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1.A. Osszefoglalas

A virusos loarteritis magyarorszagi eldforduldsara irdnyuld vizsgélatok elsd szakaszaban
szeroldgiai modszerek segitségével sikeriilt a hazdnkban taldlhat6 l6allomanyok nagy részének
EVA fert6zottségét leird adatbazist feldllitani. A kiilonbozd években gytijtott vérmintdk vizsgdlata
alapjan egyrészt megallapithatd, hogy a fert6zés terjed Magyarorszdgon, mdasrészt azonositani
lehetett a potencidlisan virusiiritd méneket. Ezen dllatokbdl gylijtott ondomintakat hasznaltam a
direkt viruskimutatdsi prébak (virusizoldlds és RT-PCR) sordn. A nukleinsav kimutatdsi eljarast
nem csak a diagnosztikdban, hanem a virus genetikai Osszehasonlitd vizsgédlatai soran is
felhasznaltam. ElsOként izoldltam a virust Magyarorszdgon, és a késObbiekben bebizonyitottam,
hogy az eddigi nemzetkozi publikdcidknak megfelelden, alkalmas mintakezelési technikéval,
megfeleléen orientdlt mintavételezés mellett, viszonylag rovid id6 alatt is nagyszdmu virus
izolalhato, és igy ez a modszer onmagdaban is alkalmas a mének virusiiritd statuszanak elbirdldsara.
Megiéllapitottam, hogy a szeropozitiv mének kozott hazankban alacsonyabb (kb. 10%) a virusiiritd
allatok ardnya, mint a nemzetkozi szakirodalomban szerepld értékek (kb. 30%).

Nagyszdmu mintdn, rendszeresen alkalmaztam az 4dltalam kifejlesztett RT-PCR eljarast, és
rutindiagnosztikai felhaszndlhatésagat Osszehasonlitottam a virusizoldldssal. Az eredmények
alapjan megallapithatd, hogy nem friss mintdk és magzatok esetében az izoldlds megbizhatésaga
elmarad a nukleinsav-kimutatdsdra alapozott eljardsétol. Fontos diagnosztikai megdllapitdsa
munkdmnak a lovakban el6forduld, virus okozta vetélések ardnyanak tisztdzdsa. Bebizonyosodott,
hogy a lovak herpeszvirusos vetélése, azonos idétartam alatt 8-szor gyakrabban fordult eld
hazankban, mint az EVA altal okozott abortusz.

Ugyancsak diagnosztikai célbdl a virus nukleokapszid fehérje ellen termelt monoklondlis ea-t
(McAb) allitottunk eld, mely nagy higitasban is felismerte az EAV N fehérjét, és lehetoséget
nyujtott a hazai virusizolatumaink egy részének Osszehasonlité fehérjevizsgélatara is. A Mab az
immunperoxiddz reakciéval (PLA) megfestett, valamennyi hazai genocsoportbdl kivéalasztott,
magyarorszagi EAV torzsekkel (41-bdl 18) fertdzott sejttenyészetek mindegyikével €s a referens
Bucyrus torzzsel is pozitiv reakcidt adott, tehat a Mab konzervativ epitopot ismer fel az N fehérje
felszinén, ezért az eddigi torzsekkel dltaldnosan reagdlé McAb-ot dllitottunk eld. A teszt
alkalmazdsa soran lettiink figyelmesek arra, a 2000-ben még mdésok dltal nem aldtdmasztott
megfigyelésre, hogy az EA virussal fertdzott sejtek magjai viszonylag nagy mennyiségben
tartalmaznak N fehérjét.

Az izoldlt EAV torzsek szekvencia meghatarozdsa, és késobbi Osszehasonlité vizsgalatai
céljabol sziikségesnek mutatkozott egy masik, ezittal a hipervaridbilis régidra a GPs fehérjét kodolo

ORF 5 genomszakaszra tervezett RT-PCR létrehozasa. Ez a régidé nyujtott alapot mds szerzok
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virusgenetikai vizsgdlatdhoz is, igy az évek sordn a génbankban szdmos, errdl a teriiletrdl nyert
szekvencia valt hozzatérhetové. Az egylépéses RT-PCR mddszer alkalmazéasdval csokkentettem a
keresztkontaminéci6 lehetdségét és tovéabb javitottam a reakcid specifikussigat.

A jarvanytani nyomozas céljait szolgdlé genetikai Osszehasonlité vizsgalataim sordn 20 hazai
EAV torzs részleges nukleotid sorrendjét hatdroztam meg €s filogenetikai analizis segitségével
feltairtam azok rokonsigi viszonyait €s lehetséges eredetét. Megdllapitottam, hogy a 2000 elott
Magyarorszdgon izoldlt EAV torzsek tobbsége egy kordbban le nem irt, 6nallé alcsoportot képez
(IL.D), amelynek képvisel6it 2000 utdn a vildgszerte eléforduld, ismert genocsoportokhoz tartozd,
kiilonboz6 eredetii torzsek valtottak fel hazankban.

Vizsgalati eredményeim értékelésével felhivtam a szakemberek figyelmét a kiilfoldrdl hazankba
hozott lovak (féleg a perzisztensen virusiirité mének) és az EAV-fert6zott mélyfagyasztott

ondomintak jelentdségére az EVA terjesztésében.



1.B. Summary

In the first period of the investigations aimed to determine the occurrence of equine viral
arteritis (EVA) a database containing the infection rate of the majority of the great studs of Hungary
was established. The investigation of the serum samples collected in different years proved that the
infection is spreading, and also they helped to identify the potential virus carrier stallions. The
semen samples collected from these animals were used in the direct virus detecting tests: virus
isolation and polymerase chain reaction following reverse transcription (RT-PCR). The tests based
on the amplification of the nucleic acid were used not only in the diagnostic work but also in
genetic investigations.

Within the framework of my PhD studies I have isolated the equine arteritis virus (EAV) for the
first time in Hungary. Later I proved that applying a suitable preparatory technique and a well
oriented sample collecting method several strains can be isolated within a relatively short period of
time, as it is published in the relevant scientific papers, so this method is suitable to detect the virus
shedder stallions. I have demonstrated that the seropositivity rate in Hungary is lower (about 10%)
than the values published elsewhere (about 30%).

I have developed an RT-PCR method and used it on a large number of samples, and compared
its applicability in the routine diagnostics to virus isolation. The results have shown that in the case
of not fresh and foetal samples the isolation is less reliable then the method based on the
demonstration of the nucleic acid. These methods helped to determine the ratio of the different viral
agents in the background of abortions, which was also an important part of my work. I have proved
that the herpesviral abortion is about eight times more frequent in our country then the abortions
caused by EVA.

The production of monoclonal antibodies (McAbs) against the nucleocapsid (N) protein served
also diagnostic purposes. The produced two McAbs recognised the N protein in high dilutions and
helped the comparative studies of the protein structure of some of our virus strains. In a peroxidase
linked assay (PLA) carried out on virus infected tissue cultures the McAbs recognised all Hungarian
strains (18 from 41 isolate) belonging to different genetic subgroups and also with the referent
Bucyrus strain, so it was concluded that the McAbs recognise a conservative epitop on the surface
of the N protein, hence they react universally with the strains isolated so far. During the application
of the test we detected that the nuclei of the EAV infected cells contain a relatively large amount of
N protein, which phenomenon was not described at the time of these investigations (in 2000).

The planned genetic comparisons, sequencing and the alignment of the sequences motivated the
development of an other RT-PCR method amplifying a hypervariable genomic region (ORFS)

coding the GPs protein. The previous genetic studies were also based on this part of the genome;
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therefore several sequences were deposited in the international database (GeneBank). The
developed one step RT-PCR helped to decrease the risk of cross contamination and enhanced the
specificity of the test further.

The partial nucleic acid sequences of 20 Hungarian EAV strains were determined in the genetic
investigations serving the purposes of epizootiological investigations, and the phylogenic analysis
revealed their similarities and possible origin. I have demonstrated, that the strains isolated in
Hungary before 2000 form a new, previously not described subgroup (IL.D), and that the
representatives of this subgroup were replaced by virus strains of different origin and belonging to
previously known strains distributed worldwide.

By the conclusions of the results of my studies I helped to call the attention of the experts
working on the field of veterinary administration to the role played by the horses (most of all the
persistently infected stallions) and by the EAV contaminated deep frozen semen samples imported

to Hungary from other countries in the spreading of EVA.
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2. Bevezetés, célkitiizések

A virusos lGarteritis (equine viral arteritis, EVA) lovakban és egyéb 16félékben el6forduld
betegség, amelyet a ldarteritis virus (equine arteriitis virus, EAV) 4ltal eldidézett fertézés okoz.
Nevét a virus altal kivaltott kisartéria-gyulladasrél kapta; az ennek kovetkeztében fellépd korkép
tiinetei igen valtozatosak az enyhétdl a silyos, olykor elhulldshoz vagy vetéléshez vezetd esetekig.
Legjellemzdbb az 6déma kialakuldsa, els6sorban a fejen és a ventrélis testtdjakon (labvégek, has
alja, hereborék), illetve vemhes kancdkban a placenta arterioldinak kdrosoddsa miatt a vetélés.
Ugyanakkor igen gyakori a tiinetmentes fert6zés is (Glaser és mtsai, 1997).

A virusfertézés dltal eldidézett betegséget elészor az Egyesiilt Allamokban irtdk le (Doll és
mtsai, 1956, 1957), de azdta szdmos orszdgban kimutattdk a virus el6forduldsét, tobbek kozott
Magyarorszagon is (Rusvai és mtsai, 1995). A koérokozé rendszertanilag az Arteriviridae csalad
Arterivirus nemzetségéhez tartozd burkos, pozitiv irdnyultsagu, egyszali RNS virus (den Boon és
mtsai, 1991). A torzsek szeroldgiailag egységesek, de nukleinsav-vizsgdlatok igazoltdk, hogy
genomjuk egyes véltozékony régiokon nagymértékben kiilonbozhet, valdsziniileg ez az oka annak,
hogy virulencidjukban erdsen eltérnek egymastdl (Chirnside €s mtsai, 1994, Sugita és mtsai, 1994,
de Vries és mtsai, 1997, Hedges és mtsai, 1999).

A virus terjedésében két fertézési forma jatszik szerepet, az egyik az aerogén-orélis, a masik a
veneredlis fertdzés (Timoney és mtsai, 1986). Az aerogén-orilis forma esetén a fogékony lovak a
fertdzott dllatokbdl szarmazo testvaladékoktdl cseppfertdzés forméjaban (aerogén uton), vagy az
ilyen véladékokkal szennyezett takarmanytdl, ivoviztdl, ragidlyfogé targytdl (zabla, jaszol, Onitatd,
stb.) fertdzddnek (ordlis forma). Ezt e fert6zési format barmely kord és ivari dllat esetében
megfigyelhetjiik. A veneredlis forma esetén a fertdzés terjesztésében és fenntartdsiban a mének
szerepe hangsulyos, mert ilyenkor az onddval iiriilo virus okozza a fert6zést (mind hagyomanyos,
mind mesterséges termékenyités esetén). Ez utébbi forma azért is jelentds, mert a fert6zott mének
hosszu ideig, vagy akar élethossziglan is virushordozok és ezzel virusterjesztOk maradhatnak
(Timoney és mtsai, 1986). A virus ebben az esetben az immunrendszer szdméara hozzaférhetetlentil,
a jarulékos nemi mirigyekben marad fenn, és ezért nem a spermiumsejtekkel, hanem az
ondo6folyadékkal iiriil a szervezetbdl. Ez a tartds virushordozas tesztoszteronfiiggd, tehat egyrészt
csak az ivarérés utdn (kb. egy éves kor folott) torténd fert6zodés esetén alakul ki, mdésrészt
ivartalanitds esetén a virushordozds megszlinik. A nemzetkozi szakirodalom adatai szerint a
fertdzésen dtesett mének kb. egyharmada valik tartds virushordozéva (Little és mtsai, 1992).

A fertdz¢ arteritis virusa a vetélés dltal okozott kirok kovetkeztében Eur6paban a jelentOsebb

l6pathogén koérokozok kozé tartozik. Tekintve, hogy a nagy gazdasiagi karokkal jaré vagy
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kozegészségiigyi veszélyforrasként szerepld 16betegségektdl (pl. takonykor, fert6zo kevésvériiség) a
foldrész mar mentes, vagy a mentesités elorehaladott stddiumban van. Ez utébbiak, 2004. majusaig
az un. ,,A” listds dallatbetegségek a nemzetkozi allategészségiigyi-jarvanyligyi hivatal (Office
International des Epizootiologie, OIE) adatai szerint foldrésziinkon mér csak elvétve fordulnak eld.
A fert6z6 arteritist az OIE kordbban a ,,B”-listds betegségek kozott sorolta fel, mely listdn azok a
betegségek szerepelnek, amelyek gazdasagi kartétele jelentds ugyan, és a nemzetkdzi forgalomban
a fertdzésre gyanus allatok szallitdsdnak fokozott ellendrzése sziikséges, de ezek a fert6zd
betegségek bejelentési kotelezettség ald nem esnek (Varga és mtsai, 1999). Az egyes eurdpai
orszagokban (pl. Nagy-Britannidban) ugyanakkor mar bevezettek, vagy varhatéan bevezetnek
korlatozé intézkedéseket az arteritis virussal fertdzott vagy fertdzésre gyanuds lovak esetében, és az
Eurépai Uni6 édllamai a kozeli jovében 16dllomanyaik EVA mentesitését is célul tlizhetik ki. Ebben
az esetben, a mar most is jelentds gazdasdgi haszonnal jar6 léexport fenntartdsa érdekében nem
keriilhetd el a magyar 164dllomany mentesitése sem.

Sajat eddig végzett vizsgalataink részben bizonyitottdk azt, hogy a virusfert6zés
Magyarorszagon is viszonylag elterjedt. A vizsgélt dllomanyokban az dlloméany nagysagatol és a
lovak koratél fiiggd mértékben eltérd szeropozitivitdst tapasztaltunk: minél nagyobb az adott
allomany és minél idésebb egy adott egyed, anndl nagyobb a valdsziniisége, hogy vérében
ellenanyagokat lehet kimutatni. A szeropozitivitds szdzalékos ardnya tehat az allomanyt alkot6
lovak szaméval és életkordval parhuzamosan novekszik (Rusvai és mtsai, 1996).

A virus ellen képzddott ellenanyagok viszonylag hosszi ideig (hénapokig) €s viszonylag
konnyen kimutathatok a vérbol, e célra legtobb esetben az un. virusneutralizaciés probat
(viruskozombositési proba: VNT) alkalmazzdk. Ezzel szemben magdnak a virusnak a kimutatdsa
nem konnyii. A heveny megbetegedést kisér0 enyhe 1€gz0szervi tiinetek alatt a virus iiriil ugyan a
testvaladékokkal (orrvédladék, konny, nyal, vizelet) és a periférids vér lymphoid sejtjeiben is
megtaldlhat6, de mivel sulyos klinikai tiinetekkel ez a fert6zési forma nem jar, vizsgalati minta nem
érkezik a diagnosztikai intézetekbe. A vemhes kancdk esetleges vetélése sordn is nagy tomegben
iriil a virus (a vetélt magzat, magzatviz, magzatburkok tartalmazhatnak virusrészecskéket), de
mivel hazadnkban a virusarteritis eddig nem okozott a més orszdgokban leirtakhoz hasonlé tomeges
vagy sporadikusan de rendszeresen jelentkezd vetélést (valdszinlileg kevésbé virulens torzsek
vannak jelen a hazai 16adlloményokban), ilyen vetélésbol szarmaz6 mintakbol sem sikeriilt korabban
a virust kimutatni. A kronikusan fert6zott mének onddjukkal folyamatosan, hosszi idon at iiritik
ugyan a virust, de az onddfolyadék szovetkdrosité hatdsa miatt a hagyomdanyos viruskimutatasi
eljarasok koziil a szovettenyészetekben torténd virusizoldlds csak korldtozott mértékben, illetve
csak specidlis technikdk alkalmazdsaval lehetséges (ultrahangozds, félfolyékony tapfolyadék

alkalmazdsa), amire a rutin diagnosztikai eljardsok esetében nincs lehetdség. A virusizolalds

12



felsorolt nehézségeire (Huntington, 1990) vezethetd vissza, hogy a ldarteritis virusit eddig
Magyarorszadgon nem sikeriilt izolélni.

Viszonylag konnyebben megoldhaté a virus kimutatdsa a vizsgdlati mintdkbdl a polimeraz
lancreakcion alapul6 diagnosztikai eljarasok (PCR technika) segitségével. Ilyen PCR vizsgalatokkal
els6ként mutattuk ki Magyarorszagon a virusspecifikus nukleinsavat fert6zott mének ondémintdibol
(Rusvai és mtsai, 1996). Ennek az eljardsnak az a hitrdnya, hogy noha a virus jelenlétét bizonyitja,
magat a korokozoét izoldlni és tovabbi Osszehasonlitd vizsgédlatokban felhaszndlni nem lehet,
morfoldgiai jellemzdinek, fehérjedsszetételének, antigénszerkezetének tanulmdnyozdsira nincs
mod.

Munkénk célkitiizéseit a kovetkezo témakorokben ismertetem.

1. Mivel a betegség jelentdsége a magyarorszagi 16dllomédnyban szinte teljesen tisztdzatlan volt, elsé
1épésben a fertdzd 16arteritis hazai el6forduldsi ardnyanak, az egyes 1égzdszervi és vetéléses

kérképek eldidézésében jatszott oktani szerepének felmérését terveztiik.

2. A fertdzés ugyanis eddigi vizsgélataink eredményei szerint, ha szubklinikai forméban is, de tobb

magyarorszagi l6allomanyban eléfordul, ezért terveztik a fert6zottségi arany pontosabb

felmérését. Ezen beliil fokozott figyelmet kivantunk forditottunk a virus fenntartdsdban (és
terjesztésében) elsddleges szerepet jatszé szeropozitiv (és ezért potencidlisan kronikus
virushordozé és -iirit0) mének felderitésére, azonositasara.

3. A felmér6 vizsgdlatokkal részben ujabb adatokat szerettiink volna nyerni a virusarteritis
magyarorszagi szeroldgiai el6forduldsardl (szeroprevalencidjardl), valamint meghatdrozni
azon allomanyokat és egyedeket, amelyeket tiizetesebben, a direkt viruskimutatas

modszereivel kellett tovabbvizsgalnunk, hogy izolalt hazai virustorzsekhez juthassunk,

melyek majd a tovdbbi virusgenetikai munkénk alapjat képezik.

A szeroldgiai vizsgdlatok mellett a hazai l6dllomanyokban el6fordulé virustorzsek izoldldsara
kivantunk koncentrdlni. Erre részben a fert6zés heveny szakaszdban, részben vetélés esetén a
magzatbol, magzatvizbdl, magzatburkokbdl, 1égzdszervi korforma esetén orrvaladékbdl, a
periférias vérbol elkiilonitett lymphocytdkbdl szandékoztunk virust izoldlni. A kiilonb6zd
mintdk eldzetes vizsgalatat (screenelését) mar az altalunk kidolgozott polimerdz lancreakcion
alapul¢6 virus-nukleinsav kimutat6 eljarassal terveztiik megvaldsitani.

4. A PCR vizsgdlatokban pozitivnak talalt mintakbél megint virusizoldlassal szandékoztuk
kimutatni a virust, amelyre azért forditottunk fokozott figyelmet, mert egyrészt maga az
izolalas ténye is Ujdonsdg volt hazai vonatkozasban, masrészt pedig, az ily moédon begylijtott

virustorzsek felhaszndldsaval a késébbiekben oOsszehasonlitd virusgenetikai kutatasokat

végeztiink mas orszdgokban izolalt torzsek vizsgalatba vonasaval.
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A célkituzések soran felmeriilt feladatok a kovetkezok voltak:

a.

Szeroldgiai vizsgdlatok: komplementfiiggd virusneutralizacids préba végrehajtdsa nagy
szamu vérmintaval.

Virusizolélds: a virusra érzékeny szovettenyészetek szaporitdsa, fenntartdsa, passzaldsa, a
virusizolalas soran az adszorbcids és kokultivacios technikak alkalmazasa, illetve ezek
kiegészitése a karboximetil-cellul6z fedési modszerrel.

Valamennyi l6arteritist okoz6 virusra reagdld, egy vagy tobb monoklondlis ellenanyag
létrehozdsa, mely rutinszerien alkalmazhaté mind a szerolégiai, mind a direkt
viruskimutatdsi és mind az immunhisztokémiai diagnosztika teriiletén.
Polimeraz-lancreakcion alapulé virusnukleinsav kimutatdsi eljards, primerszakaszok
tervezése, reverz transzkripcid, optimdlis ciklusparaméterek kivélasztdsa (ciklusszam,
homérséklet, stb.).

Szekvencia-meghatdrozds €s -elemzés: az elemzéshez sziikséges mennyiségli DNS masolat
eldallitdsa, tisztitasa, a kapott nukleotidsorrend szdmitdgépes szoftverek segitségével torténd

Osszehasonlitdsa a nemzetkdzi szamitogépes adatbazisban tarolt szekvencidkkal.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A lovak fert6z6 arteritise
3.1.1. Torténet

A lovak fert6z6 arteritisét (equine viral arteritis, EVA) a l6arteritis virus (equine arteritis virus,
EAV) okozza. A betegséget a XIX. szdzad végétdl németnyelvli publikiciokban még mint
Rotlaufseuche, Pferdestaupe, akute Septikimie, az angol irodalomban pedig Equine Influenza, pink
eye néven irtdk le, utalva ezzel a kérokozo altal kivaltott jellemzd klinikai tiinetekre (kotOhartya-
gyulladas, 14z, 1égzdszervi tiinetek). A mult szdzad elsé felében sokan vizsgaltdk a lovak virus
okozta vetéléseit €s szamos szerzo ugyanannak a koérokozonak tulajdonitotta a herpeszvirusok €s az
EAV dltal eldidézett abortuszt (Hutyra és Marek, 1938, Manninger és Csontos, 1941, Jones és
Maurer, 1943, Maurer és Jones, 1943). A virus izoldlasa és elnevezése egyértelmiien Doll nevéhez
fuzodik (Doll és mtsai, 1956, Doll és mtsai, 1957), aki 1953-ban az USA Ohio allamaban talalhaté
Bucyrus telepiilés melletti farmon, klinikai tiineteket mutat6 allatallomanybdl, vetélt csikdmagzatok
tiildé dorzsolékével 2 vemhes kancat oltott intravéndsan, és egyidejlileg azok magzatait is fertozte.
Az egyik kanca az 5., a masik a 11. napon elvetélt, és a magzatokban a betegségre jellemzd makro-
és mikroszkdpos elvéltozdsok voltak megfigyelhetdk. A virus sejttenyészeten tortént izoldlasardl
egyik cikk sem tesz emlitést, jelezve azt a késobbi kutatdst végzd generdciok szamdra is felmeriild
diagnosztikai nehézséget, hogy a kérokozo a sejttenyészethez csak hosszabb 1dd utdn adaptalédik.
3.1.2. Tiinetek

A fert6z0dés az aerogén-ordlis, vagy veneredlis (Timoney €s mtsai, 1986) dton torténhet. Az
aerogén-oralis fert6z0déstdl szamitott 2-14. napon jelentkeznek a klinikai tiinetek, melyek 2-9 napig
tartanak. A veneredlis fert6zodést 6-8 napos inkubécids 1d0 jellemzi (Timoney és mtsai, 1987).

A Dbetegség legjellemzobb tiinetei: 5-9 napig tartd, remittdlé jellegli, aluszékonysédgot
eredményez6 14z, mely akdr a 41°C-t is elérheti. Gyakori az orrfolyds, a sargdsan elszinez6dott
kotéhartya hurutja, a szemhéjgyulladds és alkalmanként chemosis (pink eye), fénykeriilés,
kotohartya-homaly. Ritkdbban 1€gz0szervi tiinetek is jelentkeznek: kohogés, néha tiidoodéma,
sulyosabb esetben tiidovizenyd, baktériumos feliilfertdzés tiinetei (Vaala és mtsai, 1992, Timoney
és McCollum, 1993). Tovabbi tipusos tiinet az 6déma képzddés a szemiireg kornyékén, a
végtagokon és méneknél a hereborékon, ritkdbban a has és mellkas aljan. Esetenként
folyadékfelhalmozdodds figyelhetd meg a testiiregekben, nem ritka a kolikat kovetd hasmenés
(Timoney és McCollum, 1993, Wilkins és mtsai, 1995). Legnagyobb jelentdségii tiinet a vetélés,
mely a 3-10. vemhességi hénapban fordul el6 az immunitassal nem rendelkez6 kancdkban. Az EVA
fertozott vetélt magzat legtobbszor nem mutat tipusos makroszkopos tiineteket, mikroszképosan a

koldokvéndk, a tiidd, sziv és a mellékvesék kis ereinek gyulladdsa figyelhetd meg. Gyakran
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életképtelen csikd sziiletik, mely néhany napos korban légzdszervi tiinetek mellett broncho-
intersticidlis tiid6-, vagy tiidé-bélgyulladdsban elhullik (Doll és mtsai, 1956, Timoney é&s
McCollum, 1993, Del Piero 2000, Varga és mtsai, 2000, Szeredi és mtsai, 2002).

3.1.3. Korfejlodés

Az elsddleges virusreplikdci6 az alveoldris makrofagokban zajlik le, majd a virus 2 napon beliil
megtelepszik a peribronchidlis nyirokcsomdkban, €s tjabb 2 nap mulva kialakul a virémia, mely
alatt a virus tovdbbi szervekbe eljutva azokban szaporodni kezd. Ezek a tovabbi virusreplikdcios
helyek a véredényrendszer endotelsejtjei, néhany esetben izomsejtek és egyes szervek (tiido
horgécskék, vese, mdj, bélboholy-kriptdk) epitelsejtjei. A panarteritis kialakuldsa sordn
mindenekeldtt a kis erek artéridi és arterioldi érintettek, az itt elszaporodé6 EAV a lamina elastica
interna tonkretételével necrosist idéz eld az erek médidjaban, melynek kovetkezménye az erek
permeabilitdsi zavardt kovetd 6démaképzddés és végiil necrosis (McCollum és mtsai, 1971,
MacLachlan és mtsai, 1996).

A virus altal okozott vetélés patomechanizmusdban sok kérdés tisztdzatlan. A 80-as években
altaldnosan elterjedt tudoményos nézet szerint a karosodott placenta csokkend progeszteron szintje
és az egyidejiileg helyileg kiiiriil6 prostaglandinok egyiittesen valtjak ki a placenta levalasat és ezzel
a kovetkezményes vetélést (Coignoul és Cheville, 1984). Késobbi tanulmdnyokban a kutatok
feltételezték, hogy a vetélés kivaltasdban a placenta kis ereinek karosoddsa, és ezaltal a magzat
placentdn at torténd, elégtelen tdpanyagelldtdsa jatssza a dontd szerepet (Timoney és McCollum,
1993). A legijabb publikdcié mar arrdl szdmol be, hogy az esetek nagyobb részében a magzatba be
sem jut a virus, melyet bizonyit, hogy a magzati szervekbdl tobbszor sem virusantigént, sem virus
nukleinsav replikdciét nem tudtak kimutatni a kanca EAV fert6zd0dését és abortuszat kovetden (Del
Piero, 2000).

3.1.4. A betegség jarvdanytani jellegzetességei

A kiilonboz6 16fajtdk EAV irdnti fogékonysdgardl, a szeropozitivitds mértékérdl beszédes
szamok olvashatok egy USDA (United States Department of Agriculture) publikdciobol (USDA
2000). Standardbred (amerikai {iigetd): 23,9%, Thoroughbred (telivér): 4,5%, Warmblood
(melegvérii): 3,6%, Quarter horse (amerikai ranch-16): 0,6% .

A virusiirités kérdésének ismerete kiilonleges helyet foglal el a betegség elleni kiizdelem
stratégidjdban. A mének kivételével valamennyi EAV fert6zott allatb6l maximalisan 57 napig
mutattak ki virust, de az egy évnél fiatalabb méncsikok akar 120 napig is virusiiritok maradhatnak
(MacLachlan és mtsai, 1996). A mének nemi érésével egyiitt a tesztoszteron szintjiik is
megemelkedik, és mivel a virushordozds €s az ennek kovetkeztében kialakulé virusiirités

tesztoszteron dependens folyamat (Little és mtsai, 1992), ez magyardzza azt a tényt, hogy a felndtt
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kor elérésével a virusiirités idOtartama is megnyulik; amerikai szerzok a szeropozitiv mének 30%-at

virusiiritonek tartjdk (Timoney és mtsai, 1986).

Venerealis |

Aerogen
ég
Dy SR o L oo
Kanca Csiko Herélt Mén

Vetélés

1. abra: Az EAV fert6zési médjai (Glaser és mtsai, 1997)

Az EAV a fert6zott mének jarulékos nemi mirigyeiben bujik meg (bulbouretrdlis mirigy,
ondohdlyag, ondovezetékek), és a fedeztetéskor az onddplazmaba keriilt, levalt mirigyhamsejtek
atvitele az immunitdssal nem rendelkezd kanca nemi traktusaba, okozza az uj gazdaszervezet
fert6zodését. Az igy megeredt fertozés azutdn mar aerogén-ordlis uton terjed tovabb az érintett
l6allomanyban és az eldrehaladottan vemhes és fogékony kancdk aerogén-ordlis fert6zodése véltja
ki az allatok vetélését. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy a veneredlis tton fert6z6dott kancanak csak
fertozéskozvetitd szerepe van, 6 maga nem vetél el. A mének a virusiirités tartama szerint harom
csoportba sorolhatdk (1. dbra):

1. rovid ideig virusiiritok (short term carriers), ahol a virushordozas €s iirités mindossze néhany

hétig tart,

2. kozepes hosszusagu idotartamig (3-9 honap) elhiz6do virusiirités,

3. tartds virusiirités, mely 10 honaptdl egy €leten at tarthat.

Ez ut6bbi két csoportot dltaldban egyforman tartds virusiirité allapotnak (long term carrier) nevezi a
szakirodalom (Timoney és mtsai, 1987). Ezek az utébbi mének tartjak fenn egy adott 4llomanyban a
virusfert6zottséget. A virusnak a jarulékos nemi mirigyekben torténd muticidjaval, megvaltozik az

adott EAV neutralizicidés tulajdonsdgaiért felelds GPs gén doménje, ezaltal 4j fenotipusos
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virusvaridnsok jonnek létre, melyeknek genetikai ,.fitnesse” lényegesen jobb a mutéciét el nem
szenvedett viruspopulaciééndl (Hedges €s mtsai, 1999).

A fert6zés utdn az allatok 2-3 hét milva ellenanyagvélaszt mutatnak, és legtobbszor tobb éven
keresztiil szeropozitivak maradnak. Ennek a ténynek tulajdonithat6 az a tobb szerzotdl szarmazo
megallapitds, hogy az EAV szeropozitivitds €s a lovak életkora kozott pozitiv korrelacio figyelhetd
meg. A kolosztrdlis immunitds 2-6 hoénapos korig tart, és védi a csik6t a virusfertézéstol
(McCollum, 1986).

3.1.5. Védekezés, megeldzés

AZ EAV okozta klinikai tiineteket oktani kezeléssel megsziintetni nem lehet. A fertdzott allatok
elkiilonitése, pihentetése csokkenti a betegség kartételét az érintett 4llatndl.

A vetélés megeldzésére eldallitott oltdanyagok haszndlatat csak néhdny orszagban (USA,
Svédorszag, frorszdg, Nagy-Britannia) engedélyezik. Az élévirust tartalmazé MLV-Arvac vakcindt
mindenekeldtt mének virusiiritésének profilaktikus médon valé megakadalyozaséra ajanlja a gyarto,
de a vadvirus okozta fert6zés bekovetkezte utdn az érintett dllatok korlatozott virusiiritése
megfigyelhetd. Az 5-8 napon beliil képzddott ellenanyagok 2 évig perzisztidlnak a vakcindzott
allatokban (Timoney és mtsai, 1987). A formalinnal inaktivalt virust tartalmazé vakcinat (Artervac)
3-szor kell beadni: az elsé vakcindzast kovetd 4. héten €s azt kovetden 2 hénap mulva. Bar a magas
ellenanyagszint kovetkeztében a klinikai tiinetek nem alakulnak ki egy vadvirus okozta fert6zés
utdn, valamint virusiiritésrol és vetélésrdl sem szamoltak be a szerzdk, ez a vakcina sem nyujt
tokéletes védelmet (Fukunaga és mtsai, 1990, Fukunaga és mtsai, 1997).

Az EU-ban a megel6zés f6 célja a virusiirité dllatok (long term carriers) felderitése és a
tenyésztésbol torténo kizdrasa.

Hazéinkban az inaktivélt vakcina haszndlata kizarélag a tenyésztésben részt vevdé méneknél
engedélyezett, ott viszont kotelezd a vakcindzast megel6z6 szeroldgiai vizsgalattal egybekototten.
Ezzel a rendelkezéssel a mar virushordozé mének virusiiritési idétartamét prébaljdk a rendeletet
alkot6 szakemberek leroviditeni, illetve a fiatal, még szeronegativ méneket a vakcindzdssal védeni a
késobbi EAV fert6z¢€stdl és a kovetkezményes virusiiritd statusz kialakul4satol.

3.2. Az EAV jellemz6i
3.2.1. Az EAV morfologidja

Az EAV a Nidovirales renden belill az Arteriviridae csalddba tartozik. A rend masik két
csaladja koziill a Coronaviridae (Coronavirus és Torovirus nemzetség) a magasabb rendl
emlOsallatok betegségeit okozza, mig a Roniviridae csalddba tartozé virusok a gerinctelenek egyik
csoportjat, a rdkokat betegitik meg (Weiss é€s Horzinek, 1987, den Boon és mtsai, 1991, Cavanagh,
1997, de Vries és mtsai, 1997, Snijder és mtsai, 2003). Ez a taxonémiai besorolds djabb keletii, és

az emlitett viruscsaldidok genomszervezOdésének a hasonldsdgdra é€piil, szemben a régebbi
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osztalyozdssal, mely az EAV-t morfoldgiai és fiziko-kémiai tulajdonsigai alapjan a Togaviridae
csaladhoz sorolta (Horzinek és mtsai, 1971, Porterfield és mtsai, 1978). Az Arteriviridae csaladhoz
az EAV-n kivill a sertések reproduktiv és légzOszervi tiinetegyiitteséért felelds virus (porcine
reproductive and respiratory syndrome, PRRS), az egerek laktat-dehidrogendz enzimszintjét emeld
virusa (lactate-dehidrogenase elevating virus, LDV) és a majmok vérzéses lazanak virusa (simian
haemorrhagic fever virus, SHFV) tartozik (Plagemannn és Moennig, 1992).

Az 50-70 nm atmérdjli, ikozahedralis szerkezetli, burkos virus felszinérdl hidanyoznak ugyan az
ebbe a rendbe tartozd, masik 2 viruscsalddra jellemzd szirom alakd, 20 nm nagysigu felszini
képletek (peplomerek), de szintén rendelkezik a burok gliikoproteinjeibdl kiinduld, csésze formaju
nyulvanyokkal (2. dbra). Ezek 10-15 nm 4tmérdjliek és a GPs-M fehérje dimer felszin f6lotti részét
képezik (Horzinek és mtsai, 1971, de Vries és mtsai, 1995, Faaberg és Plagemann, 1995, Mardassi
és mtsai, 1996).

+RNA genome M

2. abra: Az EA virus szerkezete és fobb szerkezeti fehérjéi (Snijder és Meulenberg, 2001)

N nukleokapszid fehérje 14 kDa
M membrén fehérje 16 kDa
GPs nagy burok fehérje30-42kDa
GP, burokfehérje 28 kDa
GP3 burokfehérje 16-42kDa
GPy kis burok fehérje 25-30kDa
E burok fehérje 8 kDa

A szerkezeti fehérjék koziil 6 burokfehérjét kiilonitettek el, ebbdl a membran fehérje (M
protein) és az envelop fehérje (E protein) kivételével a tobbi Osszes gliikozildlodik a virusfehérje
érési folyamata sordn. Az M protein egy 3 ivlli transzmembrian fehérje, amelynek mdsik
jellegzetessége az, hogy a GPs fehérjével, diszulfid hidak révén, heterodimereket képezve keriil be
az EA virusba, monomer formdban csak a fertdzott sejtben taldlhat6. Ez a heterodimerizacio
létfontossagi az EAV fertézOképessége ¢és igy a gazdaszervezetben valé multiplikdcidja
szempontjabol (Snijder és mtsai, 2003). Szemben a GPs fehérje gyors heterodimerizacids
kinetikdjaval, az M fehérje lassan keriil be a GPs/M komplexbe, mennyiségének legnagyobb része

az endoplazmatikus hédlézatban (ER) akkumulalédik. A GPs fehérjével ekvimolaris mennyiségben
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jelenlévd M fehérje feltételezetten a heterodimerizacié révén tartja ellendrzése alatt a virusérés
folyamatét. (de Vries és mtsai, 1995.a). A masik két nagy mennyiségben képzddd és a virusba
beépiild burokfehérje a GPs, kordbban Gp (glycoprotein large), mely a virionban lényegesen
nagyobb ardnyban képviselt €s a joval ritkdbb GPy, (régebben glycoprotein short Gs), melyeknek a
neve nem a méretilkre, hanem a virusban képviselt ardnyukra vonatkozik. Ezek még tavoli
rokonsdgban sincsenek a corona- és torovirusok hasonld fehérjéivel. A két gliikozilalt fehérje
(gliikkoprotein) mérete nagyjabol megegyezik (GPs 30-42 kDa, GP,, 25-30 kDa, a gliikozilaltsagi
fokuknak megfelelden), szerepiik azonban eltérd (de Vries és mtsai, 1995.b). A GPs fehérje felszini
képletei ellen termelt ellenanyagok feleldsek a virus neutralizdcidjaért, ezért ez a burokfehérje
rendkiviil fontos szerepet tolt be az EAV fennmaraddsdban és dj, mutdlodott viruspopuldcidk
kialakuldsdban. A GP,, fehérjének esszencidlis jelentdsége van az infektiv utédvirus genericid
1étrejottében, (Snijder és mtsai, 1999), és kisérletekkel igazoltdk, hogy csak énmagukkal dimert
képezve épiilnek be a virionba, mégpedig, termelddésiikhoz képest rendkiviil korlatozott szamban.
Egyes szerzok feltételezik, hogy ezek a fehérjék kivételezett poziciot, az ikozaéderek csucsait
foglaljdk el, és ezzel a virus ikozahedrélis struktirdjanak kialakitdsaban jutnak dont6 szerephez (de
Vries és mtsai, 1995).

Az Ujabb kutatdsok tovdbbi hdrom, kordbban kisebb jelentdséglinek tartott burokfehérjérdl
szamolnak be, melyek koziil az E transzmembran fehérje az M fehérjéhez hasonléan rendkiviil
stabil, jobbdra hidroféb jellegli, és a legkisebb molekulatomegii, minddssze 6,5-10,5 kDa. Mint
altaldban a hasonldan kicsiny méretti hidroféb RNS virusfehérjék, ez a fehérje is képes athatolni a
kettds lipid rétegen, és kiilonb6zd folyamatokat indit el a sejtmembranban, mint a pérusképzés,
esetlegesen ioncsatorna létrehozdsa, a virion lefliz0dése a bimbd6zds végén (Carrasco, 1994).
Behat6bb tanulmédnyozdsakor egyértelmiivé valt, hogy bér a coronavirusokban is megtaldlhat6 ez a
fehérje, és ott esetenként egyiitt evolvalodik a mdsik transzmembran fehérjével (M protein), az
EAYV tobbi szerkezeti fehérjéinek jelentOs eltérése kovetkeztében a kutatok mégsem tulajdonitanak
azonos funkcioét nekik (Snijder és mtsai, 1999).

A GP3 és GP4 fehérjék funkcidjardl a korabbi kutatdsok alapjan csak annyit sikeriilt
megallapitani, hogy mindkettd jelenléte esszencidlis a virus életciklusdban (Molenkamp és mitsai,
2000). Biokémiailag mindkettd erdsen gliikozildlt formdban épiil be a virusba, de mig az in vitro
transzlacids kisérletek tantsdga szerint a GP; fehérjébdl 16-42 kDa molekulatomegig terjedd
fehérjeviltozatok képzOdnek €s ebbdl csak a 37 és 42 kDa nagysédguiak épiilnek be a virionba, addig
a GP, fehérje teljesen gliikozildlt véltozata (28 kDa) keriil be az EAV-ba (Wieringa és mtsai, 2002).
Legujabban viszont a 6 burokfehérjét fontossaguk alapjan két részre osztjdk: az M/GPs (kordbban
Gp) heterodimer komplexet nélkiilozhetetlennek, mig a kis burokfehérjék két komplexekbe tomoriilt

csoportjait (GP2,-GP4, GP2,-GP3-GPs) (GPy, kordbban Gs) melyeknek az EAV-be épiilését az E
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fehérje hatdrozza meg, ellentétben a kordbban publikdlt eredményekkel, nélkiilozhetonek tartjdk a
virion létrejotte szempontjabdl (Wieringa és mtsai, 2004).

A nukleokapszid szerkezeti felépitése is jelentdsen eltér a rend maésik 2 képviseldjétél. Mig a
coronavirusok RNS-e a magban lazdn kigy6z6 jellegli, a torovirusoké pedig tomor, tubuldris
szerkezetll, addig az artrivirusoké tobbé-kevésbé szabdlyos ikozahedrélis szerkezetet mutat, 25-35
nm atmérdvel. Jelentdsen kisebb a nukleokapszid fehérje (N protein) mérete is a masik két csalad
virusaihoz hasonlitva 14 kDa. Ez a fehérje foszforilalddik az érés folyamén. Erdsen konzervativ, igy
a diagnosztikai tesztek foleg e fehérje génjének kimutatdsan alapulnak.

3.2.2. A virus genomszervezodése

Az EAV genomjat gyakran hasznéljdk a Nidovirales rend genomszervezddésének a
bemutatdsira. Mint a rend legrovidebb nukleinsava képviseldje, kedvelt modellvirus is a kutaték
korében, habar sokak véleménye szerint a hasonl6 replikacids stratégia (den Boon és mtsai, 1996)
és genomszervezddés (van Berlo és mtsai, 1982, van Berlo és mtsai, 1986) ellenére is jelentdsen
kiilonbozik a rend masik két csalddjanak virusaitdl. A virus nukleinsava egyszald, pozitiv
irdnyitottsagu, policisztronos, az 5’ végen sapkdval (cap structure), a 3° végen poliadenildlt farokkal
rendelkezd RNS, a referens Bucyrus virus 12704 nukleotidot tartalmaz és ezen beliil 7 leolvasasi
keretet, mely a genom 3 részét elfoglalé polimerdz génbdl és a maradék szakaszon osztozd 7
szerkezeti fehérjét kodolé génbdl all. Ez az RNS genom méretében ugyan csak a fele a corona- és a
torovirusokénak, de a szerkezetét tekintve hasonlit azokhoz egyrészt, mert a genom 2/3-at ezeknél
is a 2 prekurzor poliproteint kédolé gén teszi ki. Mdasrészt az egymast részlegesen fedé6 ORF la
(Bucyrus: 5183 nt hosszisagu és 1727 aminosavat kédol) és ORF 1b (Bucyrus: 4346 nt hosszisagu
és 1448 aminosavat kédol) szakasz kozotti pszeudocsomo segitségével (Bucyrus: 5399.-5405. nt), 1
nt-ot visszalépve értelmezhetd a downstream (1b) leolvasédsi keret: riboszomdlis frameshift
(Brierley, 1995). Kiilonbozik viszont az EAV genomszerkezete a mésik két emlitett viruscsaladétol
abban, hogy nem figyelhetok meg nem kddold régidk a 3° vég feldli, szerkezeti fehérjéket koddold
ORF-ek kozott, ami azt jelzi, hogy az Arteriviridae csaldd virusai lényegesen kisebb
komplexitdsuiak €s raciondlisabb genomszervezddésii a Nidovirales rend nagyobb virusainal.

Az 5’ végtdl kezdédd ORF 1la és 1b a virus 2 nem szerkezeti multidomén prekurzor fehérjéit
kédolja, koztiik a 3 proteolitikus tulajdonsdgi fehérjével. Ujabban a kutaték ennek a komplex
poliproteinnek a replikdz-transzkriptdz elnevezést adtdk. Az ORF 1b région kédolt RARP enzim,
elinditja és ellendrzése alatt tartja a virusreplikdcids folyamatokat (Thiel és mtsai, 2001), és az
ehhez sziikséges teljes hosszisagu virus RNS mellett 6, fészekszerli elhelyezkedést mutatd, kozos
3> végl, szubgenomidlis RNS (sgRNS) készletet is 1étrehoz, melyek a 7 szerkezeti fehérjét
koédoljdk. Innen ered a rend elnevezése (nidus latinul fészket jelent) és ez a replikdcids ciklus

mindhdrom ebbe a rendbe tartozé viruscsalddra jellemz6 (3A. dbra).
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3. abra: Az EAV genomszervezddése (Pasternak és mtsai, 2003)

A: Az EAV genom sematikus képe a 7 leolvasdsi kerettel (ORF), a transzkripciot szabdlyoz6
szekvencidkkal (TRS) és a szubgenomikus mRNS-kel (sg-mRNS). B: A Sawicki és Sawicki (1995)
altal javasolt szakaszos negativ szdl képzddés képe. A vezetdszalhoz kapcsolddd sg-mRNS torzsek
szakaszos képzddése. A pozitiv szdl fehér szinnel a negativ szdl fekete szinnel jelolt.C: Az EAV
vezetdszal TRS régidjanak feltételezett hajtiiszerkezetet mutaté képe. A vezetdszal magjanak elsd
aminosava Ul-gyel jelolt, a lehetséges bazisparosodas képe: a pozitiv irdnyultsdgi vezetdszal és a

negativ irdnyultsagid sgRNS torzse kozott.

Kutatdsokkal bizonyitottdk, hogy a sgRNS-ek mindegyike egy kozos vezetd szekvencidval
rendelkezik (leader sequence: 1-211 nt), mely az EAV RNS 5’ végérol szarmazik, és egy szakaszos
transzkripciés folyamatban kapcsolédik hozzd az sgRNS-ekhez (3B. dbra). Altaldnos jelenség
ezeknél a viruscsalddokndl, hogy a szerkezeti fehérjéket kodold gének mindkét szomszédos génnel
néhdny nukleotidtél tobb szdz nukleotid hossziisagig terjedd mértékben, a gének két széli részén,
atfedik egymast. Ennek a rendkiviil gazdasdgos genetikai informécidtarolasi és genomszervezddési
modnak koszonhetéen az sgRNS transzkripcié szabdlyozé szekvencidja (TRS) mindig megeldzi a
gént, és ezért az 5° vég feldli oldalon helyezddve a vezetd szekvencidval egyesiilve valik a
transzldcidra alkalmassa (Savicki és Savicki, 1995, de Vries és mtsai, 1997, Snijder és mtsai, 1998,

van Marle és mtsai, 1999) (3C. 4bra).
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A legujabb kutatdsok szerint a Nidovirales rendbe tartozé virusok masik f6 genetikai
ismertetdjegye egy RNS-t feldarabol6 enzim, mely a replikaz-transzkriptdz nem szerkezeti fehérje
komplex enzimkészletének tagja, endonukledz aktivitassal. Ez rendkiviil szokatlan az RNS virusok
korében, eddig csak a Pestivirus genus tagjaindl irtak le hasonlé RN&z funkciéji enzimet
(Hausmann és mtsai, 2004). Ez az uridilat specifikus endoribonukledz (NendoU) enzim a
Nidovirales rend valamennyi tagjira jellemzd, funkcidja a dsRNS-ek vigasa, ezért kulcsjelentdségii
a szakaszos negativ szali sgRNS-ek 1étrejottében (Ivanov és mtsai, 2004).

Az ORF 2 régi6 az egyetlen leolvasisi keret mely bizonyitottan bicisztronos miikodésii,
nemcsak az SHF virus (Godeny és mtsai, 1998), hanem az EAV esetében is (Snijder és mtsai,1999).
Két fehérjét kddol, az ORF 2a (Bucyrus:9751-9954 nt) a 67 aminosav hosszusdgu, hidroféob E
(envelope) fehérjét és az ORF 2b (Bucyrus: 9824-10507 nt) a kordbban Gs (glycoprotein small), ma
GPy, elnevezésii, 227 aminosav hosszisagi membranfehérjét.

A tovabbi szerkezeti fehérjék: az ORF 3 (Bucyrus: 10306-10797 nt) a 163 aminosavbdl 4116 GP;3
fehérjét, az ORF 4 (Bucyrus: 10700-11158 nt) a 152 aminosavbdl all6 GPs4 fehérjét, az ORF 5
(Bucyrus: 11146-11913 nt) a 255 aminosavbdl dll6 GPs fehérjét (kordbban Gy ), az ORF 6 (Bucyrus:
11901-12389 nt) a 162 aminosavat tartalmazé membran (M) fehérjét kédolja. A virusgenom végén
taldlhaté ORF 7 régié (Bucyrus: 12313-12645 nt) kédolja a nukleokapszid (N) fehérjét, mely 110
aminosavbol dll, és az egyediili nem burokfehérjeként erdsen konzervativ, valamint az egyetlen
foszforildlt virionfehérje (Hyllseth, 1973,, de Vries és mtsai, 1992, Snijders és mtsai, 1999,
Wieringa és mtsai, 2004).

3.3. Az EAV genetikai tulajdonsagai
3.3.1. Az egyes EAV gének genetikai vizsgdlata

Az EAV genetikai vizsgdlatdnak el6zményei a 80-as évekre vezethetdek vissza, amikor egyrészt
a kiilonbozé orszagokban izoldlt virusmintdk elegendé mennyiségben dlltak a kutatok
rendelkezésére ahhoz, hogy azok az azonos szerotipus ellenére, az egyre nyilvanvalébba valé
molekuldris szinten észlelhetd kiillonbségek alapjan csoportosithatok legyenek, maésrészt a
molekuldris bioldgia forradalma nyomdan publikalt Gjabb mddszerek is elterjedtek a vizsgald
szakemberek korében. Ezek a moddszerek, koztiik a nukleotid szintli vizsgdlatok megalapozasat
jelentd PCR (Saiki és mitsai, 1985, Mullis és mtsai, 1986) és az erre épiild0 szekvendlds, 1j
inspirdciot jelentett mds szakteriilet miiveloinek is, akik a genetika teriiletén kialakult
robbandsszeriien felgyorsult informécids adattomegekben sajat tudoményos teriileteik fejlesztésére
is lehetdséget lattak. Ilyen tudomdnyos teriilet volt a szdmitdstechnika és az erre alapozott
matematika, filogenetika, genetika, biokémia (nukleinsav és fehérje analitika), mikrobioldgia, a ra
épiilt diagnosztika, és szamos olyan kutatdsi teriilet is, mely ezen tudomdnyok uj eredményeit

masodlagos médon kamatoztathatta. A virologia kiemelkedden fontos teriiletévé valt a matematikai
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képességekkel és szamitogép ismerettel rendelkezd evolicié kutaték szdmdra, akik a virusok,
kiilonosen az RNS virusok, rendkiviili muticios ratdjat és gyors replikacios ciklusdt, valamint az
ezek kovetkeztében viszonylag gyorsan felismerhetd Osszefiiggéseket felhasznalva, matematikai
képletek megalkotdsaval tették lehetdvé az egyes virusok rokonsagi fokdnak megéllapitasat.

Elméletileg valamennyi gén alkalmas a rajta bekovetkezett nukleotid véltozasok
(szubsztiticiok) mds homolég génekkel torténd Osszehasonlitisdra és az ebbdl levont
kovetkeztetések, szadmitdsok utdn filogenetikai vizsgdlatra. Az eredményt tekintve azonban
egyaltalan nem mindegy a szubsztiticiok gyakorisdga, a ritkdbb szubsztiticiok egy adott rovidebb
idon beliil kevés informaciot jelentenek, igy csak hosszabb iddintervallum utdn lehetséges bel6liik
filogenetikai kovetkeztetéseket levonni. Ez a helyzet a DNS virusokndl, ahol a kis mutécids rita
kovetkeztében nagyon nehéz 10-20 évre visszatekintd filogenetikai torzsfat 1étrehozni egy adott
virus esetében. A DNS virusokkal készitett torzsfak elsdsorban kiillonbozé genusok kozotti
szarmazdastani kapcsolatokat dbrazolnak. Az RNS virusok magas mutécids ratdja kovetkeztében
viszont, az egyes virus-szerotipusokon beliil is végezhetdk filogenetikai vizsgélatok. A szamitasokat
végz0 szakembereknek azonban tisztdban kell lenniiikk az adott virus kiilonb6zd génjeinek
szubsztiticids gyakorisdgaval, és a vizsgélatra szant gén funkcidjaval.

Az EAV genetikai vizsgdlatit Murphy (1992) RNS kétdimenziés oligonukleotid ujjlenyomat
technikdval végezte észak-amerikai lovakbodl, és tobb mads kontinens (Eurdpa, Afrika, ()ceénia)
kiillonbozd orszdgainak lovaibdl izoldlt virusokkal. Az oligonukleotid képeket egymadssal
Osszehasonlitva 60%-97% kozotti hasonlésdgot taldlt, de az ujjlenyomat képek hasonldsdga
bizonyos esetekben nagyobb volt tdvolabbi orszdgok virusai kozott, mint példaul az észak-amerikai
kontinensen beliil, jelezve azt, hogy mér ezzel a mddszerrel is alcsoportok (cluster) 1étezésére
lehetett kovetkeztetni. O még a vizsgdlatok finomitdsdra a nukleinsav hibridizdciés mddszer
alkalmazasat taldlta megfeleld eljarasnak, de a genetikai vizsgélatok terén a PCR mddszerrel torténd
génamplifikdcié altaldnossd, rutinszeriivé valdsaval, az ilyen irdnyd kutatdsok nemcsak 4j irdnyt
vettek, de erdteljesen fel is gyorsultak.

Az EAV els6é PCR-re alapozott genetikai vizsgalatdt Chirnside és Sugita (Chirnside és mitsai,
1994, Sugita és mtsai, 1994) egymastdl fliggetleniil végezték. Az eldbbi 2 egymds melletti génnel
(M és N), az utébbi csak az M génnel, mégis mig Chirnside 10 virus izolatumbdl csak 3 virus
véltozatra kovetkeztetett publikdcidjaban (amerikai, osztrak, svéjci), addig Sugita az M gén hasonl6
iranyud vizsgalataval 4 kiilonb6zd alcsoportot tudott elkiiloniteni (2 amerikai és két eurdpai).
Figyelemre mélt6 még Chirnside azon megdallapitdsa is, mely a kapott eredmények
interpretacidjaként feltételezi, hogy az egyes EAV torzsek egymadssal rekombinédlédhatnak.

Id6rendi sorrendben a kovetkezd gén, a GPs fehérjét kodolé ORF 5 régié vizsgélatdnak kezdete

volt (1995), melyet Balasuriya monoklondlis ellenanyag vizsgalatokkal egybekotve végzett el.
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Megallapitotta, hogy a GPs fehérje felszini képletei ellen termelt ellenanyagok felelosek a virus
neutralizaciéjaért, (Balasuriya és mtsai, 1995.a), tovdbbd azt, hogy 3 hipervaridbilis szakaszt
tartalmaz, melyek szekvencidi kiilonosen alkalmasak mds virustdrzsek hasonld szekvencidival
tortént Osszehasonlitds utdn filogenetikai vizsgdlatok végzésére (Balasuriya és mtsai, 1995.b).
Hasonl6 kovetkeztetésre jutottak mds kutaték is, akik szintén ezt a gént taldltdk a
legalkalmasabbnak az EAV genetikai 0sszehasonlité vizsgélatara (St-Lauren és mtsai, 1997, Beldk
és mtsai, 1999, Stadejek €s mtsai, 1999, Hedges és mtsai, 1999, Larsen és mtsai, 2001). Mig St-
Laurent csak 2, Balasuriya pedig 4 genocsoportba tudta sorolni a vildg kiilonb6z6 pontjairdl
szarmazd virus izoldtumokat, addig a legatfogébb jellegli 6sszehasonlité munkabdl vildgossa valt,
hogy a két nagy genocsoport (észak-amerikai és eurdpai) tovdbbi alcsoportokra oszlik, igy 5
egymastol jol elkiilonithetd genocsoportot képez az EAV torzsek dontd tobbsége (Stadejek és mitsai,
1999). A tovédbbi kozlemények elsOsorban erre a genetikai felosztdsra alapozzdk sajit adataik
kozlését (Hedges €s mtsai, 1999, Larsen €s mtsai, 2001), illetve a perzisztens hordozds sordn
felbukkané és a jarvanykitorésekbdl szarmazo 1j virusvdltozatok mutacios ratdjat dsszehasonlitva
megallapitottak, hogy az eldbbi jelentdsen gyorsabb, és igy az 0j jarvanykitorések kialakuldsaért a
ménekben megbijé virusok oktani szerepe a molekuldris bioldgia mddszereivel is igazolttd valt
(Hedges és mtsai, 1999, Balasuriya és mtsai, 1999).

A Gy, gént, melyet kordbban Gs génnek neveztek, az M génhez hasonldan, egyazon évben
ugyancsak két kiilonb6z0 kutatdcsoport vetette ald szarmazdstani vizsgdlatoknak. A nukleotid
szubsztiticiokat figyelembe véve Lepage 8 virust vizsgdlva 3 elkiiloniilé genocsoportot taldlt, mig
Hedges hasonlé médon 19 virusbdl elvégezve ugyanezt az 0sszehasonlitdst megéllapitotta, hogy a
Gyp gén szemben a GPs génnel konzervativabb, de a filogenetikai vizsgélatokra val6 alkalmassagét
igazolja az a tény, hogy hasonlé genocsoportokat tar fel ennek a génnek a vizsgélata is, mint
amelyeket a GPs génre alapozva mds szerzdk leirtak (Lepage és mtsai, 1996, Hedges és mtsai,
1996).

A virus ORF 3 és ORF 4 régidjanak vizsgélata mar azeldtt elkezdddott, hogy a kutaték pontosan
megismerték volna a két kis gén funkcidjat. Archambault még nem szerkezeti fehérjéknek tartva
azokat, megéllapitotta, hogy mig az ORF3 génre alapozott Osszehasonlitisokkal 3 kiilonallo
genocsoportot (bécsi, észak-amerikai, ARVAC) lehet elkiiloniteni, addig az ORF 4 gén konzervativ
jellege folytdn valamennyi vizsgalt virus torzs filogenetikailag szoros rokonsidgot mutatott
egymassal (Archambault, 1997, Archambault, 1998). Hedges ebbdl a ténybdl kiindulva, mar csak
az ORF 3 région bekovetkezd szubsztiticidkat vizsgélta és Osszehasonlitva ennek a génnek a
mutdciés gyakorisdgat az ORF 5 génével, megallapitotta, hogy bar az ORF 3 gén nagyobb mutécids
ratdit mutat a perzisztens virusiiritd6 mének ondomintdibdl izoladlt virusok esetében, mégis a

filogenetikai vizsgdlatok szdmdra az ORF 5 régi6 eldnyosebb. Ennek oka az, hogy szemben az

25



eldbbi régidn tapasztalhaté gyakori nukleotid visszamutdléddsokkal, az ORF 5 régién a kimutatott
muticiok szdma az idd ardnydban nd, és igy a genetikai diverzitds megallapitisara és vizsgédlatara ez
a gén alkalmasabb (Hedges €és mtsai, 1999).

A szubgenomikus virdlis RNS-ek vezetd (leader) szadlat Kheyar vizsgalta, és publikdcidiban
beszamolt a vezetd szdlak elsddleges és masodlagos szerkezetérdl, valamint ez utébbindl 3 illetve 4
konzervativ szekvencidn alapul6 hurokrél (A, B, C, D loop). A D hurok jelenléte illetve hidnya
alapjan az 4altala vizsgdalt 10 virus izolatumot 2 genocsoportba tudta besorolni (Kheyar és mtsai,
1998.a, Kheyar és mtsai, 1998.b).

A nem szerkezeti fehérjéket meghatarozé génszakasz, az ORF la és 1 ab filogenetikai
Osszehasonlitd vizsgdlatardl, a vezetd szdlat leszdmitva, csak Stadejek ir a Gp génre alapozott
tanulmanyaban. Ebben kifejti, hogy a replikdz gén régidjara alapozott térzsfa nagyjabdl megegyezik
a Gy génre alapozottal, igy a két gén nem evolvéalédhatott elkiiloniilten, megcafolva ezzel Chirnside

(1994) azon allitasat, mely az EAV rekombinal6das lehetdségét felveti.
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4. Sajat vizsgalatok

4.1 Szerologiai vizsgalatok a magyarorszagi loallomanyokban
4.1.1. Anyag és modszer
Allatok, mintavétel, mintdk kezelése, tdroldsa:

A fert6zésen atesett lovak azonositdsat célzo szeroldgiai felmérd vizsgalatokat négy csoportba
sorolhat6 allatokbol gyhjtottiik Ossze. 1. klinikailag beteg, EVA gyanus lovakbol, 2. klinikailag
tilnetmentes lovakbdl, 3. klinikailag tiinetmentes, fedeztetésre igénybe vett ménekbdl, 4. vetélt
kancdkbdl. Osszesen 987 vérmintat vizsgaltunk meg 2001. és 2002. években. A mintdk legnagyobb
részét a klinikai tiineteket nem mutaté allatok tették ki: 316 vérminta, ezt a fedeztetésben hasznalt
mének vérmintdi: 266, majd a klinikailag beteg lovak vérmintdi: 250, végiil a vetélt kancakbol
bekiildott vérsavok: 155 minta kovették.

A vérmintdk a hazai lovak éallategészségiigyi ellatdsdban részt vevo, kis- és nagylizemeket ellatd
allatorvos kollégdktdl keriiltek be a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomdnyi Kar (SzIE AOTK)
Jarvanytani és Mikrobiol6giai Tanszékének Viroldgiai Laboratériuméba, ahol termosztatban, 20-30
percig, 37°C-on torténd melegités utdn egy €jszakéan 4t hiitdszekrényben taroltuk. Méasnap 300 x g
erovel 10 percig centrifugdltuk, a savét elkiilonitettiik, majd fiziol6gids foszfatpufferben (PBS)
kétszeresére higitottuk azt annak magas mucintartalma miatt. Ezt kovetden 30 percre 56°C-os
vizfiirdobe helyeztiik a higitott savomintdinkat, majd a vizsgélatok elvégzéséig -20°C-on taroltuk
azokat.

Alkalmazott szerologiai proba

A szeroldgiai modszerek koziil a nemzetkozi standardnak megfeleléen a komplementdependens
virusneutralizacids probaval végzett ellenanyag-kimutatést tartottuk legalkalmasabbnak pontossaga
és specificitdsa miatt. Ennek pontos leirdsa az OIE Manual of Standards-ben (2000) taldlhat6. A
probat Rabbit Kidney-13 (RK-13) sejtvonalon végeztiik, a referens Bucyrus virustorzzsel.

A VN préba rovid leirdsa:

1. 12,5 ul tapfolyadék (DMEM) bemérése a sejttenyészté miianyag lemez mdasodik sordtol a lemez
aljaig.

2. 12,5 pl mennyiségben a savok parhuzamos bemérése 1/2 higitistol, kettes alapt higitassal 96
lyukas miianyag sejttenyésztd lemezre (Greiner, Frickenhausen, Németorszag).

3. 100-300 egység (tissue culture infective dose 50%: TCIDs) referens Bucyrus virus (Professzor
Nowotny Bécs) elkészitése 10 %-nyi mennyiségli tengerimalac savé komplementtel, 25-25 pl
rdmérése a savokra.

4. A virus visszatitralasa és a referens pozitiv savo visszatitralasa
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5. Az 50 pl savé-viruskeverék osszekeverése, inkubdldsa 37°C-on 60 percig.
6. 3-5 napos RK-13 sejtszuszpenzid 100-100 pl ramérése a lemez valamennyi vdjatéra.
7. Inkubéci6 37°C-on, 72 6réan at, 5% széndioxid tartalmd, tdltelitett paratartalmu termosztatban.
8. Biralas.
A VN préba értékelése:
1. Az alkalmazott virus titere 100-300 TCIDs, kozétt, a referens pozitiv savo titere az elOzetes
savotiter értékének 0,3 log-4n beliil kell legyen, ellenkezd esetben a probat ismételni kell.
2. Pozitivnak tekintettilk a savét azon higitasatol, mely a ramért 100 TCIDs virus sejtkarosito
hatdsét (cytopathic effect: CPE), legalabb 75%-ban gétolja.
4.1.2. Eredmények
A komplementdependens virusneutraliziciés probdval kapott eredményeket az 1. tdblizat
tartalmazza.

1. tablazat: A kiilonb6z0 csoportokban vizsgdlt dllatok szeroldgiai eredményei

allatcsoportok mint‘::;gﬂt (db) EAY pozitiv EAY negativ Is););;glvéll:: I(lf;:l)(
tiilnetmentesek 316 171 145 54,11
mének 266 112 154 42,11
tiineteket mutatok 250 121 129 48,4
vetélt kancak 155 83 72 53,55
osszesen 987 487 500 49,34

A 987 minta koziil 266 savo szarmazott méntol, ezekbol 112 alkalommal talaltunk arteritis virus
ellen képzddott ellenanyagokat (42,11%).

A méneken kiviil 155 vetélt kancanak a savojat vizsgaltuk meg és ezekbdl 83 esetben mutattunk
ki arteritis virus ellenanyagokat (53,55%), mig a klinikai tiineteket nem mutat6 316 16t szarmaz6
vizsgalati minta feldolgozasa sordn 171 bizonyult pozitivnak (54,11%), 145 pedig negativnak. Az
EVA Kklinikai tiineteit mutat6 allatok szeroldgiai vizsgélata a 250-bdl 121 esetben zarult pozitiv
eredménnyel, (48,4%). Igy az orszdgosan vizsgilt 164llomany 49,83%-a bizonyult pozitivnak.

4.1.3. Megbeszélés

Vizsgdlatainkat a virusneutralizaciés probdval végeztiikk, amely egyike a legérzékenyebb
indirekt virus-kimutatdsi médszereknek.

A lovak arteritis virusdnak hazai elterjedtségét vizsgdlé felméréssel nemcsak a virust iiritd

mének felderitését, hanem az orszdgban esetlegesen eléforduldé EVA jarvanyok szeroldgiai

28



modszerrel torténd megallapitasat is szorgalmaztuk. Ez utébbi vizsgélat két tényre is fényt deritett,
egyrészt a klinikai tiinetekben megnyilvdnul6 EVA megbetegedés olyan ritka orszdgunkban, hogy
egyetlen szeroldgiailag bizonyithaté jarvanykitorést sem sikeriilt igazolnunk, valamennyi EVA-ra
utal6 klinikai tiinet mds megbetegedéssel volt kapcsolatban, az itt taldlt szeropozitiv lovak ardnya
ezért néhany szdzalékkal még az orszagos atlagndl is alacsonyabb.

Masrészt elvégeztiik a mének €s esetlegesen egyes 16dllomdnyok vakcindzasat megel6zd utolsé
olyan, nagyszdmu lovon végzett szeroldgiai stituszvizsgdlatot, mely a késobbiekben viszonyitasi
pontként szolgdlhat a jovOben esetlegesen sorra keriild vizsgalatokndl, a ma mar engedélyezett
vakcindzds szélesebb korti hazai elterjedtsége utdn az alapvetéen megvéltozott szeropozitivitasi
aranyok kiértékelésekor.

A vizsgélatokbdl levonhatd kovetkeztetések szerint a Magyarorszdgon 2001 februérjatol 2002
juliusdig terjed6 iddszakban a 16dllomény fert6zottsége 49% koriil mozgott, amely figyelembe véve
a '90-es évek statisztikai adatait (Rusvai és mtsai, 1996), emelkedd tendencidat mutat igy, hogy
kozben stlyos jarvanykitorések nem észlelhetOk az orszdgban. Ez tovabbi két kovetkeztetést von
maga utdn: 1. hazdnkra jellemzd azon EAV torzsek elterjedése, melyek csak szubklinikai
tiinetekben manifesztalédnak, ezt bizonyitja az 50% szeropozitivitdsi ardny a vizsgalt lovak
korében, 2. a szeropozitivitds emelkedése valdszinisiti, hogy a hagyoményos terjedési méd mellett
(aerogén-oralis) kell lennie egy masik terjedési lehetdségnek is, mely a szeropozitivitdst az érintett
16allomanyok korében jelentds mértékben modulalhatja (veneredlis fert6zés).

Az egyes éllatcsoportok kismértékben eltérd virusszerologiai eredményei megerdsitik azt a
nézetiinket, mely szerint a fert6zés terjedésében az életkornak jelentds szerepe van, igy barmely
altalunk vizsgélt csoportndl, ha kellden nagy szamu egyedet vizsgdlunk, koriilbeliil ugyanolyan
szazalékban tudunk az egyes mintacsoportokbdl EAV ellenanyagokat kimutatni. A mének atlagtol
10%-kal negativ irdnyban eltérd szeropozitivitisi ardnya nagyrészt az Ujonnan tenyésztésbe vett
mének nagyobb ardnydval magyarazhato.

A vizsgalati eredmények érdekessége egyes megyék kisebb szeropozitivitdsi ardnya, mely nem
elsosorban csak az alacsony mintaszdmmal, hanem az adott megyék l6dllomany siriiségével
magyardzhatok (2. tdblazat).

A dolgozatban ismertetett szeroldgiai vizsgalatokkal (melyek egy nagyobb vizsgdlatsorozat
részét képezik) az volt a célunk, hogy egy jarvanytani alaphelyzetet rogzitsiink. Jelenleg ugyanis
Magyarorszagon csak olyan lovak vérében lehetnek ellenanyagok, amelyek a virussal természetes
modon fertézodtek és a fertézést vagy tiinetmentesen atvészelték, vagy hosszabb révidebb betegség
(vetélés, odémaképzddés, 1égzdszervi tiinetek) utdn abbdl felgydgyultak. Ez a jarvanytanilag tiszta
helyzet a vakcina esetlegesen szélesebb korben torténd alkalmazdsaval meg fog valtozni, hiszen a

jelenleg rendelkezésre 4116 médszerekkel nem lehet kiilonbséget tenni a vakcindzas kovetkeztében
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kialakulé6 immunitds €és az atvészeléses immunitds kozott, vagyis a vakcindzds hatdsagi
engedélyezését kovetden a szeropozitivitds nem csak atvészelésre (természetes szerzett immunitds),
hanem vakcindzasra (mesterséges szerzett immunitds) is utalhat. Ennek elsOsorban a mének
esetében van jelent6sége, ugyanis virushordoz6 éallapot csak és kizardlag a fertdzddés
kovetkeztében alakulhat ki, vakcinazas kovetkeztében nem. A tovabbiakban tehat a mének esetében
fokozott jelentdsége lesz az ugynevezett direkt virus-kimutatdsi mddszernek, amikor nem a
virusellenes ellenanyagokat, hanem magat a virust, vagy annak valamelyik alkotérészét mutatjak ki
a vizsgélati mintakbol. Eddig a szeroldgiai vizsgélat pozitivitdsa indikatorként miikodott, jelezte,
hogy az allat kordbban fert6zott volt, igy a virushordozas lehetdsége fennéllt. Ez az indikator-szerep
attél a pillanattdl kezdve megsziinik, melytdl az engedélyezett, inaktivalt vakcindval torténd
immunizilds elkezdddik. Hazdnkban, a mai gyakorlatban csak a mének immunizédldsa
engedélyezett, el0zetes szeroldgiai statuszvizsgalatot kovetden és a szeropozitiv mén €s méncsiko
esetében el kell végezni tenyésztésbe vétel eldtt a viszonylag draga, munkaerd- €s iddigényes direkt
viruskimutatdsi vizsgalatot (virusizoldldst, vagy polimerdz l4ncreakcién alapuld nukleinsav-
kimutatast). Eddig a direkt kimutatdst csak akkor kellett elvégezni, ha az olcs6é és megbizhat6d

szeroldgiai teszt pozitiv eredményt adott.

2. tablazat: A vizsgalt dllatok szeroldgiai eredményei megyénkénti Gsszesitésben

Megyék  vizsgalt mintak EAV EAV pozitiv mintak (%)
(db) pozitiv negativ
BARANYA 114 62 52 54,39
BEKES 108 64 44 59,26
CSONGRAD 101 60 41 59,41
FEJER 22 6 16 27,27
GYOR-M.-S. 5 1 4 20
HEVES 29 16 13 55,17
KOMAROM 23 11 12 47,83
PEST 31 6 25 19,35
SOMOGY 116 60 56 51,72
VESZPREM 94 12 82 12,77
ZALA 344 189 155 54,94
987 487 500 49,34
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A masik kovetkezménye a valamennyi allatra kiterjedd vakcindzds hatsagi engedélyezésének
az, hogy a szeropozitiv lovak ardnya a magyarorszagi 16dllomédnyon beliil sokkal magasabb lesz. Ez
mind a ménallomédnyra, mind a kancadllomdnyra vonatkozik. Vizsgélatainkat azért is végeztiik,

hogy a késdbbi valtozasokat, azok ardnyat pontosan meg lehessen majd allapitani.
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4.2 A hazai léarteritis virusok izolalasa
4.2.1. Anyag és modszer
Allatok, mintavétel, mintdk kezelése, tdroldsa: ondémintdk

A viruskozombositési probaval megvizsgélt 266 ménbdl 112 pozitivnak bizonyult. Valamennyi
szeropozitiv allat ondémintdjat 2001. és 2002. években kétszer, direkt virus nukleinsav
kimutatassal: PCR mddszerrel is megvizsgaltuk. A kordbbi évekbdl (1994-2000) szdrmazo, 15
szeropozitiv mén ondomintat, melyet az akkor elvégzett elOzetes vizsgalatok o6ta -80°C-on
taroltunk, valamint 33 szeroldgiailag nem vizsgalt mén ondémintdjat is PCR vizsgdlatnak vetettiik
ala.

A virus izolalasat az els6 100 minta esetében, valamint a tovabbiakban minden PCR modszerrel
EAV nukleinsav pozitivnak diagnosztizilt minta esetében elvégeztiik. Az egyszer mar virust iiritd
allatok esetében udjra megvizsgdltuk mind a kordbban gytijtétt mintat (ha volt ilyen), mind a
kovetkezd években legaldbb még egyszer ellendriztiik az ondémintdjukat virusizoldlassal és PCR
modszerrel.

A mintagyljtést a tenyészmének allategészségiigyi feladatait ellatdé allatorvosok segitségével,
azok kozremukodésével az Office International des Epizooties, Manual of Standards 2000 (OIE
Manual 2000) irdnyelvei alapjan végeztiik, roviden a kdvetkez6 médon. A mén preputium nyilasat
meleg, szappanos vizzel lemostuk, majd a méntdl 37°C-os mihiivelybe teljes ondomintét vettiink,
melybdl az ondé alapos, mechanikus keverése utdn, 1-2 percen beliil, steril, + 4°C-on, hiitétdskdban
elohtitott fecskenddbe, 5-10 ml-nyi mennyiséget szivtunk fel. Az igy kapott mintat az esetek dontd
tobbségében nyolc 6rdn belill, néhany alkalommal azonban 24-48 6raval a mintagyiijtés utdn
kezdtiik feldolgozni.

A mintakezelés dltaldnos szabdlya az volt, hogy a megérkezéskor azonnal vagy csak egyszeri
fagyasztds utdn dolgoztuk fel a mintdinkat. Megérkezéskor a + 4°C-os mintat djabb keverés,
atlagositas utdn két részre osztottuk, az egyik részt 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe pipettaztuk,
majd 1000 x g 5 percig 4°C-on torténd centrifugalédst kovetden elkezdtiik a nukleinsav tisztitast. Az
els6 100 mintandl, a jégfiirdobe helyezett ondomintat, rovid ideig: 3 x 15 masodpercig, 15 kHz
ultrahanggal kezeltiik, majd az igy nyert mintdbol 1 6ran beliil elvégeztiik a virusizolalast. A PCR
modszerrel kimutatott EAV nukleinsav pozitiv mintdkndl az 1,5 ml-es mikrocentrifuga csé 1,5 ml
tartalmat kétszeresére higitottuk PBS-sel és ezt kezeltiikk ultrahanggal, majd itt is 1 6rdn beliil
elvégeztiik a virusizolalast.

A virusizoldlds sordn pozitivnak bizonyult ondémintdk koziil az elsd tiz minta esetében
meghatdroztuk a virus infektiv titerét is, a mintdkat 10-es alapi higitdsi sor készitése utdn
parhuzamosan 5-5 sejttenyészetre oltottuk, az értékelést Reed-Muench mddszere szerint végeztiik

(1938).
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Szervmintdk

1998-2004-ig 157 vetélt magzat ¢és 39 ujsziilott csiké szervmintdit vizsgédltuk azok
virustartalmara nézve. 1998 és 2001 kozott a magzati szervmintdkat és magzatburkokat —20°C-on
taroltuk. A késObbiek soran ezen mintdkat —80°C-on, tartottuk a felhasznalasig.

2001-t6l a beérkezett szervmintdkat: 1ép, mdj, tiidd, 31 esetben magzatburok, azonnal
feldolgoztuk, steril olldval és csipesz segitségével apréora vigtuk, majd eldorzsoltiik a szervenként
mintegy 1 grammnyi mintdt. Ezt 1 : 10 ardnyban 5 x antibiotikumos (Sigma) PBS-ben tovéabb
homogenizéltuk, majd felhasznalasig -80°C-on, 1,5 ml-es mikrocentrifuga csovekben taroltuk.

A virusizolalas sordn pozitivnak bizonyult szervmintdkndl a korabban ismertetett mdédon
ugyancsak meghataroztuk a virus infektiv titerét.
Leukocitik

Az EVA gyants, klinikai tiineteket (1az, 6démaképzddés, néhany nappal, héttel korabban
eléfordult vetélés) mutaté allatokbdl megkiséreltiik a virus kimutatdsidt a leukocitakbol: 2.8 %
trinatrium-citrat tartalma steril desztilldlt viz hdrom ml-nyi mennyiségéhez 5-10 ml teljes vért
vettiink az érintett allatbdl, majd tobbszori ovatos keverés utdn a mintat hiitéladaban, +4°C-on a
laboratériumba szdllitottuk. A mintdkat minden esetben azonnal feldolgoztuk: +20°C-on 30 percig,
400 x g centrifugdlis gyorsuldssal centrifugaltuk, majd a képz0dott fehérvérsejt réteget (buffy coat)
Pasteur iivegpipettdval elvalasztottuk a vorosvérsejt rétegtdl és egy uj, steril csObe pipettdztuk. Itt
steril desztillalt viz segitségével 40 masodperc hosszan ozmotikus sokknak vetettiikk ald a voros
vérsejteket, majd normalizdltuk az ozmotikus nyomadst, és a fehérvérsejteket 10 percig 200 x g
centrifugalis gyorsuldssal, +4°C-on centrifugédltuk. Az iiledékben 1évd fehérvérsejtet 1 ml steril
PBS-ben vettiik fel, majd felhasznédldsig —80°C-on taroltuk. 2001 és 2004 kozott 61 leukocita mintét
vizsgaltunk virusizoldlassal és PCR alapu virus nukleinsav kimutatdssal. 2001 és 2004 kozott 25
leukocitat vizsgaltunk virusizoldlassal és PCR alapu virus nukleinsav kimutatdssal.
Orrvdladék minta

A leukocitakkal egyidejlileg, a 1égzdszervi tiineteket (orrfolyas, kohogés, tiisszogés) is mutatd
lovakbdl orrvaladék mintdkat is gytjtottiink, +4°C-on széllitottuk, majd a laboratériumban vortex
segitségével a vattatamponrdl a sejteket a szallitéfolyadékként szolgdlé 5 x antibiotikumos PBS-be
raztuk. Az igy nyert vizsgdlati anyagot a felhasznalasig —80°C-on taroltuk. 2001 és 2004 kozott 25
orrviladék mintat vizsgaltunk virusizoldldssal és PCR alapt virus nukleinsav kimutatéssal.
Vizelet minta

A tovabbi 4 vizeletmintit az eddig leirt médon szallitottuk, 10 percig 200 x g centrifugalis

gyorsuldssal, +4°C-on torténd centrifugdlds utdn a feliiliszot elontottiik, és a fennmarad6 1,5 ml
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tiledéktartalmu vizeletet felhasznaldsig -80°C-on taroltuk, vizsgalatuk virusizoldldssal és PCR alapu
virus nukleinsav kimutatéssal tortént.
Sejttenyészetek

Vizsgdlataink kezdetén Osszesen hét kiillonbozd sejtvonalat prébaltunk ki a virus izoldldsa
céljabol: BHK-21 (horcsog vese), ED (16 bor), EEL (embrionélis 16 tiidd), MDBK (szarvasmarha
vese), PK-15 (sertés vese), RK-13 (nyul vese), VERO (zoldmajom vese), valamint két tiléld
szekunder és tercier sejttenyészetet is bevontunk kisérleteinkbe: borju here és 16 vese hamsejteket.
Az elOzetesen, a sejtfogékonysdg eldontésére szolgdld kisérleteink eredményeinek
figyelembevételével, mintdink donto részét két sejtvonalon izoldltuk: BHK-21 és RK-13 sejteken. A
sejttenyészeteinket 24 lyukd, steril milanyag sejttenyésztd lemezeken (Greiner, Frickenhausen,
Németorszag) szaporitottuk. A szaporité tdpfolyadék 5%, a fenntarté tdpfolyadék 2% ujsziilott
kolosztrummentes borjisavét (Mezohegyes) tartalmazott.

Virusizoldlas

2000-ig minden mintat hagyomanyos modon, csovekben tenyésztett RK-13 sejtvonalbodl
késziilt, egyrétegli sejttenyészetre, adszorpcids technikdval, vagy sejtszuszpenzidba oltottunk. 2000
februdrjatol az elobb emlitett hagyomdnyos virusizoldldsi technika mellett, majd e helyett,
muianyag, tenyésztd lemezeken elszaporitott, 24 Ords, egyrétegli sejttenyészetekre oltottuk a
vizsgalati mintdinkat. Ett6l kezdve az EAV izoldlasdt az OIE Manual 2000 ajanldsa alapjan
végeztilk, mely Timoney (1986) és Ostlund (1997) mddszerét irja le, kiegészitve egy, csak nagy
altalanossagban és csak az ondomintdkra megadott, ultrahanggal torténd mintakezelési eljarassal
(OIE 2000).

Mintédink koziil az ondomintdk kivételével, minden esetben megkiséreltiik a virusizoldl4st.
Valamennyi alkalommal a mintdkat 5000 x g gyorsuldssal, 10 percig, 4°C-on centrifugaltuk, majd 1
: 10 és 1 : 100 (-1 és -2 1g) higitdsokban oltottuk a sejttenyészetekre, melyeket eldzetesen jsziilott
kolosztrummentes borjusavét (fetal calf serum: FCS) nem tartalmazoé tdpoldattal (Eagle minimal
essential medium: EMEM Sigma) mostunk. Az inkubdci6t itt is 1 6rdig, 37°C-on, 5% széndioxid
tartalmu, tdltelitett paratartalmd termosztitban végeztilk, majd az inokulum pipettdval torténd
eltavolitdsa utdn az Osszes beoltott sejttenyészetet félig folyékony, 0,75% végkoncentracioju, 3000
centipoise (cps) viszkozitdsu, karboxi-metil-celluléz (Sigma) tartalmu, tdpfolyadékkal fedtiik.

Az els6é 100 ondéminta esetében 3 x 15 madsodpercig, jégfiirddben 15 kHerz frekvencidju
ultrahanggal kezeltik a vizsgédlati anyagokat, melyeket két ultrahangozas kozott 2 percig
jégfiirdében visszahiitottiink. Ezzel parhuzamosan ultrahanggal nem kezelt ondomintdkkal is
elvégeztiik a virusizoldlast. Ezt kovetden centrifugdlds utan (5000 x g 10 perc) 1gjo alapd higitasi

sort készitettiink és a -1, -2, -3 higitdsokkal az el6bb emlitett mddon fertdztiik sejttenyészeteinket.
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2001-t6l RK-13 sejtvonal helyett BHK-21 sejtvonalat hasznaltunk. A tovabbi ondomintdk esetében
csak a PCR moddszerrel EAV pozitiv mintak virusizolalasat végeztiik el.

Az izolédlt virusok fiziko-kémiai tulajdonsdgait a nemzetkdzi gyakorlatban alkalmazott
probakkal hataroztuk meg (Mayr és mtsai, 1974). Roviden: nukleinsav tartalmuk azonositdsara a
dezoxiribonukleinsav (DNS) gatldsi probat alkalmaztuk, a fenntarté tapfolyadékhoz 5-fluor-dezoxi-
uridint (FUDR, Fluka) adva 100 ug/ml végkoncentraciéban, mig azt, hogy az izolatum burkos vagy
nem burkos virionokat tartalmaz-e kloroformkezeléssel (Sigma) dontottiik el. 20% mennyiségli
kloroformot adtunk a virusszuszpenzidnkhoz, 1 6rdig + 4°C-on taroltuk és tobbszor 0sszerdztuk a
keveréket, majd 3000 x g centrifugalas utdn a feliiluszébol 50-50 pl-nyi mennyiséget fogékony
sejttenyészetre oltottuk. Amennyiben az izoldtum burkos, RNS virusnak bizonyult, szeroldgiai
azonositdsa virusneutralizacids prébaval (neutralizaciés index szamitds) tortént. Pozitiv savoként
magyarorszagi, magzati korban dthangoldédott kolosztrumot még nem kapott, Gjsziilott csiko savéjat
hasznaltuk.

4.2.2. Eredmények

Osszesen 583 mintdab6l 41 EAV izoldtumot tudtunk elszaporitani vagy BHK-21 vagy RK-13
sejttenyészeten. A 349 esetben parhuzamosan elvégzett PCR virusnukleinsav kimutatdssal 46 EAV
pozitiv mintat taldltunk. A kiillonb6z6 direkt viruskimutatasi eljardsokkal 47 mintdt értékeltiink
pozitivnak. A fennmarad6 6 mintdbdl kettd, vetélt magzatok szervmintdibol szarmazott, melyeket 2
illetve 4 év hosszan -20°C-on taroltunk a virusizoldlds megkisérlését megeldzden. A tovabbi négy
ondéminta koziil egy nem tartalmazott elegendd mennyiséget a virusizoldlashoz (200 pl), egyet 9,
egyet pedig 2 évig -80°C-on taroltunk, egy PCR pozitiv mintdbdl pedig ismételten sem sikeriilt
virust izolalni.

Az azonnal feldolgozott mintdk (213 db) koziil két mén onddvizsgédlatanal mutatkozott eltérés a
virusizoldlds és a PCR eredménye kozott (99,06% korreldcid): egy alkalommal, az eldbbivel
sikeriilt virust izoldlnunk, amit a megismételt PCR vizsgélattal sem tudtunk az eredeti mintanal
igazolni, de a sejttenyészeten elszaporodott virus nukleinsav PCR-rel mdr kimutathat6 volt. Az egy
hénap mulva ismételten, ugyanattél az allattél bekiildott ondomintdbdl mar mindkét mddszerrel
kimutathaté volt a virus, illetve annak nukleinsava. A masik esetnél a PCR moddszer mutatkozott
érzékenyebbnek, a megismételt mintavételt kovetben mar a virusizoldlas is sikeres volt az
ugyancsak eredményes nukleinsav kimutatds mellett (PCR).

2001-t6l 2004-ig 112 szeropozitiv mén ondomintdjabol 40 esetben arteritis virust, mig egy
alkalommal EHV-1 virust izoléltunk a félfolyékony tdpfolyadék alkalmazasaval. EAV esetében a 2.
naptdl eldszor éltaldban a sejttenyészetek széli részén, 1-2, csupan 5-15 lekerekedett sejtbdl allo
plakk volt megfigyelhetd, melyek iddvel, az elvéltozott sejtek szdmanak novekedésével nagyobb

kiterjedéstiek lettek, a 4. nap utdn egymadsba értek, de dontd tobbségiik nem okozott 100% CPE-t a
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6. napon sem. A kiilonb6z6 izolatumok plakkforméld képessége egymastol eltért, egyes mintdk
gyengén szaporodd, masok valamivel kifejezettebb CPE-t eredményezd €s gyorsabb sejtkdrosodast
el6idézo virusokat tartalmaztak. A késObbiek sordn genetikailag csoportositott virusizoldtumok és
azok sejtkarositd hatdsa kozott 6sszefiiggést nem taldltunk.

Az els6 18 EAV izolatum esetében elvégeztiik az ultrahanggal kezelt és nem kezelt mintdk
izolélasi eredményességére vonatkoz6 dsszehasonlitd vizsgalatokat is. Félfolyékony tapfolyadékkal
fedett sejttenyészeten az ultrahanggal nem kezelt PCR pozitiv ondémintdk koziil virusizoladlassal
mindossze 2 bizonyult pozitivnak (11.11%), mig az ultrahanggal kezelt PCR pozitiv mintdk koziil
mind a 18 (100%).

Az ugyanezen mintdknal hagyoményos (nem félfolyékony tdpfolyadékot alkalmazd) izoldldsi
technikdval tortént virusizoldlds eredménye teljes mértékben negativ volt, sem a BHK-21, sem az
RK- 13 sejteken nem tudtunk jol kivehetd, hatarozott plakkokat mutaté CPE-t észlelni. Hat esetben
csupdn a sejttenyészetek gyorsabb dregedése, egyes sejtteriiletek felritkuldsa volt megfigyelhetd a
2.-tdl 6. napig, jelezve a sejttenyészetekben esetleg végbemend virusreplikaciot.

A retrospektiv médon vizsgélt, 1994 €s 2001 kozott szeropozitiv ménekbdl gylijtott és azdta -
80°C-on tdrolt, 15 ondéminta virusizoldldssal torténd vizsgélatakor csupdn két esetben sikeriilt a
virust izoldlnunk. Azokban az esetekben, amikor a minta beérkezését kovetden harom napon beliil,
az OIE éltal ajanlott moédszer szerint elkezdtiik a virusizolaldst, az elsé leoltds utdn 5 nap mulva a
sejteket lefagyasztottuk, és 2 évvel késobb, az els6 vakpasszdzzsal folytattuk a munkaét.

Az egyszer mar virusiiritonek bizonyult mének egymadst kovetd években tortént onddvizsgalata
sordan 3 ménnél tapasztaltuk a virusiirités abbamaradasét, ezen allatok koziil tovabbi két esetben a
virusiiritést kovetd masodik évben sem tudtunk ondoéikbol EA virust izoldlni, a harmadik méntdl
tovabbi mintat nem kaptunk. Ez az 0sszes, legaldbb két évig ellendrizhetd mén 33,33%-a volt.

A 2001-2004 kozotti idében 154 vetélt l6magzat szerveit virusizoldlassal vizsgédlva egyetlen EA
virust sem mutattunk ki, ezzel szemben viszont ugyanezen mintdkbol 20 esetben izoléltunk 16
herpeszvirust (equine herpesvirus 1, EHV-1).

A retrospektiv médon 4 évre visszamendleg (1998-2001-ig) 42 arteritis megbetegedésre gyanus
kanca elvetélt magzatinak €s magzatburkdnak, valamint tjsziilott korban elhullott csikoknak
mélyhiitdben tarolt mintdit is vizsgaltuk, és 2 esetben sikeriilt arteritis virust izoldlni a félfolyékony
tdpfolyadék alkalmazasdval. Az egyik esetben egy Ujsziilott csikd generalizdlt kérformat mutatva
életének 4. napjan pusztult el (Szeredi és mtsai, 2003). A masik izoldtum tomeges vetélési hullamot
kivalt6 EVA jarvanybdl szarmazott (Hornydk és mtsai, 2001). A magzatbdl és 1jsziilott csikdbol
izoldlt virus CPE hatdsa erdteljesebbnek mutatkozott az onddémintakbodl izoldlt virusokénal,

gyorsabb plakképzddést €s mindkét esetben 100%-os sejtkdrositd hatast okozott.
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Az elsé tiz pozitiv ondominta, valamint a lémagzat és a csikd szerveinek titrdlassal
meghatarozott virustartalmat a 3. és 4. tablazat tartalmazza. Az ujsziilott, négynapos korban
elhullott csiké tiidejében a virustiter 10>* TCIDso/ml, 1épében 10** TCIDsy/ml, mdjédban 10"
TCIDsy/ml volt, mig a vetélt magzat esetén a tiidében 10"® TCIDsy/ml, a 1épben 10"* TCIDsy/ml

virust mutattunk ki.

3. tablazat: Az izolalt EA virusok foldrajzi megoszlasa, a virus titere és az izoldlas datuma (A :

ondéminta, M : magzat, U: Ujsziilott csikod

torzs | Virusizolalas virustiter (1g;o/ml) Megye
datuma

Al 2001 3,8 Békés

A8 2001 2,4 Fejér

Al3 2001 1,6 Somogy

Al6 2001 4,0 Budapest

Al19 2001 4,0 Budapest

A49 2001 1,6 Bacs-Kiskun

A50 2001 3,2 Bacs-Kiskun

A58 2001 34 Veszprém

A72 2001 3,8 Baranya

A81 2001 3,8 Fejér

A82 2001 Gyor-Sopron

A95 2001 Pest

Alll 2001 Fejér

A142 | 2001 Baranya

Al43 2001 Zala

Al147 2001 Heves

A170 1997 Békés

A172 | 2002 Komdrom-Esztergom

A189 2002 Heves

A197 2002 Fejér

A204 1994 Heves

A215 2000 Zala

A216 | 2000 Fejér

A239 | 2002 Budapest

A243 2002 Bacs-Kiskun

A269 | 2003 Zala

A294 2003 Wiener-Neustadt

M19 2000 1,6 Pest

M20 2000 Heves

M72 1998 Zala

U73 2000 34 Bacs-Kiskun
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4. tablazat: Az EAV pozitiv szervek virustitere, 10-es alapu logaritmusban, 1 ml-re vonatkoztatva

szervek
minta jelzése tudo 1ép vese mayj
M19 1,6 1,4 - .
U73 3.4 2,2 1.8 -

A fenti mintdk mellett megvizsgalt, -80°C-on tdrolt 25 orrvaladék-, 61 fehérvérsejt- és 4 vizelet
mintabdl virust nem tudtunk izolédlni. Ugyanezen mintdkndl kordbban a beérkezéstdl szamitott 24-
72 6ran belill hagyomédnyos médon kisérelve meg a virusizoldldst ugyancsak valamennyi esetben
negativ eredményt kaptunk mind az orrvdladék- mind a fehérvérsejt- mind a vizeletmintdk esetében.

A kapott mén ondoémintdkbodl szarmazo6 izolatumok ellendrzése soran az emlitett egyetlen EHV-
1 izolatum kivételével valamennyi CPE pozitiv minta EAV torzsnek bizonyult.

A Magyarorszagon izoldlt EA virusok foldrajzi megoszldsat és az izoldlds datumat a 3.

tdblazatban, a mintaforrasokat és azok mennyiségeit az 5. tablazatban foglaltuk 6ssze.

5. tablazat: Az izolalt virusok mintaforrdsai

Osszes | EAV pozitiv | szazalék (%)
mének 280 27 9,64
vetélt magzatok | 177 3 1,69
ujsziilott csiko 19 1 5,26
leukocita 61 - -
orrvaladék 25 - -
vizelet 4 - -

4.2.3.Megvitatds

A léarteritis virus (EAV) Magyarorszdgi jelenlétének észlelése 6ta (1974 OAI évkonyv)
rendszeresen és célzottan probéltuk izoldlni a hazai allomdnyokban el6forduld torzseket, de
kisérleteink tobb éven at nem vezettek eredményre. A ’80-as évek kozepétdl egyre nagyobb
szdmban végzett szeroldgiai- és a '90-es évek kozepétdl mind gyakrabban alkalmazott PCR

modszerrel torténd virusnukleinsav kimutatds azonban nyilvanvalova tette, hogy a fert6zottség
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hazankban meglehetdsen gyakori. A fert6zés terjedését és a virus allomanyon beliili
fennmaraddsanak okat illetden két egymast ,kiegészitd” fertézési mod jatszik szerepet. Az
allomanyban endémidsan jelenlévd, aktiv fertdzés elsOsorban aerogén tton, az orr-garatiiregben
elszaporodo és onnan iiriil virus révén terjed, a veneredlis fertdz0dés ez esetben csak masodlagos
jelentdségli. Az aerogén fertdzés terjesztésében barmely kord és ivard (rovid iddtartamu
virushordozd) 16 szerepet jatszhat (Nowotny és Biirki, 1992). Ezzel szemben a jarvidnymentes
iddszakban a virus dllomédnyon beliili fennmaraddsdban a tartésan virushordozé és virusiiritd ,,long
term carrier” mének jatszanak dontd szerepet (Timoney és mtsai, 1986, 1987).

Az elmult években egyre siirgetobb formaban meriilt fel az igény mind a 16tartok mind pedig a
16-egészségiigyért felelos szakemberek korében az EAV elleni hatékony védekezésre és a
diagnosztika fejlesztésére. Ennek megfeleloen mar évekkel kordbban nagy jelentdséget
tulajdonitottunk a hazai arteritis megbetegedéseknek, azokb6l minél hamarabb szerettiink volna
virust izoldlni. A védekezés legfontosabb kérdése a fert6zési lanc megszakitdsa melynek elsd és
alapvetd lépése a tartdésan virusiiritd mének felderitése. A szeropozitiv mének virusiiritésének
ellendrzését onddvizsgdlattal végezziikk. Az ondémintdk EAV tartalmdnak meghatarozasara két
modszert alkalmaznak, az egyik a virusizoldlds, a masik a PCR.

A vizsgalati anyag virustartalmanak kimutatdsdra az arany szabvany (az un. ,,golden standard”)
modszer a virusizoldlds. Ez pozitiv esetben 5-10 napot, negativ esetben 10 napot vesz igénybe az
altalunk alkalmazott félfolyékony tdpfolyadék modszerrel. A félfolyékony tdpfolyadék
megakaddlyozza a virussal fertdzott sejtek kivalasat a sejtgyepbdl, €s ezaltal eldsegiti az EAV
sejtrol sejtre terjedését és ezzel a helyileg kialakul6 sejtkédrosité hatdsok (plakkok) lathatéva valasat.
Az izolélast (vagyis a kérokozd in vitro elszaporitasit €s azonositasit) jelentdsen felgyorsithatja
monoklondlis ellenanyagok alkalmazasa peroxiddz enzimhez kapcsolt virusfehérje kimutatas
(peroxydase linked assay = PLA = peroxidaz festéssel torténd virusantigén kimutatds egyrétegii
sejttenyészeten) modszerrel (Little és mtsai, 1994), mellyel a virusantigén a fixalt sejttenyészetbdl
mar 24 6rdval a beoltds utdn immunhisztokémiailag kimutathat6

Az EAV virusizoléldsi nehézségei koziil 6t tényezd érdemel emlitést.

I. A minta az onddvételt kovetden csak néhdny o6rdig alkalmas fertézoképes virusok
kimutatdsdra.

2. Az onddéminta hialuronsav tartalma miatt rendkiviil toxikus a sejttenyészetekre: 10"
higitasban a mintak 66%-a, 107 higitdsban a mintdk 8%-a kérositja aspecifikus médon a beoltott
sejteket.

3. A kereskedelmi forgalomban kaphaté RK (rabbit kidney) sejtvonalak szinte mindegyike
fertozott a borjak virusos hasmenésének (bovin viral diarrhea = BVD) virusdval. Ez az izolatumok

genetikai tisztasdgdnak romldsa mellett a sejtvonalak fenntartdsdban is nehézséget okoz.
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4. A sejtvonalak egy része ausztrdl és amerikai szerzOk szerint nem fogékony a virusra
(Huntington 1990), vagyis a CPE az adszorpci6 és penetrdcié elmaraddsa miatt nem észlelheto a
beoltott sejttenyészeteknél.

5. A virustorzsek szerotipusa ugyan egységes, de virulencidjuk jelentdsen eltérhet egymastol,
igy a CPE nem minden virusizolatum esetén elég markans ahhoz, hogy észrevehetd legyen. Ezért a
szakemberek Ujabban virusizoldldsra az un. plakk modszert javasoljak (félfolyékony
tapfolyadékkal), mely a hagyomdnyos eljarasokndl bonyolultabb. Csak ezzel a mddszerrel sikeriilt
nekiink az elmult esztenddkben 41 esetben virust izoldlni.

A fenti nehézségek miatt a viruskimutatds masik, alig 15 éves multra visszatekintd, de jelenleg
rutinszerlien alkalmazott mdodszere a PCR széles korben és robbandsszerlien terjedt el. Ennek a
modszernek az alkalmazdsat a kovetkezd fejezetben irjuk le. Mig a PCR mddszer énmagédban
alkalmatlan a vizsgalt mén virusiiritd stituszdnak meghatarozasara (Beldk és mtsai, 1994), addig a
virusizoldlds mindig infektiv, azaz é16, replikdciora alkalmas viruspartikuldkat mutat ki, és igy a
vizsgalt dllatndl a virusiirités ténye sikeres izoldl4s esetén bizonyitottnak tekinthetd.

Tovédbbi elony, hogy a mintdban esetlegesen jelenlévd egyéb virus(ok) szintén vagy
kozvetleniil, a sejtkdrositdé hatdsuk révén, vagy kozvetett mddon, immunhisztokémiai,
immunfluoreszcens, mddszerrel kimutathatok az inokuldlt sejttenyészetekbdl.

A virusizoldldas 1évén az egyik legérzékenyebb modszer, érzékenységben szinte mindig
felilmulja az egyéb, direkt viruskimutatdson alapuld eljarasokat (PCR, nukleinsav- hibridizacio,
antigénkimutaté ELISA, IF, AGID, HA teszt), ezért a szakemberek a direkt mdédszerek ,,golden
standard”-jaként is szoktdk emliteni. Szemben a PCR mddszerrel, a virusizoldlds esetén ismeretlen
fogalom a tulzott érzékenység kovetkeztében jelentkezo fals pozitivitas is.

A félfolyékony tapfolyadék alkalmazasa nélkiil a virus CPE sokkal nehezebben vagy egyaltaldn
nem észlelhetd, mert a kdrosodott sejtek koran kivdlnak az egyrétegii tenyészetbdl. Megfigyeléseink
szerint a kiilonb6z6 eredetli sejttenyészetek eltéré EAV iranti fogékonysdga mellett elsdsorban
ezzel magyarazhaté a hazai virusizolalas korabbi sikertelensége az arteritis virussal kapcsolatban.
Az ultrahang alkalmazdasa rendkiviil fontos volt szdmunkra a jarulékos nemi mirigyek hdmsejtjeinek
feltardsdban és az EAV kiszabaditisdban az ondomintdk virustartalmanak vizsgéalatakor.
Amennyiben az optimdlis iddintervallumot ¢&s frekvencidt alkalmazzuk, Ugy a héamsejtek
karosoddsat nem, vagy csak minimdlis mértékben koveti az EAV kédrosodasa. Az ultrahangozas és a
félfolyékony tapfolyadék hasznalataval az izoldlas lényegesen hatékonyabbd valt, mert az
ultrahanggal nem kezelt ondémintdkbdl szamottevden kisebb ardnyban izoldlhat6 az EAV.

A kiilonboz6 gazdadllatbdl szarmazo sejtvonalak eltéré modon fogékonyak az EA virusra. Sajat
tapasztalataink szerint elsdsorban két tényez0 jatszik igen jelentOs szerepet a EAV sejttenyészetben

val6 replikdcigjandl: a vesesejtek slirlibb denzitdsuak, tomorebb dllomanyuk kdvetkeztében a sejtrdl
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sejtre torténd virus terjedés jobban érvényre jut, mint a ritkdbb heresejteken. Részben ezzel
magyarazhato, hogy a szekunder és tercier borju here sejtekben rendkiviil lassan, esetenként csak 10
nap utdn alakult ki CPE. A masik tényez6 a sejtek novekedési erélye, mely bizonyos tipusu
sejteknél gyorsabb: ED, EEL, PK-15, mdsokndl mérsékeltebb: BHK-21, RK-13. A mérsékelt
novekedési erély fontos a birdlé szdmdara, mert az inokuldciét kovetd elsé 24 6raban, a virus altal
elpusztitott sejtek helyén gyakran Uj sejtpopuldcié szaporodik el az intakt, ép sejtekbdl, mely
elfedheti a virus altal okozott kértételt. Ennek oka az, hogy az EAV sejtrdl sejtre terjedése eddig
még nem tisztazott ok miatt hosszabb id6t vesz igénybe, mint a virussal fert6zott sejtek kivaldsa a
sejtgyepbOl. Az altalunk haszndlt sejtvonalak koziil kiilonosen az ED sejtek ezért teljesen
alkalmatlanok voltak az EAV izoldlasdra. A BHK-21 és az RK- 13 sejtek nem hajlamosak a mér
elpusztult és levalt hamsejtek helyére beszaporodni, igy mér a 2., 3. napon jol lathaté volt a
sejtlekerekedés az érintett teriileteken. Az RK-13 sejtvonalak perzisztens BVD fertdzottségét egyes
szerzOk (Edwards és mtsai, 1998) eldnyként tlintetik fel az EAV elszaporoddsdnak folyamatédban. Itt
valdszinlileg az egy virussal val6 fert6zottség még nem indukdl litikus kdlcsonhatést, de a mésodik,
az EA virus egyidejl jelenléte a sejtben mar citolizishez, és igy lathat6 CP hatashoz vezet. Az itt
leirtak figyelembevételével alakitottuk ki alldspontunkat, hogy a tomegmunkat jelentd, nagyszamu
ondomintabdl torténd virusizoldlast csak két, a fent leirt sejtvonalon végezziik el.

Az EA virus izoldlhat6sdgat az alkalmazott, specidlis mintakezelés, és sejttenyészet mellett igen
jelentdsen befolyasolja a minta taroldsi hdmérséklete, illetve a tarolds sordn a virust éré egyéb karos
hatdsok. Mintdink jelentds részébdl nem sikeriilt virust izoldlani, bar szeroldgiailag, illetve
nukleinsav kimutatatdssal bizonyithaté volt a virus jelenléte az adott mintdkban. Osszefoglalva
tapasztalatainkat lefrhatjuk, hogy a mintdk -20°C-on taroldsa mar rovid id6n beliil az EA virus
degradicidjahoz vezetett (2 év), és ezért infektiv partikuldkat izoldlni még abban az esetben sem
tudtunk, amikor PCR médszerrel a virus nukleinsav meghatdrozott szakasza még megsokszorozhat6
volt. Az ondémintdk esetében még feltlindbb volt a fagyasztas karos hatdsa, még -80°C-on, 2 évig
tarolt mintandl is csak 50%-ban voltunk eredményesek, a 9 éves mélyfagyasztast egyik PCR pozitiv
mintdnk sem élte til. Osszegezve elmondhaté, hogy a rendszerint nagy mennyiségben EAV-t
tartalmaz6 ondémintdknal is 50% ra csokkenti a virusizoldlds esélyét 2 év mélyfagyasztés, a -20°C-
os tarolds esetén pedig a virus tudlélése csak hdénapokban mérhetd, de 2 évnél mindenképpen
kevesebb.

Osszehasonlitva a virusizoldldst a PCR médszerével, vizsgdlatainkndl megéllapithat6 volt, hogy
a frissen feldolgozott mintdk esetében a két mddszer érzékenysége kozel azonos volt, egyetlen
mintdnal tiint érzékenyebbnek az eldbbi, egy masikndl viszont sikertelen volt az izolaldsi kisérlet
szemben a pozitiv PCR eredménnyel. Mindkét moddszer taldlati ardnya 41/42, a retrospektiv

vizsgalatok vonatkozdsiban viszont a PCR mddszere a megbizhatébb (1/5). Ennek magyarizata
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abban rejlik, hogy a PCR mddszerrel szemben a virus izoldldsdhoz mindig infektiv virionokra van
sziikség, az inaktivalt virus mar nem tudja elkezdeni replikacids ciklusat a sejtben.

A mének egy része mar a kovetkezd tenyésztési szezonban megsziintette EA virusiiritését, igaz
tobbségiik évekig virusiiritd maradt. Ez a tény jelzi annak fontossagat, hogy a jovOben vizsgalni kell
a vakcindk hatdsat a mének virusiiritésére: varhaté-e, hogy a vakcindzott mén révidebb ideig marad
virushordozé és iiritd, mint nem vakcinazott tarsai? Ez a kérdés kiilonosen akkor valik fontossa, ha
tekintetbe vessziikk, hogy a vizsgélatainkba vont mének 66,7 %-a tobb évig is perzisztens
virushordoz6 maradt, és egyes mének 3, illetve 5 évig is folyamatosan iiritették onddjukkal az EA
virust.

A vetélt I6magzatok szerveinek virustartalma rendkiviil alacsony, ezt a virusizoldlds mellett més
vizsgalatokkal is igazoltuk (Id. a kovetkezd fejezeteket), lényegesen tobb virust tartalmaznak
viszont az Ujsziilott korban, EVA kovetkeztében elhullott dllatok egyes szervei (Szeredi €s mtsai,
2003).

Az EAV pozitiv magzatok szerveinek virustartalom meghatdrozasa a kevés adat ellenére is
egyértelmiivé teszi, hogy magzati és Ujsziilott korban egyaréant a tiidd a virus elsészamu célszerve.
Ezt koveti a 1ép, majd a vese, de itt mar a kimutathatésdg hatardn van a virus mennyisége, a m4j
pedig mindkét dllatndl negativ volt. PCR mddszerrel valamivel jobb eredményeket kaptunk (Id.
PCR fejezet), de az onddémintdk titeréhez viszonyitva a szervekbdl kimutatott titerek nagyon
alacsonyak, jelezve azt, hogy a virus kiilondsen a vetélt csikok esetében, igen kis mennyiségben van
jelen az dllatban, mivel a vetélés mechanizmusdban a dontd szerepet a méh simaizomzat
arterioldinak elfajulésa, és az ezt kovetd magzati tdpanyagellatasi zavar jatsza, €s nem a virusnak a
magzatban okozott kartétele.

Az egyéb mintdkbol torténd virusizolalas sikertelensége nem elsdsorban a modszer hibajanak,
vagy az egyéb testvdladékok alacsonyabb EA virustartalmanak tulajdonithat6ak, hanem azzal a
ténnyel magyarazhatdk elsdsorban, hogy hazankban gy tiinik az EVA jelentéségének a megitélése
periodicitast mutat. Mig az 1998-2000-ig terjedd idészakban néhdny l6tartd telepen tébb izben is
észleltiik a virus jelenlétét mind szeroldgiailag, mind a direkt viruskimutatds moédszereivel, addig
2000 utan csak ondémintdkban sikeriilt a korokozét megtalalni.

Végiil meg kell emliteni azt a mellékleletként jelentkezd eredményt, hogy a 2000 és 2004
kozotti idoszakban magzatokbdl izolélt 4 EA virussal szemben a feldolgozott mintdkbdl 20 EHV-1
virust mutattunk ki, ami azt jelzi, hogy hazdnkban a lovak herpeszvirus okozta vetélésének egy
nagysagrenddel nagyobb jelentdsége van jelenleg, mint az EAV kartételének.

Osszefoglalva: hazdnkban az elmilt idészakban, megfeleld eljarasokat alkalmazva, 41 EA virust
sikeriilt izoldlnunk, és igy megteremtettiik a lehetdségét annak, hogy molekuldris bioldgiai

modszerekkel ezeket a torzseket genetikai vizsgélatoknak vessiik ala.
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4.3 A referens Bucyrus torzzsel reagalé monoklonalis ellenanyagok eloallitasa
4.3.1. Anyag és modszer
Koncentrdlt és tisztitott EAV szuszpenzio elédllitdasa

A referens Bucyrus virustorzset (Doll €és mtsai, 1957) melyet Prof. F. Biirki
(Veterindrmedizinische Universitidt Wien) bocsatott a rendelkezésiinkre egyrétegii, forgatott RK-13
sejttenyészeten szaporitottuk el, igy hogy 0.01 TCIDs, virus/sejt multiplikdcids index (multiplicity
of infection, moi) ardnnyal fertdztiik a sejteket, €s amikor a CP hatés elérte, illetve meghaladta a
90%-ot akkor arattuk a virust, melyet a felhaszndldsig -80°C-on tdroltuk.

A virusszuszpenziot két részre osztottuk és egyik felébdl jégfiirdoben tartott Freon 113 és 2,5 %
Sephadex G200 (Sigma Aldrich Co., St Luis, MO, USA) oldatokkal Balasuriya (1993) médszere
szerint kivontuk a virust. A vizes fazist 11% (wt/wt) céziumklorid (CsCl) péarndra rétegeztiik és
120 000 x g gyorsuldssal, 4°C-on, 4 6ran &t centrifugaltuk. A virus pelletet 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA és 50 mM Tris-HCI pH 7,5 (NET) pufferben vettiik fel, és 3 x 20 masodpercig jégfiirdoben,
15 kHz frekvencidval ultrahangoztuk, a koztes idoben 2-2 percig visszahiitottiik, majd 11-33%-os,
folyamatos CsCl gradiens kdzegben 104 000 x g erével, 17 6réan keresztiil (egy éjszakén 4t), 4°C-on
ultracentrifugdltuk. A tisztitott virust NET pufferben reszuszpendéltuk, és az infektiv titerét RK-13
sejtvonalon, Reed-Muench mddszere alapjan meghataroztuk. Ezzel a virusszuszpenzidval Balb/c
egereket immunizaltuk.

A kiindulaskor kettéosztott virusmennyiség mdsik részét alacsony fordulatszdmon
sejtmentesitettiik, majd 0,22 pm pérusnagysagu sziirdvel sziirtiik és 30%-os, (wt/wt) cukorpdrnan,
80 000 x g erdvel, 5 6rdn keresztiil, 4°C-on ultracentrifugaltuk. A virus pelletet NET pufferben
reszuszpendaltuk, és PBS-sel szemben, a PBS-t hdromszor cserélve, 48 6rdn 4t dializaltuk, hogy a
cukort6l megszabaduljunk. A tisztitott virus infektiv titerét RK-13 sejtvonalon, Reed-Muench
modszere alapjan meghatéaroztuk €s -70°C-on taroltuk
Monoklonadlis ellenanyagok elodllitdsa

Az immunizaldshoz 6t 8 hetes, ndstény Balb/c AnN Crl BR egeret (Charles River, Wilmington,
Massachusetts, USA) hasznaltunk. A CsCl gradiens tisztitott Bucyrus virust fiziologias sdoldatban,
1 : 2 ardnyban higitottuk és 250 ul komplett Freund adjuvanssal (Sigma Aldrich Co., USA)
emulgedltuk. Az egereket a hasiiregiikbe (i. p.) oltottuk 25 pl, 50 ul, 100 ul, 200 pl és 250 pl

emulzidval, és az ivoviziikbe Aldasy1® (Europharma, Budapest, Magyarorszdg) immunstimuldnst
(Szigeti és mtsai, 1998) adagoltunk.

Az els6 immunizéldst kovetden 4 és 9 héttel, a virusszuszpenziét inkomplett Freund
adjuvénssal (Sigma Aldrich Co., USA) emulgedlva, az egereket i. p. ismételten ugyanazokkal a
doézisokkal oltottuk. Az els6 immunizédlds 13., és a masodik immunizalds 11. napjan vérmintakat

vettiink és a vérsavok ellenanyag titerét immunperoxidase monolayer assay (IPMA) modszerrel
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(Markussen és mtsai, 1992) és VN teszttel meghataroztuk. Az utolsé immunizélds utan, a legjobb
ellenanyag valaszt mutat6 egeret intravéndsan oltottuk fizioldgids sdoldattal 1 : 2 ardnyban higitott
virusantigénnel. Harom nappal késobb az egeret elaltattuk és a 1€pét steril koriillmények kozott
eltavolitottuk. A 1épbdl kivont lymphocytdk fizigjat Sp2/0-Agl4 egér myeloma sejtekkel (Starick
és mtsai, 2001) (American Type Culture Collection, Manassas, VA USA), savé mentes RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) tdpfolyadékban oldott 50% polyethylene glycol-1500 (mindkettd
a Sigma Aldrich Co., USA) jelenlétében tortént. A kapott hibrid sejteket HAT [hipoxantin (136
pg/ml), aminopterin (0,19 pg/ml), timidin (3,88 pg/ml)] tdpoldat (Sigma Aldrich Co., USA)
segitségével szelektdltuk. Két héttel a fizid utdn, a sejt feliiliszokat indirekt ELISA szeroldgiai
vizsgalattal teszteltiik. A tovdbbi vizsgdlatokban haszndlt két klont (1H1 és 4G6), melyeket az
IPMA és a VNT eredménye alapjan véalogattunk ki, kétszer klénoztuk a véghigitds modszerével. A
sejteket elszaporitottuk, majd ezeket haszndlva Mini Perm bioreaktorban (Heraeus Instruments
GmbH, Hanau, Németorszag) ellenanyagokat éllitottunk eld .
A hibridoma feliiliszok ellendrzése indirekt ELISA modszerrel

ELISA tesztiinkben a CsCl gradiens ultracentrifugdldssal tisztitott Bucyrus virust hasznéltuk
antigénként. Az antigén munkahigitasat annak karbonét pufferben (pH 9,6) és PBS-ben (pH 7,2)
tortént titrdlasdval hatdroztuk meg. Az antigént karbonat pufferben (pH 9,6) higitottuk, majd 100 pl
mennyiségeket mértiink az ELISA lemezek (Analyzer Ltd., Budapest, Magyarorszag) minden
lyukdba. A + 4°C-on, egy éjszakan at tart6 inkubécid utdn, a lemezeket haromszor mostuk 0.05%
Tween-20 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) tartalmu fiziol6gids foszfatpufferrel (PBST),
majd az 1 : 2 ardnyban PBST-vel higitott sejt feliilisz6 100 pl mennyiségét bemértilk a lemez
lyukaiba. A lemezeket 37°C-on, 90 percig inkubdltuk, majd PBST-vel 5-szor mostuk. Ezt kdvetoen
100 pl, nyudlban termelt anti-egér IgG (Jackson Immuno Research Labs Inc., West Grove,
Pennsylvania, USA) konjugatum PBST-vel 1 : 2000-szeres higitasat mértiik be a lemezvajulatokba.
A 37°C-on, 90 percig tarté inkubécié utdn, a lemezeket ismét 5-sz6r mostuk PBST-vel, majd az
enzimaktivitast 100 pl/lyuk tetramethylene benzidint (TMB; Diavet Kft., Budapest, Magyarorsz4g)
tartalmazd szubsztratoldat hozzdaddséaval tettiik lathatova. A szobahdmérsékleten, 15 percig tartod
inkubdci6 utdn a reakcidt vdjatonként 50 ul 4N H,SO,4 hozzdadasaval éllitottuk le. Az értékeléshez
Multiscan Ms reader leolvasé késziiléket (Labsystems Oy, Helsinki, Finnorszag) alkalmaztunk, az
optical density (OD) értékeket 450 nm hulldmhosszon mértiik. Minden lemez tartalmazott negativ
kontrollt (10% FCS tartalmi RPMI). A kiértékelés sordn, a negativ kontrollnal legalabb 1,5-szer
nagyobb OD értéket mutaté hibridsejt feliilliszé mintdkat pozitivnak tekintettiik. A pozitiv

feliiluszokat vetettiik ala tovabbi vizsgélatoknak, melyeket az [IPMA és a VN probédkkal végeztiik.
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A monoklonadlis ellenanyagok izotipusanak meghatdrozdsa

A McAD izotipusdt az Ouchterlony féle immundiffuzids teszttel, a Mouse Monoclonal Antibody
Isotyping Reagents kit (Sigma Aldrich Co.) segitségével hatdroztuk meg a gyarto utasitisai szerint.
Egyrétegii sejttenyészet vizsgdlata peroxidazzal jelzett ellenanyagok segitségével (PLA)

100 TCIDsp/200 pl Bucyrus virussal fertézott és nem fertdzott RK-13 sejteket, 96 lyuki
mikrolemezen (Greiner; Frickenhausen, Németorszdg), 37°C-on, 1 napig inkubdltunk, majd
desztillalt vizzel 2 : 1 ardnyban higitott PBS-sel oblitettiik a lemezeket. Ezt kovetden, 3 ordig tartd
hofixalas (80°C) utdn, a fixalt sejteket PBST-vel oblitettiik. A sejtklénok feliilisz6ibdl tizes alapu
higitasi sort (10—104) készitettiink (higitoként 4% FCS tartalmi PBST-t hasznaltunk) és ebbdl
parhuzamosan 2 x 50 pul mennyiségeket bemértiink a lemez virussal fert6zott és nem fertdzott
lyukaiba. Az inkubéiciés i1d6 37°C-on 1 Ordig tartott. A lemezek mosdsa utdn, a sejtekhez
vajatonként 50 pl mennyiségben, torma-peroxiddzzal (horse radish peroxydase: HRPO) jelzett,
nyulban termelt anti-egér IgG konjugatumot (Sigma Aldrich Co., USA) adtunk, majd a lemezeket
37°C-on 1 6rdig inkubéltuk. Ujabb PBST-vel torténé lemezmosés utdn 50 pl szubsztrat oldatot (5
pH-j4, 200 pg 9-amino-3-etilkarbazol/ml és 0.03 % H,0,-t tartalmaz6, 200 mM néatrium-acetat
puffer) mértiink be a lyukakba. A reakciét 5 perc utdn ugy éllitottuk le, hogy a szubsztratot
kicseréltiik 300 pl desztillalt vizre. A probat pozitivnak értékeltiik, ha az EAV fert6zott sejtek
citoplazmdja barnds-vorosre szinezddott ellentétben a virus negativ kontroll sejtekkel, melyek
elszinez6dést nem mutattak. A virus negativ kontroll sejtek elszinezédése nem EAV specifikus
MCcAD jelenlétére utalt.

Virusneutralizdcios teszt (VNT)

A VN tesztet az OIE Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines 2000 (OIE) szerint
végeztiik (részletes leirds a 4.1 fejezetben).
SDS-PAGE és immunblot

A cukorpdrnan tisztitott Bucyrus virusszuszpenzidt 4 percig 100°C-on hdkezeltiik nétrium-
lauril-szulfatot tartalmazé mintapufferben, majd 15% akrilamid tartalmi, szakaszos, SDS-
poliakrilamid gélre mértiik. Az elektroforézist Pharmacia Biotech Hoefer késziilékben,
szobahOmérsékleten végeztilk, 35 mA dramerdséggel, 150 percig, majd a fehérjét a nitrocellul6z
membrénra vittiik at (fehérje transzfer: egy éjszakdn at, 9 V, 47mA) vizhiitéses blotolé késziilék
segitségével, (Towbin és mtsai, 1979). A membrdn fehérjekotd kapacitdsit 4% sovany tejpor
tartalmi PBST-ben, szobahOmérsékleten, 2 6rdig tartd dztatidssal blokkoltuk. A membrant ezutin 5
mm szélességli csikokra vagtuk, és a 2 IPMA pozitiv hibridoma klén PBST-vel 1 : 10 ardnyban
higitott feliiliszdjat tartalmazd csovekbe helyeztiik, majd rdzégépen, szobahdn egy €jszakdn &t
inkubaltuk. A kovetkez6 napon PBST oldataval 3-szor mostuk a membrancsikokat, majd HRPO-val

jelzett, kecskében termelt, anti-nyil IgG konjugdtum (Jackson Immuno Research Labs Inc., USA) 1
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: 1000 ardnyban higitott oldatdval rézégépen 2 6raig inkubaltuk. Ujabb 3-szori mosds utdn, a
membréncsikokhoz 4-kloro-1-naftolt és 0,03 % H,O,-t tartalamzé szubsztrat oldatot adtunk, majd
szobahOmérsékleten 20 percig inkubaltuk. A reakciot 5 perc elteltével allitottuk le a szubsztrat
desztilllt vizre cserélésével.

4.3.2. Eredmények

A CsCl gradiens ultracentrifugdlds sordn két, egymdstdl nehezen elkiilonithetd, fehér szini,
opaleszkal6 viruscsikot kaptunk, a feljebb helyezkedd csik vastagsdga az als6hoz viszonyitva,
annak 10-20%-a volt. A frakciondlds sordn a két szorosan egymds mellett helyezkedd viruscsikot
egyméstol elkiiloniteni nem tudtuk, a kozos frakei virustitere 10%%/ml volt.

A cukorpdrnan tisztitott virusszuszpenziobdl nyert 2 kb. azonos vastagsdgu, fehér szind,
opaleszkal6 viruscsikot, melyeket egymastdl nem kiilonitettiink el, a k6zds frakcié infektiv titere
10”*/ml volt.

Az 576 hibridoma klénbdl, az elsddlegesen tesztelésre hasznélt indirekt ELISA modszerrel 48
(8,33%), a negativ kontrollndl legaldbb 1,5-szeresen magasabb OD értékii feliilisz6t termeld klont
kiilonitettiink el. Ez a 48 ELISA pozitiv klon virusk6zombositési probaval negativnak bizonyult,
ugyanakkor az IPMA vizsgélattal a 48 klén koziil 34, mind a beoltott, mind a be nem oltott
sejttenyészeteken pozitiv reakcidt mutatott, a maradék 12 klon feliildszéja sem a beoltott, sem a be
nem oltott sejttenyészeteken nem eredményezett szinreakciot, vagyis ezek negativnak bizonyultak
az IPMA teszttel. A 48 ELISA pozitiv feliilisz6 koziil, végiil is 2 (1H1 és 4G6) tartalmazott a

Bucyrus virusra specifikus EAV monoklonadlis ellenanyagokat.

v
e

4. abra: Az 1HI1 jelzésti McAb éltal megfestett sejtek intenziv citoplazma- és halvany

magelszinez0dést mutatnak. A fekete nyil jelzi az N fehérje specifikus elszinez6dést a sejtmagban.

Az IPMA esetében, a sejteknek a 2 kiilonbozé McAb altal kivaltott festédési reakcidja eltért

mind a szinintenzitds, mind a szinreakci6 kialakuldsanak gyorsasdga tekintetében. Az 1HI jelzési
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McADb altal megfestett sejtek a szubsztrat alkalmazasat kovetden viszonylag révid idészakon beliil
rendkiviil intenziv citoplazma- és halviny magelszinez6dést mutattak (4. dbra). A 4G6 jelzési
McAb éltal megfestett sejtek diszkrét, rogds mag koriili festddést mutattak, €s viszonylagosan
hosszu id6t (5-10 perc) igényelt festodésiik.

A McAb-ok altal kivaltott sejtfestddési tulajdonsagok nem valtoztak meg még a McAb-ok 10-es
alapu, kiilonboz6 higitasainak alkalmazasakor sem. Az 1HI jelzésti McAb IPMA titere 10%, a 4G6
jelzésiié pedig 107 volt.

Az immunperoxiddz festésnek megfelelden, a blotolast kovetéen, mindkét McAb felismerte a

14 kDa nagyséagu, EAV nukleokapszid (N protein) fehérjét (5. dbra).
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5. abra: Az 1H1 jelzésit McAb immunblot képe a 14 kDa nagysagi, EAV nukleokapszid fehérjével
(N protein). 1. sav: molekula tomeg marker (Fermentas) 2.-5. sav: 30, 20, 10, 5 ul tisztitott EAV.

A vizsgdlt 2 McAb szubtipizdldsa sordn bebizonyosodott, hogy mindkettd kappa izotipusu
konnyt lanccal és IgG1 tipusu nehéz lanccal rendelkezik.
4.3.3. Megvitatads

Itt leirt munkankban figyelmiinket a McAb-ok haszndlatdra irdnyitottuk, melyeket az EVA
diagnosztikdjdnak javitdsa céljabol allitottunk eld, nevezetesen a McAb-ok PLA-ban vald
alkalmazhatésagat vizsgaltuk. Amig a kozonséges, poliklondlis immunsavok eldéllitasi tételei
(,,sarzsai”’) folyamatosan valtozhatnak, addig a McAb olyan diagnosztikai eszkoz, mely konnyen
standardizédlhat6. Habdr a vildg igen sok pontjan izoldlt, kiilonbozé EAV torzsek ugyanahhoz a
szerotipushoz tartoznak, bioldgiailag, antigéntulajdonsdgaik és mindenek el6tt szekvencidik
tekintetében szdmos alkalommal irtak le kiillonbségeket (Balasuriya és mtsai, 1997). Mivel bizonyos
torzsek esetében a sejtkdrositd hatds kevéssé kifejezett, kiillonosen a sejttenyészethez nem jol
adaptéldédott torzseknél, egy specifikus, jol standardizdlhat6 reagens nagyon hasznos eszkoze lehet a

virusmultiplik4cié és a virusantigén sejten beliili felhalmozdédasdnak kimutatdsdra, ha péld4ul egy
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McAb-ot, mely felismeri az 0Osszes ismert EAV szubtipust, primer ellenanyagként lehetne
alkalmazni a virusizoléldst kovetd antigénkimutatdsndl. Egy, az EVA diagnosztikdban &ltalanosan
hasznélhato reagens létrehozdsakor az immunizélashoz erdsen konzervativ fehérjét kell vélasztani.
A kiilonboz6 genomrégiok nukleotid sorrendjének 6sszehasonlitdsa ravilagitott arra a tényre, hogy a
kiilonboz6 virusizoldtumok N protein génjei 93-97% homoldgidt mutatnak egymdssal, és ez
idedlissé teszi az N struktirfehérjét, annak diagnosztikai alkalmazaséara (Chirnside és mtsai, 1987).
Munkédnkban megkiséreltik novelni annak valdszinlis€gét, hogy a létrejovd McAb-jaink a
konzervativabb magfehérjékkel reagaljanak, mint a burokfehérjékkel. Az immunizaldsra hasznalt
tisztitott virus mind inkomplett, mind komplett virionokat tartalmazott ugyan, de az ardnyuk
erdteljesen az inkomplett, burkatél megfosztott virus javara tolddott el, és ez ndvelte annak
valoszinliségét, hogy az dltalunk eldallitott McAb-ok szinte kizdrélag a nukleokapszid ellen
irdnyuljanak. Az ily mddon koncentrdlt és tisztitott virus infektiv titere ezért alacsony. A
cukorparnan tisztitott és koncentrélt virus més szerepének megfelelden, a varhaté 60:40% aranyu
megoszlast mutatta az inkomplett virionok javéra, és magas titere révén kivaléan alkalmas volt az
immunblot mddszerrel torténd McAb azonositésra.

A teszt rendszeriinkben az IPMA vizsgédlatot a sejttenyészet Osszeteviivel reagdld
ellenanyagokat termeld klénok azonositdsara haszndltuk. A virustisztitds ugyanis, barmennyire
alaposan végzik is, tartalmazhat, és igen kis mennyiségben tartalmaz is olyan, a sejttenyészetbdl
szarmazd kontamindlé anyagokat (FCS, sejtes elemek, stb), melyekkel érzékenyitve az ELISA
lemezt, az a virusra nem jellemzd (aspecifikus), fehérjékkel is reakciéba léphet, megnovelve
minden ilyen esetnél a kapott ELISA OD értéket. Ennek a viszonylagosan egyszerti médszernek, az
ELISA vizsgalat utdni alkalmazasa lehetové tette szdmunkra a nem virusspecifikus ellenanyagokat
termel0 klonok kizardsit a tovabbi munkdnkbdl egy egyediilalld szelekcids 1épéssel. Az IPMA
vizsgalat altal nyujtott szelekcid segitséget jelent, az alacsony kopiaszamu virusfehérje epitopok
ellen termel6dott McAb-ok, és az ELISA rendszerben gyengén miikodd (alacsony ELISA titerti)
McAb-ok kimutatdsaban is, melyek szdmunkra elvesznének (é€ppen az alacsony OD érték miatt)
abban az esetben, ha ezeket csak ELISA-val vizsgalnank.

Mivel az egyik McAb még 1 : 10 000 higitasban is képes volt a Bucyrus virussal fertdzott RK-
13 sejtek kimutatdsara, és ez az ellenanyag az immunhisztokémiai vizsgdlatok eredményeinek
tanusdga szerint hatékony reagensként miikodik (Szeredi €s mtsai, 2003), az PLA hatékony és gyors
modszere lehet a rutinszerlien bekiildott mintdkban (vetélt csikdmagzatok szervmintdi és
perszisztensen fertdzott mének onddémintdival inokuldlt, viruizoldldsra haszndlt sejttenyészetek)
jelenlévo, kiillonbozd EAV torzsek kimutatdsdnak €s a virus azonositdsdnak. A virusizoldlast, amely
az un. ,,arany standard” (golden standard) mddszer a virologidban, nem lehet teljes mértékben mas

modszerekkel helyettesiteni, még ha azok gyorsabbak is (PCR, capture ELISA, nukleinsav-
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hibridizacié). Az 4j virusvéltozatok kimutatdsa, azok gyiijtése molekuldris és biologiai
tulajdonsagaik vizsgalata céljabol, elengedhetetleniil sziikségessé teszik a virusizolalas
modszerének alkalmazdsit mind a jelenben mind a jovében. A McAb-ra alapozott, és az oltott
sejttenyészeteken alkalmazott PLA vizsgdlat a virusizoldldssal elkezdett EAV antigén kimutatast
teszi konnyebbé és eredményesebbé, egyittal az izoldtum azonositdsat is jelenti, még az igen
gyenge CP hatést okozo torzsek esetében is.

A két altalunk 1étrehozott McAb IPMA titerei kozott jelentds titerkiilonbséget dllapitottunk meg,
amely valdésziniileg indoka lehet a két kiilonboz6 McAb-bal festett EAV fertdzott sejtek eltérd
festodési képének.

Az EAV ellen iranyul6 McAb amellett, hogy diagnosztikai reagensként hasznalhatd, a még
madig sem teljesen megismert intracelluldris, virdlis N protein szintézis 1épéseinek tisztazasaban is
segithet. Az EAV fert6zott sejtek eltérd intracelluldris festddése aldtdmasztja azt a korabbi
megfigyelést (Tijms és mtsai, 2002), mely szerint az EAV N proteinje, a virus replikdcios

ciklusénak jelentOs részében jelen van a magban.
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4.4 A polimeraz lancreakcioval torténé nukleinsav kimutatas

4.4.1. Anyag és modszer

Allatok, mintavétel, mintik kezelése, tdroldsa:

A PCR vizsgélatok elvégzése eldtti mintavétel, mintdk kezelése €s tdroldsa a 4.2 fejezetben
keriilt ismertetésre. A mintdkat sziikség esetén 6sszevartuk, -70°C-on taroltuk, majd a felhasznalés
elott rovid ideig tartd, sejt- és baktériummentesitd centrifugdlds utdn (5000 x g, 3 perc) a
centrifugalt minta feliilisz6jabol vettiik ki a sziikséges folyadék mennyiséget a virus RNS izolédldsa
céljabol.

Az RNS izoldldsa
Az RNS izoléléast perzisztensen fert6zott mének ondémintdibol, vetélt Ildmagzatok homogenizalt

szervmintdibol (1€p, m4j, tiidé, magzatburok), orrviladék-, leukocita- €és vizeletmintdkbol kiséreltiik

meg. Munkénk kezdetén a megfeleldbb eljaras kivéalasztisa érdekében parhuzamosan két kiillonb6zo
modszerrel tisztitottuk az elsé 100 mintat.

1. Chomczynski tovédbbfejlesztett modszere szerint (1987), annak Tri reagens (Sigma) kezeléssel
kiegészitett véltozataval. A mddszeriink rovid leirdsa a kovetkezo:

A centrifugdlt minta feliilisz6jabol 140 pl-t 900 pl Tri reagenssel Vortex segitségével alaposan

osszekevertiink, szobahdémérsékleten 5 percig inkubaltuk, majd 200 pl kloroformmal (Sigma)

alaposan Osszekevertiik a disszocidlt nukleoproteineket. Szobahdmérsékleten ujabb 5 percig
inkubaltuk az elegyet, centrifugdltuk 15 percig +4°C-on, 12 000 x g-vel.

A kapott vizes fazist 4j 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe tettilk, majd 500 pl izopropanollal

(Sigma) 1 pl gliikogén jelenlétében, alapos keverés utdn 10 percig, szobahdmérsékleten

inkubdlva, kicsaptuk a minta 6sszes RNS tartalmat.

A precipitdlt RNS-t centrifugéltuk (10 perc, +4°C, 12 000 x g), mostuk (75% alkoholtartalmu,

dietil pirokarbondt = DEPC (Sigma) kezelt 2 x desztillalt vizzel), szaritottuk (levegén, 5-10

percig), végiil feloldottuk 60 ul DEPC kezelt 2 x desztillalt vizben.

2. QIAamp® Viral RNA Mini Kit felhaszndldasdval (QIAGEN GmbH, Hilden, Németorszag), a
gyarté utasitdsa szerint (Nakazato és Edmonds, 1972). A mddszer sordn a vizsgdlati mintdk
feliilisz6jat hordozé RNS-t (carrier RNA) és kaotropikus séoldatot tartalmazé lizispufferrel
tarjuk fel, majd etanolos kicsapdst kovetden szilikagél memrdnra adszorbedljuk. Két
centrifugalassal (6000 x g 1 percig és 20 000 x g 3 percig szobahdmérsékleten) etanol tartalmu
mosoOfolyadékokkal tisztitjuk a memranhoz kotdtt RNS-t, majd 0,04% Na-azid tartalmud elual6
pufferrel és centrifugdldssal (6000 x g 1 percig, szobahdmérsékleten) eludljuk a minta RNS
tartalmat.

A két kiilonboz6 mddszerrel izoldlt virus RNS-ek koziil 5-5 EAV pozitiv  RNS mintat

megvizsgaltunk egyrészt a tisztitdst kovetden kozvetleniil, masrészt ugyanezen mintdkat 3 honapos,
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-80°C-on tortént tarolds utdn. Az adott minta PCR termékének jelenlétét, illetve a kapott terméket
jelzd csik erdsségét (az RNS mennyiségét) vizsgaltuk tgy, hogy a tisztitott RNS tizes alapu higitdsi
soranak elkészitése utdn a sorozat tagjaibol RT-PCR-rel nukleinsav erdsitést végeztiink. Az RNS
atirdshoz hasznalt primer mindkét médszernél azonos volt: az egylépéses RT-PCR-nél alkalmazott
reverz pimert hasznaltuk (1d. késobb).

Az RNS dtirdsa DNS madsolattd (copy DNS: ¢cDNS)

Kezdetben a tisztitott virus RNS-t egy kiilondlld 1épésben irtuk &4t cDNS-sé (reverz
transzkripcid): az izoldlt virus RNS-r6l EAV specifikus primer segitségével szintetizaltunk cDNS
szalat. Az eljards soran 11ul tisztitott virus RNS-hez 10 pmol, a 3' leolvasatlan régiéra (12681-
12704 nukleotid) tervezett primert (5-GGTTCCTGGGTGGCTAATAACTAC-3") (6. é&bra)
kevertiink.

Az atirdashoz RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kitet (MBI Fermentas; Vilniusz,
Litvania) alkalmaztunk a gyarté utasitasai szerint. (Inkubdacio utan (5 perc, 70 °C) 40 egység (unit =
U) ribonukledz gétlot (inhibitort) és 40 nmol dezoxiribonukleotid-trifoszfat (ANTP) keveréket
adtunk a mintdkhoz, majd 5 percig 37 °C-on tartottuk. Ezt kovetéen 200 U RevertAid™ Moloney-
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase-t (MBI Fermentas; Vilniusz, Litvania) adtunk a
reakcidelegyhez és 60 percig 42 °C-on inkubaltuk, végiil 10 perces 70 °C-os kezeléssel zartuk le a
reakciot.

A késobbiek soran kiprobéltuk a Qiagen OneStep RT-PCR kit-et (Qiagen, Németorszag) ugy,
hogy a tisztitott EAV RNS-t kozvetleniil a PCR-t megel6zden, egy 1épésben torténd reakcid keretén
belill irtuk at cDNS-sé. Ezt a folyamatot a gyarté leirasdnak megfeleléen 50°C-on 30 percig
végeztiik, amit 95°C-on 15 percig tartd inaktivdlds kovetett, melynek sordn az &tirast végzo
enzimeket (Omniscript,Sensiscript) inaktivaltuk, mikdzben a polimerdz lancreakciéhoz sziikséges
Thermus aquaticus polimerdz enzimét (Taq) aktivaltuk. Itt a virus RNS atirdsdhoz hasznélt primer
minden esetben megegyezett a PCR sordn hasznalt, virus RNS reverz irdnyultsdgu primerével.
Reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A kordbban hasznélt kétlépéses RT-PCR esetében a polimeraz lancreakcié sordn alkalmazott
genomikus (forward) primer (5'-GTTTGGTCAGATGCGGGTCCGC-3") az EAV genom 12402-
12423 nukleotidjaihoz kapcsolddott a 7, nyilt leolvasdsi kereten (open reading frame 7: ORF 7); a
reverz primer (5-CTTCAACATGACGCCACACAGGAG-3') pedig a 12658-12681 nukleotidokhoz

(3' leolvasatlan régid) (6. tdblazat és 6. dbra).
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6. tablazat: Az EAV genomra tervezett diagnosztikai PCR primereinek lokalizaciéja

Lokalizaci6 | irdnyultsag Szekvencia (5°-3") Pozici6 | Amplikon
) 12402-
ORF 7 genomikus | GTT TGG TCA GAT GCG GGT CCG C 12423
280bp
NTR reverz | CTT CAA CAT GAC GCC ACA CAG GAG | [ 200%
0 3000 6000 9000 12000
| | | | | | | | | | | | |
[ I I I I I I I I I I I I
OREF 1a ORF 1b 2 34567
5| minininls AaAA
| |
ORF 7 NTR
12628
— RT primer 12704
< cDNS
PCR gen. primer PCR rev. pri
12403 — G ;;‘;sgrlmer
| Amplikon

6. abra: Az EAV genomra tervezett diagnosztikai RT-PCR primereinek lokalizacidja

A reakcidelegy 50 ul, 1,5 mM MgCl, koncentracidju pufferben 10 pmol dNTP keveréket, 50-50
pmol primert, 2 ul cDNS-t és 1,5 U Taqg DNA polymerase-t (MBI Fermentas, Vilniusz, Litvania)
tartalmazott. A polimerdz lancreakciét MJ Research MiniCycler-rel (MJ Research, Inc. Watertown,
Massachusetts, USA) végeztiik. Kezdeti 94 °C-os 3 percig tarté denaturdcié utdn 40 ciklusban
ismételtiik el a kovetkezd 1épéseket: 94 °C-on 1 perc (denaturdcid), 50 °C-on 1 perc (primer
kapcsolddas), 72 °C-on 1 perc (lancszintézis). Legvégiil a reakcidelegyet 72 °C-on tovabbi 2 percig
inkubdltuk a lancszintézisek teljes befejezése céljabal.

Az egy 1épéses PCR esetében az RNS atirdst ugyanabban a reakcidcsOben a nukleinsav erdsités,
a tulajdonképpeni polimerdz lancreakcid kovette: 8 cikluson keresztiil 94°C-on 40 mdsodpercig
tartd denaturdcio, mely alatt a DNS szdlak szétvéltak egymdastol, majd a virusspecifikus primerek
kotddése a cél DNS szdlakhoz (primer annealing), 58°C-on 50 masodpercig, minden ciklusnal egy
1°C hoémérsékleteséssel (touchdown PCR), és végiil az 4j DNS szdlak lancszintézise (extension),
72°C-on 1 percig. Ezutdn folyamatosan tovabbi 32 cikluson keresztiil, ugyanezekkel a
paraméterekkel végeztiik a PCR-t, de a primerkotédés homérsékletét S0°C-on folytattuk. A reakciot

72°C-on 10 percig tarté végso lancszintézissel fejeztiik be.
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Mindkét PCR esetében a vizsgdlati mintdk mellett pozitiv kontrollként, a Bucyrus referens EAV
torzs tisztitott RNS-rdl atirt cDNS-t, illetve RNS-t, negativ kontrolként virus cDNS-t illetve RNS-t
nem tartalmazo reakcioelegyet alkalmaztunk.

Megjelenités (vizualizdcio)

A reakcidelegy 10 pl-ét Trisz-borat-etilén-diamin-tetraacetat (TBE) pufferben oldott, 0,5 pg/ml
etidium-bromidot tartalmazd, 1%-os agar6zgélben (SeaKem® FMC BioProducts, Rockland, Maine,
USA) elektroforetizaltuk 6-8 V/cm fesziiltség mellett 1 6rdan at. A gélt ezt kovetd 302 nm-es
ultraibolya fény (UV) atvilagitassal (AITM-26 transzluminator, Alpha Innotech Corporation, USA)
vizsgaltuk és Kodak DS Electrophoresis Documentation and Analysis System leképezd késziiléken,
Kodak Digital Science 1D program segitségével az adatokat szamitogépes informacié formdjaban
taroltuk.

A PCR termékek (amplikonok) azonositdsa: restriction fragment length polymorphism analysis
(RFLP)

A kapott PCR termékek azonositdsat a restrikcids enzimmel vdgott DNS szakaszok
vizsgalatdval (RFLP) végeztik el. A gélelektroforézist kovetden részben Hinfl restrikcids
endonukledzzal, részben Pstl enzimmel (MBI Fermentas, Vilniusz, Litvdnia) emésztettiik meg a
kapott termékeket. A reakcidelegy a kovetkezd OsszetevOket tartalmazta Hinfl restrikcids
endonukledzzal tortént emésztéskor: 2 pl PCR termék, 2 pl R™ puffer 10 x 15,5 pl desztillalt viz, 0,5
ul Hinfl (5 egység). A Pstl enzim haszndlatakor ugyanezeket az Osszetevoket mértiik a
reakcidelegybe, kivéve a puffert, mely ebben az esetben 10 x cc O puffer volt. A PCR termék
emésztése 37°C-on, 1 Ordn 4t, vizfiirdoben tortént. Az igy keletkezett DNS fragmentumok
vizualizcigjat a PCR termékek vizualizacidjaval azonos mddon végeztiik.

A primerek valamint a restrikcids enzimvagasi helyek tervezéséhez két szamitégépes
primertervez0 programot haszndltunk: Primer Designer Version 2.0 és 4.1, Sci Ed Central for
Windows 95 (Scientific and Educational Software). Csak a mindkét tervezd program 4ltal
elfogadott primerparokkal végeztiik a kivalasztott génszakaszok PCR amplifikacioit.

Erzékenység

A két PCR vizsgdlat érzékenységét a kovetkez6 mddon teszteltiik: a referens Bucyrus térzsbol
10-es alapu higitdsi sort készitettiink a nem higitott virustol 10° higitasig, majd az egyes
higitdsokbdl TRI reagenssel kivontuk a virus RNS-t és az igy nyert RNS mintékat kiilon-kiilon a két
PCR médszerrel amplifikéltuk. A kiinduldsi virustiter Reed-Muench szerint 10%*/ml volt.

4.4.2. Eredmények
Az EAV RNS izoldldsa, az alkalmazott két modszer dsszehasonlitdsa

Az 583 mintdbdl 46 esetben (7,89%) sikeriilt az EAV RNS-t izoldlni és ezekbdl a tisztitott RNS

mintdkbol RT-PCR segitségével EAV specifikus terméket kapni. Ezen termékek specifikussagat
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RFLP-vel és az adott mintdbdl végzett virusizoldldssal ellendriztiik. A két kiillonbozé mddszerrel
izolélt virus RNS-ek koziil, 5 EAV pozitiv RNS minta vizsgalati eredményét a 7. tdbldzatban €s a 7.

abran mutatjuk be.

7. tablazat: Az éltalunk alkalmazott 2 RNS tisztitdsi modszer vizsgalata: a kapott EAV RNS-ek 10-

es alapu logaritmusban megadott titerei az alkalmazott mddszerek és a taroldsi 1d0 fliggvényében.

RNS titer lg-ban
Minta TRI reagens QIAamp oszlop
Friss 3 hénapos friss 3 hénapos
Al 3 1 3 2
A8 2 0,1 2 1
Alé6 3 1 3 2
Al19 3 1 3 2
A50 2 0,5 2 1

A

514 bp
280bp —> S - - e ...

1 2 3 4 5 6 7 8 9
7. abra: Az Al és az A8 jelzésii ondomintdk kiilonbozé moddszerrel izoldlt RNS titrdldsanak
diagnosztikai RT-PCR utdni gélképe. 1. csik: Al(lg-1)/TRI, 2. csik: Al(lg-1)/Q, 3. csik: Al(lg-
2)/TRI, 4. csik: A1(1g-2)/Q, 5. csik: lambda fag/PstI molekulatomeg marker, 6. csik: A8(Ig-1)/TRI,
7. csik: A8(lg-1)/Q, 8. csik: Al(lg-2)/TRI, 9. csik: Al(lg-2)/Q. Roviditések: TRI: TRI reagenssel
tisztitott virus RNS, Q: QIAamp kit-tel tisztitott virus RNS, Ig-1: az RNS 1 : 10-es higitasa, Ig-2: az
RNS 1 : 100-as higitdsa. Az abra jobb oldaldn a nyil a molekulattmeg markernek, a 280 bazispar
hosszisigi PCR termékekhez (bal oldali nyil mutatja a PCR termékeket), helyez6d6 legkozelebbi

nukleinsav fragmentjének csikjara mutat.

54



Az EAV RNS dtirdsa és a PCR

Az EAV specifikus primerpdr alkalmazdsaval az RT-PCR reakcioban a primertervezéskor elore
kiszamitott nagysagu (280 bp) fragmentumok keletkeztek, majdnem mind a 46 esetben erds, tiszta
csikokat eredményezve a gélelektroforézis soran. A 3 kivétel a 3 EAV pozitiv vetélt magzat volt,
amelyek PCR termékeinél csak halvany, vékony csikok voltak megfigyelhetok, jelezve a
szervmintdk alacsony virus-RNS tartalmat. Ezekbdl a szervmintdkbol a PCR-t kovetd RFLP
vizsgdlat sordn mdr nem tudtunk hasitott amplikon fragmenteket kimutatni, mindazondltal ezek az
amplikonok is alkalmasnak bizonyultak a szekvendldsra. A két kiilonb6z6 RT-PCR mddszer
(egylépéses«>kétlépéses) koziil az elobbi vastagabb és kontrasztosabb csikokat eredményezett az
utébbival 0sszehasonlitva. Vizsgdlataink sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az egylépéses
PCR alkalmasabb mddszer, az RNS 4tirdst kovetd cDNS amplifikdldsra, mint a hagyomédnyos PCR.

Osszehasonlitva a primerk6tédéshez sziikséges hémérsékleteket és programokat, a touchdown
modszer jobb eredményeket adott, a termékek tobb DNS-t tartalmaztak, mint amit a hagyoméanyos
PCR alkalmazésakor kaptunk.

RFLP

A két restrikciés endonukledz enzim koziil a Pstl 160 és 120 bp fragmentekre emésztette a 280
bp hosszisdgi PCR terméket, a Hinfl 171 és 109 bp fragmentumokat hozott létre. A kapott DNS
fragmentumok hossza mindkét vizsgdlat sordn megegyezett az elméletileg szamitott értékekkel. A
47 EAV pozitiv mintabdl egyetlen egy sem mutatott polimorfizmusra utal6 eltérést a Pstl enzimes
vagas sordn, a Hinfl emésztést csak 5 minta esetében végeztiik el.

A vizsgdlati idészakunk alatt (2001-2004 kozott) a virusk6zombositési probaval pozitivnak
bizonyult 112 mén ondémintdjat kétszer (2001 és 2002 években), valamint 33 szeroldgiailag nem
vizsgalt mén ondomintijat is megvizsgiltuk PCR mddszerrel. A kordbbi évekbdl (1994-2000)
szarmazd, 15 szeropozitiv mén ondomintit, melyet az akkor elvégzett eldzetes vizsgdlatok ota
-80°C-on téaroltunk, szintén PCR vizsgalatnak vetettiik ald. Ez utébbi PCR vizsgélat 5 pozitiv mintét
mutatott ki, mig az arteritis diagnosztikai PCR-rel 0sszesen 280 mén 296 onddémintdjabol 27
ménbdl (9,64%), 37 esetben, 177 16magzat és 19 ujsziilott csikd vizsgdlata sordn 3 magzatbdl
(1,69%) és 1 négy napos csikobol (5,26%) mutattunk ki arteritis virusra jellemz6 nukleinsav
szekvencidt. A 16 kiillonboz6 16dllomanybdl, 17 alkalommal gyQjtott orrvdladék-, fehérvérsejt- €s
vizeletminta PCR mddszerrel vizsgdlva mind negativnak bizonyult, jelezve, hogy ezekben az
allomanyokban a vizsgélati idépontban nem volt virusiiritd allat.

Erzékenység

A két PCR vizsgalati médszer érzékenysége a kovetkezOképpen alakult: a kétlépéses mddszerrel

10*%/ml higitasu virustartalmd csébél tudtuk kimutatni az EAV RNS-t, mig az egylépéses PCR-nél

a 10”%/ml higitds is pozitiv volt.
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4.4.3. Megvitatads

A viszonylag kis méretli PCR termékeink vizualizdcidjdhoz hasznélt kisebb toménységii 1%-os
agar6zgél (1,7-2% helyett) nem okozott gondot szdmunkra az elektroforézist kovetd elbirdlaskor, a
csikok jol latszottak, fényképeik megfelelden élesek voltak. A PCR mddszerrel vizsgalt mintakbol
nagyobb aranyban sikeriilt az EAV nukleinsavat kimutatnunk, mint a virusizoldlds mddszerével.
Altaldnossagban a virusizoldlds sikertelenségének szamos oka lehet: a sejttenyészet virussal
szembeni fogékonysaga (Huntington és mtsai, 1990), az alkalmazott virusizolélasi technika adekvat
volta (Timoney és mtsai, 1986, Oestlund és mtsai, 1997), az inkubdcids idOszak paraméterei:
homérséklet, CO, tartalom, pdératartalom, alkalmazott tdpfolyadék mindsége, Osszetétele,
mennyisége, a minta abszolit virustartalma, a minta infektiv virustartalma, és a minta t4rolasi
kortilményei a feldolgozédsig. Az itt megemlitett hatraltato tényezOk koziil az elsé harmat legjobb
tudasunk szerint kikiiszoboltik, még a fennmaradé hiarmat nem tudtuk megvaltoztatni, igy az
altalunk végzett virusizoldlds kisebb taldlati ardnya a mintdk abszolit és relativ alacsony
virustartalmanak €s a tarolasi koriilményeknek tulajdonithaté.

A virusizoldlds nehézségei miatt a kozvetlen (direkt) viruskimutatds masik, igen rovid multtal
rendelkezd, de széles korben és robbandsszerlien elterjedt, és jelenleg mar szamos diagnosztikai
intézetben is rutinszerlien alkalmazott moédszere a PCR. Haszndlatival a nem fertézéképes,
inaktivalodott virus is kimutathatd, kiillonosebb szakmai felkésziiltség nélkiil is alkalmazhatd, nem
igényel komplex viruslaboratériumot €s 2-3 nappal, esetenként tobb héttel kordbban ad eredményt,
mint a virusizoldlds. A diagnosztikai munka mellett a szakemberek kezében hatékony a jarvanytani
nyomozas és a filogenetikai torzsfak készitése terén, vagyis elméleti kovetkeztetések levondsara is
alkalmas. Noha viszonylag gyors (egy-két nap alatt eredményt ad), koltségvonzata, kiilondsen az
RNS virusok esetében (RT-PCR), nem teszi lehetdvé a naponkénti (azonnali) vizsgalat elvégzését,
igy bevett gyakorlat, a mintdk “Osszevdrdsa”. Madsik hdtrdnya az a tény, mely szerint nem
allapithaté meg a PCR pozitivitds esetén, hogy fertdzoképes, vagy inaktiv virust mutattunk-e ki
(Beldk és mtsai, 1994, McCollum és Timoney, 1999). Ezért a PCR mddszer 6nmagdban nem
alkalmas a vizsgalt mén virusiiritd stdtuszdnak meghatdrozasara.

Tovébbi héitranya, hogy a negativ eredmény nem zarja ki més virus jelenlétét a mintdban, vagyis
barmely mds virus, hasonlé klinikai tiineteket okozva, felderitetlen marad az adott vizsgdlati
anyagban mindaddig, mig egy tujabb PCR-rel ki nem zarjuk a mdsik, esetleg harmadik stb.
lehetséges virus jelenlétét. Ma mar ezt a problémat, elsdsorban a genetikailag rokon virusok
kimutatdsandl egyre szélesebb korben alkalmazva, a multiplex és a multi-PCR mddszerekkel
probaljdk lekiizdeni a diagnosztikdban dolgoz6 szakemberek. Mindkét mddszerhez azonban

megfeleld6 molekuldris bioldgiai ismeretekre és szamitogépes programokra van sziikség, és az
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emlitett két moddszer koltségvonzata egyiittesen mar lényegesen meghaladja az egyszerl
virusizolalasét, pedig még mindig csak néhany széba johetd virus jelenlétérdl nyujt tdjékoztatast.

Minden, a diagnosztikiban alkalmazott mddszer esetén lényeges kérdés, kiillondsen negativ
eredmény esetén a modszer érzékenysége, melyet tobbszor ellendrizni kell. Ez egyszeri PCR
esetén, legfoljebb 10'-10° plakk formél6 egység/ul (plaque forming unit = PFU/ ul), kettds vagy tn.
,nested” PCR esetén 10°°'-10"! PFU/ul (Beldk és mtsai, 1994). Igaz ez az érték a PFU fogalméval
azért nem fejezheto ki korrekt modon, mert a nem fert6zoképes virusnukleinsav is kimutathato vele.
Az irodalomban taldlhaté adatok alapjan ezért nevezik a virusizoldldst a viruskimutatds arany
standardjanak, mely friss minta vizsgdlata esetén megkozeliti a nested PCR mddszer érzékenységét.

A PCR érzékenysége miatt igen jelentés mértékii lehet a fals pozitivitds, kiilonosen a nem
gyakorlott, tdlterhelt vagy kapkodd vizsgdl6 esetében és foként a nested PCR alkalmazasakor. Ez
utébbi esetben specidlis célszerszamok €s anyagok (1,5 ml-es mikrocentrifuga-csOnyité eszkoz,
csotartd allvany, kiilon helyis€g a DNS kontaminécié elkeriilése végett, UV vagy germicid lampa,
steril fiilke, lamindris box, 1 %-os H lig, PCR bels6 kontrol: mimic) nélkiil lehetetlen elkeriilni a
DNS kontaminacion alapulé aspecifikus termékek megjelenését a negativ mintdkban is (fals
pozitivitds). Az itt leirtak ellenére sziikséges egy belsé kontrol: mimic hasznélata is a fals negativ
reakcidk kikiiszobolése érdekében (Beldk és Ballagi-Porddny, 1993). Ez az oka annak, hogy egyre
tobb laboratérium mond le a nested PCR mddszernek, az érzékenység terén nyujtotta elonyeirdl, és
egyre tobben vdlasztjdk, kiilonosen a rutindiagnosztika teriiletein, a ma mar kereskedelmi
forgalomban is kaphatd, optimalizdlt, egylépéses PCR kiteket.

A PCR modszereink érzékenységét vizsgédlva azt taldltuk, hogy az altalunk kifejlesztett
kétlépéses PCR kb. 100 TCIDs infektiv virion kimutatdsara volt alkalmas, mig az egylépéses PCR
ennél 10-szer érzékenyebb, 10 TCIDs( infektiv virusrészecske kimutatdsara volt képes. Mivel az
egyes szervmintdk és ondomintdk vizsgélatabdl is ezzel megegyezd kovetkeztetéseket tudtunk
levonni (1d. késébb), ezért vizsgélataink dontd részét mér a drigédbb, de érzékenyebb mddszerrel, az
egylépéses PCR-rel végeztiik.

Az egylépéses és kétlépéses RT-PCR moddszer Osszehasonlitisa egyértelmiien az eldbbi
hatékonyabb miikodését igazolta. Ez nemcsak a kétlépéses RT-PCR fokozottabb DNS
kontaminéci6é lehetdségét csokkentette, hanem a reakcidelegyben alkalmazott enzimek révén a
keletkezett termékek DNS tartalmat is erdteljesen megnovelte, javitva ezzel az amplifikacié
teljesitményét és ezzel a virus nukleinsav kimutatdsat. Tovabbi elénye volt ennek az eljardsnak a
munkafolyamat részét képezd tn. hot start modszer is, melynek lényege az, hogy az aspecifikus
primerkotddés utan, a DNS szdlak alacsony hOmérsékleten elindulé lancszintézisét azdltal
akaddlyozza meg, hogy a Taq polimerdz enzimet csak kozvetleniil a tulajdonképpeni PCR

induldsakor aktivdlja. Ezdltal a keletkezett termék egyontetiibb, specifikusabb DNS tartalmu lesz
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azaltal, hogy kozelitéen az Osszes primer a specifikus kotddési helyekhez tapad és igy nem
képzddnek aspecifikus termékek, melyek elfogyasztjdk a reakcidelegy egy részét. Kiilon kell szélni
a Qiagen egylépéses RT-PCR kit Q oldatardl, mely bizonyos esetekben, elsdsorban az erdteljesebb
szekunder DNS struktdra kialakuldsat kovetden, amikor az amplifikdcié alapjaul szolgald
genomszakaszon a guanin-citozin (GC) ardny meghaladta a 60%-ot, segiti a szekunder DNS
struktiranak a megszlintetését és ezzel az RT-PCR reakci6 sikeres kivitelezését.

Vizsgalataink sordn megéllapitottuk, hogy a frissen feldolgozott EAV pozitiv RNS mintak
esetében, a gélben lathaté csikok a legtobb esetben egyforman jol kivehetdek voltak, intenzitdsuk is
megegyezett. A tisztitott RNS-ek tizes alapi higitdsi sordnak vizsgédlatakor azonban a TRI
reagenssel tisztitott mintdk 2 esetben is 1 higitdsi fokkal er6sebbnek bizonyultak. Mindkét esetben
nagyobb mennyiségli virus RNS volt jelen az adott mint4ban.

A harom hénappal késobb elvégzett megismételt PCR eredménye ugyanezeknél a mintdknal
viszont azt mutatta, hogy az 0sszes EAV RNS tartalmd minta a TRI reagens alkalmazasakor 100-
szoros, a QIAamp oszlop alkalmazasakor csak 10-szeres titerveszteséget szenvedett el.
Mindezekbdl a vizsgédlatokbol az kovetkezik, hogy a TRI reagens valamivel tobb virus RNS-t
izoldlt, mint a nukleinsav adszorpciéon alapulé moédszer, €s az azonnal elvégzett RT-PCR
vizsgalatokndl ennek kézzelfoghat6 eldnye az, hogy azokndl a mintdkndl, ahol a virus RNS
rendkiviil kis mennyiségben fordul eld, tobb esély mutatkozik a virus nukleinsav kimutatdsira a
TRI reagens alkalmazdsdval. Mds a helyzet viszont a mintdk taroldsakor, kiilonosen akkor, ha
hosszabb id6 utdn dolgozzuk fel a mintagyiijteményiinket. Ebben az esetben a QIAamp
oszlopkromatografids virus RNS tisztitds és az azt kovetd tobb hénapos tarolds utdn 10-szeres RNS
tartalom kiilonbség is mutatkozhat ez utébbi moddszer alkalmazisakor. Mi, az elébb leirtakat
figyelembe véve, a legfontosabb mintdinkat TRI reagenssel tisztitottuk, majd a QIAamp kit virus
RNS eludl6 pufferébe vettiik fel a denaturdlt RNS-t, és ezzel az oldattal taroltuk azokat -80°C-on.

A virusizolélés €s a PCR vizsgalatok eredményeinek 6sszehasonlitdsdbol, mind az érzékenység,
mind a megbizhat6ésdg, mind az ismételhetdség (reprodukdlhatdsag) terén, azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a fdradsagos virusizoldlds minden mintdnal felesleges abban az esetben, amikor
csak az EAV jelenlétére vagyunk kivancsiak (ondémintdk), igy az els6 100 minta utdn mar csak
akkor végeztiink parhuzamosan virusizoldlast és PCR nukleinsav kimutatdst, amikor nem
ondéminta volt a vizsgélat targya.

Az RFLP vizsgélataink nemcsak a termék azonositdsat szolgaltdk, hanem segitségiikkel azt is
megallapitottuk, hogy a virus NTR régié és ORF 7 régidja kozotti vizsgalt 280 bdazisparnyi
genomszakasz nem tartalmazott olyan mutaciét mely a Pstl vagasi helyét megvaltoztatta volna.

Megvizsgalva és Osszehasonlitva az ondomintdk és a 3 vetélt magzat, valamint az Ujsziilott

csik6hulla szerveinek virustartalmat, jol érzékelhetd kiillonbség mutatkozott az egyes csikok
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vastagsidga, tehat a termékek DNS tartalma kozott. A kapott eredményekbdl itt is azt a
kovetkeztetést lehetett levonni, amit a virusizoldlds és az izolalt virusok titraldsakor tapasztaltunk,
vagyis az ondomintak donto tobbsége, elsdsorban a frissen vett ondomintdk, nagy mennyiségii EAV
RNS-t tartalmazott, igy az ilyen jellegli vizsgalattal viszonylag egyszeriien és gyorsan lehetséges a
viruskimutatds a kiilonboz6 méntarté telepeken. Ugyanakkor a retrospektiv vizsgalatokat tekintve,
alapvetéen romlik a viruskimutatds esélye: minél tovédbb taroljuk a mintdkat, anndl kevesebb a
beldliik kinyerhetd virus RNS, ami a keletkezett termékek csikjanak elvékonyodédsdban nyilvanul
meg (8. dbra). Ugyancsak kiilonbség figyelhetd meg a vetélt magzatok és az tjsziilott csiko
szerveinek EAV tartalma kozott a PCR modszer alkalmazdsakor is. A 8. dbran jol érzékelhetd a
csikok vastagsdga kozotti eltérés, jelezve a 3 minta kiillonb6zd RNS tartalmét. Végiil a 9. dbran
figyelhet6 meg az ugyanabban a PCR vizsgélatban amplifikdlt mén ondomintdk, ujsziilott csiko és

vetélt magzat szervmintdinak EAV nukleinsav-tartalom kiilonbsége.

1 2 3 )
= Ty R

280 bp — . e T — -

1 2 3 4

8. abra: Az egyes szervmintdk eltér6 RNS tartalma diagnosztikai RT-PCR vizsgalattal: 1. csik:
M72 jelzésti vetélt 16magzat 16p, 2. csik: M72 jelzésti vetélt 16magzat tiidS, 3. csik: U73 jelzésti

Ujsziilott csiko tiido, 4. csik: negativ kontroll
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9. abra: Az egyes szervmintak és ondomintdk eltéré RNS tartalma a filogenetikai vizsgélatok
céljara alkalmazott RT-PCR vizsgélattal. 1. csik: Bucyrus referens EA virus mint pozitiv kontroll 2.
csik: M72 jelzésti vetélt Ilomagzat tiido, 3. csik:molekula tomeg marker (lambda fag PstI enzimmel
emésztve), 4. csik: U73 jelzést ujsziilott csiko tiido, 5. csik: A215 jelzésti mén onddéminta, 6. csik:

negativ kontrol

A fehérvérsejt-, orrvaladék- és vizeletmintdk a PCR vizsgélattal is negativnak bizonyultak,
jelezve, hogy ezek a vizsgdlati mintdk specifikus, EAV nukleinsavat nem, vagy csak a
kimutathat6sag szintje alatt tartalmaztak. Az adott mintaszdm meglehetdsen alacsony, de PCR
modszeriink érzékenységét figyelembe véve igy is megéllapithatd, hogy a 16 vizsgilt dlloméany
egyikében sem volt aktiv virusiiritd allat. Ez mutatja, hogy az aerogén-ordlis fert6zodési maéd
Magyarorszagon az év jelentds részében igen korldtozott mértékti lehet (< 1 : 16/dllomany).
Erdemes lenne a tovdbbiakban azt megvizsgilni, hogy hazdnkban, egy adott dllomédnyban tortént
veneredlis fert6zodést kovetden milyen mértékii lesz az aerogén-ordlis fert6z6dés szamdnak

emelkedése, és ez hogyan viszonyul az aerogén-orilis fert6z0dés orszdgos dtlagdhoz. Amennyiben
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ez a szam szignifikdnsan magasabb lenne az &tlagosndl, dgy nyilvdnvaléan még nagyobb
jelentdséget nyerne minden veneredlis tton torténd EAV fert6zodés.

Osszefoglalva a diagnosztikai PCR mddszerrel a magyarorszégi 164llomdnyokbdl 46 esetben
mutattunk ki specifikus EAV nukleinsavat, ttel tobb esetben, mint a virusizoldlds médszerével. Az
EAV diagnosztika szempontjabdl kiemelkedd jelentdségli, megbizhatd, valamennyi EAV-véltozat
kimutatdsdra alkalmas gyorsdiagnosztikai PCR-t sikeriilt 1étrehoznunk, mellyel megteremtettiik a

hazankban el6fordulé EAV torzsek genetikai jellemzésének lehetOségét.
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4.5 A hazai virustorzsek direkt viruskimutatasanak modszerei, ezek osszehasonlitasa
4.5.1. Anyag és modszer
Mintdak

Az el6z6 fejezetekben emlitett mintdk koziil valamennyit (61 orrvaladék-, 25 leukocita- és 4
vizeletmintat, ezen kiviil a 2001-2004 kozott hozzank érkezett: 159 ldmagzat és tjsziilott csiko
hulldk szervmintdit, tovdbba az els6 100 onddémintéit kétszer) az egymadst kovetd évben, harom,
egymastol részben, vagy teljes egészében kiillonbozd modszerrel vizsgdltuk azok EA
virustartalmdra. Az igy harom mddszerrel parhuzamosan vizsgdlt mintdk szdma 349 volt. Ezen
mintdk kozos tulajdonsdga, hogy az érkezésiiktol szamitott 2, de legkésébb 10 napon beliil
elvégeztiik a virusizoldldst, vagy a virusnukleinsav amplifikaldsét, és ezutdn az immunhisztokémiai
(i. h.) vizsgdlat kivételével, az eredményeket azonnal értékeltiik €s tdblazatban archivaltuk. Az EAV
pozitiv mintakbol izolalt virusokat -80°C-on, az EAV nukleinsav pozitiv PCR termékeket -20°C-on
taroltuk tovabbi felhasznalasig.
Diagnosztikai modszerek

A virusizolalas médszere a 4.2.1., a diagnosztikai PCR mddszere a 4.4.1. fejezetben keriilt
részletes ismertetésre. Az ott leirtak szerint Osszesen 349 esetben végeztiink parhuzamos
vizsgalatokat virusizoldlds és PCR moddszerekkel. A virusizoldldssal, majd azt kovetden, a beoltott
sejtek specifikus EAV ellen irdnyul6 McAb-ot felhaszndl6 immunhisztokémiai festésével, valamint
a PCR vizsgdlattal torténd, a mintdk EAV pozitivitdsara irdnyuld, kiillonboz6é vizsgélatok
eredményeinek Osszehasonlité kiértékelést az elsé 100 mintdndl és a négy pozitiv szervminta,
valamint az A170 és A172 ondéminta esetében végeztik el. Az egyrétegli sejttenyészetek
vizsgdlatit peroxidazzal jelzett ellenanyagok segitségével (IPMA, mely mint ellenanyagkimutatasi
modszer a 4.3.1. fejezetben keriilt ismertetésre) az alabbiak szerint médositottuk annak érdekében,
hogy az EAV antigén kimutatdsara alkalmassa tegyiik ezt a probat.
Peroxiddz-enzimhez kotott vizsgdlat (peroxydase linked assay, PLA)

A vizsgélati mintdk virusizoldlasat a 4.2.1 fejezetben leirtak alapjan végeztiik el majd a sejteket
a tenyésztdlemez aljardl lekapartuk, -80°C-on egyszer lefagyasztottuk, majd a mésodik passzdzs
alkalmadval, a vizsgalati mintdkat 96 lyukd mikrolemezen elszaporitott RK-13 sejtekre oltottuk és 2
napig 37°C-on inkubdltuk. Ezutin desztillalt vizzel 2:1 aranyban higitott PBS-sel oblitettiik a
lemezeket, és ezt kovetden 20 percig tartd, 4% paraformaldehid tartalmu oldattal torténd fixalds
utdn, a sejteket PBST-vel oblitettik. Az 1HI jelti hybridomaklén feliildsz6jabdl 1:10% higitést
készitettiink (higitoként 4% FCS tartalmd PBST-t hasznaltunk), és ebbdl 50 pl mennyiségeket
bemértiink a lemez virussal fertdzott €s nem fertdzott lyukaiba, valamint a vizsgdlati anyagok 1.
passzazsét tartalmazé vajatokba. A 37°C-on 1 6rdig tarté inkubdacids id6 utdn a lemezeket mostuk, a

sejtekhez vdjatonként 50 pul mennyiségben torma-peroxiddzzal jelzett, nydlban termelt anti-egér IgG
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konjugatumot (Sigma Aldrich Co., USA) adtunk, majd a lemezeket 37°C-on 1 6rédig inkubdltuk.
PBST-vel torténd tjabb mosds utdn 50 pl szubsztrat oldatot (200 pg 9-amino-3-etilkarbazol/ml és
0.03 % H,0,-t tartalmaz6, 200mM-os pH 5 nétrium-acetat puffer) mértiink be a lyukakba. A
reakciot 5 perc utdn ugy allitottuk le, hogy a szubsztritot kicseréltiik 300 pl desztillalt vizre.

Célunk az volt, hogy megallapitsuk, hogy melyik modszertél milyen, a gyakorlati
diagnosztikdban alkalmazhat6, megbizhaté eredmény varhatd, melyik moddszer érzékenyebb,
melyik médszernek nagyobb a specifitdsa, €s az eredmények értékelését kovetden, hogyan tudjuk az
egyes diagnosztikai eljardsok kombindldsdval még tokéletesebbé tenni az EAV direkt
viruskimutatdson alapul6 koérjelzését.

Az a 3 médszer, melyekkel pozitiv vagy negativ irdnyud eldontendd vélaszt vartunk és kaptunk a
mintaink EAV tartalmara vonatkozdan, tehat a kovetkezo volt:

1. virusizolalas (Oestlund médszere szerint)
2. virusizoldlast kovetd immunhisztokémiai eljarassal kiegészitett szovettani vizsgalat (specifikus

MCcADb segitségével az elsé vakpasszazst kovetden)

3. nukleinsav kimutatds diagnosztikai PCR mdédszerrel.

A keresztkontamindci6 megelézése céljabol a diagnosztikai PCR-t és a virusizoléldst
elkiilonitett modon, kiilon sterilfiilkékben végeztiik. A PCR alkalmazdsakor mind a master mix
elkészitése, mind a virus nukleinsav izoldldsa sziir6s mikropipetta-hegyekkel tortént. A PCR
eredmények megbizhatésdgiat, a mintdkkal egyidejiileg bedllitott, pozitiv és negativ kontrollok
nukleinsav amplifikdldsaval ellendriztiik.

A magzati mintdkndl megvizsgdltuk az els6 20 negativ mintabdl a virusizoldldst kovetd i.h.
festddést, valamint valamennyi EAV pozitiv magzat (4) szervmintdinak i.h. festodését is.
Statisztikai modszerek

A 3 mddszernek a diagnosztikdban valo alkalmazhatosdgat a kovetkezd statisztikai
vizsgdlatokkal kivantuk eldonteni.

1. Az egyes prébak reprodukalhatésaginak a vizsgalata: az azonos eredményeken beliili és az

ezek kozotti egyezések eredményébdl kiszamithaté megfigyelt egyezés, valamint vart egyezés
értékeit a kappa statisztika (Cohen 1960, Fleiss 1971) képletébe helyettesitve azt a viszonyszdmot
kapjuk meg, amely tdjékoztat az adott préba eredménysordnak és a legvaldsziniibb diagnosztikai

eredménysornak az illeszkedésérol.

kappa = megfigyelt egyezés — vart egyezés
1 — vart egyezés
2. Erzékenység a proba azon jellemzdje, amely nem veszi figyelembe a betegség el6forduldsanak

gyakorisdgat (prevalencia), és a diagnosztikai probdnak azt a képességét jelenti, mely a biztosan

beteg allatpopuldciobdl szarmazé mintakbol pozitiv vizsgalati eredményt képes kihozni. Képlete:
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érzékenység = teszt pozitiv minta 100
0sszes pozitiv minta

3. Specifikussag a préba azon jellemzdje, mely szintén nem veszi figyelembe a prevalenciat, és a
diagnosztikai préba azon képessége, mely a biztosan nem beteg dllatpopuldciobdl a negativ
vizsgalati eredményt adja. Képlete:

specifikussdg = teszt negativ minta % 100
0sszes negativ minta

4. Teszt pozitivitas valdsziniiségi arany: Ez a szamitds még mindig figyelmen kiviil hagyja a

prevalencidt, és kifejezi annak a két valoszinliségnek az ardnyat, mely a pozitiv teszteredmény
valészinlisége a vizsgalt, biztosan beteg dllatok mintdiban és a pozitiv teszteredmény valdszinlisége

a vizsgalt és biztosan nem beteg dllatok mintdiban, hdnyados eredménye. Képlete:

teszt pozitivitds valGsziniiségi arany = €rzékenysé
1 — specifikussag

5 Teszt negativitas valésziniiségi arany: Szintén figyelmen kiviil hagyja a prevalenciat (betegség

eléforduldsi gyakorisdg egy adott idOpontban), €s kifejezi annak ardnyat, mely a negativ
teszteredmény valdszinlisége a vizsgalt, biztosan beteg dllatok mintdiban, és a negativ
teszteredmény valdszinlisége a vizsgdlt és biztosan nem beteg 4llatok mintdiban, hdnyados

eredménye. Képlete:

teszt negativitds valszinliségi arany = 1 — érzékenység
specifikussag

A kovetkez6 harom szamitds viszont, az elébbiekkel ellentétben, figyelembe veszi a prevalenciat.

6. Elozetes tesztesély: A betegség prevalencidjanak a fiiggvénye, képlete:

elBzetes tesztesély = brevalencia
1 — prevalencia

7. Utdlagos tesztesély: A teszt pozitivitasi ardny és az eldzetes tesztesély fiiggvénye, képlete:

utélagos tesztesély = teszt pozitivitdsi ardny x eldzetes tesztesély

8. Tesztpozitivitas eldrejelzo értéke =

elOzetes tesztesély X teszt pozitivitas valoszinus€gi arany —

1 — elbzetes tesztesély x teszt pozitivitds valosziniiségi arany

utdlagos tesztesély _

1 — elbzetes tesztesély x teszt pozitivitds valoszinliségi arany

valddi pozitivitds
valddi pozitivitas + fals pozitivitas

(Cohen, 1960, Fleiss, 1993)
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4.5.2. Eredmények
A virusizolalds és a diagnosztikai, egylépéses PCR vizsgalatok eredményeinek Osszehasonlitdsa
sordn kettévélasztottuk a friss mintdk és az Osszes mintdk két diagnosztikai mddszerrel kapott

eredményei kozotti statisztikai szamitasokat. Az elébbi esetben a kovetkez6 eredményeket kaptuk:

valddi pozitivitds: 42 virusizolalas
valédi negativitds: 171 pozitiv negativ
pozitiv 40 1
PCR
negativ 1 271

Osszedllitottuk ugyanezt a tdbldzatot az Osszes mintdk két diagnosztikai modszerrel kapott

eredményeinek behelyettesitésével:

valédi pozitivitas: 47 virusizolalas
valédi negativitds: 302 pozitiv negativ
pozitiv 40 6
PCR
negativ 1 302

kappa = megfigyelt egyezés — virt egyezés
1 — vart egyezés

A préba reprodukdlhatdsagérol tajékoztatd kappa statisztikai érték friss mintak esetében:
k=(0,9936-0,7723)/(1-0,7723)=0,2213/0,2277=0,9719
ahol a

megfigyelt egyezés=(40+271)/(40+1+1+271)=311/313=0,9936

vart egyezés=(40+1)/313 x (40+1)/313 + (271+1)/313 x (271+1)/313=0,7723
Ugyanez a kappa statisztikai érték az 0sszes vizsgalatokat (friss mintdk és retrospektiv vizsgélatok
mintdi) figyelembevéve a kovetkezoképpen alakult:
k=(0,9799-0,7817)/(1-0,7817=0,1982/0,2183=0,9079
ahol a

megfigyelt egyezés=(40+302)/(40+6+1+302)=342/349=0,9799

vart egyezés=(40+1)/349 x (40+6)/349 + (302+1)/349 x (302+6)/349=0,7817
A virusizolalds érzékenységét (v.i.érz.) Osszehasonlitva a PCR érzékenységével a kovetkezd
eredményeket kaptuk a frissen feldolgozott mintdk esetében:

v.i.érz. =41/42=0,9762

PCR érz: =41/42=0,9762
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Az Osszes vizsgalatot figyelembe véve az érzékenység értékei a kovetkezOképpen tolddtak el a PCR
javara:

v.i.érz. =41/47=0,8723

PCR érz. =46/47=0,9787
A két médszer specificitasa kozotti kiilonbség a frissen feldolgozott, és az 6sszes feldolgozott minta
esetében igy alakult:

v.i.spec.  =271/271=1

PCR spec. =271/271=1

v.i.spec.0ssz. =302/302=1

PCR spec.6ssz.=302=302=1

A két teszt megbizhatdsagarol készitett teszt pozitivitas valoszinitiségi arany (v.i.LR+, PCRLR+) a

kétféle mintafeldolgozéassal nem adott értéket.
v.i.LR+  =0,9762/1-1=0 v.i..LR+0ssz. =0,8723/1-1=2
PCRLR+ =0,9762/1-1=2 PCRLR+6ssz.  =0,9787/1-1=0

A két proba teszt negativitds valdsziniiségi ardnya (v.i.LR-, PCRLR-) a Kkétféle

mintafeldolgozassal:
v.i.LR- =1-0,9762/1=0,0238
PCRLR- =1-0,9762/1=0,0238
v.i.LR-0ssz. =1-0,8723/1=0,1277

PCRLR-6ssz.  =1-0,9787/1=0,0213

A vizsgalatok el6zetes tesztesélye (pre-test odds)

ondomintdk esetében: pret-tes odds =42/297=0,1414
magzatok szervmintdi esetében: pret-tes odds =3/177=0,0169
Ujsziilott csikd szervmintdi esetén: pret-tes odds =1/19=0,0526

Az utélagos tesztesély vizsgalatinak nem volt értelme a 100%-os specificitasi értékekbol

kovetkezd LR+ nevezd 0 értéke miatt.
A tesztpozitivitas elorejelzo értéke mindkét vizsgalatnal és mindkét mintafeldolgozas esetén 1-nek
bizonyult.

A virusizoldldst kovetd immunhisztokémia, a specifikus McAb segitségével, az elsd
vakpasszdzst kovetéen nem mutatott ki tobb viruspozitiv mintdt, de a kimutatds gyorsasiga 3
esetben megnétt, mivel az elsé vakpasszdzst kovetd 24 ora elteltével megfestett sejttenyészetek
fertozott sejtjeiben, plakkszertien jol megfigyelhetd volt a sejtek citoplazmdjanak barnds-voroses
elszinezddése a magarnyék mellett. A virusra jellemzd sejtkérosit6 hatast fénymikroszkdppal csak a
3-4. napon tudtuk megfigyelni (A8, A49, A95 mintik). Amennyiben az érzékenységi statisztikai

szamitasokndl ezt figyelembe vessziik, ugy az i.h. festéssel kombindlt virusizoldlds 3 napig
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érzékenyebbnek  bizonyult az egyszerli, Oestlund féle virusizoldldss  mddszerénél
(18/19=0,9474>15/19=0,7895).

Az 1.h. specifikussidgat magzati mintdknal Osszehasonlitva a kovetkezoket kell figyelembe
venni: az els6 20 negativ mintdbol a virusizoldlast kovetd i.h. is minden esetben negativ
eredménnyel zarult. Egy altalunk csak PCR mddszerel vizsgélt és negativnak taldlt magzat szervei,
viszont egy masik laboratériumban végzett vizsgalat szerint i.h. festéssel pozitivnak bizonyultak. A
megismételt vizsgdlat szerint ugyanezek a mintdk ismét negativak voltak virusizolalassal és PCR-
rel is. Ez azt jelenti, hogy a McAb-ra alapozott i. h. festés specifikussdga virusizolalast kovetden 1,
a vetélt magzat szerveinek i. h. specifikussaga (direkt médszer) viszont mindenképpen 1 alatti.

Kiilon ki kell emelni, hogy a két észak-amerikai tipust izolatum azonositdsa (A170 és A172, 1d.
filogenetika) semmilyen nehézséget nem okozott az i.h. festési eljaras soran.

Osszefoglalva az eredményeket, a v. i.-t kovetd i. h. festés érzékenysége friss mintak esetében a
v. 1.-t az elsé 3 napban 15%-kal feliilmilja. A 3. nap utdn a 2 mddszer érzékenysége megegyezik,
amely 94,74%. A diagnosztikai PCR érzékenysége ugyanezeknél a mintdkndl ugyancsak 94,74%,
de nagyobb szdmu minta esetén mar 97,62%. Mindhdarom modszer 100%-an specifikus.

4.5.3. Megvitatds
A kiilonbozé diagnosztikai moddszerek eredményeinek a megerdsitése, érvényesitése

2

(,,validalas™), alapvetd igény minden vizsgdldo szakember részérdl. Az egyes diagnosztikai
modszerek Osszehasonlitdsat régdta kiillonbozd statisztikai modszerekkel végzik (Cohen, 1960,
Fleiss 1971, 1993), és ezek a kiillonbozd statisztikai vizsgdlatok jelzik az egyes vizsgélati
eredmények érvényességének eltérd paraméterein keresztil az egyes bioldgiai probdk
alkalmazhat6sdgdnak lehetéségeit. Altaldnossdgban egy biolgiai probat a kérelézményi adatok,
klinikai megfigyelések, fatdlis kimenetelli esetekben a patoldgiai leletek és a teszteredmények
utdlagos egybevetésével értékelnek, de nem ritka az sem, amikor két vagy tobb proba eredményét
egymdashoz hasonlitjdk. Munkdnk sordn ez utébbi mddszert vdlasztottuk mi is, mert a vizsgdlat
targyat képezd mintdk dontd tobbségénél, az eredményeink patoldgiai leletekkel torténd
alatdmasztasat nem varhattuk, a vetélt és Gjsziilott csikok esetében pedig, a patoldgiai elvaltozasok
szegényessége, valamint a jelentds mennyiségben Onemésztett vizsgalati anyagok koérbonctani
vizsgdlatra vald alkalmatlansdga folytdn, éppen a virologiai €s molekuldris biologiai mddszerek
jelenthetik a patoldgia szdmdra a megerdsitést. Két vagy tobb mddszer egyidejii 6sszehasonlitdsakor
viszont mindig alapvetd kérdés: mihez kell viszonyitani, mi az abszolit egyértelmii eredmény?
Ilyenkor &ltalaban két f6 lehetdség kindlkozik: vagy az egyik mddszert vessziik alapul, ha egy jol
bevélt, kiprobalt vizsgalati eljarasrol van sz6, és ehhez viszonyitjuk a tobbi mddszert, vagy az
0sszes modszerrel kapott pozitiv eredmény jelenti a felderitett 0sszes pozitiv esetszamot, és ehhez

viszonyitunk. ElObbi esetben a viszonyitdsi alapul szolgdlé bevalt mddszer érzékenysége, utdbbi
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esetben pedig a vizsgalt médszerek specifikussagardl szolé adat vész el, vagyis az a statisztikai
mutatd, amely a fals pozitivitdsok lehetséges ardnyat jelzi. Mi ennek ellenére ez utébbi viszonyitést
vdlasztottuk, mert a virusizoldlds az irodalmi adatok alapjan a “golden standard”, vagyis optimalis
esetben ennek a mdédszernek 100% koriili az érzékenysége, masrészt viszont biztunk az i.h. eljarés
érzékenységet noveld hatdsaban. A PCR specifikussdganak esetleges problémdit az RFLP termék
azonositdsa mellett egy masik régi6 PCR-rel torténd felerdsitésével €és a termék szekvendldsaval
terveztiik kikiiszobolni.

A harom mddszer 6sszehasonlitdsakor azonnal kitlinik, hogy az i.h. mint 6nall6 vizsgélati
eljaras, nem johet szamitdsba, mert a virusantigén kimutatast mindig megeldzte a mi esetiinkben a
virusizolalds, és az i. h. mint vizsgdl6 moédszer nemcsak a v.i.-tél fiiggott, de a két viruskimutatds
eredményében sem volt eltérés. Ugyanakkor az is kideriilt, hogy a szervek direkt i.h. festése
bizonyos esetekben aspecifikus festddést eredményez, ezzel rontva a vizsgalat megbizhatésagat a
specifikussag oldalarél nézve.

A két alapmoddszer eredményeinek statisztikai modszerekkel valo Osszevetése ugyanakkor
tanulsdgos, nemcsak az egyes statisztikai paraméterek, hanem az ezekbdl a diagnosztikai
alkalmazhatésag terén levonhaté kovetkeztetések tekintetében is.

A kappa statisztikai értékek majdnem 10%-os kiilonbsége a frissen feldolgozott mintdk javéra
azt jelzi, hogy a virusizolalds, eredményességben csak akkor veszi fel a versenyt a PCR mddszerrel,
ha a rendelkezésiinkre al16 mintdkban még infektiv EA virionok taldlhatok. Minden egyéb esetben a
PCR reprodukdlhatésdga Ilényegesen jobb a virusizoldldséndl. A retrospektiv vizsgalatok
elvégzéskor a virus izoldldsa még akkor is esélytelen, ha a mintdt -80°-on taroltdk. A virus
izoldldsanak kiillondsen a magzati mintdk esetében volt alacsony esélye, mert ezeknek egyébként is
lényegesen alacsonyabb az infektiv titere (1d. 4.2. virusizolalas fejezet).

A két moédszer érzékenysége kozotti azonossdgot a mintdk azonnali feldolgozédsa esetén kozel
megegyezOnek és rendkiviil jonak (97%) talédltuk, ami nagyjabdl megegyezett mind az EAV PCR és
v.i. érzékenység nemzetkozi adataival (Beldk és mtsai, 1994, Gilbert és mtsai, 1997, Balasuriya és
mtsai, 1998), mind egyéb virusok PCR és v.i. érzékenységének Osszehasonlité adataival (Ballagi-
Porddny és mtsai, 1990, 1992, Beldk és Ballagi-Porddny, 1993). A retrospektiv vizsgalatokat is
magaba foglal6 statisztikai szamitdsok eredményei itt is 10% eltérést mutatnak a PCR javéra, ami
jelzi, hogy a minta infektiv virustiterének csokkenésével ardnyosan romlik a v. i. mddszer
érzékenysége is.

Meggy6z6 mindkét préba specifikussaga is (100%), ami elsdsorban a PCR esetében mond ellent
az irodalmi adatoknak (Sarkar és mtsai, 1990, Balasuriya és mtsai, 2002, Westcott é€s mtsai, 2003),
a v. 1.-nal azonban nem meglepd. A késObbiek soran keriil leirdsra az éltalunk kifejlesztett nested

PCR mddszere (filogenetika), melynél a specifikussig mar lényegesen rosszabb, mint a
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diagnosztikai PCR esetében. Ez a tény megerdsiti azoknak a szakembereknek a véleményét, akik
legalédbbis a korjelzés kialakitasdnal, az egylépéses PCR elonyeit hangoztatjdk, még azon az 4ron is,
hogy esetleg le kell mondani a nested PCR magas érzékenységérdl, mind a diagnosztikai, mind a
filogenetikai vizsgdlatok megbizhatésaganak a javara. E véleményeket sajat vizsgalataink alapjan
teljesen megalapozottnak tartjuk.

A két vizsgélati modszer teszt pozitivitds valoszinliségi ardnyat, éppen a 100%-os specifikussag
miatt nem lehet meghatdrozni, de a teszt negativitds valdsziniiségi ardny alacsony értéke (2,38%)
mutatja, hogy milyen kis valdsziniiséggel szamithatunk fals negativ eredményre a frissen vizsgalt
mintdknal. A kirivéan alacsony 12,77%-os taldlati ardny mar érzékelteti a v. i. hatranyat a PCR-rel
szemben azokban az esetekben, amikor a minta hosszabb ideje nincs feldolgozva.

A hérom kiilonb6z0 mintacsoport statisztikai vizsgalatdval, a prevalenciat is figyelembe véve
megallapithatjuk, hogy ondémintdk esetében annak a valdszinlisége, hogy a szeropozitiv mén
Magyarorszagon 1998 és 2004 kozott virust iirit kb. 14%. Ez a mutaté egy kicsit pozitiv irdnyba
torzit, a retrospektiv vizsgalatok sulyozottsdga miatt. Ugyanez az érték 2001 és 2002 kozott 10%
volt, az egyes irodalmi adatokban szerepld (Timoney €és mtsai, 1986) 30%-kal szemben. A magzati
mintdk eldzetes tesztesélye igen alacsony (1,69%), €s ez a hazai EAV torzsek alacsonyabb
virulencidjat bizonyitja, valamint arra utalhat, hogy az EAV okozta vetélés diagnosztikdja, még a
szeroldgiailag bizonyitott jarvdnyok esetén is, csak rendkiviil korldtozott ideig, €s mérsékelt
eredményességgel valdsithatd meg, a magzati szervek mér emlitett alacsony virustiter értékei miatt.
Az ujsziilott csikok eldzetes tesztesélye viszont az alacsony mintaszdm (1/19) miatt nem vethetd
Ossze redlisan a magzati mintdk tesztesélyével, de a majdnem négyszeres kiillonbség ez utdbbi
javara igéretessé és indokoltta teszi az wjsziilottkori elhulldsok vizsgdlatat, hiszen az EAV okozta
vetélés mellett, az djsziilott korban okozott elhullasok hatterében is jelentds szdmban dllhat EAV

fertozés.
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4.6. A hazai léarteritis virustorzsek genetikai vizsgalati médszerének a kidolgozasa
4.6.1. Anyag és modszer
Allatok, mintavétel, mintik kezelése, tdroldsa:

A PCR vizsgidlatok elvégzése elotti mintavétel, a mintdk kezelése és taroldsa a 4.2 fejezetben
keriilt ismertetésre. A mintdkat egy masik, altalunk kifejlesztett PCR vizsgélatnak vetettiik al4, majd
-80°C-on taroltuk azokat.

Hazai EAV torzsek filogenetikai vizsgdlata, a megfelelo genomszakasz meghatdrozdsa

A legrészletesebb koérelozményi adatokkal rendelkezd 16 onddéminta, valamint a 3 vetélt
magzatbdl és 1 ujsziilott csikébol szarmazd szervmintdkban jelenlevd EAV nukleinsavanak
részleges szekvendldsa céljabol, a virus egy mésik genomrégidjat, PCR moddszerrel felerdsitettiik.

A megfeleld variabilitdst mutato, kiillonbozd EAV genomrégiok meghatarozdsdhoz a FASTA
(Pasteur Intézet) és a BLAST (Nemzeti Biotechnologiai Informéciés Kozpont) szamitogépes
programokat  haszndltuk, az egyes virusok illesztését, valamint a konszenzus
szekvenciameghatdrozdst a BioEdit 4.7.8. és az Align Plus 4 for Windows 95, version 4.0
(Scientific and Educational Software) programok segitségével végeztiik.

A filogenetikai vizsgdlatokhoz az EAV ORF5 régié hiarom varidbilis részét (Balasuriya és
mtsai, 1997) kozrefogd, génszakasz amplifikdldsara terveztiink RT-PCR-t, melyet a diagnosztikai
PCR-t4] valé megkiilonboztetés céljabdl a tovabbiakban filogenetikai PCR-nek neveziink. A kevés
EAV RNS-t tartalmazé mintdk sikeres szekvendldsa érdekében kidolgoztunk egy nested RT-PCR-t
is, melynek kiilsé primerei az ORF 4 €s az ORF 6 régidkra tapadva lefedik a teljes ORF 5 vizsgalt
génszakaszat, és egy 1376 bp hosszusagu terméket adnak, valamint egy belsé primerpart, mely az
ORF 5 konzervativ részeire kotddik, koriilvéve a harom varidbilis régiot, egy 640 bp hosszusagu
terméket képezve (10. dbra). A tervezett primerpdrok pontos lefrdsat a 9. tablazat foglalja Ossze.
Osszehasonlité vizsgdlatok céljabdl szintetizaltattuk az ugyanezen célbdl Stadejek és mtsai (1999)
altal tervezett primereket is, melyeket a 8. tdblazat mutat be.

8. tablazat: Stadejek és mtsai (1999) altal az EAV genomra tervezett filogenetikai nested PCR

primerek lokalizécigja

Gfl:)r:l)irilllio ' Nukleotid | Amplikon
pozicié irdnyultsig Szekvencia (5°-3’) pozicié | hossza (bp)
i 11253
ORF5 | genomikus|  GAC GGA TCG CGG CGT TAT TG oot
1351
ORF7 | reverz | GGTAGGAACCCAACTGACGGTG | >
ORF5 | genomikus | GCC AA/GT TTG CTG CGA TAT GA sl
565
ORF5 | reverz TGG GCC TAC CTG GGA CTA AC el
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EAYV genom
5’- AAAA
RT primer 12704
ORF 4 ORF 5 és a variabilis régioi ORF 6 —
< cDNS
Kiils6 gen. i . Kiilsé rev.
primer (10905 ulsé amplikon (1376 bp) = orimer (12280)
[ |
Belso gen. ; Belso rev.
primer (11222) primer (11861)
|
Belsé amplikon (564 bp)

10. abra: Az EAV genomra tervezett filogenetikai nested RT-PCR primereinek lokalizaciéja

9. tablazat: Az EAV genomra tervezett filogenetikai nested PCR primereink lokalizacidja

Giré?irilllio ’ Nukleotid | Amplikon
ira 1 a S k 1 5’_3’ Y
pozici6 irdnyultsag zekvencia ( ) pozicié | hossza (bp)
- 10905-
ORF 4 | genomikus CCACTGCGCCGGCTATAACT 10924
1376
ORF6 | reverz TTG CCG CGA ACC ACT ACC TG o
ORF5 | genomikus AGC GCT TCA CAG ACT TCA CC 111122121
640
ORF5 | reverz CCG TAG GCC ACT GCA TAA TC 1111%‘221

Az ORFS régiora tervezett PCR

A tervezett nested RT-PCR kétlépéses valtozatandl az EAV RNS étirds megegyezett a 4.2.
fejezetben leirtakkal. Az ezt kovetd els6 amplifikdcié reakcidelegye 25 pl, 1,5 mM MgCl,
koncentraciéji pufferben 5% mennyiségli DMSOQOy, 10 pmol dNTP, 12,5-12,5 pmol primer, 2,5 ul
c¢DNS és 1,5 U Taqg DNA polymerase keverékét (MBI Fermentas, Vilniusz, Litvdnia) tartalmazta. A

polimeraz lancreakciot MJ Research MiniCycler-rel (MJ Research, Inc. Watertown, Massachusetts,
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USA) végeztiik. A kezdeti 94°C-os 3 percig tarté denaturdcié utdn 5 ciklusban ismételtiik el a
kovetkezd 1épéseket: 94°C-on 45 mésodperc (denaturdcid), S7°C-on 1 perc (primer kapcsolddas),
72°C-on 1 perc (lancszintézis), majd tovabbi 25 cikluson keresztiil a primerkotddés homérsékletét
53°C-ra csokkentettiik, a tobbi paraméter véltoztatasa nélkiil. Legvégiil a reakcidelegyet 72°C-on
tovabbi 2 percig inkubdltuk a lancszintézisek teljes befejezése céljabol. A masodik amplifikacié
reakcidelegyének 50 pl-e 1,5 mM MgCl, koncentréaciéja pufferben 10 pmol dNTP, 25-25 pmol
primer, 5 pl ¢cDNS és 1,5 U Taq DNA polymerase keverékét (MBI Fermentas, Vilniusz, Litvéania)
tartalmazta. A kezdeti 94°C-os 3 percig tartd denaturdcié utan 5 ciklusban ismételtiik el a kovetkezd
1épéseket: 94°C-on 45 méasodperc (denaturicid), 58°C-on 1 perc (primer-kapcsolddas), 72°C-on 1
perc (lancszintézis), majd tovdbbi 35 cikluson keresztiil, a tobbi paraméter valtoztatdsa nélkiil,
54°C-ra csokkentettiik a primerk6tddés homérsékletét. Legvégiil a reakcidelegyet 72°C-on tovabbi
2 percig inkubdltuk a lancszintézisek teljes befejezése céljabol.

Az egy lépéses PCR esetében, melyet a Qiagen OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Germany)
komponenseivel, a gyartd utasitisainak megfeleld0 modon végeztiik, az RNS atirds folyamatat az
ORF 6 régiora tapadd, kiilsd, reverz primer végezte, majd 15 percig 95°C-on tarté reverz
transzkriptdz enzim inaktivilds és Taq polimerdz aktivdlds utdn, ugyanabban a reakciocsében a
polimeraz lancreakcié kovetkezett. Ennek sordn 8 cikluson keresztil a kovetkezd
reakcioparamétereket allitottuk be 94°C-on 40 madasodpercig tarté denaturdcié, majd a
virusspecifikus primerek kétddése a DNS szalakhoz (primer annealing), 58°C-on 50 mésodpercig,
minden ciklusndl egy 1°C homérsékleteséssel (touchdown PCR). Végiil az 1) DNS szalak
lancszintézise (extension), 72°C-on 1 percig. Ezutdn folyamatosan tovabbi 32 cikluson keresztiil,
ugyanezekkel a paraméterekkel végeztik a PCR-t, de a primerkotédés homérsékletét 50°C-ra
allitottuk be. A reakciét 72°C-on 10 percig tartdé végsO lancszintézissel fejeztiik be. Az itt
alkalmazott primerek koncentracidja 1 uM volt. A masodik amplifikdciot is ugyanezzel a kittel
végeztilk, megemelve a primerkoncentraciét 2 uM-ra. Az alkalmazott PCR program megegyezett az
els6 amplifikdcioban hasznalttal.

Mindkét PCR esetében a vizsgdlati mintdk mellett pozitiv kontrollként, a Bucyrus referens EAV
torzs tisztitott RNS-ét illetve cDNS-ét, negativ kontrollként virus RNS-t illetve cDNS-t nem
tartalmazo reakcidelegyet alkalmaztunk.

A nested PCR mellett megkiséreltiik csak egyetlen amplifikdldssal szekvendldshoz elegendd
mennyiségli DNS-t elddllitani, és ebben az esetben csak a két belsd primerpérral (Stadejek éltal és
altalunk tervezett primerparokkal) végeztiik az ORF 5 régi6 genomrészének a megsokszorozdsat.

A termékek megjelenitését a 4.2. fejezetben ismertetett moédon végeztiik.
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A PCR amplikonok azonositisa: RFLP

A kapott PCR termékek azonositdsat a restrikcids enzimmel vdgott DNS szakaszok
vizsgdlatdval végeztiik el. A gélelektroforézist kovetden 2 olyan enzimet taldltunk mely az
amplikonokat, egymadstdl jol elkiilonitheté mdédon, két fragmentre hasitotta. A Hinfl, és az EcoRI
restrikciés endonukledz enzimekkel emésztettik meg a kapott termékeket. Emésztéskor a
reakcidelegy a kovetkezd OsszetevOket tartalmazta: 2 ul PCR termék, 2 ul R* puffer 10 x, 15,5 pl
desztillalt viz, 0,5 pl Hinfl (5 egység), illetve EcoRI (5 egysé€g). A PCR termék emésztése 37°C-on,
1 6ran &t, vizfirdében tortént. Az 1igy keletkezett DNS fragmentumok szeparicidjat és
vizualizacigjat a 4.4 fejezetben leirt médon agardz gélelektroforézissel végeztiik.
Szekvencia-meghatdrozds:

A GPs gliikoproteint kddol6 régidhoz tapadd specifikus primerpérok éltal felerdsitett terméket
(amplikont) trisz - borat - etilén-diamin-tetraacetat (TBE) pufferben oldott, 0,5 pg/ml etidium-
bromidot tartalmazo, 0,8%-os agardzgélben (Standard Low-m, Agarose Gel, Bio-Rad, Richmond,
CA, USA) elektromos térben futtattuk (elektroforetizaltuk) 6-8 V/cm fesziiltség mellett kb. 3 6ran
at. Az amplikon helyzetét rovid idejii 302 nm-es ultraibolya fény (UV) 4tvilagitassal (AITM-26
transzluminator, Alpha Innotech Corporation, USA) vizsgéltuk, majd a kb. 500 mg-nyi mennyiségii
amplikont tartalmaz6 géldarabkat kivagtunk a géllemezbdl és QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Germany) segitségével kitisztitottuk az elegybdl a DNS-t. A termékek két irdnyu direkt
szekvendlasat fluoreszcens festékkel jelolt didezoxi-nukleotidos szalépitésen alapuld (Sanger és
mtsai, 1973) szekvenald reakcié moédszerével, ABIPrism 2.1.0 automata szekvenalokésziilékkel, a
Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kutaté Kozpontjdban végeztettik el. A
szekvendldshoz haszndlt primerek azonosak voltak az A4ltalunk az RT-PCR reakciéban
hasznéltakkal.

Szdmitogépes osszehasonlito vizsgdlat:

Az altalunk kapott szekvencidkat a referens Bucyrus EAV torzs komplett RNS genomjat
tartalmazé X53459 génbanki akcesszidés szdamu (den Boon és mtsai, 1991), valamint az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) génbankban taldlhatd, altalunk kivalasztott EAV
szekvencidkkal hasonlitottuk 0ssze; ehhez a FASTA és a BioEdit 4.7.8 szdmitégépes programokat
hasznaltuk. A szdmitégépes eredményeket a szekvencia-hulldimok egyedi ellendrzésével
hitelesitettiik. Az ezt kdvetd tobbszoros szekvenciaillesztéshez a BioEdit 4.7.8 és a Clustal W 5.a
szoftver szamitégépes programokat alkalmaztuk. A filogenetikai fa létrehozdsakor a
szekvenciaparok kozotti tdvolsdgot a DNADIST szamitégépes program (Felsenstein 1993, Benkd
és Harrach, 1998), Kimura 2 paraméteres modell, 2-es ardnyu transitio/transversio (Kimura 1980)
segitségével hatdroztuk meg. A DNADIST programmal létrehozott tdvolsdgi matrixbdl (distance

matrix) a FITCH programmal készitettiink torzsfat (Fitch és Margoliash, 1967).
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Statisztikai modszerek

A statisztikai mddszerek koziil a filogenetikai PCR préba érzékenysége mellett a préba
specifikussagat is vizsgdltuk. A retrospektiv vizsgalatokban résztvevo 15 ondémintdhoz, melyekbdl
6 pozitivnak bizonyult, és ezekbdl 4 mintat szekvendltattunk, valamint random médon kivélasztott 7
ondo-, 6 szerv- €s 6 leukocita mintat, €s a fennmaradd tovabbi 16 szekvenaltatott mintat is
alavetettiik a filogenetikai PCR vizsgélatnak.

4.6.2. Eredmények
A termékek kimutatdsa és azonositdsa

Az egyes PCR moddszerekkel kapott amplikonok intenzitdsa eltéronek mutatkozott, nagysaga
640 bp, a nested PCR kiilsd terméke 1376 bp volt, a szamitott értékeknek megfeleldéen. A Stadejek
és mtsai altal tervezett nested PCR amplikonjainak hossza a cikkben (1999) leirtakkal megegyezett
(565 bp).

A termékek azonositdsara haszndlt restrikciés enzimekkel csak az erdsebb csikot képezd
amplikonok esetében volt lehetdségiink az emésztés utidn keletkezett rovidebb fragmentumok
elbirdlasdra. Ekkor a Hinfl enzimes vigas utdn egy 565 és egy 75 bp molekulatomegli termék,
illetve az EcoRI enzimes vagas utdn egy 373 és egy 267 bp molekulatomegii termék keletkezett. A
halvany csikot adé PCR termékek enzimes vagdsa utdn nem volt lathat6 fragmentum csik a gélben.
Szekvenciameghatdrozds

A kapott szekvencidk meghatdrozdsakor, egy esetet kivéve, valamennyi alkalommal az EAV
genom GPs génjének megfeleld szekvencidkat kaptunk, melyeknél az illesztéses (alignment)
vizsgdlattal 81-91% hasonldsdgot taldltunk a referens Bucyrus torzs szekvencidjdnak a megfeleld
genomrészéhez hasonlitva (részletek a 4.7. fejezetben).

Az egyetlen kivételt az M34 minta képezte, melynél a nested RT-PCR-t kovetden, egy
nagyjabdl 500 bp nagysagu, halvany csik volt megfigyelhetd a gélben, mely mellett még legaldbb
két kisebb molekulatomegli amplikon is képzddott ugyanabban a reakcioban. A csik halvanysdga
miatt azt direkt szekvendlds utdn Osszehasonlitottuk a génbankban taldlhaté virus eredetii, majd
egyéb €10 szervezetbdl szarmazd nukleotid szekvencidkkal. A kapott eredmény alapjan a felerdsitett
génszakaszunk az X79547 génbanki akcesziés szamud, 16660 bp nagysagu, Equus caballus
mitokondridlis DNS részét képezte, mely részben a citokrom c oxiddz, részben az e mogott
elhalyezked6 2 ATPaz enzimek kddoldsaban jatszik szerepet. A felerOsitett génszakasz pontos
helyezddését, és a két ellentétes iranyu szekvendlds sordn kapott termékek illesztését a 11. abran
mutatom be. Az illesztésbdl kiolvashatd, hogy mindkét primer a neki ellentétes irdnyultsdggal
kapcsolddott a mitokondridlis DNS genom adott szakaszdhoz. A primertervezd programokkal
ugyancsak megéllapithaté volt a 2 genomikus és a belsd reverz primerek ellentétes irdnyultsdggal

torténd kapcsolddési lehetdsége a mitokondridlis genomhoz. A megismételt vizsgédlatok sordn
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mindhdrom nested PCR, élesebb vagy halvanyabb csikkal, de kimutatta az M34 minta
mitokondridlis DNS szennyezettségét, mindkét altalunk haszndlt RNS tisztitasi mod (Tri reagens,

QIAamp, 4.2. fejezet) alkalmazasat kdvetden.

X79547mDNS 7563 agacgctatccctgggcgcctaaatcagacaactctcgtggectctcecgac
Sz34konszenzus L e e
X79547mDNS 7613 caggactttactacggtcaatgctcagagatctgcggatcaaaccacagc
Sz34konszenzus L
X79547TmDNS 7663 tttataccaattgtccttgaactagttccactgaaacacttcgaagaatg
Sz34konszenzus 96 ..... (S
X79547mDNS 7713 atctgcatcaatattataaagtcactaagaagctattatagcattaacct
Sz34konszenzus LG it e e e e e e e e e e e e e
X79547TmDNS 7763 tttaagttaaagattgagggttcaaccccctccctagtgatatgccacag
Sz34konszenzus e
X79547mDNS 7813 ttggatacatcaacatgatttattaatat@gtctcaataatcctaactct
Sz34konszenzus 246 o e e e e e - |
X79547mDNS 7863 atttattgtatttcaactaaaaatctcaaagcactcctafccgacacacc
Sz34konszenzus 0 [
X79547mDNS 7913 cagaagtaaagacaaccaaaataacaaaacactctgccccttgagaatca
Sz34konszenzus B0 it e e e e e e e e e e e e e
X79547mDNS 7963 aaatgaacgaaaatctattcgcctctttcgctaccccaacaatagtagge
Sz34konszenzus 300 i e e e e e e e e e e e a.....
X79547TmDNS 8013 ctccctattgtaattctgatcatcatatttccce

Sz34konszenzus 446 i e e e e e

11. abra: Az EAV genomra tervezett filogenetikai nested RT-PCR belsd primereivel szekvenalt
Sz34 minta konszenzus szekvencidja illesztve a X79547 génbanki akceszids szdmu Equs caballus

mitokondridlis DNS genomhoz

Keresztkontamindcio

Az A269 EAV RNS pozitiv ondéminta filogenetikai RT-PCR vizsgalatit kovetden 9 nappal az
MI151 magzati szervmintabdl mindkét filogenetikai nested RT-PCR modszerrel (Stadejek altal és
altalunk tervezett primerparokkal és PCR programokkal) halvany csikot figyeltiink meg az
agar6zgélben a termék futtatdsat kovetden. A direkt szekvendlds nukleotid sorrendjének, az A269
mintabdl nyert EAV nukleotid sorrendjével tortént 6sszehasonlitdskor azonosnak bizonyult a két
minta. Az M151 minta megismételt nukleinsav tisztitidsa €s ismételt nested RT-PCR vizsgélata

negativ eredményti lett, miként a diagnosztikai RT-PCR és a virusizolédlds eredményi is.
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Statisztika

A Stadejek és mtsai (1999) éltal, az ORF 7-t6l GPs gén 5° végéig tervezett nested PCR a 20
pozitiv mintabdl 18-at ismert fel, a 30 negativ mintdbSl 29-et. Igy a fals pozitivitds ardnya 1/30 =
3,33%, a fals negativitasi arany pedig 2/20 = 10 %. Ennek megfeleléen az RT-PCR érzékenysége:
18/20 x 100 = 90%, specifikussdga pedig 29/30 x 100 = 96,67%. A tovabbi RT-PCR-ek hasonl6

paramétereit a 10. tdbldzatban mutatom be.

10. tablazat: Az egyes RT PCR-ek érzékenységének és specifikussdganak 6sszehasonlitasa

RT-PCR Valédi Stadejek és Sajat Sajét Sajat Sajat
tipusa eredmény mtsai kétlépéses | egylépéses | kétlépéses | egylépéses
(1999) nested nested
nested %
Pozitiv 22 20 20 21 19 21
Fals pozitiv - 1 1 1 - -
Negativ 28 27 27 27 28 28
Fals negativ - 2 2 1 3 1
érzékenység 90,91 % 90,91 % 95,45 % 86,36 % 95,45 %
specifikussag 96,43 % 96,43 % 96,43 % 100 % 100 %

% A Stadejek és mitsai altal (1999) leirt primerek és PCR programok alkalmazds sordn nyert
eredmények.
4.6.3. Megvitatads

Az egyes PCR modszerekkel kapott termékek az agar6zgélben jelentds kiillonbséget mutattak
intenzitdsukban, bar tobbségiiknél az amplikonok alkalmasak voltak a direkt szekvenédldasra. Néhdny
esetben azonban a kapott DNS mennyisége kevesebb volt a sziikségesnél. Ez els6sorban a két,
virusizolaldssal negativ, vetélt magzati szervmintanal jelentett nehézséget (M20 és M72), valamint
minden olyan mintdndl, ahol a diagnosztikai PCR és a virusizoldlds negativ eredményei ellenére, a
kérelézményi adatok, a klinikai tiinetek és a szerolégiai vizsgdlati eredmények mégis
valoszintsitették az EAV jelenlétét az adott I6dllomanyban (M34, M151). Ezért 2 esetben az elébbi
vizsgdlati eredmények figyelmen kiviil hagyva, megprobaltuk a gyengén lathaté terméket direkt
szekvenadltatni, €s a kapott nukleotid sorrendet értelmezni. A szekvencia meghatdrozds eredményei
deritettek fényt arra a nem kivdnatos jelenségre, hogy mig a diagnosztikai RT-PCR és a
virusizolalds 100%-os specifikussagd probaknak bizonyultak, addig a filogenetikai vizsgélatok
céljara kifejlesztett sajat, és az irodalomban leirt médszer egyardnt aspecifikus reakciot is adott.
Mind a Stadejek és mtsai (1999) 4ltal tervezett és haszndlt, mind az altalunk alkalmazott két- és

egylépéses filogenetikai RT-PCR vizsgdlat mukodott ugyan a diagnosztikai RT-PCR-rel és
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virusizoldldssal felderitett EAV pozitiv esetek tobbségében, egyes esetekben azonban nem adott
kielégitd eredményt. A nested RT-PCR probdk alacsonyabb specifikussdga miatt tobb egymastol
némileg kiilonboz6 amplifikalasi médszert probaltunk ki, eloszor a referencia tesztként alkalmazott
Stadejek és mtsai (1999) dltal tervezett kétlépéses nested RT-PCR-t, melynek sem az érzékenységét,
sem a specifikussdgdt nem taldltuk kielégitonek, ezért igyekeztiink, ugyanarra a genomrészre
tervezett, sajit RT-PCR-kel javitani ezeket a tesztmutatokat. Amint az a 9. tabldzatunkbdl is
kitnik, a sajat fejlesztésli, kétlépéses RT-PCR, bar az altalunk haszndlt primertervezd
programokkal 1ényegesen jobb tulajdonsdgu primertapadasi tulajdonsdgokkal rendelkezett, mégis
sem érzékenységben, sem specifikussdgban nem bizonyult jobbnak a referens nested RT-PCR-nél.
specifikussaggal, az egylépéses RT-PCR kit hasznalatdval, 90%-r6l 95%-ra noveltiik a modszeriink
érzékenységét, és ez eredményesnek tlint a két alacsony virustartalmi minta RNS-nek a
megsokszorozasandl (M20 és M72). A masik esetben az érzékenységet hagytuk figyelmen kiviil, és
a specifikussdgra helyeztilk a hangsilyt: ekkor csak a sajit tervezésli belsd primerparokat
alkalmazva, 100% specifikussagot sikeriilt elérni, igaz az érzékenység csokkenésével, ami
elsésorban a kétlépéses RT-PCR-nél volt szembeszokd (85%). Végiil a legjobbnak bizonyul6
modszernek az egylépéses, csak belsd primerpart hasznalo, sajat tervezésit RT-PCR bizonyult, mely
egyetlen minta kivételével (M72), valamennyi, vele szemben tdmasztott igénylinknek maximélisan
megfelelt. A kivételt képezd mintat tobbszor, kiillonbozd iddpontokban, két kiilonallo sterilfiilkében
dolgoztuk fel: RNS tisztitds, els6 RT-PCR, masodik RT-PCR, majd két eltéré6 idépontban,
egymastol 3 honapnyi eltéréssel, szekvendltattuk azokat a kontaminaciébol eredd falspozitivitds
kikiiszobolése céljabol. A két szekvencia meghatidrozds eredménye mindkét mintdndl, egyetlen
szinonim nukleotid mutaciét leszamitva, megegyezett. A tovabbi szekvendltatott mintakndl, a sajat
tervezési, egylépéses, csak a belsé primerpart haszndlé6 RT-PCR-rel amplifikaltuk a mintdink ORF5
genomrészét, biztositva ezzel a magyarorszagi EAV torzsek genetikai vizsgédlathoz hasznélt RT-
PCR maximalis specifikussagat.

A 16 mitokondridlis eredeti DNS szekvencia felerdsitése nested RT-PCR-rel bizonyitotta
szamunkra, hogy a nem kelld koriiltekintéssel alkalmazott ilyen irdnyd vizsgalatok sokszor
félrevezetd moddon, nagyjabol azonos molekulatomegli terméket adnak, melyeknél a termék
azonositds nélkiili elfogaddsa pozitiv eredményként, a diagnosztikidban alkalmazva rossz
korjelzéshez vezet. A filogenetikai vizsgdlatokndl a teljesen mds él6lénybdl szdrmazé NS
szekvencidval valé azonossidg ravilagit ugyan a mddszer hibdira, de a raforditott munkaidd és
anyagkoltség miatt itt is hatranyt jelent a nested PCR mddszerének helytelen haszndlata.

A nested RT-PCR-ek alkalmazdsa sordn, egy izben bizonyitottan keresztkontamin4cid is tortént

a mintak kozott, melyre a termék tisztitasat és direkt szekvenalasat kovetd szekvencia meghatarozas
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eredménye mutatott rd. Ez a tény Ujra felhivta a figyelmiinket arra, hogy a nested RT-PCR mddszer
rendkiviili érzékenysége a proba specifikussigdnak a rovdsara megy, ezért a filogenetikai
vizsgdlatok végzésekor legalabb annyira meggondolandé a dupla PCR alkalmazdsa, mint a
diagnosztika terén. Szamos szerz6 publikélt kozleményeket a PCR termékek kontaminaciéjardl és a
kontamindci6 elleni védekezési stratégidkrol, melyen beliil 3 {6 irdnyvonal kiilonithetd el: a gamma
é€s U.V. sugarzdssal torténd dekontaminicié, melynek hatékonysdgat szdmos szerzd vitatja
(Deragon €s mtsai, 1990, Dwyer és Saksena, 1992), a kémiai szerek és azok kombinécidja U.V.
sugarzassal, valamint specidlis eszk6zok alkalmazasa a PCR folyaméan (Beldk és Ballagi-Pordany,
1993), és a keresztkontamindci6 jelenségének felderitése uracil DNS glikozildzzal (Longo és mtsai,
1990). A gyakorlatban azonban egyik moédszer megvaldsitdsa sem egyszert, és egyik mdodszer sem
igér 100%-o0s biztonsagot a kontaminacioval szemben. A nested PCR alkalmazésa jelenleg azért
sem feltétleniil indokolt, mert a kereskedelmi forgalomban djabban kaphaté6 RT-PCR kitek annyira
tokéletesen optimalizaltak, mind az alkalmazott enzimek, mind a puffer oldat vonatkozasaban, hogy
érzékenységiik felveszi a versenyt a nested RT-PCR-ével, jobb primerekkel még feliil is mulhatja
azt.

Osszefoglalva: a hazai EAV torzsek genetikai vizsgélatainak céljabdl kifejlesztett 2 kiilonbozd
RT-PCR moddszerrel kapcsolatos tapasztalatainkat, leszogezhetd, hogy a megbizhatésagot és a
specifikussagot abszolut prioritdsnak kell tekinteni az érzékenységgel szemben. Munkank azt is
bizonyitja, hogy a jelenlegi RT-PCR kitek megfeleld érzékenységgel rendelkeznek, még egy

nehezebben hozzaférheté genomrégié amplifikalasdhoz is.
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4.7 A hazai és kiilfoldi virustorzsek osszehasonlité genetikai vizsgalata
4.7.1. Anyag és modszer
Mintdak

A kiilonbozd, diagnosztikai vizsgalatra kiildott, EAV virusgenomot tartalmazé mintdk koziil
részben a legjobban dokumentdlt, részben az egymadssal szoros jarvanytani és koroktani
Osszefiiggésben 1év0 mintakat valasztottuk ki a genetikai 6sszehasonlité vizsgédlatokra. Az 6sszesen
47 EAV pozitiv mintdbol igy kivalasztott 20-at részletes genetikai Osszehasonlité vizsgalatnak
vetettilk ald, egyrészt egymdssal, mdasrészt a génbankban taldlhaté6 20, egy-egy adott virus
genocsoportot legjobban jellemzd virustorzzsel.

Szdmitogépes osszehasonlito vizsgdlat:

A 19 magyarorszagi és egy ausztriai torzsbol nyert szekvencidkat, melyek az EAV ORFS5 régio
harom varidbilis részét (Balasuriya és mtsai, 1997) kozrefogd, génszakasz nukleotid sorrendjét
tartalmazzdk egy 640 bp hosszisdgi PCR terméken [11222. nt-11861. nt az X53459 génbanki
referencia szdmu (den Boon és mtsai, 1991), a referens Bucyrus EAV torzs komplett RNS genom)]
beliil helyezkedd 518 bp hosszusagu szakaszra (11296. nt-11813. nt) roviditettiink le. Ezeket a sajat
EAV szekvencidkat ¢sszehasonlitottuk a génbankban taldlhatd, fontosabb EAV szekvencidkkal,
melyhez a FASTA és BLAST (Pasteur Institute), a BLAST (NCBI) a BioEdit 4.7.8 és az Align Plus
4 for Windows 95, version 4.0 (Scientific and Educational Software) szamitégépes programokat
hasznéltuk.

A szamitogépes eredményeket a szekvencia-hullimok egyedi ellenérzésével hitelesitettiik. Az
ezt kovetd tobbszords szekvenciaillesztéshez a BioEdit 4.7.8 és a Clustal W 5.a szoftver
szamitégépes programokat alkalmaztuk. Ezutdn a kapott nukleotid sorrendbdl meghatdroztuk az
adott EAV torzs feltételezhetd, részleges GPs fehérje aminosav sorrendjét, és az igy kapott nem
értelmezhetd aminosav kodonokndl ismét a szekvencia-hullimok megvizsgalasaval és kijavitasaval
tettilk egyértelmiivé a szekvencidinkat.

A filogenetikai fa létrehozdsakor a szekvenciapdrok kozotti tavolsdgot eldszor a DNADIST
szamitégépes program (Felsenstein 1993), Kimura 2 paraméteres model, 2-es ardnyud
transitio/transversio (Kimura 1980) segitségével hataroztuk meg. A DNADIST programmal
l1étrehozott tdvolsagi matrixbol (distance matrix) a FITCH programmal készitettiink torzsfat (Fitch
és Margoliash, 1967). Késébb a teljes szekvencia gylijtemény Osszehasonlitdsat a Clustal W 5.a
szamitégépes programmal, a [UB DNS sily matrix 0.5 transitio ardnyt alkalmazva végeztiik el.

A Bootstrap mintdzast és elemzés (Felsenstein, 1985) eredményeit 1000 megismételt torzsfa
rekonstrukcié 1étrehozdsat kovetd adathalmaz Osszevetését végrehajté szamitégépes program:

Clustal x version 1.81. msw alkalmazdsaval kaptuk meg. A kapott torzsfdk mintdzatdnak
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megbizhatésdgat ezzel a szadmitdsi modszerrel ellendriztik. A filogenetikai torzsfak
megjelenitéséhez és szerkesztéséhez a TreeView version 1.6.6 szamitogép programot haszndltuk.

A vizsgdlt 20 amplifikdlt ORF 5 régiorészlet génbanki referencia szdmai (National Center for
Biotechnology Information, NCBI): AY359193-AY359212.
4.7.2. Eredmények
Nukleinsay vizsgdlatok

Egyik altalunk vizsgalt torzsnél sem tapasztaltunk deléciot, inzerciét vagy inverziot tartalmazo
mutdcios eltérést az adott GPs génen, viszont szdmos pontmutaciét allapitottunk meg, melyek egy
része nem szinonim muticiét eredményezett, vagyis a nukleotid sorrend megvéltozdsa maga utin
vonta az aminosav sorrend megvaltozasat is. Mind a 20 EAV torzs mutatott nukleotid véaltozasokat
az EAV GPs gén 183.-363., 423.-534. és 606.-666. nt kozott helyezkedd 1., 2. és 3. varidbilis

régidjan (Balasuriya és mtsai, 1997), melyet a 12. dbrdn mutatunk be.

11326 nt-11508 nt (183 nt-363 nt az ORF 5 régidn)

V1 nt 1

aaaacctgtt ggtattgcac attcctggac gaacagatta
41 tcacgtttgg aaccgattgt gatgacacct acgcggtccc
81 agttgctgag gtcctggaac aggcgcatgg accgtacagt
121 gcgctgtttg atgacatgcc cccttttatt tactatggcc
161 gtgaattcgg catagttgtg ttg
as 61-121 V1 régid
V1 as 1 ktcwyctfld egiitfgtdc ddtyavpvae vlegahgpys
41 alfddmppfi yygrefgivv 1

11566nt-11679nt (423nt-534nt az ORF 5 régidn)

V2 nt 1 gctacgctta ttcttgaaat gtgtgtatct attctgttta
41 taatctatgg catttacagc ggggcctact tggccatggg
81 catatttgcg gccacgcttg ctatacattc aatt

as 141-178 V2 régid

V2 as 1 atlilemcvs ilfiiygiys gaylamgifa atlaihsi

11752nt-11814nt (606nt-666nt az ORF 5 régidn)

V3 nt 1 tcagctgagg ggaaagtgta ccccgtagac cccggactcc
41 cggttgccgc cgtgggcaat cgg

as 202-222 V3 régid

V3 as 1 saegkvypvd pglpvaavgn r

12. abra: Az EAV torzs hipervaridbilis régidja Balasuriya és mtsai (1997) utan, az X53459
referencia szamu genom alapjan (DenBoon és mtsai 1991)

Ezek a pontmuticidk jellemzdek voltak az EA virustorzsekbdl kordbban mds szerzok éaltal
készitett filogenetikai torzsfak (Beldk és mtsai, 1999, Stadejek és mtsai, 1999, Hedges és mitsai,

1999) genomklasztereinek nukleotid véltozasaira. A Kkiilfoldi torzseket Stadejek és mtsai 1.
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tdblazatabol (1999) vélasztottam ki. A 11. tdbldzatban foglalom 6ssze a genetikai 6sszehasonlitd
vizsgdlatainkban résztvevd magyar és kiilfoldi EAV torzsek legfontosabb adatait. Az
0sszehasonlitott EAV torzsek tobbszoros illesztés vizsgalatit nukleotid szinten a 13. dbra foglalja
ossze.

11. tablazat: A genetikai 6sszehasonlité vizsgélatban szerepld magyar és kiilfoldi EAV torzsek
legfontosabb adatai Stadejek és mtsai (1999) adatainak felhaszndldsdval

rovidités torzs akcesszios szam | orszag mintagyiijtés éve
Buc53 Bucyrus X53459 USA 1953
Bibuna64 Bibuna U38609 Svijc 1964
Swedenl S-2506 AF099842 Svédorszig 1989
A197 A197 AF359201 Magyarorszag 2002
Vienna64 Vienna AF099811 Ausztria 1964
A269 A269 AF359207 Magyarorszag 2003
1ta90 1192VE4/91 AF(099823 Olaszorszag 1990
[ta92 ITA92 U38598 Olaszorszag 1992
[ta94 135VE2/95 AF(099824 Olaszorszag 1994
[ta95 470VE1/95 AF099825 Olaszorszag 1995
PI78 Wroclaw-2 AF099838 Lengyelorszag 1978
PI188 S-436 AF099839 Lengyelorszag 1988
USAS84 KY&84 U38601 USA 1984
USA63 KY63 U38599 USA 1963
A204 A204 AF359202 Magyarorszag 1994
A213 A213 AF359203 Magyarorszag 1999
A189 A189 AY359200 Magyarorszag 2002
A215 A215 AF359204 Magyarorszag 2000
M72 M72 AF359210 Magyarorszag 1998
USA89 S-551 AF(099847 USA 1989
D95 A755 AF099818 Németorszig 1995
D96 D526 AF(099822 Németorszag 1996
F86 EAVS86P AF099815 Franciaorszag 1986
AF118770 AF118770 USA 1996
Al6 Al6 AY359195 Magyarorszag 2001
Al9 Al9 AY359196 Magyarorszag 2001
A170 A170 AF359198 Magyarorszag 1997
AF065824 AF065824 USA 1997
M19 M19 AF359208 Magyarorszag 2000
M20 M20 AF359209 Magyarorszag 2000
M73 M73 AF359211 Magyarorszag 2000
Al Al AY359193 Magyarorszag 2001
P194 5499/94 AF(099840 Lengyelorszig 1994
N90 NEAV-3 AF(099837 Norvégia 1990
Al3 Al3 AY359194 Magyarorszag 2001
A216 A216 AF359205 Magyarorszag 2000
A253 A253 AF359206 Magyarorszag 2003
Al147 Al147 AY359197 Magyarorszag 2002
Al72 Al72 AY359199 Magyarorszag 2002
A294 A294 AY359212 Ausztria 2003
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13. abra: EAV torzsek tobbszoros illesztéses vizsgalata nukleotid szinten

Buc53 151 cacactgctttgtacaattgttccgccagtEEEldodeiausioia-inueler-Iel-nueleiss(s) attatcacgtttgg
Al72 151 .o t..c.o.... toooo.. [ t..Ccoi i g
A170 151 ..... Qv L [ A i [ = Chuvnnenen c
USA84 151 ..... Qe e Gttt e tooooo, = c
USA89 151 ..... P LN L T a..t..tooaaiiiia t..o...
Bibuna64 151 ..... L T Covnnnnn L = N
Sweden89 151 ... Covnn to.o.o.. Covnn t Covnnn Covinennn tooo. teoooo.. L
P178 151 ..... Q.egCeeuunnnnnn [ N Cutteieiainnnnenn g.. .t c
Ita90 151 ..... Q. .gCe et vennnns Chuoeennennns [ [ 2 o o
Ita%4 151 ..... Q..gCe e CieCi ittt iiinneennnn Covenn Cuovenn c..t...a.t..c [ e
Al3 151 too.o.. CChvivnnnnn Covunn t-ctgga. Cuovevennnn gag...t..a.t........ (N a..n..
NS0 151 ...... .. CChuviveenenn Cuovenn t...c.gga...Covuennn.. g...t...o. [ Qe
D95 151 ..t..... CCuovevnnn C..C.uvnn. t cg.ga Cuovivnnnn tgtg..tt....... [c R (N A..n..
Ita95 151 ..t..@..CCuvvveennn. c..t...... ccc.at..Coviiiin. g...t.a..t..... g.c..t..a..c
D96 151 ..t..... [ N Cuovnn t gect..t..Coviiiii i g...t t..... ag.C.o.... Ao
A189 151 ..... a...c....t..c..cooo CC.C..... Covenn [ t....a..g..... Q... Qe
USA63 151 ..t..... cc.a..t..c..c..t..... Covenn t..c..... Cuovenn g..t..... L a..c..
A294 151 oot - [ c.cc.at..c..... [ t t t..... Qi Ao
A204 151 ..t..@..CCuvvveennn. Cuovennnnn c.ct..... Covenn Cuovenn [ I T L t..a.....
A213 151 ..t..8..CCuuvvvnnnn Chuovennnen Covennnnn Covnn Covenn (o T R I, t..a.....
A215 151 ..... Qe ettt t..... ctcc..... [ [ Qe
M72 151 ..... Cet e teeeeeeeaen c..t..... ctcc..... [ [ Cuovienn ...,
A197 151 ..o [ N [ CCit it ieieeenn tgag...a. T, Chuovennnn c
Al47 151 ..., [ C..C.un... [ g...t...oo. g g.C.eun.. Qe
F86 151 ... .cc.t..... [ cctc..... Cuovvnnnnn tgag to.aceeean. c t..a....
Vienna64 151 ..t..... CChuvvnnnn CevCuvunn t...gct..... Cevenennnnnn L S
P188 151 ..t..c..cc....t..... Cuovennnnn Cuovennnnn [ g...t...oo. [ P
AF065824 151 ..... c..cc t.o.o... Chuovennnen CevChevunn Chovnnnnnnnn g to.ooo... [
P194 151 ..... CeveCChvinnennnn Cuovennnnn C.eeCuoviennnn at........ g | [ Qe
Ita92 151 ..... CevCChvvneennnn Chuovnnnnn CevChevunn Covnnnnnnnn g to.ooo... [ Ao
Al9 151 ...... .. CChuviveeaenn Covenn t..c.o.... t..covii. gag teeii i, g.C.enn.. Qe
AF118770 151 ...... .. CChuviveeaenn Cuovennnnn Cuovennnnn Cuovennnnns gtg L Cuovenn Qe
Alb6 151 ..o CChivvvnnnnnn Cuovinn t..Coviiin Covennnnns gag oo [ A
A216 151 ...... .. CChuviveenenn Cuovennnns Cuovennnns Cuovennnnns gtg t te.oo... g.C.enn.. Qeenn.
A253 151 ..o CChivvvnnnnnn Chuovennnnn cg....t..Covii. gtg t Qe g.Cueuunn R
A269 151 ..... c..cc I Cuovennnnn CgcC..... [ tte et C.. .t
M73 151 ..... c..cc I Chuovennennns ct.a...Coiiiai.. [ AeeChuvinnnnnnn
M19 151 ..... c..cc L A [ ct.a...Cuoviniinn [ QeeChiviinnnnnnn
M20 151 ..... c..cc t.o.... Cuovennnnn c.ct.@a...Cevinunnn.. [ Qe eCeiieenennn
Al 151 ..... c..cc to.o... Cuovivennn c.ct.a...Ciiiiiiiin. [ Cuv@eeChuvininnnnnn
Bucb53 PEENN- o ccgattgtgatgacacctac

Al72 231 ....cg...ca..a..... cg.t R t...too = tooooo,
A170 231 - D Q..a..... c.te.ooaa.. [ I LT R [ tooool
USA84 231 - T [ L L toooo,
USA89 231 - D - L L Tovenwonn tooooo,
Bibunat64 231 ... t.g..ii@e e tootteeooo oo L [ PR teee... a
Sweden89 231 g.vvgeeii@c @it Ciii i e L [ N [ PPN c...t a
P178 231 oL ca. JR AR ol ol oA L [ I [ I Caeveennnns
Ita90 231 g....g...ca..a.t...agg........ g...t ta..... =B« I C..g.e@uunenn. I
Ita%4 231 g..t..... ca..a.t..tattt tooeen. t...ta..... =« g..a..to..aceoiao..
Al3 231 g..ta.c..ca........ gta............ t...to it g..a..8c.... g..a..t..c.t...oL.
N9O0 231 g...a.C..Cavuvnnn. att...ooie i, L g..8..8..... g..a..t..c.t.t.ooo.L.
D95 231 g..t..... Cleveenenn. att... ..o, t.a.tooooa. g..a..8c.... g..a..t..c.t.t......
Ita95 231 g..t.g. Qe at.t....... g...t teeeeein. g..a..8c.... [ N =
D96 231 g..t.g...ca..a....... tteeiein gt t..o.too... g..8..Cevn.n [ PP c.tooii.
A189 231 ..... gc..c..aa..g.taca.g...t..c...t.a.t t..a..9..8c..0n.. [ TN to..@ee i
USA63 231 guei gt iChiiiiieen tooeeon. tt..t ta.. .o, gee@uvnnn CoiGuevnnn L
A294 231 g..8.9...Cacttutrnnn. t t..t..ct.caca........ [ - D Coegee@evnnnnn teeeen.
A204 231 geeiinn a.ca..... c.te.ooa. t...teactooo il Q... [« B =
A213 231 geeviiinnn a.Ca..... c.tt.o.o.. t..o.tbacteooaooo e Qe CovGevnnnnnnn [
A215 231 g..t.gc..ca....... ac.tt.a..... t..ct.g.to.o il Q... [ [
M72 231 g..t.gc..ca....... a..tt.a..... t..ct.g. .t Qe C..toviiia [
A197 231 ...ta.c..ca..a....... tt.coooia. t.c.t. I e - R, [ =
Al47 231 g..t.g...ca..a..... c.tt.a..... ..., t..o.tooLttlo o Qeveeenn. [ Qeeeennn c
F86 231 g..t..... Ca..a..... Coteviiiie tooen. tt. o g g..t..... cata..a
Vienna64 231 g..t.g...ca........ c.tt.a..... ..., P AP oh oA © SN [ =
P188 231 g..t.gc..Cacirnn. tiaee oo t.c.t.. ottt gl R [ R [
AF065824 231 g..t.gc..Cca.c. ... t.a...ooo... t.c.t.. .ttt gl Qe [ N [
P194 231 g..t.gC. i t.a...oa... t.c.t...tto gl Qe [ =
Ita92 231 g..t.cc...a.Cuvivvnnn. teaee oo t.cac...tt....g..... R [ A Qe
Al9 231 g..t.gc [ R L t.caca..tt....g..... to.... [ I teeeen.
AF118770 231 g..t.gC...@ci i [ t.caca..tt....g..... t..... [ tooooo,
Ale 231 g..t.gc...a... ... Covevtoeii.. t.caca..tt....g..... to.... [ I teeeen.
A216 231 g..t.gc [ L t.caca..tt....g..... to.... [ I teeeen.
A253 231 g..t.gc..ga...c. c..t.too.. g...t.caca..tt....g..... t..... [ tooooo
A269 231 g..t.g... @i, o t...t...to. giasian oL [ I
M73 231 g..t.g.e @i Toveninnn, ct...t.. ..t iigii@an i [ tooooo
M19 231 g..t.g..i@e i, T, ct...t....t....g..a . oL [ I teeeen.
M20 231 g..t.g..i@e i, T, ct...t....t....g..a .. L [ I teeeen.
Al 231 g..t.g.. i@ toveninnnn, ct...t.. ..t iigii@n e [ tooooo
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Buc53 311 AEGECEEGeeeesEratrractatggecqtgaatHeggeatagEEgEaEEg ot gtgt ttatgttctateccgtttta
Al72 311 o [ N Qe L t..... Tt
A170 311 geeeeeiin cC..C..C..t........ Cuovunn L t..... tooo...
USA84 311 o C.o.Covtiiiiiiiiie, tooo. T t..coooii
USA89 311 o Cut ettt it tooo... T t..c.o. .t
Bibuna64 311 ..., [ I too... = Tt
Sweden89 311 o Gt iii i e Qevininnnn tt. - N Covienn t..... Tt
P178 311 geveeiiiii e Coa e ettt e et ittt t R o= L to.... t..ac.g
Ita%90 311 o Covenn e e L t..... t...c

Ita%4 311 o Covnn e e T to.o.o.. t..ac..
Al3 311 o e Cuovnn Tovniinnn [ P g.tt [ t..... Qe g
N9O 311 o e Covnn Tovniinnn g..te.... ct....ta oo t..... Qe
D95 311 e e C.ovCuovliviniinn.. [ IR tt....ta..o i to.... Qevennn
Ita95 311 o = g..t..t... .t = N t..... Qe
D96 311 oo t..a.c. ... e [ N t. L= to.... Qeeennn
A189 311 o Covenn e e tt.o.... = Qe
USA63 0 [ tt.o.o... = [ PPN
A294 311 o c..c..too Qi tt..o... Bttt e e e a...c.t
A204 T to.o... g..t..t..tt..... I [N a c

A213 0 t.o.... g..t..t..tt.... I Cuteeneeeenn a c

A215 Bl e e e e e e cg..t..t. .ttt = Covienn t..... Qe
M72 P g..t..t..tt.... [ Coviunn t..... Qe
A197 311 oo Qe ettt teeeeo.. L A = t..g

Al147 T tooooia. t..too ot = t..... t......
F86 311 e e Covenn T, c...t..agc.a..... = to.o... tooo...
Vienna64 I g.. .t L Tt
P188 Bl i e e e e e e e e ..t too... Qi Qv t..... Tt
AF065824 Bl e e e e e e e e g..te..... oo, Aeennnnn = N tooon..
P194 Bl i e e e e e e e g.. .t too... = Tt
Ita92 Bl e e e e e e g..t..t.. bt = tooo...
Al9 N Cutet it g.. .t too... = N t..... Qe
AF118770 I Cutetteeiannennenn g.. .t too... = N t..... Qe
Ale 311 e e [0 g..t...... t.o.... = to.o... Qevennn
A216 311 e Cutt ittt g..t..t...teo. = N t..... =
A253 311 e [0 g..t..t...toL . = to.... Qevennn
A269 311 i e = P A tt.o.... S Tt
M73 311 o c...g L tt.o.... = N t..... Tt
M19 311 o L2 e R tt..... = to.... to.oo...
M20 311 o [T R tt.o.... = N t..... Tt
Al 311 o Cc...g e e e e e tt..... = t.e.... to.oo...
Buc53 391 gttctgtttttcttatcagtactaccctatgctacgcttattcttgaaatgtgtgtatctattctgtttataatctatgg
Al72 391 LLitia i t..acoooo. 2 L
A170 391 ..... [ too . teiiina, at..oieioa ct.o.oo... g..te.ooo.. COevnnnnn
USA84 391 ..... [ to.o... Tovniinn at..oieio, [ tooooo. [ P
USA89 391 ..... [ tooo bt at.. .ol ctooiiaL. teeeen. [ I
Bibuna64 391 Lt e e T Tt t..... [
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Jelmagyardzat: sotétzold nukleotidok: 183. nt-252. nt-Hedges és mtsai (1999) véltozékony régidja,
sotétzold és zold nukleotidok: 183. nt-363. nt-Balasuriya és mtsai (1997) 1. varidbilis régidja, sarga
nukleotidok: 423. nt-534. nt-Balasuriya és mtsai (1997) 2. variabilis régidja, kék nukleotidok: 606.
nt-666. nt-Balasuriya és mtsai (1997) 3. varidbilis régidja a GPs génen beliill az X53459
referenciaszdmu Bucyrus (denBoon és mtsai, 1991) EAV genomon. Ugyanitt az aldhizott triplettek,
a konnyebb attekinthetdség érdekében egy-egy aminosavat jelentenek a megfeleld nyitott leolvasasi
keretben. A sziirke hatterit EAV torzsek szekvencidit mas szerzok publikaltak.
Az egymadst kivetden vett ondomintdk EAV genetikai dsszehasonlito vizsgdlata

Osszesen 4, tobb éven at EAV-iiritd mént taldltunk 10 évre kiterjedd vizsgélataink soran, ezek
koziil 2 méntdl szarmazo 2-2 ondominta részleges GPs gén Osszehasonlitasat végeztiik el. Az egyik
ond6 par 5 éves iddintervallumot (1994-1999 A204 és A213 mintdk), a mdsik 3 évet fogott at
(2000-2003 A216 és A 253 mintdk). A 2 par ondominta kiilonb6z0 ardnyd nukleotid valtozast
mutatott mind a V1, mind az 6sszes V1, V2, V3 GPs région. A V1 szakasz vizsgélati eredményére
alapozott genetikai tdvolsdg az A204 és az A213 minta kozott 0,83%/év, volt, mig ugyanez a
tavolsdg mindharom régi6 (V1, V2 és V3) szakaszara vonatkozdan 0,66%-ra csokkent. Az A216 és
az A253 mintdkndl ezek az értékek 1ényegesen nagyobbak voltak: V1: 6,94%/év, V1, V2, V3:
2,73%/év.
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Fehérje vizsgdlatok

A kapott nukleotid sorrendekbdl meghatirozott, feltételezhetd GPs fehérje aminosav
sorrendeket szintén Osszehasonlitottuk a referens Bucyrus virus, valamint a tobbi altalunk vizsgalt
virus aminosav sorrendjével. A hdrom valtozékony régié és a koztes szakaszok aminosav

valtozdsait a 14. dbra mutatja be
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14. abra: EAV torzsek nukleotid sorrendjeib6l szarmaztatott aminosav szekvenciak tobbszoros

illesztéses vizsgalata

Buc53 R UP-NAYNORINS< TC1VY CTFLDEQI ITFGTDCDDTY DVFMEYPVL
Bibuna64 3 Kowuuo. G.N...S...5V.....c.... A2 F.Moooooonn.
Swedenl 51 it Teviienenn D.L..... G.NN.H SVewiennnn RVe ettt eiiiieeeenn FoMeoooonnn.
A197 51 i T.o.... E.M.oooonn.. N.NN..S...SV.......... Toiiiiie e F.Moooooon..
Vienna64 51 v At G.N..HS SV, T F.Mooo.ooo...
A269 51 it Bttt G.N...S...SV..eeeenn.. Tttt FoMevooonnn.
Itag0 51 it S..... Toveiiinnnn. G.NN.R SV Toiiiiie e F.Moooooon..
Ita92 51 it Neot e eiieeeeeennn AN...S...STeeevnnnn.. Tttt FoMeoooonnn.
Ita94 51 i ND.L....... NN.IS...SV.......... Toiiiiie e F.Moooooon..
Ita9ds 51 it PNevevvvnnn. Voo G.N..IS...SV...evvnn.. Tt FoMooooonnn.
P178 51 it Neoe e N..FS...SV.eueeernnn. TeGuveeeeeennns FoMevooonnn.
P188 N G.N...S...S8V.......... Toiiiiie e F.Moooooon..
USA84 51 it Qe N.N.oooonn. Veeiornnnnn Vet Lievieeneeenn
USA63 N Gowwun. S..FSV.......... VeeiGevvoeeeennnn F.Moooooon..
204 51 it Tevunnn. ME..oovnnn.. NN.H SVt Tt FoMevooonnn.
A213 3 ME..oovnnn.. NN.HS...SV...eeonn.. Tt FoMooooonnn.
A189 ST veeienn. Hevounnn. Eovvvnnnn G.ENATG...SV.......... Toiiiiie e F.Moooooon..
A215 51 it St G.N..HS...SV.....o.... Teiiieneennn AL .F.Mooooo.o...
M72 51 it St G.N...S...S8V.......... Toiiiiie e F.Moooooon..
USA89 51 it Liveoannnn Devunnnn N.NN.H..... Voo ReeVe it Lievieeneeenn
D95 51 it RD.'vv Veeooaeeeennn N..I SVetiannn. Vet FoMevooonnn.
D96 51 it Ao, Voo G.NN..S...SV.......... Ve F.Moooooon..
F86 51 @........ Lo.... E..N..L....... NN.H St Teieeiiaeenn. ALAT.M...o.n...
AF118770 S1 i Veeoioion. G.N...S...S8T.....con.. Ve F.Moooooon..
Al6 51 i Evvvnnnennnn G.N..H STevunn. Vet FoMooooonnn.
A19 51 i E..... Voo G.NN..S...ST.ueeeenn.. Vet FoMeoooonnn.
A170 ST veeienn. Eevernnnn Eovvvnnnn N.NN.H..... Voo VoiGueviiiieneennn Liveeenennnn
AF065824 51 it Neot e G.N...S...SV.ueeeunn.. Tttt FoMevooonnn.
M19 51 it TN. oottt G.N...S...S8V.......... Voo Veeoooa.. F.Moooooon..
M20 51 it 0 P G.N...S...SV..eeeunn.. Veewooonn A FoMeoooonnn.
M73 51 it TN.oe et G.N...S...S8V.......... Voo Veeoooa.. F.Moooooon..
Al ST veeienn. TN........ Divunnn. G.N...S...S8V.......... Voo Veeoooa.. F.Moooooon..
P194 51 it 1 R Guvwun. SeveSVeuiiiinnn. Tt FoMeoooonnn.
N90 51 it o) N.N..I SV Ve F.Moooooon..
Al3 51 .. DLD....E..N........ N.N..V SVeeinnnn. Vet VEM.oounnn..
A216 51 i Voo, Voo G.N...S...S5T.....c.... Ve F.Moooooon..
A253 51 i E..... V..E..V..... GWNA.HS...ST.......... Ve F.Moooooon..
A147 51 i Newveeennnn. Voo G.NN.HS...SV.......... Tttt FoMooooonnn.
AL172 51 i Newvvoonn. D.V..... R.NN.RS...SV.......... Vo
A294 51 it 0 P G.N...Se..STuuuieeennn. Vet FoMeoooonnn.
Buc53 131 VLFFLSVLPYATLILEMCVSILFIIYGIYSGAYLAMGIFAATLAIHSIVVLRQLLWLCLAWRYRCTLHASEISAEGKVYD
Bibuna64 131 e e B L e e e e
Swedenl L3l e e e e e e 22
A197 131 o R v T P §..ve.......
Vienna64 131 e A...VV..L....... e PP Voo
A269 131 e T..VVeiLiveuuuunonnn T
Ita90 P 2
Ita92 131 et AT T T T I.
Ita94 0GB Ve e e e
Ita9ds 131 i VoV T Ve e ettt e
P178 131 e Tt e T oV e e e e e e
P188 131 e |2 ATATS T T VUV Vet B............. I

USA84 131 ceiiieeeenn F.o..Loe.... Ve Ve e Ve e e e
USA63 131 teiiee e Veiiiiiian L2 T A Q..
204 131 teiieee VIt A2 T A
A213 131 ceiiieeeenn VIt et A2 T A
2189 131 e Ioo... Ve Voo, IV et B.8. .v........
A215 131 ceiiieeeenn VIeeeooonn. Ve A2 T S
M72 131 e VIeeeooon.. Veeoiioiin A2 T S
USA89 131 i F...L...... Ve Ve Ve
D95 131 ...... | Veeounn VeVe o Ve iiie e T PP D.....
D96 131 tiiieii i Ve L2
F86 131 et VV..L..o.... T F
AF118770 131 ettt AT T T VY Vet et et I.
Al6 131 teiiee i AT T T VY Vet et et I.
A19 131 et AT T T oV e e e et e e I.
A170 131 e FoviLe Ve etV e et UV Vet ees B.............
AF065824 131 e Ve AT T T VUV Ve ettt e e e IH.
M19 131 teiiee e AT T T..V..VLL B
M20 131 teiiee e AT T T VVe Ve B et
M73 131 et AT T T VUV Ve B et e
Al 131 teiiee e AT T T VUV Ve B ettt
P194 131 ittt ATATZ P T..VV.eVeeneenn.. B I

N90 131 i VoV P
A13 131 i Ve A
A216 131 et AT T T VVLV ettt ee et e e I.
A253 131 teiiee i VV..Liwuiiiioonn. T VY Vet et et e T.
A147 131 e Too.Fuveennn. VVeiLiuuoieeennnnnn. UV e oV e e e et e e
A172 5 T P UVl
n294 131 e VViiiiiiia Voo, UV Vet et e R.
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Buc53 211 VDPGLPVAAVGN

Bibunat64 211 ..., I..A.S
Swedenl 211 N....... S..
A197 211 ..., I..A..
Vienna64 211 ..., I..A..
A269 211 ..., I..A..
Ita%90 211 .o A..
Ita92 211 ...... I..A..
Ita%4 211 oo A..
Ita95 211 ...... I.....
P178 211 .o A..
P188 211 ..., I.VA..
USA84 211 ...... I.....
USA63 211 ..., I..T..
A204 211 oo T..
A213 211 .o T..
A189 211 N....I.....
A215 211 ...... I..S..
M72 211 ..., I..I..
USA89 211 ...... I.....
D95 211 ..., I..S..
D96 211 ..., I..AC.
F86 211 ...... I.VA..
AF118770 211 ..., I..A..
Al6 211 ...... I..A..
Al9 211 ..., I..A..
A170 211 ..., I.....
AF065824 211 ...... I.VA..
M19 211 ..., I..A..
M20 211 ...... I..A..
M73 211 ..., I..A..
Al 211 ..., I..A..
P194 211 ...... I..A..
N90 211 ..., I..S.T
Al3 211 ...... I..S..
A216 211 .N....I..A..
A253 211 .N....I..A..
Al47 211 ...... I..A..
Al72 211 oo
A294 211 ...... I.TA..

Jelmagyardzat: sotétzold aminosavak: 61. as-84. as-Hedges és mtsai (1999) véltozékony régidja,
sotétzold és zold aminosavak: 61. as-121. as-Balasuriya és mtsai (1997) 1. varidbilis régidja, sarga
aminosavak: 141. as-178. as-Balasuriya €s mtsai (1997) 2. variabilis régidja, kék aminosavak: 202.
as-222. as-Balasuriya és mtsai (1997) 3. varidbilis régidja a GPs génen belill az X53459
referenciaszamu Bucyrus (denBoon és mtsai, 1991) EAV genomon. A sziirke hétterli EAV torzsek
szekvencidit kiilfoldi szerzok publikaltak.

Az aminosav sorrend vizsgdlata szdmos aminosav valtozast tart fel a GPs fehérjén beliil. A 19
magyarorszagi EAV torzs legkifejezettebb aminosav cseréit a GPs fehérje 79.-90., 154.-158, 171.-
178. és 217.-220. aminosav pozicidi kozott észleltiik.

Balasuriya és mtsainak a GPs génen végzett vizsgdlatainak (1997) eredményeit sszehasonlitva
a mi eredményeinkkel, a magyarorszagi torzsek hipervariabilis régiéja: V1, V2, V3, nagyjabodl
azonos aminosav valtozast tartalmaz ugyan, mint a Balasuriya és mtsai altal vizsgalt EAV torzsek,
de ennek ellenére egy eltérés is megdllapithatd. A magyarorszdgi EAV torzsek V2 és V3 régidja
kozotti génszakasz 1ényegesen kisebb mértékben konzervativ, mint a kiilfoldi torzsek ezen a
génszakaszon: 19 vizsgélt virustorzsbol 8 torzs, 9 aminosav pozicidban véltozdst mutat, mig a
kiilfoldiek koziil csak két masik kozép-eurdpai (lengyel) mutat 1-1 hasonld génszakaszon tortént

mutaciot.
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Torzsfa rekonstrukcio
Két filogenetikai fat készitettiink a vizsgalt magyarorszigi €s génbanki virustorzsek tobbszords

nukleotid- és aminosav sorrend illesztését kovetOen (15. és 16. abra).

A
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15. abra: A vizsgalt EAV torzsek nukleotid sorrendjére készitett filogenetikai fa

A virus GPs génjének nagyobbik felén elhelyezkedd hipervariabilis régid szekvencia adatainak
vizsgdlati eredményére alapozva, az EAV torzsek 5 kiilondllé genetikai alcsoportba oszthatdk:
észak-amerikai LA. és L.B., valamint eurdpai IL.A., IL.B. és II.C. genocsoportokba (Stadejek és
mtsai, 1999). Ennek alapjan a hazai virustdrzsek az 5 genocsoportbdl 4-be besorolhatéak (16. dbra).

Az A170 torzs az LLA. genocsoportba keriilt, amelyik foleg kanadai, USA-beli és dj-zélandi
virus izolatumokat, de két eurdpai izoldtumot is tartalmaz.

Az A172 torzs az 1.B. alcsoporthoz tartozik, amely az els6ként izoldlt Bucyrus torzset, és mds
észak-amerikai, valamint néhdny eurdpai izoldtumot is magaba foglal.

A 19 magyarorszagi izolatumbdl 11, melyek kiilonb6z6 szarmazasi helyliek, a f0 eurdpai
alcsoportba, a ILA. jellihoz tartozik, amely Ausztridbol, Franciaorszdgbdl, Németorszagbdl,

Olaszorszagbol, Lengyelorszdgbdl és az Egyesiilt Kirdlysdgbdl szdrmazé virusokat is tartalmaz.
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Ezen a hazai virusok koziil 8-at perzisztens virusiiritd mének ondémintdibol (A1, A16, A19, A147,
A197, A216, A253 és A269), 2-t vetélt magzati szervekbdl (M19 és M20), 1-et pedig egy 4 napos
tjsziilstt csiké szerveibél (U73) (Szeredi és mtsai, 2003) mutattunk ki. Ez azt mutatja, hogy az
ondomintdkban és a magzati, illetve ujsziilétt szervmintdkban jelenlévd virusok alapvetden
genetikailag azonosak. Példaul az Al és az M20 EA virustorzsek 99,61%-ban azonosak, mindossze
2 nukleotid eltérés van kozottiik, ami egyetlen aminosav véltozést jelent. Ezért kijelenthetd, hogy a
Magyarorszag egyik teriiletén vetélést okozd virus kifejezetten hasonlit egy mds orszagrészbol
szarmaz6 ondoémintdval, a két eset kozott megtaléltuk a jarvanytani oszefiiggést (Hornydk és mtsai,

2002.).

Vizsgdlatainkkal azt is bebizonyitottuk, hogy kiilonb6zd genetikai jegyekkel rendelkezd EAV
torzsek egyidejiileg is jelen lehetnek egy 16dllomédnyban, a perzisztens virusiirité mének onddjaban,
nevezetesen az Al (ILA. alcsoport) és az A170 (L.A. alcsoport) mintdkat egy dallomanyban
gytijtottiik.

Az Al3 minta az eurdpai IL.B. alcsoport virusaival mutat rokonsdgot, amely csoport

Franciaorszagbol, Németorszagbdl, Olaszorszagbdl és Norvégiabdl izolalt virusokat tartalmaz.

Ot magyarorszagi izolatum (A189, A204, A213, A215, M72) és az ausztriai torzs (A294) nem
tartozik egyik itt felsorolt alcsoporthoz sem, és egy uj alcsoportot képez (I1.D.), mely a IL.A. és a
IL.B. csoportok kozott helyezkedik el dendogramunkon (16. abra). A jellegzetes képviseldje ezen
alcsoport virusainak az eredetileg 1963-ban észak-amerikdban (Kentucky USA) izolalt virustorzs,
mely eurdpai virusként volt genetikailag jellemezve (Balasuriya 1995). Az elébb felsorolt 12
torzzsel szemben, melyek az eurdpai II.A. alcsoporthoz tartoznak, és amelyeket 2000-ben, vagy
azutan izolaltunk, az tj, altalunk javasolt alcsoport 6 EAV torzse koziil 5, 2000 eldtt gyiijtott
mintakbdl, koziilikk egy magzati szervmintabdl, a 6. pedig éppen 2000-ben gylijtott ondomintabdl

szarmazik.

A madsik, Altalunk készitett filogenetikai torzsfan, melyet az egyes virusok nukleotid
sorrendjébdl levezetett aminosav sorrend alapjdn hoztunk létre, néhdny szembetlind valtozas
figyelhet6 meg némely virus pozicigjadban, Osszehasonlitva ugyanezen virusoknak a nukleotid

sorrendre alapozott filogenetikai torzsfan elfoglalt helyzetével.
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16. abra: A vizsgalt EAV torzsek nukleotid sorrendjébdl levezetett aminosav sorrendre alapozott

filogenetikai fa

Az A172 az amerikai 1.B. alcsoportbdl étkeriilt az eurépai II.C. csoportba, az A197 jelii virus az
eurdpai II.A. alcsoportbdl a II1.C.-be, az ausztriai A294 virus a javasolt II.D. alcsoportbdl a II.A.-ba.
Ezek a virusathelyezddések egyik alcsoportbdl a masikba, viszont nem érintik a Kentucky 1963
torzshoz genetikailag kozeldllé magyarorszagi virus izoldtumokat, melyek ezen a filogenetikai
torzsfén is jol lathatéan elkiiloniilve egy dj alcsoportot képeznek (I1.D.).

4.7.3. Megvitatds

A vizsgalt magyarorszdgi EA virusok GPs gén szekvencia adatai ravildgitanak arra a tényre,
hogy a termékenyitéséhez haszndlt ondd, mely perzisztensen virusiirité méntdl szdrmazik, oka lehet
a kancdk nemi dton torténd EAV fert6zddésének, nemcsak a mén tartézkoddsi helyéiil szolgdld
(A215 és M72), hanem foldrajzilag mas helyen talalhat6 164llomanyokban is (Al és M19, M20 és
U73). Ezeket az ond6tdl fertézédott a kancdkat tekinthetjiik a virus amplifikdtorainak, melyek
horizontalis dton fertozik késOi vemhes istallotarsaikat, ezzel vetélési hullamot idéznek elo. Ez az

irodalomban publikdlt jarvdnytani ok-okozati Osszefiiggés (Timoney €s mtsai, 1986), a mi
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magyarorszagi viszonyaink kozott is jol megfigyelhetd, és molekuldris bioldgiai mddszerekkel
bizonyithat6é volt (Hornyédk és mtsai, 2002). A szekvendlas €s a filogenetikai elemzés eredményei
azt mutattdk, hogy a vetélt magzat szerveibdl izolalt virus majdnem azonos volt az dllomanyban
termékenyitésre hasznalt mén ondémintdjabol kimutatott virussal (Al és M19).

Ugy taldltuk, hogy a 2000 el6tt Magyarorszdgon izoldlt EAV torzsek tobbsége egy i
alcsoportot képez (IL.D.), amely genotipusba tartozd egyes torzseket kordbban dan és norvég
szerzOk (Larsen €s mtsai, 2001) leirtak, de ezek a szérvdnyos szekvencia-meghatdrozasok nem
szolgdltattak alapot egy Uj genocsoport képzéséhez. Ezzel szemben a filogenetikai vizsgalatok,
melyeket més szerzok (Balasuriya és mtsai, 1997, Beldk és mtsai, 1999, Stadejek és mtsai, 1999,
Hedges és mtsai, 1999) a GPs régié hipervaridbilis szakaszdra alapozott genetikai mddszerrel
vizsgaltak, nem tesznek emlitést ennek az 6ndllé6 genocsoportnak a létezésérdl, melynek a 90-es
években Magyarorszagon elterjedt EAV virusok tipikus képviseldi voltak, de ide sorolhat6 a
nemrégiben (2003) Ausztria keleti részén izoldlt EAV is. Ez a virus, melyre a foldrajzi kozelség
miatt ugyancsak kiterjesztettiik genetiai vizsgdlatainkat, genetikailag kozeli rokonsagban van a
2000 eldtt elterjedt magyarorszdgi EAV torzsekkel, és szintén a IL.D. alcsoporthoz tartozik. A
magyar és osztrak l6tartok kozott kialakult meglehetdsen szoros kapcsolat alapjan a kelet-ausztriai
és nyugat-magyarorszagi régid, az EAV jarvanytani vonatkozdsdban kozos foldrajzi teriiletnek
tekinthetd.

Mas oldalr6l megkozelitve a kérdést viszont a hazai EAV torzsek szekvencidit 0sszehasonlitva a
génbankban taldlhat6, mds orszdgbeli virusokkal, a fenti IL.D. csoporti torzsektdl eltekintve
nagyfokd hasonlésdg figyelhetd meg a magyarorszagi és egyes, a vildg kiillonboz6 helyeirdl
szarmaz6 EAV torzsek kozott. A 19 hazai torzs koziil 2 az Eszak-Amerikdban izolaltakkal mutatott
rokonségot, de itt is az egyik genetikailag kozelebb éllt az 1.A. alcsoporthoz (A170), mig a masik
(A172) az 1.B. alcsoporthoz tartozott. A kérel6zményi adatok alapjan az A170 minta donor ménjét a
90-es évek mdsodik felében importdltuk Svédorszdgon keresztiil Kanaddbdl, és amint az a
retrospektiv vizsgalatokbdl kideriilt, mar az 1997-ben gylijtott €s azdta mélyfagyasztott ondéminta
is tartalmazott EAV RNS-t, vagyis az dllat mar megérkezésének idején virushordozé €s iiritd volt. A
masik mént, az Al172 minta donorjit, szeronegativ ménként széllitottdk kordbban a Cseh
Koztarsasagba, de 2 év eltelte utdn, visszatértekor mar szeropozitiv volt és EAV nukleinsavat
mutattunk ki az ondémintdjabSl. Ot masik, Eurépabsl importalt mén ondémintdibél kimutatott
EAV torzset a ILLA. genocsoportba soroltunk (Al Hollandidbol, A16 Németorszagbol, A19
Belgiumbdl, A197 Roménidbdl, A269 Szlovakiabdl szarmazé mének).

Mindezek figyelembevételével ugy tlinik, hogy az elmult évtized politikai valtozasait kovetd
nyitottabb l6kereskedelem és l16forgalom, egy nyitottabb gazdasiagi helyzetben, néhany év utdn

virusvéltast eredményezett: a helyi IL.D. tipusi EAV torzseket 1j, mas genetikai fajtaji, kiillonb6z0
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szarmazasi helyl virusok valtottdk fel, amelyek 2000 utin domindnssa valtak Magyarorszagon. A
domindns hazai virus genom IL.D.-r6l II.A. alcsoport jelleglire véltasa, mely koriilbeliil 2000-ben
kovetkezett be, egyértelmiivé teszi szamunkra a kiilfoldrol hazankba hozott lovak (féleg a
perzisztensen virusiiritd6 mének) és az EAV-fert6zott mélyfagyasztott ondémintdk jelentdségét az
EVA terjesztésében. Ezek az dllatok és tenyészanyagok nagyfokd kockaztot jelentenek, a
perzisztens virushordozé mének ond6jabol felbukkano, tj EAV varidnsok importaldsaban.

Vizsgalataink arra is rdvildgitottak, hogy a vetélt magzatok szerveibdl szdrmazd, és kiilonbozo
idében gylijtott virusmintdk eltéré genocsoportba tartoznak. Mig az M72 mintat 1998-ban izolaltuk,
addig a masik 3 magzatbél szdarmazé virust (M19, M20 és U73) 2000-ben. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az uj (ILLA.), nem ,,0shonos” (II.LD.) magyarorszdgi torzsek behozatalat
kovetden tobb alkalommal is el6fordult vetélésben is megnyilvanulé EVA jarvany. Az 1998-as
M72 magzati EAV izoldtum €s a vele szoros rokonsidgban all6 ond6bdl kimutatott virus (A215)
mar 2000 el6tt jelen voltak az orszdgban, vetéléseket okozva. Masrészt viszont, 2000 koriil egy dj
virustorzset hurcoltak be az orszdgba, melynek leszarmazott 3 viruspopuldcidjat (M19, M20 és
U73) vetélt magzatokb6l és egy djsziilott csikébdl kimutattuk. Ez a torzs 2000-t51 nagyobb
»lehetéséghez” jutott, hogy elterjedjen az orszdgban, vagy az onddémintdk forgalmazéisa, vagy a
mének fedeztetéshez torténd szallitdsa révén. Annak ellenére, hogy az utébbi 3 szervminta virusai
kozott 99,8% azonossagot taldltunk (csupdn 1 nukleotid az eltérés), mégis ezek foldrajzilag 3 eltérd
helyrél szarmaztak (M19: Kozép-Magyarorszdg, M20: Eszak-Kelet-Magyarorszdg, M73: Dél-
Magyarorszag). Ezek az adatok azt a kovetkeztetést valdsziniisitik, hogy a 2000-ben tortént
kiilonb6zé magyarorszagi jarvanykitorések koroktandban vagy egy perzisztensen virust iirité mén,

vagy egy EAV fert6zott mélyfagyasztott ondéminta jatszott szerepet.

Eziddig a magyarorszagi EAV izolatum gyljteményiinkben minddssze egyetlen genotipus nincs
jelen, nevezetesen az eurdpai II.C. alcsoport (Stadejek és mtsai, 1999). Ez egyrészt azt jelenti, hogy
Magyarorszag ez iddig még nem importdlt olyan fertdzott allatot (mindenekel6tt perzisztens
virusiirité mént), amelyik arrél a foldrajzi teriiletr6l szarmazik, ahol a II.C. genotipus jelen van,
vagy a szekvendlt mintdk szdma volt tdl kevés, vagy ezek a II.C. genotipusi EAV torzsek
id6kozben elveszitették jarvanytani jelentoségiiket, mint ahogyan néhdny egyéb, kordbban
Eurépéban jelenlévd virustorzs esetében ez megtortént, pl. a svdjci, 1964-ben izoldlt Bibuna torzs,

vagy az 1989-ben izolélt svédorszagi EAV esetében.

Az Osszes magyarorszdgi virusminta szekvencia meghatdrozdsa és elemzése szintén
bebizonyitotta, hogy a vizsgalt 3 varidbilis régié megtaldlhaté a GPs gén egy szakaszan (Balasuriya
és mtsai, 1997), és ezek a régiok tlintek szamunkra is a genetikai Osszehasonlité vizsgalatok

legalkalmasabb célpontjanak. Az irodalomban ugyan emlités torténik az ORF 3 gén nagyobb
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véaltozékonysagardl (Hedges és mtsai, 1999, Balasuriya és mtsai, 1999), de az ORF 3 régional
nagyfokud a visszamutdlodési ardny (Hedges és mtsai, 1999), mig az ORF 5 esetében a lassabb
muticiés ardny ellenére a torzsek diverzitdsa linedris. Ennek jelent0sége a virus mutdcids
ardnydnak (mutdciés rata) vizsgalatakor érezhetd. Eredményeink szintén megerdsitik azt a masok
altal is leirt tényt (Balasuriya és mtsai, 1997, Beldk és mtsai, 1999, Stadejek és mtsai, 1999, Hedges
és mtsai, 1999), hogy a GPs gén alkalmas egyrészt az EAV izoldtumok filogenetikai vizsgélatara,
masrészt pedig a kiillonbozd virusizoldtumok genetikai diverzitdsanak a felbecsiilésére, amely gyors
és viszonylag egyszerli médszer az Ujonnan megjelend virusvaridnsok azonositdsara és hasznos
eszkoz a virus terjedési Utjanak nyomozdsdhoz (Stadejek és mtsai, 1999). A GPs gén 3 varidbilis
régidja (61-121 aminosav) koziil az els6 a legvaltozékonyabb rész €s annak is az elso fele (61-84.
aminosav, Hedges és mtsai, 1999), kiilonosen varidbilis szakasz. Mind a nukleotid, mind az
aminosav valtozékonysdg kisebb ugyan a 2 madsik région, de az itt észlelhetd szubsztiticiok
ugyancsak meghatarozzdk az alcsoportokat. A hazai virusizolatumok, melyek a kordbban leirt
alcsoportokhoz tartoznak, nem kiilonboznek jelentés mértékben az ugyanabba az alcsoportba

tartozo kulfoldi EAV torzsektol.

A virusiiritd mének egymast koveté ondémintdinak a vizsgalatai jelzik, hogy a gazdaszervezet
immunvalasza mellett, a virus belsd (genetikai) tulajdonsagai szintén szerepet jatszanak az ij EAV
valtozatok felbukkandsdban. Ezek a legfontosabb tulajdonsdgok a virus igen nagyfokd mutécids
ratdja, a genomrdl mdésolt kopidk nagy szdma és a virus gyors replikdcids ciklusa, melyeknek
kovetkeztében, még neutrdlis kornyezeti feltételek mellett is, viszonylag rovid idészakon beliil
esély mutatkozik dj virusvéltozatok kialakuldsdra. Kiilonosen felgyorsul ez a folyamat abban az
esetben, ha a kdrnyezet tavolrdl sem neutrdlis, mint amilyet a tesztoszteron dependens nemi traktus
jelent az ott megbuivd EA virusok szdmadra (Little és mtsai, 1992, Hedges és mtsai, 1999). Az itt, a
virusokat folyamatosan érd szelektiv nyomds, melyet a perzisztens virusiiritd6 mén jarulékos nemi
mirigyeinek sejtes kornyezete fejt ki rajuk, felerdsiti a Red Queen hipotézis jelenséget (Van Valen
1973, Domingo és mtsai, 1996, 1998), vagyis a mutdloédott viruspopuldcidk versenyét egyazon,
korlatozott kiterjedésti helyért, melynek sordn, minél nagyobb foku a genetikai diverzitds, annal
nagyobb a létrejott 4j, gydztes viruspopuléacié alkalmazkodé képessége a szelekciés nyomdshoz, a
tuléléshez. Ebben a versengésben nincs végleges gyoztes, csak dllandé dinamikus egyenstly van,
az egyes mutdns generdciok kozott, melyben az &dtmenetileg elOnyosebb tulajdonsdgokkal
rendelkez0, fertdzoképes utddokat leginkdbb 1étrehozni képes virusok kiszoritjdk a veszteseket, a
kisebb genetikai ,,fitness”-i virusokat (Steinhauer €s mtsai, 1989). Ez a szelekci6 jellemzd az RNS

virusok korében eléforduld quasispeciesekre (Eigen, 1993).

94



Habar a GPs gén f6 részének nukleotid sorrendjébdl levezetett aminosav sorrendre alapozott
torzsfa rekonstrukcié sordn némileg eltérd alcsoport helyezddéseket tapasztaltunk, a végsd
kovetkeztetés alapvetéen megegyezik a nukleotid sorrendre alapozott torzsfa képébdl kapott
kovetkeztetéssel. Az aminosav sorrendre alapozott filogenetikai fa, dsszehasonlitva a nukleotid
sorrendre alapozott torzsfaval, a virusizoldlds idOpontjainak és az izoldlds helyének ismeretében
logikusabb, vagyis jobban érthetd az, hogy egyes virusok miért tartoznak egy adott genocsoportba.
Ezen, egy adott virustorzs virusizoldldsi idOpontja, izoldldsi helye és az aminosav sorrendre
alapozott torzsfan elfoglalt pozicidja kozotti Osszefiiggés értendd. A jobb értelmezhetdség
lehetséges magyardzata a viszonylagosan nagyobb fenotipusos stabilitds, melyet az aminosav
sorrend képvisel, amely szekvencia lassabban véltozik, mint a nukleotid-sorrend, egy olyan magas
muticids aranyu quasispecies virus esetében, mint az EA virus.

A hazai virusizolatumok koziil az A172 (a Csehorszagbdl hazatért mén virusa) a II.C.
alcsoportba kertil ezen a torzsfan, mely genocsoport még kiegésziil a svédorszagi EAV torzzsel is,
amely nukleotid szinten nem tartozott egyik f6 genocsoportba sem. Az A294 virus, melyet 2003-
ban Bécsben izoldltak, az 0 torzsfan a ILLA. alcsoportba keriil, kozeli rokonsdgba a 2000-ben,
magzatokbdl izoldlt Gjabb magyarorszagi torzsekkel, sugallva ezzel azt a jarvanytani kapcsolatot,
mely a 2000. évi magyarorszagi vetélési hullimok és a legdjabb ausztriai EAV izoldtum kozott
fennall.

A két torzsfan taldlhatdé pozicid kiillonbségek magyardzhaték a viszonylag révid aminosav
szekvencidkkal (172 aminosav), és a divergencia alacsony szintjét az alacsony ,,bootstrap” értékek
is kifejezik, amelyek figyelmeztetnek benniinket az ilyen moédon nyert filogenetikai fa
’torékenységére”, vagyis arra, hogy a bevitt adatok kis mennyisége kovetkeztében lényegesen
alacsonyabb valdszintiségi értékekkel szamolhatunk.

Masik érdekes megfigyelésiink, hogy a GPs fehérjét kédolé gén hipervaridbilis régidjanak
Balasuriya és mtsai altal 1997-ben vizsgalt és leirt adataival, a hazai EAV torzsek hasonl6 adatait
Osszegezve kimutathatd, hogy a magyarorszagi torzsek, bizonyos régidkon beliill kevesebb
aminosav valtozdst mutatnak (14. tablazat). Megfigyelhetd viszont a tobbszords aminosav
illesztések esetében az az eltérés is, mely elsé ranézésre is nyilvanvalova teszi, hogy a masodik és
harmadik varidbilis régié kozotti, Balasuriya és mtsai (1997) szerint konzervativ részen (2.
intervaridbilis régid) a vizsgdlatainkban részt vevd hazai torzsek csaknem fele, nem szinonim
mutdciét szenvedett. A vizsgalatainkba bevont nem magyarorszagi EAV izolatumok koziil, 2
ugyancsak kozép-eurdpai (lengyelorszagi) virus is aminosav véltozast mutatott e régidban, sejtetve
azt, hogy ez a teriilet, ha nem is véltozékony, de minden valdszinliség szerint egy sziikebb foldrajzi

teriiletre jellemzd EAV csoport genomrészének tekintheto.
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5. Legfontosabb eredmények

1. Szeroldgiai vizsgdlatokkal megallapitottam a hazai EAV prevalenciat, és a fertdzottség
mértékének emelkedd tendencidjat.

2. Els6ként izoldltam Magyarorszdgon EA virust RK-13 és BHK-21 sejttenyészeteken.

3. Diagnosztikai jellegh RT-PCR modszert dolgoztam ki a nukleokapszid-NTR régi6
genomszakaszanak amplifikdldsara.

4. Munkatarsaimmal EA virus nukleokapszid fehérje specifikus McAb-ot hoztunk 1étre.

5. PLA moédszerrel kimutattam az EAV fert6zott sejt magjaban a nukleokapszid fehérjét.

6. Szekvendlds céljabol RT-PCR moddszert dolgoztam ki az ORF 5 hipervaridbilis régio
genomszakaszanak amplifikdldsara.

7. Els6ként végeztem hazai EAV torzsek 0sszehasonlité genetikai vizsgélatat.

A genetikai Osszehasonlité vizsgalataimmal a kovetkezd, dllatorvosi szempontok alapjan fontos
megéllapitasokat irtam le.

1. A termékenyitéséhez hasznalt ondd, mely perzisztensen virusiiritd méntdl szarmazik, az oka a
kancdk nemi uton torténd EAV fert6zddésének.

2. Bebizonyitottam, hogy az ily médon fert6z6dott kancdkat tekinthetjiik a virus amplifikatorainak,
melyek horizontdlis tuton fertdzik késoi vemhes istallotarsaikat, és ezzel vetélési hullamot idéznek
eld.

3. Ugy taléltuk, hogy a 2000 eldtt Magyarorszdgon izoldlt EAV torzsek tobbsége egy uj alcsoportot
képez (I.D).

4. A tobbi izolélt, hazai EAV torzsek szekvencidit 0sszehasonlitva a génbankban taldlhat6, mas
orszagbeli virusokkal, nagyfokd hasonldsagot figyeltem meg a magyarorszagi és egyes, a vilag
kiillonbozd helyeirdl szdrmazé EAV torzsek kozott. Ennek alapjdn nyilvdnvaléva tettem, hogy
néhany év utin a helyi IL.D. tipusi EAV torzseket 4j, més genetikai fajtdjd, kiilonb6z6 szarmazasi
helyti virusok valtottdk fel, amelyek 2000 utdn domindnssa valtak Magyarorszagon.

5. Vizsgélati eredményeim értékelésével felhivtam a szakemberek figyelmét a kiilfoldrdl hazdnkba
hozott lovak (féleg a perzisztensen virusiirité mének) és az EAV-fert6zott mélyfagyasztott
ondomintak jelentdségére az EVA terjesztésében.

6. Vizsgalataink arra is ravilagitottak, hogy az djabb hazai virusizolatumok, melyek az egyes,
kordbban leirt alcsoportokhoz tartoznak, nem kiilonboznek jelentds mértékben az ugyanabba az

alcsoportba tartozo kiilfoldi EAV torzsektdl.

7. Megfigyeltem a tobbszords aminosav illesztések esetében azt az eltérést, mely elsd ranézésre is

nyilvanvaléva teszi, hogy a 2. és harmadik varidbilis régié kozotti, kordbban konzervativnak tartott
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részen (2. intervaridbilis régi) a vizsgdlatainkban részt vevd hazai torzsek csaknem fele, nem
szinonim mutaciot szenvedett, két mésik, kozép-eurdpai EAV torzzel egyiitt. Ez azt jelenti, hogy ez
a teriilet, ha nem is valtozékony, de minden valdsziniliség szerint egy sziikkebb foldrajzi teriiletre

jellemzdé EAV csoport genomrészének tekinthetd.
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Koszonetnyilvanitas

Tudominyos munkdm elinditdsdban, valamint az elért eredmények értékelésében, a
publikdciéim birdlatdban és kijavitdsdban nyujtott segitségéért, melyekkel elérhetové tette
szamomra a tudomdnyos fokozat megszerzésének lehetdségét, szeretném hdlds koszonetemet

kifejezni témavezetdmnek, dr. Rusvai Miklds egyetemi tanarnak.

Ugyancsak hélds koszonetet mondok dr. Bakonyi Tamds egyetemi adjunktusnak, egykori

didkomnak, aki faradhatatlanul és Oridsi tiirelemmel segitette kutatdsi tevékenységemet, EAV
tudomdnyos témdjat onzetleniil atengedve nekem, ezzel sajat magat atmenetileg hétranyos
helyzetbe hozva. Megkdszonom a szamitastechnikai ismeretekben nyujtott részletekbe mend
segitségét, valamint a publikdciéim gondos dattanulmanyozdsat és szakszerli észrevételeit,
javaslatait.

Koszonettel tartozom az Orszdgos Allategészségiigyi Intézet igazgatéjanak dr. Tekes Lajos
cimzetes egyetemi tandrnak, tudomdnyos munkdm megkezdéséhez nyujtott, valamint a hosszu

iddszak végéig tartd, a munkahelyem 4ltal biztositott, anyagi tdimogatisaért.

Halas szivvel koszonom dr. Dénes Béla és dr. Szeredi Levente intézeti kollégaimnak, az EAV

monoklondlis ellenanyag termelés, illetve az 1998 és 2002 kozotti idészak vizsgélati anyagainak a
gyljtését €és a rendelkezésemre bocsatasat.

Koszonom Tapaszti Zsuzsa zoologusnak, dr. Forgach Petra allatorvosnak és Schamberger

Anita egyetemi hallgaténak dldozatkész munkdjukat, mellyel tehermentesitettek rutindiagnosztikai
feladataim szdmos idéigényes részletétol.

Ugyancsak koszonetemet fejezem ki dr. Tekes Gergé allatorvosnak, az EAV 6sszehasonlito
genetikai vizsgélatdban nyujtott értékes segitségéért.

Megkoszonom dr. Kulik Ménika, dr. Balogh Attila és dr. Magosi Zoltan allatorvos

kollégdknak a faradhatatlan és rendszeres mintakiildést, mellyel munkdmat jelentds mértékben
tdmogattak.

Végiil halas koszonetemet fejezem ki csalddom mindazon tagjai felé, akik a szdmomra
pszichikailag és fizikailag rendkiviil megterhel6 id0szakban mellettem maradtak, gondoskodédsukkal

tehermentesitettek a mindennapi gondoktol.
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