssel 63 °C-on €s 1 perces szalépitéssel 72 °C-on), egy végso lancépitési 1épés kovetkezett
72 °C-on 5 percig. A masodik korben az elso reakci6 termékét templatként alkalmazva azonos
koriilményeket hasznaltunk, kivéve, hogy a primertapadas hdmérséklete 65°C volt. A terméket
agardzgél-elektroforézissel tettiik lathatova.

A nukleotiszekvencia meghatarozasat is az igy kapott termékeken végeztik el,
amelyeket az agar6z gélbdl NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL
GmbH &amp; Co. KG, Diiren, Németorszag) segitségével tisztitottuk ki. A szekvenalasi
reakciokban ugyanazokat a primereket hasznéltuk, mint a PCR reakciokban. A szekvenalasi
reakciokat és a szekvenciafuttatdst BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies) segitségével a Biomi Kft.l (G6dolld, Magyarorszag) végezte ABI Prism 3400
DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, USA) késziiléken a gyarto utasitasa alapjan.
A két iranybol leolvasott szekvencidkat a Geneious Prime® 2019.2.3 (Biomatters Ltd.,
Auckland, New Zealand) programmal illesztettik Ossze. Az illesztéses ¢és a
torzsfarekonstrukcios vizsgalatokat MEGA X program (Kumar et al., 2018) segitségével a
génbankbol letoltott tovabbi 52 EEHV polimeraz génszakasz felhasznalasaval végeztiik,
amelyek az EEHV teljes filogenetikai spektrumat lefedték. A torzsfa pontossagat és
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megbizhatosagat 1000 ismétléses bootstrap-vizsgalattal értékeltiik, amelyet szazalékos

értékekként tiintettiink fel a fobb elagazasoknal.

FFPE PCR-vizsgalatok

A vizsgalatokhoz a paraffinos blokkokbol egyenként 4 db 10 um vastagsagh
metszeteket készitettiink, majd azokat Eppendorf-csében 1 ml xilolba tettiik, 10 masodpercig
vortexeltlik, majd 2 percig 13000 rpm-en centrifugéltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, majd a
csapadékot 1 ml 96%-0s etanollal vortexeltiik 10 mdasodpercig, majd 2 percig ismét
centrifugaltuk. Az etanol a mintdban maradt xilol eltavolitasa miatt volt szlikséges. A feliiliszo6
pipettaval valé ovatos eltavolitasa utan (a csapadék felkavarasa nélkiil) finoman eltavolitottuk
a maradék etanolt egy vékony pipettaval. Nyitott feddvel inkubaltuk szobahdmérsékleten 10
percig (amig az Osszes maradék etanol el nem parolgott). 150 upl PKD-pufferrel
reszuszpendaltuk a csapadékot és megpdccintettiik a csovet, hogy fellazitsuk azt. 10 pl
proteinaz K hozzaaddsa utan ujra vortexeltiik, majd 56 °C-on 15 percig inkubaltuk. Ezt
kovetden jégen tartottuk 3 percig, hogy megfelelden lehiiljon a minta. Ezt egy 15 perces 25000
rpm-es centrifugalds kovette, majd a feliiliszot a csapadék fellazitdsa nélkiill ovatosan
ledntottiik. Szobahdmérsékleten valo lehtilése utan a csapadék Gjraszuszpendalasa 180 ul ATL-
pufferben tortént, amit 40 ul proteinaz K hozzaadasa utan ujra vortexeltiink. Ezt egy 1 6rds 56
°C-os majd egy 2 6ras 90 °C-os inkubacid kovette mozgatas nélkiil. Az utobbinak a szerepe a
formaldehid DNS-re gyakorolt karos hatdsainak visszaforditdsa. Roviden centrifugaltuk
mikrocentrifuga csében, hogy eltavolitsuk a fedél bels6 oldalan 1évé cseppeket. 200 pul AL-
puffer majd 200 ul 96%-os etanol hozzdadasa utan is vortexeltiik (fontos volt a teljesen
homogén oldat elérése, az ilyenkor esetleg lathatd fehér kicsapddas nem zavarja az eljarast).
Az egész mintat atontottik QIAamp MinElute gylijtécsdbe helyezett szilikamembrant
tartalmazd csébe. A fedél ovatos zarasat kovetden legalabb 10000 rpm-en centrifugaltuk 1
percig (addig amig a minta teljesen at nem jutott a membranon), majd dtmostuk a gylijtdcsovet
AL-pufferrel. A membrant tartalmazo oszlopot ezutan egy 0 2 ml-es gylijtdcsObe helyeztiik.
700 pul AW1-puffer hozzdadésa utan 6vatosan zartuk a fedelet és 15 masodpercig 10000 rpm-
en centrifugéltuk, hogy dtmossuk a szilikamembran alapu csévet. A membranos csdvet ezutan
Uj gylijtécsdbe helyeztiik melyhez 700 ul AW2-es puffert adtunk, majd a fedél dvatos zarasa
utan 10000 rpm-en centrifugaltuk 15 madasodpercig, hogy atmossuk a membrant. Ugyanezt
megismételtiik 700 pl 96%-os etanol hozzdadasa utan, majd 4j 2 ml-es gylijtdcsdbe helyeztiik
a membran alapu csovet, a fedelének felnyitasa utan pedig 5 percig maximalis fordulatszamon

centrifugaltuk (erre az etanol eltdvolitasa miatt volt sziikség). Ezutdn a szilikamembran
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oszlopot 1j, 1,5 ml-es gytijtécsébe helyeztiik, majd 30—100 pul ATE-puffert adtunk kézvetlentil
a membranhoz. Ovatosan zartuk a fedSt, 1 percig szobahSmérsékleten inkubéltuk, majd 1
percig maximalis fordulatszdmon centrifugéltuk.

A valos idejii TagMan-rendszertit PCR-reakcio soran hasznalt primerek €s a proba az
EEHV1 termindz génjére lett tervezve (Hardman et al. 2012). A probat jelolé fluorofor
molekula a proba 5’ végén FAM, az elnyelé/quencher pedig BHQ volt a 3’ végen. A kapott
amplikon 91 bazispar hossztsagu volt. A reakciot minden egyes minta 3-as alikvotjan végeztiik
el. A reakcio egy kezdeti 95 °C-os 5 perces, majd 40 ciklus 94 °C-os 15 masodperces, 50°C-os
15 masodperces, 72 °C-os 1 perces végiil 72 °C-os 7 perces 1épésekbdl allt. Ezt a real-time PCR
rendszert LightCycler 480 II real-time berendezésre (Roche Molecular Systems, Rotkreuz,
Svijc), adaptaltuk és optimalizaltuk, az adatokat pedig a késziilék sajat szoftverének
segitségével értekeltiik ki. Az igy kapott Ct-értékeket dsszevetettiik az RNAscope vizsgéalatok
eredményeivel.

Pozitiv kontrollként mindkét PCR-reakci6 esetében megerdsitett, pozitiv EEHV1 esetet

hasznaltunk, negativ kontrollként pedig templat nélkiili reakcidelegy szolgalt.
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Eredmények

Patologiai vizsgalat

Az Ullsi Diagnosztikai Laboratériumban végzett diagnosztikai boncolds soran
makroszkoposan a savoshartyak alatt €s a csepleszen (2. 4bra) pontszerli vérzéseket, a
gyomorban frisskeletli, multifokalis fekélyképzddést és bovériiséget (3. abra), a vastagbél
nyalkahartydban pontszeri és Osszefolyd vérzéseket, kifejezett bovériséget, faldban diffuz
vizeny0t (4. abra), a duzzadt bélfodri nyirokcsomokban vérzéseket és véres beivodast, a tidod

allomanyaban (5. abra) és a légcsdé nyalkahartyajaban (6. dbra) vérzéseket, a szivizomzatban

pontszerli és 0sszefolyo vérzéseket taldltunk (7. abra). A vérzések frisskeletiiek voltak.

4. dbra. Duzzadyt, kipirult és vérzéses vastagbél 5. abra. Vérzések a tiidé allomanyaban
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6. abra. Vérzések a légesé nyalkahartyajaban 7. abra. Kiterjedt vérzések a sziv endocardiuma alatt

Korszovettani vizsgalattal a szivizomzatban frisskeleti vérzések és enyhe foku diffuz
vizeny6 volt megallapithatd egyéb koros elvaltozas nélkiil. A jobb szivfiilcsében sulyos foku,
az izomrostokat széttold frisskeletli Osszefolyd vérzést talaltunk. Itt a kis vérerek
endothelsejtjeinek duzzanatat, némelyik sejtmagban basophil zarvanyok jelenlétét lehetett
megfigyelni, az izomrostok kozott pedig enyhe fokti multifocalis vegyes sejtes, neutrophil
granulocytakat is tartalmazd gyulladdsos beszlir6dés volt lathat6, néhany izomsejt magjaban
regressziv elvaltozasokkal (8/A. éabra). A tiidének egy részletében csak heveny diffuz
hyperaemia, emphysema, frisskeletli pontszerli vérzések voltak lathatok. Egy masik részletben
ezeken kiviil a kitagult kapillarisok és kis vérerek endothelsejtjeinek duzzanata, egy-egy sejt
magjaban pedig basophil zarvany volt megfigyelhet6. A gyomorban frisskeletii diffuz
hyperaemia ¢és frisskeleti aprd vérzések mellett a hamban enyhe foku feliiletes multifocalis
elhalasos gyulladast tapasztaltunk, ezen teriileteken egyes erekben fibrinoid necrosis jelei
voltak lathatok, az endothelsejtek duzzanata mellett zarvanyok jelenlétét itt nem lehetett
megallapitani (8/B. dbra). A vastagbél egy részletében mérsékelt feliiletes autolysis mellett a
submucosdban sulyos foku diffuz vizenydt, a propriaban és a submucosaban frisskeletii
vérzéseket taldltunk, néhany vérzés kornyezetében a kis arterioldkban pedig stlyos foku
fibrinoid necrosis jeleit tapasztaltuk. Zarvanyokat a vizsgalt szovetrészletben nem lehetett
megfigyelni. A vékonybélrészletben tobbé-kevésbé ép ham mellett a submucosaban sulyos
foku diffuz vizeny6t, enyhe foku diffuz feliiletes gyulladdsos sejtes beszlirddést, a bélfal
mindegyik rétegében frisskeletli vérzéseket talaltunk. Zarvanyokat ezen szovetrészekben sem
lehetett megfigyelni. A vesékben csupan heveny diffuz bdvérliség jeleit talaltuk. A majban
mérsékelt, heveny diffiz hyperaemia mellett a méjsejtek megnagyobbodésat, enyhe
intracellularis cholestasis jeleit, kifejezett Kupffer-sejt hypertophiat, a sinusoidokban kifejezett

mononuclearis sejtes, elszortan neutrofil granulocytds beszlrddést, tovabba enyhe portalis
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lympho-plasmocytas infiltraciot tapasztaltunk (8/C. 4dbra). A 1épben heveny diffuz bdvériiség
jelei mellett siderocytosist, frisskeletii vérzéseket, a kis vérerek kornyezetében lymphoid-sejtes
beszlirddést, az endothelsejtek magjaban zarvanyszerii képleteket lehetett megfigyelni. A
nyirokcsomodkban megtartott szerkezet mellett elszortan frisskeletli vérzéseket figyeltiink meg,
ezen teriileteken prominens endothelsejtekkel rendelkez6 kis vérerek tlintek eld, a lymphoid-

sejtek magjaban észlelt basophil zarvanyszeri képletek mellett. A trabecularis sinusokban

vorosvértesteket phagocytalt macrophagokat lehetett megfigyelni (8/D. abra).

8. dbra. A: A jobb szivfiilcsében az izomrostok kozétt kiterjedt vérzés (csillagok), ill. neutrophil granulocytds
besziirddés lathato (nyilak); B: A gyomorfalban kiterjedt vérzés lathato (csillag); C: A mdjban bévériiség és
mdjsejtduzzanat, ill. Kupffer-sejt hypertrophia (nyilak) lathato; D: A nyirokcsomoban friss vérzés, tovabba egy
duzzadt endothelsejt és a vérzés koriili gyulladasos sejtek magjaban zarvanyszerii képletek lathatok (nyilak)

H.-E.; A, B, C: 200%, D: 400x
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RNAscope in situ hibridizacio

Az alkalmazott RNAscope in situ hibridizacidval a pozitiv kontroll metszetekben az
altalunk terveztetett azsiai elefant 07-B beta actin-like mRNS-ét sikeresen lathatova tettiik a
vizsgalt szovetekben, ami azok alkalmassagat bizonyitotta a rogzités, a szovetelokészités, a
feltaras és a permeabilizalas szempontjabol (9. abra). A negativ kontrollként szolgalo

bakteridlis DapB gén nem kotodott be, igy aspecifikus téves pozitiv reakcidt nem lattunk.
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9. abra. A: A pozitiv kontrollmintaban a 07-B beta actin-like mRNS piros szinreakcioként jelent meg, mig B: a
negativ kontrollmintaban a Bacillus subtilis DapB génjére tervezett proba nem adott aspecifikus szinreakciot

ISH; 400x

Az EEHVI-re tervezett probakkal végzett hibridizaciot kovetden szdmos szervben
figyeltiink meg jol felismerhetd, egyértelmi, pozitiv (piros) szinreakciot a vizsgalt szervekben,
eltérd intenzitassal, elhanyagolhato hattérfestddés mellett. A legtdbb pozitiv sejtet a
szivizomban, a jobb szivfiilcsében (10. &bra), ill. a mgjban (11. abra) figyeltiik meg. A
szivizomzatban leginkdbb az izomrostok kozotti kapillarisok endothelsejtjei festodtek, amit
leginkabb a jobb szivfiilcse nagy nagyitast felvételein lehetett beazonositani, ahol nagyszamu
pozitiv sejt volt megfigyelhetd az izomrostok kozotti vérzéses-gyulladésos teriileteken. A maj
esetében a pozitiv sejtek tobbnyire a majsejtsorokon kiviil helyezddtek, valdsziniileg
sinusoidalis endothelsejtek, ill. Kupffer-sejtek mutattak pozitivitast az EEHV jelenlétére.

Kisebb intenzitasu festddést lehetett megfigyelni a nyirokcsomo, a 1€p, ill. a gyomor, a
vékony- és a vastagbélmintdk submucosdjaban. A 1épben pozitiv sejteket leginkabb a
nyiroktiisz6k koriili, in. parafollicularis teriileteken, ill. az artéridk koriili lymphoid hiivelyben
figyeltiink meg, ahol leginkdbb T-lymphocytak fordulnak el (12. abra). A nyirokcsomodban
szamos teriileten sikeriilt kapillaris-endothelsejtekben megtigyelni pozitiv magfestédést (13.

abra), amelyek koriil esetenként vérzések is lathatok voltak. A gyomor-bélcsatorna esetében
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hibridizaciods jelet leginkdbb a submucosalis izomrétegben futo kapillarisok endothelsejtjeiben
figyeltiink meg. Sok esetben a pozitiv sejteket a vérzéses teriiletek kdzepén megtalalhatd erek

falaban talaltuk (14. abra).

10. dbra. A jobb szivfiilcsében pozitiv sejtek lathatok a vérzéses-gyulladasos elvaltozasok (csillagok) koriili

kapillaris-endothelsejtek magjaban (nyilak)
ISH; A: 100x%, B: 400%
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12. abra. A lépben a pozitiv sejtek az artériak (csillag) koriili T-lymphocytas teriileteken voltak megfigyelhetok
ISH; A: 100x, B: 400%
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13. abra. A vizsgalt nyirokcsomo esetében a virus egyértelmiien azonosithato volt a kapillaris-endothelsejtekben

(nyilak)

L7 '
14. abra. A vastagbél falanak izomrétegében a pozitivitas leginkabb a vérzesek (csillagok) teriileten futo kapillaris-
endothelsejtekben volt megfigyelheté (nyilak)

ISH; A: 100x%, B: 400x

A mennyiségi meghatarozasok soran erdteljes (+++) volt a festédés a szivizomzat, a
jobb szivfiilcse, és a maj esetében, mérsékelt (++) volt a 1ép €s a vastagbélminta, ill. kismértéki
a nyirokcsomo esetében (+). Nem lattunk pozitiv sejteket a vesékben, a csepleszben és a

tiildédmintakban (Téablazat).

PCR-vizsgalatok és szekvenciameghatarozas

A PCR-vizsgalatok soran mind a nativ, mind az FFPE-szervekbdl kaptunk pozitiv
reakciot, amely a pozitiv kontrollmintdhoz hasonlitva egyértelmiien bizonyitotta az EEHV-
fertézést. A PCR-eredmények tovabbi megerdsitésére a nativ mintdk esetében
nukleotidszekvencia-meghatarozast is végeztiink. A két iranybdl leolvasott, egymashoz
illesztett szekvenciat elészor a BLAST-algoritmus segitségével a génbanki szekvencidkhoz
hasonlitottuk, amely alapjan nagyfoku, szinte teljes hasonlésagot figyeltiink meg az Eszak-

Amerika, ill. Eurdpa mas teriiletein talalt EEHV 1A torzsek génbankba feltoltott szekvenciaival.
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Az altalunk kapott, 6sszesen 399 nukleotid hosszlisagi szekvencia és tovabbi 52, génbankbol
letoltott szekvencia segitségével torzsfa-rekonstrukciot végeztiink Neighbor—Joining-
modszerrel, amelyen a magyarorszagi torzs egyértelmiien az 1A szubtipusu torzsek altal
alkotott csoportba keriilt. Ugyanezen a torzsfan megfigyelheté az EEHV tovabbi altipusainak

egyértelmi elkiilontilése (15. abra).

JX011013 § isolate North American
KF921519 5 strain Vijay
JN983100 5 isolate North American E E H V 5
JN983108 5 isolate North American
[ JQ300035 2 isolate South African |
100 L HM568558 2 isolate North American E E H V 2
JF692749 1A isolate North America
HIM568510 1A isolate North America
JF692751 1A isolate North America
JF692752 1A isolate North America
JFE92753 1A isolate North America
JF692756 1A isolate North America
JFB92758 1A isolate North America
JF692767 1A isolate North America
KC618527 1A isolate Kimba NAP23UA
KT007218 1A isolate North America
KU147228 1A isolate North America
KC462165 strain 1 Raman UK
JF692757 1A isolate North America
JF692750 1A isolate North America
JF692747 1Aisolate North America
- HM568523 1A isolate North America E E H V 1A
JFB92772 1A isolate European
KX759158 1A isolate North America
JF692773 1A isolate European
JF692769 1A isolate European
JFE92768 1A isolate North America
JFB92765 1A isolate North America
JF692764 1A isolate North America
JF692759 1A isolate North America
JFE92760 1A isolate North America
“ JF692770 1A isolate European
a3 flj ASHA-2019 HUNGARY
{ JFB692755 1A isolate North America
JF692748 1A isolate North America
JF692754 1A isolate North America
KM087802 1B isolate North America
KY888884 1B isolate NAP49 glycopr
JFE92761 1B isolate North America

L

]

HM568550 1B isolate North America
HIM568536 1B isolate North America E E H V 1 B
AF322977 1B
80 KC462164 1B strain Emilia
87 ' JFE92771 1B isolate European *EP1
| JF692762 6 isolate North American I E E H V 6

100 - JFE92766 6 isolate North American
JQ300050 3 isolate South African
JNGB3092 3 isolate North American E E H V 3
JQ300073 3 isolate North American
e JQ300065 3 isolate North American
KT832477 4 isolate North American
L(t 10054609 4 scote No12 EEHV 4

971 JN983096 4 isolate North American

005

15. dbra. Neighbor—Joining-modszerrel készitett térzsfa. A felhaszndlt tovabbi 52 izoldtum tulajdonsagai az dgak
mellett vannak feltiintetve. Az 1000 ismétlés alapjan szamolt szazalékos bootstrap-értékek az elagazodasoknal

lathatok. A piros nyil a magyarorszagi szekvenciat mutatja. A jobb oldali feliratok az egyes altipusok elkiiloniilését

mutatjak.
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FFPE PCR-vizsgalatok

Az FFPE-mintdkon, az RNAscope ISH-val parhuzamosan elvégzett valés idejd,
mennyiségi PCR-vizsgalatok soran valamennyi szerv esetében pozitiv reakcidt kaptunk < 30
Ct-értekekkel. A pozitiv és a negativ kontrollmintdk is a megfelelé eredményt adtak (1.
tablazat). A mennyiségi viszonyok Osszehasonlitdsaval megallapithatd, hogy a legnagyobb
relativ virusgenom-mennyiség (legkisebb Ct-értékek) a szivizomzatban, ill. csokkend
sorrendben a m4j, a jobb szivfiilcse, a 1ép, a gyomor-bél rendszer, a nyirokcsomd, a cseplesz, a
vese €s a tiido esetében voltak megfigyelhetok. A Ct-eredményeket az RNAscope-festések
relativ intenzitdsi értékeivel Osszevetve megallapithatd, hogy a virdlis DNS-mennyiségek
(PCR) 6sszhangban voltak az RNAscope-modszerrel megjeldlt EEHV-RNS relativ mennyiségi
viszonyaival. A legintenzivebb festddés (+++) a 19-es Ct alatti szervekben, a mérsékelt
jelerdsség (++) a 22, a kismértékii festddés (+) pedig a 23 alattiban volt lathat6. Azokban a
szervekben, ahol a Ct 23 feletti volt (cseplesz, vese, tiidd) nem lattunk ISH-pozitivitast

(T4blazat).

Tablazat: A paraffinba agyazott szervek qPCR-vizsgalatanak Ct-értékei az RNAscope ISH mennyiségi

eredményeivel dsszevetve

Szerv qPCR Ct-érték RNAcope ISH
Szivizom 15,98 +++
Maj 17,52 +++
Jobb szivfiilcse 18,47 +++
Lép 21,7 ++
Gyomor-bél rendszer 21,86 ++
Nyirokcsomo 22,79 +
Cseplesz 23,41 —
Vese 23,46 -
Tido 24,7 -
Pozitiv kontroll 25 n. a.*
Negativ kontroll negativ n. a.

n.a. = nem meghatarozott
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Megbeszélés/ Kovetkeztetések

2018 novemberében az ATE Patologiai Tanszékének Ullsi Diagnosztikai
Laboratériumaba érkezett diagnosztikai boncolasra a Fovarosi Allat és Novénykert 5,5 éves
azsiaielefant-borjanak teteme. Az allat hirtelen kezdett el tiineteket mutatni, és az ott dolgozok
altal megkezdett szakszeri kezelés ellenére sem sikeriilt megmenteni az életét, minddssze 2
napos korlefolyéassal az allat elpusztult. Az EEHV, amely igen veszélyes korképet tud okozni
leginkabb azsiai elefantokban, nem ismeretlen az ezen allatokkal foglalkoz6 szakembereknek.
Annak ellenére, hogy az intenziv kutatdsoknak koszonhetben az EEHV madar j6 néhany
tulajdonsagara fény deriilt, a legkritikusabb pontokon (terjedés, korfejlodés, kezelés és
megeldzés) tovabbra sem értek el atiitd sikereket. Az allat diagnosztikai boncolasa soran
megfigyelt tilnyomorészt vérzéses elvaltozasok megegyeztek a betegséggel kapcsolatos
szakirodalmi leirasokkal.

A korkép leglényegesebb eleme az endothelsejtek virusfertdzés altali karosodasa, ami
vérzéses elvaltozasokkal jar és az allat keringési elégtelenség miatti pusztulasat okozza. Meg
kell emliteni tovabba a sulyos thrombocytopeniat is, ami tovabb sulyosbitja a vérzéses
elvaltozasokat. A thrombocytdk és a monocytak szamat 2 hetente ellendrizték az allatkert
protokollja szerint (hetente lenne optimalis, de az éllat egylittmikodo képessége ezt nem tette
lehetdve), amely az elhullas el6tti napon a normal érték 25%-a volt csupan.

A boncolds sordan vett szovetmintdk korszovettani vizsgalatdval a leginkabb
patognomisztikus elvaltozasok az egyes vérerek és gyulladdsos sejtek magjaban megfigyelt
zarvanyok voltak, emellett szamos egyéb olyan elvaltozast is megfigyeltiink, amelyek mind a
virus replikacios helyein valé szaporodasa nyoman alakultak ki.

Az EEHV szovetekben vald kimutatasa céljabol egy RNS alapu in situ hibridizacios
rendszerben (RNAscope) specifikus probat terveztik a virus egyik konzervativ (a gB-
burokfehérjét kodolo) génszakaszara, ill. az arrdl atirddé6 RNS-molekulara. Ennek segitségével
sikeresen kimutattuk a virust a szovetekbdl, legnagyobb mennyiségben a szivizombol, a
majbol, a jobb szivfiilcsébdl, a 1épbdl, a vastagbélbdl és a nyirokcsomobol. Ezt a modszert most
els6ként alkalmaztuk az EEHV szoveti jelenlétének és lokalizaciojanak lathatova tételére,
aminek a legnagyobb eldnye a hagyoméanyos molekularis diagnosztikai eljarasokkal szemben,
hogy a virus sejtekben és szovetekben vald eloszlasa is vizsgalhato.

Egy korabbi kozleményben leirtak mar digoxigenin alapu ISH-rendszert, amelynek
hasonld, FFPE-mintdkon elvégzett vizsgalatai alapjan a legnagyobb lathatd virusmennyiség a

majban, a szivben és a Iépben volt. A mintdkban 1évé DNS-hez digoxigeninnel jelolt
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oligonukleotid-probakat hibridizaltak, amelyek a termindz €s a polimeraz gén egyes szakaszait
céloztak (Kochakul et al., 2018). Ezen eljaras szintén lathatova teszi a virus szoveti eloszlasat,
de valdsziniileg nincs akkora érzékenysége, mint az RNAscope-nak, ill. ez egy Gn. in house
megoldas, azaz jelenleg csak az adott laboratériumban elérhetd. Ezzel szemben az RNAscope-
modszeréhez altalunk tervezett probak a katalogusszam alapjan szabadon hozzaférhetok és
megrendelhetdk a vilag barmely pontjan.

Az RNAscope-rendszerben elsdként fejlesztettiink 4zsiai elefantra specifikus pozitiv un.
,haztartasi” kontrollprébat is a sejtek 07-B beta actin-like mRNS-ét célozva. Erre azért volt
szlikség, mert az emldsdkben eddig altalanosan, sikeresen alkalmazhato PPIB- (peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase B) génre tervezett proba nem mutatott kotddést a vizsgalt allatfajon,
feltehetdleg a nagy genetikai kiilonbségek miatt. Ez a proba szintén hozzaférhet a gyartd
adatbazisdban, igy mostant6l barmilyen, 4zsiai elefantban keresett korokoz6 kimutatdsakor,
esetleg génexpressziods vizsgalatokkor alkalmazhat6 pozitiv kontrollként.

Valamennyi szdvettani metszet esetében az archivalast, a kiértékelést és a dolgozatban
bemutatott felvételeket Pannoramic Midi II szovetszkennerrel (3DHistech, Budapest,
Magyarorszag) tortént digitalizast kovetden szamitogépen készitettilk. Ezzel a modszerrel a
hagyomanyos, fénymikroszképhoz kapcsolodd kamerdkhoz képest sokkal gyorsabban,
konnyebben, pontosabban és jobb mindségben tudtunk felvételeket késziteni, rdadasul a
rendszer hasznalata a szkennelési folyamat kivételével nem helyhez kotott. Amennyiben a
digitalis metszetek adataihoz hozzafériink, kiértékelésiik és a felvételek elkészitése barmely,
megfeleld teljesitményii szamitogépen elvégezhetd.

Az in situ hibridizacidval parhuzamosan elvégeztiik a EEHV-DNS valos idejii PCR-rel
valo kvantitativ meghatarozasat is az FFPE-metszetekbdl. Az igy kapott Ct-értékeket
Osszehasonlitva az RNAscope nyoman kapott festddés szemikvantitiv médon meghatarozott
intenzitasértékeivel, valamennyi szerv esetében jo korrelaciot figyeltiink meg. Minél nagyobb
virusgenom-mennyiséget (azaz kisebb ciklus kiiszobértéket) talaltunk az adott szerv esetében
annal nagyobb volt a jelintenzitas mértéke in situ hibridizacidval. Mivel az RNAscope RNS-
mutatja a pozitiv sejtekben.

Elvégeztiik a virdlis DNS nukleotidszekvencidjanak meghatarozasat is. A kapott
szekvenciat BLAST-vizsgalat segitségével a génbanki adatokkal 6sszevetve nagy foku (szinte
100%-0s) hasonldsagot allapitottuk meg egyes észak-amerikai, eurdpai és az daltalunk
kimutatott EEHVIA virustorzsek kozott. A nagyfoki egyezést megerdsitettiik

torzsfarekonstrukciés modszerrel is, amely sordn a toérzsfan jelentds bootstrap-értékek mellett
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egyértelmiien elkiiloniiltek egymastol a kiilonb6z6 EEHV-szubtipusok. Az eredmények alapjan
egyértelmiien megallapithato, hogy az allat (Asha) elhullasat az EEHV1A altal okozott stlyos,
heveny vérérkarosodassal és thrombocytopenidval jard vérzéses korkép okozta. A
megbetegedés hatterében allo esetleges hajlamositéd tényezoket nem sikeriil beazonositani.
Kitlizott célunk még a modszer tesztelése tovabbi pozitiv FFPE-szervmintakon. Ennek
érdekében felvettilk a kapcsolatot egyesiilt allamokbeli, déniai, angliai €s németorszagi
kutatocsoportokkal azzal a céllal, hogy retrospektiv modon, kordbban elhullott elefantok
mintdinak segitségével validaljuk moédszeriinket a virus jelenlétének és szovetekben valo
eloszlasdnak kimutatasara, esetleg a terjedés még nem tisztazott részleteinek kideritésére.
Ezen tilmenden a rendszer felhasznalhat6 minden tovabbi EEHV altal okozott kérkép
nyoman elhullott, vagy biztosan fert6zott, de egyéb okbol elhullott elefant szoveteinek
vizsgalatara. Ez utobbi kiillondsen hasznos lehet a latencia jelenleg még ismeretlen helyének

meghatarozasa céljabol.
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Osszefoglalo

Az EEHV(elephant endotheliotropic herpesvirus)a vadon €16 és fogsagban tartott
elefantokban egyarant eléforduld herpeszvirus, amely a Betaherpesvirinae alcsalddba, azon
beliil pedig a nemrégiben leirt Proboscivirus nembe tartozik. Mig vadonélé allatokban
nagyfoku elterjedtsége ellenére altaldban tiinetmentes fertdzést okoz, fogsagban tartott, foleg
fiatal azsiai elefantokban egy igen sulyos korkép okozodja. A betegség rendkiviil gyors
lefolyasti, amelyre a kiterjedt endothelkdrosodds miatt testszerte jelentkezd vérzések
jellemzéek. Magyarorszagi eléforduldsa is ismert. A betegség terjedésérdl, korfejlodésérdl
viszonylag kevés adat érhetd el a szakirodalomban. Izolalasa és szovettenyészeten valo sikeres
fenntartasa, passzaldsa még nem megoldott, ami miatt vakcindk sem allnak rendelkezésre. A
Patologiai Tanszéken RNS alapu in situ hibridizacios eljarast fejlesztettiink az EEHV genetikai
alloményanak kimutatasa céljabol. A modszer segitségével a FOvarosi allat-és novénykertben
szliletett, majd a tavalyi év folyaman EEHV-fertézésben elpusztult 6 éves azsiai elefant
formalinban rogzitett és paraffinba agyazott szervmintaiban sikeresen azonositottuk a
korokozot. A legerdsebb pozitivitast a szivizomzatban €s a majban, gyengébb festddést pedig
a Iépben és a nyirokcsomodban figyeltiink meg. A parhuzamosan elvégzett qPCR vizsgalatok

hasonl6 eredményre vezettek az egyes szervek esetében.
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Summary / Abstract

Detection of EEHV in Hungary with the RNA Scope ISH method

The EEHV( elephant endotheliothropic herpesvirus) is a herpesvirus in the newly
described Proboscivirus genus within the Betaherpesvirinae subfamily that infects wild and
captive elephants as well. Despite of its worldwide of distribution, in wild animals it usually
causes an asymptomatic infection, while mainly in captive asian elephants it can cause a very
serious disease. The clinical course of the disease is very rapid with severe endothelial cell
damage in the blood vessels leading to hemorrhages in various organs. There are still gaps in
the knowledge about the transmission and the pathogenesis in the scientific literature. The
isolation, and passage of the virus on cell cultures are not successful yet, thus there are no
vaccines available. In the Department of Pathology we developed an RNA based in situ
hybridization method for the detection of the viral genome. With this method we could
successfully identify the pathogen in formalin fixated and paraffin embedded organ samples
obtained from a 6 years old Asian elephant calf that was born in the Budapest Zoo and died last
year. The strongest positivity was found in the heart muscle and in the liver, while less positive
cells were identified in the spleen and in the lymph node. The paralely performed qPCR tests

showed similar results regarding the virus levels in the different organs.
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Alulirott ............ Qr—@%@@\ ........ “'QS\ ................................................. igazolom, hogy
, )
.................... W[%\L&ﬁ[ﬁcﬂ%ﬂ;‘ﬂ (2 hallgaté neve)

................... fr. EEHU Aenl @onpiln  Elngen,

cimii diplomamunk&jét ismerem, azt beaddsra és védésre alkalmasnak tartom.

204Y. 1. 20

Budapest,

tanszék




Nyilatkozat a TDK és a diplomamunka azonossagaré!

tartalmi és formai szempontbdl teljes mértékben megegyezik az azonos cim{, a 2oA3

évi TDK konferencian szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 20454/{10 ..................

ot bt Gos

a hallgaté neve és aldirasa




HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

NEVE oo AGraldes RluR Cdaa

Elérhetéség (e-mail cim):............... hodase.04( R T S

A feltéltendé mii cimes:......... A EENENY Bayo, . Lostafla
................... RANRacore  (LH, ARCBa®alem® e,
A mii megjelenési adatai:........ 2 AT
Az atadott fajlok szama: .......... 4 RO U OO U TR ROURURRRPRURIN

Jelen megdllapodas elfogadasdval a szerzo, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem kizarélagos
jogot biztosit a HuVetA szamdra, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatisa nélkiil, a
megdrzés €s a hozzaférhetdség biztositdsanak érdekében) és masolasvédett PDF formdra
konvertalja és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA cgynél i6bb (csak a HuVetA adminisztratorai szamara
hozzaférhet6) masolatot tdroljon az On &ltal dtadott dokumentumbol kizarélag biztonsagi,

rLF_t o

visszaallitasi és megbrzési célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a
megallapodasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozoan. Kijelenti tovabba, hogy a mi
eredeti €s legjobb tudomésa szerint nem sérti vele senki mas szerz6i jogat. Amennyiben a mii
tartalmaz olyan anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie,
hogy korlatlan engedélyt kapott a szerzbi jog tulajdonosatél arra, hogy engedélyezhesse a jelen
megéallapodasban szereplé jogokat, és a harmadik személy 4ltal birtokolt anyagrész mellett
egyértelmiien fel van tiintetve az eredeti szerzo neve a miivon beliil.

A szerzbi jogok tulajdonosa a hozzaférés korét az aldbbiakban hatirozza meg (egyetlen, a
megfelelé négyzetben elhelyezett x jellel):

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozz4férhet6vé véljanak
>< a vildghalon,

az Allatorvostudoményi Egyetem bels6 halézatara (IP cimeire) korlatozza a feltdlisit

dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztosité szamitogépre korlatozza a feltsltott

dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonatanak feltsltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),




Kérjiik, myilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalafrél is;

X Engedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott valtozatanak helyben olvasasit a
kényvtarban.

Amennyiben a feltsltés alapjét olyan md képezi, melyet valamely cég vagy szervezet
tamogatott illetve szponzoralt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megallapodassal a miire
vonatkozodan.

A HuVetA tizemeltetdi a szerz6, illetve a jogokat gyakorlé személyek és szervezetek iranyaban

nem vallalnak semmilyen felel6sséget annak jogi orvoslasara, ha valamely felhaszndlé a
HuVetA-ban enged¢llyel elhelyezett anyaggal térvénysértd médon visszaélne.

Budapest, 2013 év ....... A4, 16 .45 nap

Fomalh< Metn'f
alairas
szerzd/a szerzdi jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomtinyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
A'llarorvostudomdnyi Egyetem Hutjra Ferenc Konyvidr, Levéltar és Miizeum dltal mitkodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomdny és
-torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elekironikus formdban Gsszegyvijise, rendszerezze,
megorizze, kereshetdvé és hozzdférhetdvé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabdlyozdsok
JSigvelembe vételével.

A HuVetA a korszerdi informatikai lehetSségek felhaszndldsdval biztositia a konnyd, (internetes
keresdgépekkel is mitkodd) kereshetSséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérésér,
Célja ezek révén

- amagyar dilatorvos-tudomdny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése,

- a magyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozdsok szdmdnak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folydiratok impakt faktordnak novelése;

- az A'llatorvostudomdnyi Egyetem és az egyiittmitkédS  partnerek
tuddsvagyondnak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai
dllatorvos-tudomdny tekintélyének és versenyképességének novelése,

a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikidés elGsegitése,

- awyilt hozzdférés tamogatdsa.




