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1. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataink célja 35, 1977 és 2008 kdzott, vetélt Ibmagzatokbdl szarmazé 16 herpesvirus-1
(EHV-1) izolatum, tovabba két referencia térzs (ARMY-183, RacH) genetikai vizsgalata volt.
Els6sorban a patogenitast meghataroz6 markereket kerestiink, illetve olyan szakaszok
vizsgalatat szerettik volna elvégezni, amelyek alapjan az izolatumok eredetét és genetikai
szekvenciait elemeztik (az ORF68 és az ORF30 szakaszt), ugyanis irodalmi adatok alapjan
ez a két nyitott leolvasasi keret (open reading frame, ORF) bizonyult a legalkalmasabbnak a
pontmutacidé meghatarozhatja azt, hogy az adott EHV-1 térzs mekkora eséllyel képes
idegrendszeri tineteket kivaltani a gazdaallatban egy fert6ézés soran. Az ORFG8
szekvenciaja nem befolyasolja ugyan nagymértékben a virustérzsek patogenitasat, azonban
egy kb. 600 bazispar hosszisagu polimorf szakasz vizsgalataval, az ott el&6forduld
pontmutacidk alapjan az izoldtumokat kilénbdzd csoportokba lehetett rendezni. A kialakitott
csoportok tagjainak féldrajzi eléfordulasaban mar el6zéleg is talaltak szabalyszer(iségeket, a
mi vizsgalati eredményeink ezeket meg tudtak erdsiteni.

A szekvencia kuldnbségek meghatarozasara mindkét régidé esetében sajat modszereket
hasznaltunk. Az ORF30-ban el6fordul6 SNP (single nucleotide polymorphism, egyedi
nukleotid polimorfizmus) kimutatasara egy olyan specialis eljarast alkalmaztunk, amit eddig
féleg holyagos betegségeket okozo virusok (példaul ragadds szaj- és kéromfajasanak virusa
(RSZKFV), sertések hoélyagos betegségének virusa (SVDV), illetve a sertések reprodukcids
és légzbszervi tlnetegylttesének virusa (PRRSV) kilénb6zé  genotipusainak
meghatarozasara hasznaltak. Az altalunk kifejlesztett moédszer is az ezeknél felhasznalt
primer-probe energy transfer (PriProET) elvén alapul, ami gyors és biztos mddszernek
bizonyult a neuropatogén és nem neuropatogén genotipusba tartozé EHV-1 térzsek
elkilénitésére. A mddszer segitségével a Magyarorszagrél szarmazé 35 izolatum kozul 6t
(14%) olyat talaltunk, ami a 2254-es nukleotid poziciéban guanin (G) bazist kodolt, vagyis
egy kialakulo fert6zés soran nagy valdszinlséggel idegrendszeri tlineteket képes kivaltani. A
RacH vakcinatérzs egyedi szekvenciat kodol a vizsgalt ORF30 szakaszon. Ez a kilénbség a
vizsgalataink eredményeiben ugy jelentkezett, hogy a RacH térzshéz tartozd olvadaspont
gbrbe a neuropatogén és nem neuropatogén tipusba tartozé térzsektdl eltérd pozicidban, a
két genotipushoz tartoz6 gorbék kdzott jelent meg.

ugyanis az eredeti cikkben szereplé primerekkel nem kaptunk megbizhaté eredményeket. A

DNS templatok amplifikacidja utan a polimeraz lancreakcié termékét minden izolatum esetén



kétszer szekvenaltuk, majd az esetlegesen el6fordulé pontmutaciok alapjan csoportositottuk
a Magyarorszagon izolalt, illetve a referencia térzseinket.

Egy el6zd tanulmanyban megvizsgalt 108 EHV-1 térzs ORF68 szekvenciainak eltérései
alapjan 6sszesen hat csoportot alakitottak ki. Ebbe a hat csoportba a 35 magyar izolatum
koézll 23-at tudtunk besorolni, ami a térzsek 66%-at jelentette. A tébbi térzs ORF68-as
irtak le, ezekbdl a tdrzsekbdl négy ujabb csoportot alakitottunk ki. Az angol kutatdk
eredményeitél eltérben, a legtébb magyar izolatum abba a csoport kerilt (2-es csoport),
amelyik az eredeti tanulmany szerint féleg észak-amerikai térzseket tartalmazott. Ezzel
ellentétben a 3-as csoportba, melyhez az eredeti vizsgalat szerint az eurdpai térzsek nagy
része tartozott, a magyarorszagi torzseknek csak kevesebb, mint 6tddét (17%) tudtuk
besorolni. A csoportok nagy részének elterjedése idében és térben is elkllénllt a tébbi
csoportétdl, ezzel igazoltuk azt a feltevést, hogy az eltérd pontmutacidkat tartalmazé térzsek
el6fordulasa bizonyos szabalyszer(iségeket mutat. Az altalunk kidolgozott modszer tehat
megkdnnyitheti egy adott régiéban eléforduld EHV-1 virusok nyomon kdvetését, tovabba
ezzel egyltt segitséget nyujthat a jarvanytani nyomozas soran. Ahhoz azonban, hogy minél
részletesebb és pontosabb adatok alljanak rendelkezésre, a hazankban el&forduld tovabbi

EHV-1 térzsek genetikai elemzésére van szilkség.



SUMMARY

The present studies was aimed at grouping of 35 Hungarian equine herpesvirus-1 (EHV-1)
isolates by the single nucleotide polymorphisms (SNP) of two open reading frames (ORFs) in
the virus genome, ORF68 and ORF30, respectively. In a former study, two EHV-1 strains
(Ab4, V592) were compared, and the results showed that these two regions are suitable for
the distinction of EHV-1 strains. The substitution in the 2254 nucleotide position of ORF30
region can influence the neuropathogenic potential of the virus strain. In contrast, while the
SNPs in ORF68 cannot be connected to pathogenicity, these substitutions allow
classification of EHV-1 strains in different groups. The occurrence of members of distinct
groups in different outbreaks can facilitate epidemiological investigations, because the
geographical distribution of a particular group is very often specific. All the Hungarian EHV-1
isolates were originated from aborted horse foetuses isolated between 1977 and 2008. Two
laboratory EHV-1 strains (ARMY 183, RacH) were also included in the genetical
examinations of EHV-1 strains beside the Hungarian isolates. For the characterisation of
both specific genetic regions we used newly developed methods.

A former comparison of neuropathogenic and non-neuropathogenic EHV-1 strains revealed
that a single amino acid coding nucleotide substitution (A/G2254) in the ORF30 region is
associated with the altered functions of the viral DNA polymerase, and consequently the
neuropathogenicity of EHV-1 virus strains. For the detection of this substitution we developed
a new real-time PCR assay, based on primer-probe energy transfer (PriProET). Our results
verified the presence of neuropathogenic EHV-1 strains in Hungary, five of 35 isolates (14%)
were the members of the G2254 (neuropathogenic) genotype group. The results of melting
temperature analysis showed exact correlation with the sequence variations of the targeted
region of ORF30, and the two genotypes (A/G2254) could be easily identified by the different
peaks of melting temperatures. The RacH strain has a unique sequence in the targeted
region, therefore this strain cannot be assigned to any of the two groups set up previously,
and its melting temperature analysis curve was found between the curves of the two
genotypes. The only isolate (04_04), which could be connected to neurological symptoms in
the infected horses, also encoded G at the 2254 nucleotide position.

After sequencing the particularly polymorphic region of ORF68, the Hungarian EHV-1
isolates could be classified into seven groups. Only 23 of the 35 (66%) isolates belonged to
the formerly described groups, while the SNPs of 12 isolates diverged, and four new groups
could be set up. In previous studies groups 2 and 5 contained mostly North American strains,
while in group 3 predominantly European isolates were found. In contrast, the 40% of
Hungarian isolates (14/35) belonged to group 2 but group 3 included only four EHV-1 strains
(11.4%). The variation of ORF68 in some certain groups can be associated with the

geographical distribution of strains, but the analysis of these genetic markers primarily



provide information about the circulation of EHV-1 strains in a designated area, which can

help the epidemiological investigation after an EHV-1 outbreak.
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2. BEVEZETES

A lb6tartas modja és célja sokban kuldnbdzik a tébbi gazdasagi haszonallat tartasatol,
ugyanis ezeket az allatokat elsésorban sportolasra, illetve manapsag mar egyre csdkkend
aranyban fizikai munkavégzésre hasznaljak. A hustermelés céljara tartott allatok szama
Magyarorszagon elenyészd. A lovak herpesvirusainak kartétele nemcsak a széles kdrben
elterjedt, Iégz6szervi tinetekkel vagy vetéléssel jaré korformak esetén jelentds, hanem a
tenyészallatokban, illetve versenylovakban megjelend idegrendszeri tinetek is komoly
kévetkezményekkel jarhatnak.

A l6félékben eddig izolalt kilenc herpesvirus kézul az egész vilagon eléforduld, esetenkeént
jelentds gazdasagi kart okozd, viscerotrop alfa-herpesvirusoknak van a legnagyobb
jelentésége, ezek kozil is elsésorban a lovak 1-es és 4-es tipusu herpesvirusanak (EHV-1
és EHV-4). A két szerotipus altal el6idézett |égzészervi tinetek nagyon hasonléak, a
vetéléses és idegrendszeri tiinetekkel jar6 korformabdl izolalt térzsek nagy tdbbsége viszont
az 1-es tipusba tartozik.

Az allatok mozgatasa, illetve a gyakori, kbzvetlen kontaktus idegen allatokkal, ami bizonyos
lovaknal elengedhetetlen (pl. versenylovak), nagyban ndveli a fert6zés kockazatat. A
herpesvirusokra jellemz6 latencia lovakban is megjelenhet, a klinikai tineteket nem mutato,
virushordozé allatok alkotjak a fertézés rezervoarjat az adott 16allomanyon belil. A latensen
fert6zott allatok virusuritévé valhatnak, és egyrészt folyamatosan fenntartjak a fertézést az
allomanyon belil, masrészt a virust az allomanyba bekeril6, fogékony allatoknak is at tudjak
adni, ami tdbmegesen megjelend légz&szervi tiineteket és vetéléseket is okozhat.

Az EHV-1 vetéléssel jaré koérformaja Magyarorszagon is régéta ismert (Manninger és
Csontos, 1941; Salyi, 1941; Kapp, 1973; Glavits és mtsai, 1984), gazdasagi jelentésége a
vakcinazasok ellenére még napjainkban sem cstkkent (Rusvai és mtsai, 1996; Szeredi és
mtsai, 2003; Szeredi, 2004; Hornyak és mitsai, 2006; Szeredi és mtsai, 2008). Az
idegrendszeri tlinetekkel jaré kérforma eléfordulasardl nincsenek adataink, egy olyan eset
kérel6zményében, ami késébb az intézeti vizsgalat soran EHV-1 fertézésnek bizonyult, a
vetéléses korforma mellett az egyik allatban ataxia, inkontinencia, illetve a hats6 testfél
gyengeseége is szerepelt.

A hazankban el6forduld EHV-1 térzsek genetikai valtozatossagarél és a kilénb6zé
patogenitasu tdrzsek hazai elterjedésérdl eddig nem alltak rendelkezésre szakirodalmi
adatok. Elsédleges célom az volt, hogy az 1977 és 2008 kozétti 30 éves idészak alatt izolalt,
vetélt Idmagzatokbdl szarmazdé 35 EHV-1 tdrzset valamilyen genetikai eltérés, vagy
patogenitasbeli kilénbség alapjan csoportositsam. Egy angol kutaték altal elvégzett

vizsgalatban, amelyben két EHV-1 tbérzs teljes genomjat hasonlitottak &ssze, két olyan
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szakasz is szerepelt, amelyek elemzésével Uj informaciokat kaphatunk a magyarorszagi
EHV-1 térzsek genetikai valtozatossagarol és foldrajzi elterjedésukrol.

A kulféldi és hazai szakirodalom alapjan jol lathatd, hogy a lovak herpesvirusainak
jelentéségét (els6sorban az EHV-1-ét) nem szabad alabecsilni akkor sem, ha egy
allomanyban vakcinazas folyik. Egy-egy értékes csiké elvesztése, esetleg az idegrendszeri
tinetek megjelenése egy versenyz6- vagy tenyészallatban, amelyek igy a felhasznalasuk
céljara alkalmatlanna valnak, mind-mind érzékenyen érinthetnek egy lovakkal foglalkozé
vallalkozast. A betegség elleni sikeres védekezés érdekében tisztaban kell lenni a virus
jarvanytanaval, és a herpesvirusokra jellemz8 specialis tulajdonsagokkal, a latencia
fogalmaval. Vizsgalataim eredményei a Vvirustérzsek genetikai tulajdonsagainak
meghatarozédsa alapjan el6segitik az EHV-1 fert6zések jarvanytananak pontosabb
megértését, valamint a kilénb6z6 csoportokba tartozéd tdérzsek mozgasanak

meghatarozasaval a fert6zések eredetének tisztazasat.
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3. A VIZSGALATAIM CELJAI

A Magyarorszagon izolalt, kancak vetélt magzataibdél szarmazo EHV-1 térzsek molekularis
vizsgalataival arrél szerettlink volna informaciét szerezni, hogy az elézbleg leirt, az ORF30-
as és ORF68-as szakaszokon el6forduld genetikai markerek milyen aranyban fordulnak el6 a

hazai izolatumokban. A céljaink eléréséhez a kdvetkez6 kérdéseket kivantam megvizsgaini:

1. Az EHV-1 genom ORF30-as régidjadban el6forduld pontmutacié alapjan
meghatarozott kétféle genotipus (,neuropatogén” és ,nem neuropatogén” tipus)

milyen aranyban fordul el a magyarorszagi izolatumok k&zott?

2. Az a térzs, amely a kérel6zményi adatok alapjan képes volt sulyos idegrendszeri
tinetek kivaltasara, vajon tartalmazza-e azt a genetikai markert, ami alapjan a

neuropatogén genotipusba lehet besorolni?

3. Lehetséges-e olyan U diagnosztikai eljaras kifejlesztése, amellyel ezeket a
genotipusokat az eddigi modszereknél gyorsabban és egyszerlbben el tudjuk

kuloniteni?

4. Az ORFG68 szakaszon el6forduld egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP) alapjan
el6z8leg meghatarozott csoportok milyen aranyban fordulnak elé a hazai izolatumok
k6z6tt? Talalunk-e olyan SNP-ket, amelyeket eddig még nem irtak le? Ha igen,
tudunk-e Uj csoportokat kialakitani az eddig nem ismert pontmutacidkat tartalmazoé

térzsek besorolasaval?

5. Medfigyelheté-e barmilyen szabalyszerliség a kilonb6zé6 ORF68-as csoportokba

tartozd hazai térzsek szarmazasi helyeinek féldrajzi eléfordulasaban?

6. Milyen gyakorlati jelentésége van az altalunk megvizsgalt két genetikai marker

meghatarozasanak?
7. A vizsgalatokba bevont RacH vakcinatérzs esetében taladlunk-e olyan genetikai

eltérést a vizsgalt szakaszokon, amely megkllénbézteti a fertézésekbél izolalt

torzsektol?
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4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. A lovak herpesvirusainak besorolasa és altalanos jellemzése

A herpesvirusok a DNS virusok k6ézé tartoznak, genomjuk nagyméretd (~ 150000 bp),
linearis, dupla szalu DNS. A Herpesvirales rend, Herpesviridae csaladjaba sorolt virusok
virionjanak felépitése nagyon hasonldé. A kb. 150-200 nm atmérdji virion belsé, ,core”
allomanya tartalmazza a virus genomjat, ezt boritja be az ikozahedralis szerkezetl, 162
kapszomerbdl all6 kapszid. A legkllsé réteg a virus burka, ehhez kapcsolodnak azok a
glikoproteinek, amelyek nagy szerepet jatszanak a koérokozd sejtrél-sejtre torténd
terjedésében, illetve a megbetegitett szervezet virus elleni védekezésében. A burok felliletén
kb. 8 nm hosszusagu ,tuskék” lathatdéak az elektronmikroszkopos felvételeken. A kilsé burok
és a kapszid kozott helyezkedik el az amorf tegumentum &allomany. Ez féleg a viralis
enzimeket tartalmazza, amelyek a virus sejten bellli szaporodasahoz szikségesek, az itt

talalhato fehérjéket a virus genomja kdédolja (1. abra).

Envelo roteins =
pep \“\\

(B-gN)

Nucleocapsid ~

1.4bra. A Herpesviridae csaladba tartozo virusok altalanos felépitése

A Herpesviridae csaladon belll harom alcsaladot kildnbéztethetiink meg, az ide tartozé
virusok eltéré szaporodasi tulajdonsagai alapjan. Az Alphaherpesvirinae alcsaladra jellemzé
a rovid szaporodasi ciklus és a gyors terjed6képesség, a sejttenyészet fertézétt sejtjeiben
cytolysist (elsésorban syncytiumok képz6édését) képesek kivaltani. Tagjaira jellemzd még a
latens fert6zés kialakitasanak képessége is, ennek nagy szerepe van az allomanyon bellli
virusfertézés folyamatos fenntartasaban. Az alfa-herpesvirusok féleg idegsejtekben
(ganglionokban) bujnak meg, mig a Gammaherpesvirinae tagjai ettél eltéréen elsésorban a

nyirokszervekben alakitanak ki latenciat.
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Az Alphaherpesvirinae-be sorolt 16 herpesvirusok két alcsoportba oszthatok az adott virusok
viscerotrop vagy dermatotrop tulajdonsagai alapjan. A gazdasagi és klinikai szempontokbdl
legfontosabb két tipuson, az EHV-1 és EHV-4-en kivil a szamarak 3-as tipusu herpesvirusa
(EHV-8), illetve egy az EHV-1-hez nagyon hasonlé, el6szér Thomson-gazellabdl (GHV-1),
majd zebrabdl izolalt virus tartozik (EHV-9) a viscerotrop alcsoportba. A hosszu évtizedeken
at a lovak rhinopneumonitise virusaként ismert EHV-1 virustdl a szévetspektrum, az
egérpatogenitas és végul a genomok restrikcids enzimekkel végzett 6sszehasonlitd
vizsgalatainak eredményei alapjan 1981-ben kllonitették el az EHV-4 szerotipust (Studdert
és mtsai, 1981; Studdert és mtsai, 1984). A dermatotrop alcsoportba az EHV-3-at, illetve a
szamar 1-es tipusu herpesvirusat soroltak (EHV-6). Az 6sszes 16 eredetli alfa-herpesvirus a
Varicellovirus genusba tartozik.

Az EHV-3 okozza a lovak ivarszervi hélyagos kiltését, ami elsGsorban kdzvetlen
érintkezéssel, illetve szexualis uton terjed. A fertézést révid inkubaciés periddus (2-3 nap)
utan a kilsé nemi szerveken (himvesszdn és a preputiumon, illetve a vaginan és a
perineumon) apro6 pustulak megjelenése kdveti. Az elvaltozasok két héten belll gyégyulnak,
az elvaltozas mértékétél fuggben a csédoérok libiddja csokkenhet. Az EHV-3 fertézés soran
megjelenhet a latencia, a klinikailag tinetmentes, de virusirit§ allatok hosszu ideig fenn
tudjak tartani a megbetegedést (Seki é€s mtsai, 2004).

A Betaherpesvirinae alcsalad tagjainak viszonylag hosszu a szaporodasi ciklusa és lassabb
a terjedési sebessége, mint az Alphaherpesvirinae alcsaladba tartoz6 virusoknak. A lovak
herpesvirusai kézil egy sem tartozik ide, igy ennek a csoportnak témank szempontjabol
nincs jelentésége.

Harom EHV tipus tartozik a Gammaherpesvirinae alcsaladba, az EHV-2, az EHV-5 és a
szamarak 2-es tipusu herpesvirusa (EHV-7). Az EHV-2 és az EHV-5 a Percavirus
nemzetség tagjai, mig az az EHV-7 besorolatlan tagja a Gammaherpesvirinae alcsaladnak.
Az alcsalad tagjaira jellemz6, hogy lymphoid szévetben szaporodnak, és a lymphoid
szbvetben alakitjak ki a latenciat. Sz(k a gazdaspektrumuk, és egyes virusok képesek ra,
hogy T-, vagy B-lymphocytédkban daganatos transzformaciot inditsanak be. Ham- és
kotbszoveti sejt eredetli szdvettenyészeten szaporithatéak, a cytopathogén hatasuk
cytolysisként jelenik meg (Miller és mtsai, 1990; Collinson és mtsai, 1994; Kershaw és mtsai,
2001; Cutler, 2004;).

Az EHV-2 egy vilagszerte el6forduldé gamma-herpesvirus, Magyarorszagon is izolaltak
légz8szervi tlineteket mutatd csikdk orrvaladékabdl (Palfi és mtsai, 1978; Nordengrahn és
mtsai, 2002). A fertézéssel eddig Osszefliggésbe hozott klinikai tlinetek valtozatosak
lehetnek, fels6 léguti tlnetek mellett leirtak mar nyirokcsom6é  gyulladast,
immunszuppressziot és keratoconjunctivitist is. Szeroldgiai vizsgalatok igazoltak, hogy a

lovak korulbelll 80-90%-aban megtalalhaték az EHV-2 elleni ellenanyagok (Murray és mtsai,
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1996). Fiatal csikokban lazzal és légszdszervi tlinetekkel jar6 megbetegedést okozhat, amit
egy masodlagos bakterialis felllfert6z6dés (pl. Rhodococcus equi) tovabb sulyosbithat.
Hazai vizsgalatok szerint a kancakban termelt EHV-2 elleni hiperimmunsavoéval végzett
passziv immunizalas jol hasznalhatd a betegség megel6zésére (Belak és mtsai, 1980). Az
EHV-5-6t szerologiai vizsgalatokkal nagyon nehéz elklléniteni az EHV-2-t16l, a nagyon
hasonlé antigénszerkezet miatt. Magat a virust csak néhany orszagban sikerult eddig izolalni
(Svajc, Németorszag, Ausztralia, Uj-Zéland) (Telford és mtsai, 1993). Magyarorszagon 13-23
hetes csikok periférias limfocitaibol, PCR moédszerrel sikerult a virust kimutatni (Nordengrahn
és mtsai, 2002).

A virust els6sorban fiatal csikdk felsdé léguti megbetegedéseivel sikertilt 6sszefliggésbe
hozni, azonban egyre t6bb jel mutat arra, hogy a lovakban el6forduld, a tuddben
csomoképzddéssel és interstitidlis fibrozissal jard kérkép (equine multinodular pulmonary
fibrosis, réviden EMPF) kivaltd oka is nagy val6szinliséggel az EHV-5 (Williams és mtsai,
2007).

4.2. Az EHV-1 altal okozott megbetegedések
4.2.1. Korfejlédés

Az EHV-1 els6dleges célpontjai a lovak és a l6félék, azonban kimutattak mar a virust egyéb
fajokban, példaul alpakaban és ldamaban (Rebhun és mtsai, 1988), illetve szarvasmarhaban
is (Crandell és mtsai, 1988). A virusfert6zés klinikai lefolyasat sok tényezd befolyasolhatja,
elsésorban az allatok kora, immunallapota, az 6ket ért stresszhatasok, illetve az, hogy az
allat el6szor talalkozik-e az EHV-1-gyel. A kérokoz6 els6sorban a primer szaporodasi
helyérél, a fels6 légutakbol Uril6 valadékkal, a vetélés soran a kdrnyezetbe keril6
magzatvizzel, placentaval, ragalyfogd targyakkal, és a lovak kodzotti kézvetlen érintkezés
utjan terjed. Azok a lovak, amelyek életlikben el6szor talalkoztak a virussal, sokkal nagyobb
mennyiségben Uritik, mint a fertézésen egyszer mar atesett allatok, illetve azok, amelyekben
a latens virusfert6zés reaktivalddott (Sutton és mtsai, 1998). Az els6 alkalommal fert6z6dott
allatokban a virusiritd szakasz is hosszabb, elérheti a fert6zés utani 15. napot is (Gibson és
mtsai, 1992). A fert6z6tt allomanyba sziletd csikdk nagy része mar az ellés kordli
idészakban atesik az elsé EHV-1 vagy EHV-4 fertézésen. A fert6zés forrasa altalaban az ell
kanca, ugyanis az ellés idején reaktivalédd, majd ezutan Grild virus kénnyen atkerll a
fogékony Ujszllétt csikokra. Ez azonban altalaban nem jar latvanyos Kklinikai tlnetek
megjelenésével, igy a kérokozd észrevétlendl cirkulalhat az allomanyban. A szeroldgiailag
athangolddott fiatal csikok ardnya ezekben az allomanyokban akar 35-60% is lehet
(Gilkerson és mtsai, 1998).
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A fels6 légutakba bekeriilt EHV-1 a nyalkahartya epithelium sejtjeibe jutva szaporodni kezd,
ami a sejtek pusztulasat, lizisét okozza (litikus fazis). A szétesett sejtekbdl kiszabadult
virionok leukocytak kozvetitésével jutnak el a nyirokcsomékba, illetve esetenként az
endometriumba és koézponti idegrendszerbe (Kydd és mtsai, 1994). Az EHV-4 fert6zés alatt
az esetek dontd tobbségében nem alakul ki a sejthez kététt viraemia. Vandekerckhove és
mtsai (2011) vizsgalataiban harom EHV-4 térzs kézil csak egy volt képes fertézni a
mononuklearis leukocitakat, ami magyarazatot adhat arra, hogy az EHV-4 tdérzsek miért
okoznak ritkan viraemiat és emiatt vetélést.

A fert6zott epithel sejtekb6l az EHV-1 virus eljuthat a trigeminalis ganglion idegsejtjeibe is, itt
a virus latens fazisba kerll. A megbetegedés elsd két hetében a fert6zétt lymphocytak nagy
részében a litikus folyamatok dominalnak. llyenkor a virus 6rokitbanyaga atirasra kerdl, a
viralis fuziés glikoproteinek a sejt felszinére kerllnek, és az immunrendszer a megvaltozott
lymphocytakat felismeri és elpusztitia. Erdekesség, hogy a folyamat soran komplett, fert6zé
virionok nem keletkeznek (,abortiv fert6zés”), képzdédésiket a lymphocytak felszinén
talalhaté viralis glikoproteinek és érzékeny epithel sejtek fuzidja inditja be (Scott és mtsai,
1983; Gibson és mtsai, 1992)

Késébb a virdlis DNS atirasa megszlnik, az EHV-1 latens allapotba kerll a T-lymphocyta
populaciéo CD8+ sejtjeiben. llyenkor a viralis 6rékitdanyag atirdsa szlinetel, nem keletkeznek
viralis antigének, igy a fert6zés az immunrendszer szamara lathatatlan marad. Kulénb6z6
stresszhelyzetek, hormonalis valtozasok, immunrendszert gyengité tényezdék hatasara a
latens fazisban nyugvo virus reaktivalodhat. A folyamat [épései még nem teljesen ismertek,
de a T-lymphocytakban és a trigeminalis ganglion sejtjeiben Ujra végbemennek a litikus fazis
Iépései, a felsd légutak epithel sejtjeiben pedig Ujra fert6z6képes virionok képzddnek. A
reaktivalodott folyamat vezethet Ujra klinikai tinetek megjelenéséhez (pl. vetélés), illetve a
lovak klinikai tinetek megjelenése nélkll is Urithetik a kérokozét (Slater és mtsai, 1997). A
reaktivalodas utan ujra egy nyugalmi, latens fazis kdvetkezik, azonban az elébb emlitett
tényezdk barmikor Ujra beindithatjak a betegség kiujulasat, igy a latensen fert6zétt allatok
képezik az EHV-1 rezervoarjat egy allomanyon belil. A virus reaktivalodasat

kortikoszteroidok adasaval mesterségesen is ki lehetett valtani (Edington és mtsai, 1985).

4.2.2. A virus altal okozott korképek

4.2.2.1. A vetéléssel jard korforma

Az EHV-1-nek a kancak vetéléseiben jatszott hazai szerepérdl az elmult években szamos
hazai kézlemény jelent meg. Szeredi és mtsai egy atfogd vizsgalatban, amelyben 93 vetélt
magzatot és 8 ellés utan elpusztult csikét vizsgaltak, virusizolalassal a mintak 12,9%-ban,

immunhisztokémiai vizsgalattal a mintak 14,9%-aban mutattak ki a virust (Szeredi és mtsai.,
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2003). Hasonl6 eredményt hozott egy Hornyak és mtsai (2006) altal végzett kutatas,
amelyben ez az arany 10,5%-os volt, illetve Szeredi és mtsai 1998 és 2000 kdz6tt elvegzett
felmérd vizsgalatdban a vetélt magzatok 16%-aban sikertlt kimutatni az EHV-1 virust
(Szeredi és mtsai, 2008).

A vetélés patogenezisének legfontosabb Iépése, amikor a virus viraemia soran a leukocytak
kdzvetitésével eljut a vemhes méhbe, és ott a microcotyledonok bazisanak
nyalkahartyajaban az arteriolak endotheljét tamadja meg (Edington és mtsai, 1991). A
vérerekben vasculitis, majd thrombusképzédés indul meg, a kovetkezetesen kialakuld
nyalkahartya-karosodas és szdveti infarctusok a magzatburok levalasahoz és vetéléshez
vezetnek. Ha ez a folyamat gyors és nagy teriletet érint, akkor a vetélés még azeldtt
bekdvetkezik, hogy a virus a magzatba kerll (Smith és mtsai, 1992). Ha a nyalkahartya
karosodasa nem ennyire kiterjedt, a vetélés csak késébb kdvetkezik be, az EHV-1 pedig eljut
a placentaba és a magzatba is.

A fertd6zés lefolyasa nagyban flugg attél, hogy a kanca a vemhesség melyik szakaszaban
talalkozik a virussal. A vetélés altalaban a vemhesség utols6 4 hdnapjaban kdvetkezik be, a
fert6z6dést, vagy a virus reaktivalédasat kdvetéen hoénapok mulva. A vetélt magzatok ép
labhdlyaggal, nem dnemésztetten jonnek vildgra. Amennyiben a kanca a vemhesség végén
fert6z6dik, akkor a beteg vagy egészségesnek latszo, normal idében megsziiletett csikoé a
méhen belll kialakult tiddgyulladas kdvetkeztében bagyadt, nem szopik, és a virusos vagy a
baktériumos tarsfert6zések kdvetkeztében néhany napon belll elpusztul. Ebben az esetben
a virusos tudégyulladasra jellemzé kép koérjelzd értékl lehet. Ha a thrombusképzédés csak
kisfoku, és az endometrium sérilése nem jar vetéléssel, a kanca rendes id6re, egészséges
csikot is ellhet.

A vetélés elbtt ritkan lathatok klinikai tinetek, ez gyakran minden el6zetes tunet nélkil
kévetkezik be. A kancak szaporoddképességét altalaban nem befolyasolja a vetélés, minden
probléma nélkll termékenyithetdk és a kévetkezb szezonban egészséges csikoé is szillethet
(Szeredi, 2004).

4.2.2.2. Az idegrendszeri tinetekkel jar6 korforma

A kialakul6 koérképek koézil nemcsak a vetélés, hanem az idegrendszeri zavarokkal jaro
kérforma is érzékeny veszteségeket okozhat egy ldallomanyban. Az enyhébb esetek
altalaban néhany hét alatt nyomtalanul gyogyulnak, sulyosabb esetekben a mozgaszavar,
illetve a végtagok gyengesége, vagy bénulasa allandosulhat, ami miatt az allatok
munkavégzésre alkalmatlanna valnak, illetve el is pusztulhatnak, vagy el kell altatni 6ket.

A herpesvirusok nagy részével ellentétben az EHV-1 nem az idegsejteket karositja, hanem a

kézponti idegrendszer arteriolainak endotheljét tamadja meg (Wilson, 1997; Stierstorfer és
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mtsai, 2002), aminek vasculitis, thrombosis, majd thrombo-ischaemias necrosis lesz a
kévetkezménye. Korabban ugy gondoltak, hogy az idegrendszeri forma csak vemhes vagy
szoptatd kancakban fordulhat el6 (Jackson és mtsai, 1971), azonban a késébbi jarvanyok
soran kidertlt, hogy a tlinetek kialakulasat nem befolyasolja az allatok vemhessége, neme,
és kora sem (Allen és mtsai, 1986).

A megbetegedett allatokon megfigyelhetd tlnetek valtozatosak lehetnek, az idegrendszer
szbveti karosodasanak helye és sulyossaga nagyban befolyasolja a korforma klinikumat. A
lovakon els6sorban ataxiat, paresist és inkontinenciat lehet megfigyelni. Jellemz6 a hatsé
labak gyengesége, rogyadozasa, a hatulsé labak kitamasztasa, ataxia, esetenként
kutyaszer( Ulés (Allen és mtsai, 2004; Pusterla és mtsai, 2009). Sulyosabb esetekben ez
atterjedhet az els6 labakra is, igy az allatok nem tudnak felkelni. A fertézés okozhatja még a
hagyhdélyag mikodési zavarat, ezzel Osszeflggésben inkontinenciat, illetve farok- és
végbélbénulast is (Greenwood és mtsai, 1980). Jellemzd, hogy a klinikai tiinetek végsé
stadiuma 48 o6ran beldl kialakul.

Kérjelzd lehet a klinikai tinetek megjelenése utan levett cerebrospinalis folyadék emelkedett
fehérjeszintje, illetve a virus kimutathaté az idegrendszeri tiineteket mutato, lazas allatokbdl
levett orrtamponokbdl, vagy alvadasban gatolt vérmintakbél. Van Maanen és mtsai (2001)
egy lovasiskolaban lezajlott EHV-1 jarvany tapasztalatai alapjan, azt a kdvetkeztetést vontak
le, hogy a Klinikai tinetek megjelenésekor levett vérekbdl elvégzett szeroldgiai vizsgalat
diagnosztikai értékd lehet. A 41 16bol 20 mutatott enyhébb vagy sulyosabb idegrendszeri
tineteket, emellett 28 allat szerologiai vizsgalata soran tapasztaltak specifikus
titeremelkedést. 12 16 esetében mar a savopar elészor levett mintaiban is magas volt az
EHV-1 ellen termelt ellenanyagok szintje, ami friss fert6zésre utalt. Ezért a vetéléses
korformaval ellentétben, ebben az esetben a szeroldgiai vizsgalat szolgalhat diagnosztikai
értékd informacioval.

A betegség megel6zését a perzisztensen fertézétt allatok nehezitik meg, ugyanis az
allomanyban cirkulalé virus az idegrendszeri zavarok megjelenése elétt nem, vagy csak
kevés allatnal okoz klinikailag manifesztalédd tlineteket, és ezek is féleg laz és enyhe
légzbszervi elvaltozdsok, amelyek nem feltétlendl utalnak az EHV-1 fert6zésre. A
megelézést neheziti tovabba az is, hogy a betegség elleni védekezésre hasznalt vakcinak a
fert6z6dést és a virus idegrendszerbe val6 eljutdsat nem akadalyozzdk meg, csak a mar
fertézott allatok virusiiritését mérséklik. igy a mar fertézott allatokban a vakcinazas nem
tudja megakadalyozni az esetlegesen kialakuld idegrendszeri tineteket (Pusterla és mtsai,
2009; Thein, 2009). A megbetegedés kimenetelét az allatok gyoégykezelése csak
kismértékben tudja befolyasolni. Az enyhébb tlineteknél a pihentetés és az allatok
elkilénitése jotekony hatasu lehet, azonban a sulyos mozgaszavaroknal a betegség

kimenetele kevés kivételtdl eltekintve fatalis (Edington és mtsai, 1986).
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4.2.2.3. A léegz8dszervi kérforma

Az EHV-1 fert6ézés utan kialakuld koérképek kozil a légzdszervek megbetegedése a
leggyakoribb, viszont altalaban ez a forma jar a legenyhébb tiinetekkel. A lappangasi id6
altalaban rdévid, 3-5 nap, de az EHV-1 térzsek patogenitasa, és a lovak immunallapota ezt
befolyasolhatja, igy akar 10 napra is n6het (Ostlund, 1993). A fert6zés els6sorban a felsé
légutakat érinti, ezek hurutos gyulladasa (rhinopharyngitis, tracheobronchitis), héemelkedés,
bagyadtsag és étvagytalansag a legjellemzdbb tinetek. Ehhez tarsul a kénnyezés, savos
orrfolyas, kdhogés, illetve a nyirokcsomok duzzanata (tipikusan az allkapcsi és a garat
mogotti nyirokcsomok megnagyobbodasa). A klinikai tinetek idésebb allatokban, illetve ujboli
fert6zés esetén joval enyhébbek, mint a primeren fert6z6tt csikokban, sét gyakran a virus
reaktivalodasa utan, a virust Urit6 allatban sem jelentkeznek.

Amennyiben az EHV-1 fert6zéshez kedvezétlen tartasi, id6jarasi kérilmények, vagy egyéb
immunrendszert gyengitd tényez6k kapcsoldédnak, a betegség sulyosbodhat és a gyulladas
az alsobb légutakra is kiterjedhet. Ez f6leg a fiatal csikokra jelent veszélyt, ezekben az
allatokban tidégyulladas alakulhat ki, amit masodlagos bakteridlis fert6zések
sulyosbithatnak (pl. Rhodococcus equi, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus), illetve a
légzési nehézségek szopasi zavart okoznak, ami a csikdk legyenglléséhez vezet. Az EHV-4
okozta légzdszervi tineteket nem lehet elklléniteni az EHV-1 fertézés utan kialakuld
elvaltozasoktdl, igy a tinetek megjelenésekor mindig elsédleges fontossagu a koérokozd

kimutatasa.

4.2.3. Az EHV-1 diagnosztikéaja

4.2.3.1. A virus izolalasa

Az EHV-1 virus izolalasat a kérképeknek megfeleléen orr-garat valadék mintakbdl, vetélt
magzat szerveibdl (Iép, maj és tidd, nyirokcsomdk), magzatburokbdl, elhullott |6 esetében
Iép, maj, tdd és agy-, gerincvel6 mintakbdl, tovabba EDTA-t tartalmazé alvadasban gatolt
vérmintakbol szeparalt fehérvérsejtekbdl kisérelhetjlk meg. A 1égzbszervi tlnetek
megjelenésekor legkdnnyebben az orrnyalkahartyardl, tamponnal levett mintakbol tudjuk
izolalni a virust. A mintavétel ideje ezekben az esetekben is nagyon fontos tényezd, a
legalkalmasabb idépont a fertézés korai, lazzal jaré szakasza.

A jellemzd klinikai tlnetek vagy a korbonctani elvaltozdsok megjelenése utan levett
mintakbdl a virus kimutatasara szamos maoddszer hasznalhatd. Az utobbi évtizedekben U
modszerek is megjelentek, ezek érzékenysége és gyorsasaga megkdnnyitette a virus altal
okozott megbetegedések diagnosztikajat. ldegrendszeri tlnetek jelentkezésekor él6

allatokbdl a virus kimutatasa nem annyira egyszer(i, de a frissen fert6z6doétt lovakbdl a
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fehérvérsejtek szeparalasa, illetve az ebbdl végzett virusizolalas (ko-kultivacid) vagy
polimeraz lancrekcié (PCR) eredményre vezethet (Welch és mtsai, 1992, Allen, 2007).

Sokaig az EHV-1 és EHV-4 azonositasanak legfébb modszere a bekildétt mintak kildonb6zé
egyrétegl sejttenyészetekre (pl. ED, RK13 sejtvonal) oltasa volt. Ha a mintdkban jelen volt a
kérokozd, a sejttenyészeteken 2-4 napon belll lathatéva valik a virusokra jellemz6
sejtkarositdé hatas (cytopathic effect, CPE), a plakkszerGen formalédé, majd a
sejttenyészetben gyorsan elterjedd syncytiumok megjelenése. A két tipus kézott alapvetd
kulénbséget jelent, hogy mig az 1-es tipus képes szaporodni a nem 16 eredetl sejtekben is
(pl. az RK13 nyulvese széveten), addig az EHV-4 csak 16bol szarmazd szdvettenyészeteken
(pl. ED szbvet) képes ndvekedni. Ezt a tulajdonsagot fel tudjuk hasznalni a két korokozé
differencial diagn6zisaban. A modszer ma is része a rutindiagnosztikanak, viszont a negativ
diagnozist csak a masodik passzazs utan lehet kimondani, ezért a vizsgalat viszonylag

hosszu ideig tart.

4.2.3.2. Szerolégiai vizsgalatok

A betegségre jellemzd klinikai tinetek felkelthetik az EHV-1 fertézés gyanujat, a biztos
kérjelzés azonban a virus, illetve a fertézést kévetéen megjelend ellenanyagok kimutatasaval
lehetséges. A fert6z6désre adott immunvalasz lehet humordlis (a szisztémasan termel6dott
IgM, IgG és a lokalisan a nyalkahartyakon megjelend IgA tipusu ellenanyagok), illetve
cellularis tipusu.

A virus ellent termel6dott ellenanyagok ELISA-val és/vagy virusneutralizaciés probaval
mutathatok ki. Az akut fert6zés kimutatasara savoparok vizsgalata a legalkalmasabb, ebben
az esetben a tunetek jelentkezésekor, majd 2-3 hét mulva vett vérmintabdl kell elvégezni a
szerologiai vizsgalatot. A legalabb 4-szeres titeremelkedés tekintheté kérjelzének. A kancak
vetélése, és a virus reaktivaldbdasa utan megjelend klinikai tinetek észlelésekor a savdparok
vizsgalata nem korjelz6 értékd, hiszen a primer virusfertézésre adott immunvalasz mar
honapokkal a tliinetek megjelenése el6tt lezajlott. Ezért ezekben az esetekben a savoparok
titervizsgalata soran mar nem tapasztalunk specifikus titeremelkedést.

A szerolbgiai vizsgalat soran problémat okozhat a 16 herpesvirus 1-es és 4-es tipusanak
szerologiai keresztreakcioja. A két virus ellen termelédétt ellenanyagok elkulénitésére
alkalmas lehet a parhuzamosan végzett virusneutralizacié, ugyanis az adott virussal tértént
akut fert6zés soran termel6détt ellenanyagok titere altalaban joval magasabb, mint a
keresztreagalo virussal szembeni ellenanyagoké. Ez azokban a laboratériumokban jelenthet
gondot, ahol nem rendelkeznek 16 eredetl szbvettenyészettel (pl. equine dermis, ED), vagy

nem all rendelkezésre virusneutralizaciéra alkalmas EHV-4 virustérzs. Ennél egyszer(ibb
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megoldast jelenthetnek azok az ELISA tesztek, amelyek kifejezetten a két tipus ellen

termel6dott ellenanyagok elkilénitésére szolgalnak.

4.2.3.3. A korszdvettan szerepe a virus diagnosztikajaban

Az EHV-1 kimutatasara jol hasznalhatok a koérszdvettani modszerek. Az EHV-1 okozta
vetélés esetén jellegzetesnek tartjak a vetélt magzatok majaban makroszkdposan is lathato
szurkés-fehér, miliaris elhalasos gbécokat, amelyek szomszédsagaban a tdbbé-kevésbé ép
majsejtekben sejtmagzarvanyok taladlhatdék (Salyi, 1941). A kérszdvettani elvaltozasok
vizsgalata soran megallapitottak, hogy a 6 hoénaposnal id6sebb magzatok esetében
altalaban mar a mesenchymalis szdvetek produktiv jellegl elvaltozasi talalhatok meg
(Glavits és mtsai, 1984). Kapp (1973) vizsgalatai szerint a 6 hdnaposnal fiatalabb, vetélt
magzatok majaban ezzel szemben az exsudativ elvaltozasok, a parenchyma sejtek
karosodasa és a sejtmagzarvanyok megjelenése a jellemzd. A virussal fert6zétt allatok
légutainak epitheliumaban, illetve a majban jelenhetnek meg a virusra jellemzd eosinophilen
festddd sejtmagzarvanyok.

Jéval pontosabb diagnozist kaphatunk, ha a kérszdvettan kiegészil immunhisztokémiai
vizsgalattal is. Ebben az esetben nemcsak a jellemz6 széveti elvaltozasok lathatdk, amelyek
csak kozvetett modon utalnak a virus jelenlétére, hanem a koérokozé koézvetlendl is
kimutathatd (Szeredi és mtsai, 2003a; Szeredi és mtsai, 2003b). Gyors eredményt adhat a
virus direkt immunfluoreszcenciaval térténd kimutatasa is. Ebben az esetben az elhullott
allatokbdl bekildétt szervekbdl (maj, tido, l1ep) kriosztattal készil fagyasztott metszet, ami
acetonos fixalas és konjugalas utan vizsgalhatdé. A médszer egyetlen hatranya, hogy a
konjugatum keresztreagal az EHV-4 virus antigénjével is, igy ha azonositani szeretnénk a

tlineteket kivalté herpesvirust, tovabbi vizsgalatokat kell veégezni (Gunn, 1992).

4.2.3.4. Egyéb modszerek

A polimeraz lancreakci6 (PCR) a kérokozok nukleinsavanak kimutatasara szolgal. A
rutindiagnosztikaban hasznalt PCR mddszerek esetében egy olyan génrégiot sokszoroznak
meg, ami kevés valtozatossagot mutat, igy a kuldnbdzé térzseket, amelyek genomja
bizonyos szakaszokon eltérd lehet, ugyanolyan eséllyel mutatja ki. llyen konzervativhak
tekinthetd régidkat talaltak a timidin-kinaz génen, és a kilénbdzd glikoproteineket kddold
géneken (pl. glikoprotein G, C, H) (Carvalho és mtsai, 2000, Diallo és mtsai, 2006, Hornyak
és mtsai, 2006). A real-time PCR eljarasok annyiban kilénbéznek a hagyomanyos PCR
modszerektdl, hogy vagy egy specialis festék épll be a keletkezd specifikus DNS termék két

szala kézé (pl. SYBR Green), vagy egy fluoreszcens festékkel jeldlt probe (pl. TagMan
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probe) kapcsolédik az egyre nagyobb mennyiségben keletkezd specifikus termékekre. Az
adott hullamhosszon gerjeszheté festékmolekulak altal kibocsatott fluoreszcencia
detektalhatd, és az eredmények analizisével koévetkeztethetliink arra, hogy az eredeti
mintankban milyen mennyiségben volt jelen a viralis DNS. A modszer nagy elénye a
hagyomanyos PCR eljarasokhoz képest, hogy a folyamat a real-time PCR géphez kapcsolt
szamitdégép képernydjén nyomon koévethetd, az eredmény elbiralasahoz nincs szikseég
gélelektroforézisre. A masik nagy elénye, hogy ha az eljaras soran pozitiv kontrollként ismert
mennyiségl virus nukleinsavat hasznalunk, akkor ehhez viszonyitva arra is tudunk
kovetkeztetni, hogy az eredeti minta az adott nukleinsavbol mennyit tartalmazott. Tehat a
real-time PCR nemcsak kvalitativ, hanem kvantitativ vizsgalatra is alkalmas lehet.

A virusfert6zés modellezésére, patogenitasi vizsgalatokra, illetve vakcinak hatékonysaganak
kiprébalasara alkalmazhaté modelladllat a laboratériumi egér. Az intranazalisan oltott
egerekben megjelend klinikai tinetek nagyon hasonléak a I6ban megjelend tinetekhez
(légzbszervi tlnetek, vetélés), az egerek testsulycsdkkenésének meértéke Osszefiiggést
mutat a vizsgalt EHV-1 tdrzsek patogenitasaval (patogenitasi index). A médszer azonban
bonyolult, draga és tul hosszu lefolyasu ahhoz, hogy rutindiagnosztikara hasznalhato legyen,
ezért ma mar ritkan hasznaljak (Palfi és mtsai, 1995; van Woensel és mtsai, 1995; Walker és
mtsai, 1999).

4.2.4. A betegség elleni védekezés

A l6allomanyok EHV-1 fert6zéstdl vald mentesitése a virusok széles korl elterjedése, a
latencia, valamint az allatok nagy értéke miatt nem johet széba. A védekezés soran a
megbetegedések megel6zése a leghatékonyabb eszkdz, aminek a két, azonos fontossagu
eleme a megfelel tartastechnologia és a vakcinazas.

Az EHV-1 okozta felsé léguti megbetegedések elleni védekezés kbzvetlenll az ellés utan, a
kolosztrum kiszopasaval kezdédik. A kolosztralis ellenanyagok felezési ideje 26 nap, a csiko
a fert6zéssel szemben teljesen fogékonnya altalaban 5-6 hénapos koraban valik ezért a
vakcinazasukat ugy kell megtervezni, hogy a legmagasabb szinti immunitas a véalasztasi
stressz idejére alakuljon ki. Ezt kdvetben az oltasokat altalaban 6 havonta kell megismételni.
A kancékat altalaban bivalens, eldlt agenst tartalmazé vakcinaval oltjak. Amennyiben az
utols6 emlékeztetd oltas és a vemhesség alatti els6 oltas kdzott varhatéan tébb mint 6 hénap
telne el, ajanlatos lehet a vemhesités elétt kbzvetlenll egyszer vakcinazni, majd az 5. ésa 7,
esetleg a 9. hénapban is. A vakcinak adta védettség a nagy mennyiség( virussal valo
fert6z6dést ugyan nem tudja megakadalyozni, de egyes esetekben meg tudja gatolni a
klinikai tinetek kialakulasat, és csokkentheti a vetélések szamat. A vakcinazott allatok, ha

fert6zédnek, Iényegesen révidebb ideig és kevesebb virust Uritenek, mint a nem vakcinazott
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tarsaik. A vakcinazas tehat noéveli az allomanyszintli védettséget és csdkkenti a virus
terjedését, viszont amint késébb latni fogjuk az idegrendszeri tiinetek kialakulasa ellen nem
védi meg a mar fert6zo6tt allatokat (Birki €s mtsai, 1990).

Magyarorszagon az 1980-as évektdl mar hasznaltak él6 virust tartalmaz6 vakcinakat a
betegség elleni védekezésben, ezek az Aaltalunk is megvizsgalt RacH vakcinatorzset
tartalmaztak. A felhasznalt vakcinak egy része laboratériumok altal eldallitott,
Jtelepspecifikus” vakcina volt, illetve a 80-as évek végétdl kereskedelmi forgalomba kerllt a
Hoechst cég Prevaccinol elnevezési oltbanyaga, ami hazankban 1997-ig volt forgalomban.
Ezutan a virus elleni védekezésre elsésorban inaktivalt vakcindkat hasznaltak, kerekedelmi
forgalomban a Pneumabort K, a Resequin, majd a Duvaxin volt hozzaférhetd. Eurdpaban
manapsag egyetlen él6 virusos vakcina van forgalomban (Rhinomune), a gyarté azonban
ebben az esetben nem adta meg, hogy milyen tipusu térzset hasznal a vakcina
eldallitasahoz. EIS virust tartalmazé vakcinakban kilénbézé EHV-1 mutansokat is
felhasznalnak (pl. TK mutans: Slater és mtsai, 1993; gl mutans: Tjusimura, 2006), azonban
ezek hazai alkalmazasarol nincsenek adatok.

A védekezés masik hatékony eszkéze a megfeleld tartastechnoldgia alkalmazasa. Ennek
soran torekedni kell a minél kisebb, allandd létszamu csoportok kialakitasara, életkor,
hasznositas és ivar szerint. Az allatmozgasokat szabalyozni kell, lehetéség szerint karantén
rendszert kell alkalmazni. Fontos, hogy a kanca csoportokat legkésdébb a vemhesség korai
szakaszaban kialakitsak, uj allatot leellésikig ne vigyenek be.

A fertbzés behurcolasa szempontjabol a legnagyobb veszélyt mindig idegen allatok bevitele
jelenti. Ezeket az allatokat az allomanyba vald beallitas el6tt legaldbb 21 napig elkildnitve
kell tartani, megfigyelni és az azonos immunolégiai allapot kialakitasahoz esetleg vakcinazni
kell. Az allomanyba visszatér6 lovak esetén is javasolt a 21 napos elkilonités és
megfigyelés. A fentiek mellett csékkenteni kell az allatokat ért stresszhatasokat, ugymint a

zsufoltsag, a parazitas fertézések, a hosszu szallitas, és a csoportok keverése.

4.3. Az EHV-1 genom felépitése

4.3.1. A genom altalanos tulajdonsagai

Az utobbi évtizedekben, a mikrobioloégidban hasznalt diagnosztikai modszerek
legdinamikusabban fejl6d6 aga a molekularis diagnosztika volt. A polimeraz lancreakcio
(PCR), majd a mar kvantitativ eredményeket is produkalé valés idejli (real-time) PCR
modszerek hasznalataval a koérokozok nukleinsavanak kimutatasa egyre gyorsabba és
egyszerlbbé valt. Az EHV-1 teljes genomjanak szekvenalasa (Telford és mtsai, 1992) utan
lehetéség nyilt arra, hogy a kutaték megismerjék a virus génjeinek mikodését, ezeknek a

virus szaporodasaban bet6ltott szerepét.
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Az EHV-1 6rokitbanyaga egy linearis, megkdzelitbleg 150000 bazisparbdl allé dupla szalu
DNS molekula, ami azonban a virionbdl kiszabadulva, a fert6zétt sejt magjaban cirkularis
formaba alakul at. A genom egy egyedi hosszu egységre (,unique long” U_ ~113000
bazispar), illetve egy egyedi révid egységre (,unique short” Us ~11800 bazispar) oszthaté. A
két szakasz kodzott helyezkedik el a belsé ismétlédd szekvenciakat tartalmazd szakasz
(,internal repeat” I ~12700 bazispar), az egyedi rovid egységet pedig egy hosszabb,
terminalis ismétlédd szakasz zarja le (,terminal repeat” Tr ~ 12700 bazispar).

A virus DNS-én belll 76 egyedi ORF-et lehet elkll6niteni. Bar a genom felépitése nagyon
hasonl6 az eddig megszekvenalt alfa-herpesvirusokéhoz, azonban 6t olyan ORF régio is
megtalalhatd, amelyek csak a 16 alfa-herpesvirusaiban vannak jelen (1, 2, 67, 71, 75),
azonban ezeknek a virusfert6zés patogenezisében jatszott szerepe még ismeretlen (Huang
és mtsai, 2002). Az EHV-4 a genetikai 6sszehasonlitas alapjan kézeli rokona az EHV-1-nek.
A genomok elemzése azt mutatta, hogy a homoldg géneken belll az EHV-1 és az EHV-4
szekvencidk hasonlosaga 55-84% kozotti, mig ezeken a szakaszokon az aminosavak

sorrendjében ugyanez az arany 55-96% ko6z6tt van (Telford és mtsai, 1998).

4.3.2. Az ORF30 jellemzdi és jelentdsége

Az Ab4 (neuropatogén), illetve a V592 (nem neuropatogén) elnevezési két EHV-1 torzs
telies nukleotid szekvencidjanak 6sszehasonlitasa alapjan a két virusgenom 0,1%-ban
klldnbdzott egymastol, a kilénbségek 43 esetben jartak aminosav valtozassal is. A 76 ORF
k6ézul 31-ben talaltak olyan eltérést, ami az aminosav sorrendet érintette. Ezek k&zul kett6t
talaltak alkalmasnak arra, hogy az itt megjelend eltérések alapjan, az izolalt EHV-1 térzseket
csoportositsak. Az egyik az ORF68, amely homoldg a herpes simplex virus 1-es tipusanak
(HSV-1) Us2 génjével (Breeden és mtsai, 1992; Colle és mtsai, 1995, Meindl és mtsai,
1999), a masik az ORF30, ami a virus DNS-polimerazanak katalitikus alegységét kodolja
(Nugent és mtsai, 2006; Goodman és mtsai, 2007). Az ORF30 a genom egyedi hosszu
teljes szekvenciak 6sszehasonlitasa, illetve az ismerten neuropatogén és nem neuropatogén
térzsek szekvencianak elemzése utan szignifikans 6sszefuggést (p<0,0001) talaltak az
idegrendszeri tinetek el6fordulasa kozétt. A 2254-es pozicidban szereplé A (adenin) bazis a
nem neuropatogén térzsek 95%-aban fordult el6, mig a neuropatogén térzsek 86%-aban
ebben a pozicibban G (guanin) talalhaté. Nem lehet kizarni, hogy a genom mas részein
el6forduld egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP-k) is befolyasoljak ezt a tulajdonsagot, de
az adott allél el6fordulasa szoros 6sszefliggést mutat azzal, hogy egy virustérzs képes-e a

fert6zott allatokban idegrendszeri tlineteket kivaltani (Nugent és mtsai, 2006). Az itt kddolt, a
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752-es pozicidban talalhaté aminosav szinte minden herpesvirus DNS-polimerazaban
aszparagin (D), ebben az esetben ez a neuropatogén tdérzsekben fordul el6. A nem
neuropatogén térzsekben, az ebben a poziciéban kddolt aszparaginsav (N) nem fordul elé
mas herpesvirusban. Erdekes adat, hogy a RacH vakcinatérzsben (Mayr és mtsai, 1968) a
752-es aminosav poziciéban ugyan a neuropatogén térzsekre jellemz8 aszparagin talalhato,
de az ezt kévetd aminosav eltér a tébbi EHV-1 tipustdl (tirozin—szerin). Ez a valtozas azt
eredményezte, hogy a térzs idegrendszeri tiineteket sem okoz, ezért EHV-1 elleni attenualt
vakcinak komponenseként hasznaltak (Bass, 1978; Minke és mtsai, 2004).

Arra, hogy a DNS-polimerazt kodolé génben létrej6tt pontmutacié hogyan tudja befolyasolni
a virus patogenitasat, tobb elmélet is sziletett (Goodman és mtsai, 2007). A t&bbi,
neuropatogenitast okoz6 alfa-herpesvirustél eltéréen az EHV-1 a fertézés alatt nem az
idegsejteket tdmadja meg, hanem a koézponti idegrendszer vascularis endothel sejtjeit, ami
ischemiahoz és thrombosishoz vezet. Az eltér6 DNS-polimeraz miikédés megzavarhatja a
kérokozo replikaciojat az elsédleges szaporodasi helyén (a légutak nyalkahartyajaban),
csOkkentheti a bejutasat és szaporodasat a virust szallitd leukocytakban, illetve lassithatja a
virus atjutasat a keringd leukocytakbol az endothel sejtekbe.

A vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a patogenitasbeli kilénbség elsédleges oka az
lehet, hogy a nem neuropatogén alléllel rendelkez6 térzsek altal okozott fert6zésekben
alacsonyabb szintl viraemia tapasztalhaté (Goodman és mtsai, 2007). Ezt azzal
magyaraztak, hogy bizonyos sejtekben a virusszaporodas mértéke kulénbdzd lehet a két
genotipus esetén. In vitro koérilmények kozott az eltér6 genotipusu térzsek eltérd
hatékonysaggal tudtdk a kulénb6z8 tipusu leukocytdkat megfertézni. A D752 torzsek
elsddleges célpontjai a CD8+ T-lymphocytak voltak, ami azért fontos, mert ezek a leukocytak
a virus legfébb hordozéi a szervezeten belll, illetve ez a fehérvérsejt tipus felelés a
virusfertézésre adott gyulladasos reakcid kivaltasaért, ami a kialakul6 Kklinikai tlinetek
elsédleges oka.

Van de Walle és mtsai (2009) kisérletében egy nem neuropatogén genotipusba tartozé6 EHV-
1 t6érzs genomjaban, a 2254-es pozicidban talalhaté adenin bazist tartalmazé nukleotidot egy
guanin bazist tartalmazé nukleotidra cserélték. Az eredmény az volt, hogy a mindéssze egy
bazisban kilénbozd két toérzs eltéré modon viselkedett mind az in vitro, mindaz in vivo
vizsgalatokban. A neuropatogénné alakitott mutans térzs altal okozott fert6zés esetén a
viraemia hosszabb ideig tartott, és a periférias vérbdl izolalt limfocitakban jéval nagyobb
mennyiségben voltak jelen a termel6détt virionok. Az allatkisérletek soran az eredeti, nem
neuropatogén toérzzsel fertézott allatokban nem jelentkeztek idegrendszeri tlinetek, mig a
mutans térzzsel fertézott allatokban enyhébb-silyosabb formaban, de megfigyelheték voltak.
Kllénbséget talaltak még a virusfertézésre adott immunvalasz mértékében is, ugyanis a

neuropatogén genotipusba tartoz6 tdrzzsel fert6zétt allatokban a virus ellen termel6détt
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ellenanyagok titere magasabb volt, mint az eredeti térzs esetén, ami egy masszivabb
virusfert6zésre utal. Azt azonban meg kell jegyezniink, hogy az eltérd patogenitasu térzsek
esetében az orrvaladékkal Grtld virusok mennyiségében nem volt meghatarozoé a kilénbség.
A csupan egy nukleotidban eltér6 toérzsek eltéré neuropatogenitasara pontos magyarazat
még nem sziletett, azonban a vérben, a lymphocytakkal keringé fert6zéképes virionok
magasabb szama, és az elhuzddoé viraemia a neuropatogén genotipus esetén megndveli
annak az esélyét, hogy a virus eljut a kdzponti idegrendszerbe, és ott az endothel sejteket
megtamadva, neurologiai tineteket képes okozni. Az viszont, hogy a lovak EHV-1 okozta
megbetegedéseit, kilonb6zd esélyekkel ugyan, de mindkét genotipus ki tudja valtani, azt
jelzi, hogy az N7s, (nem neuropatogén) térzsekben eléfordulé szubsztitucié csékkenti ugyan
a virlsuritd szakasz hosszat, illetve a viraemia szintjét, viszont a virus allomanyon belli
terjedését nem befolyasolja. Ezen kivil a kétféle térzs altal okozott egyéb klinikai tinetek
lefolyasaban (vetélés, légzbszervi tinetek) a genetikai eltérés nem okoz kildnbséget. Sét,
néhany esetben bizonyitottan a Dys,-es csoportba tartozd virustérzs is képes volt
idegrendszeri tiineteket kivaltani (Heerkeens, 2009).

A genetikai kildnbség kimutatasara tébbféle modszer is rendelkezésre all, leggyakrabban az
allél elkulonité TagMan prébat hasznalod real-time polimeraz lancreakciot, az adott szakasz
szekvenalasat, illetve a restrikcids fragment hossz polimorfizmus analizist (RFLP)
alkalmazzak a két genotipus elkllonitésére (Allen és mtsai, 1983; Palfi és Christensen,
1995; Nugent és mtsai, 2006). A modszerek kdzil a real-time PCR-en alapulé modszerek a
leggyorsabbak és legjobban alkalmazhatdk, erre épilt az altalunk kifejlesztett, primer-probe

energia transzfert hasznald rendszer is (Malik és mtsai, 2010).

4.3.3. Az ORF68 jellemzdi és jelentdsege

s

s s

(Breeden és mtsai, 1992). Az Ug2 proteint szdvettenyészetre oltas utan a fert6zoétt sejtek
membranfrakciéjabdél tudtak kimutatni, mig egy masik vizsgalat eredményei azt mutattak,
hogy a fehérje a fertézés elbtt az 6sszeéplilt virion burkaban helyezkedik el.

Az ORF68 mikoddéseének vizsgalatara egy Us2 negativ EHV-1 mutanst allitottak el6, ennek a
viselkedését, az Altala kivaltott fert6zés patogenezisét vizsgaltdk in vivo, és in vitro
koérilmények kozoétt. A mutans torzset RK13 sejttenyészetre oltottak, és figyelték a virus
novekedését, a titerét, illetve a sejtrél sejtre terjedés sebességét. Az eredmények elemzése

soran kiderilt, hogy az Us2 hianya nem befolyasolja a széveten szaporodé virus titerét,
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viszont az ezt nem termelé mutans kisebb plakkokat tudott formalni az RK13 szbéveten,
illetve csdkkent a szdvet sejtjeibe vald bejutas sebessége is.

A tbrzsek in vivo vizsgalatahoz a virusokat BALB/c egerekbe oltottak. Az Us2 negativ mutans
térzs ugyanugy meg tudta betegiteni a kisérleti allatokat, viszont a fert6zés lefolyasa
enyhébb volt. A masik kilénbség ott jelentkezett, hogy a viraemia kialakult ugyan a mutans
térzzsel tortént fertézés utan is, viszont a periférias vérbél kimutathaté virusmennyiség kb.
50-szer nagyobb volt az Us2 pozitiv térzsek esetében. EImondhatjuk tehat, hogy az adott
protein nem szikséges ahhoz, hogy egy EHV-1 virus fert6z6képes legyen, de a fertézés
lefolyasat befolyasolhatja az Us2 hianya (Meindl és mtsai, 1999).

Két EHV-1 torzs teljes genomjanak szekvenalasa és Osszehasonlitasa soran (Nugent és
mtsai, 2006), az ORF68 kb. 600 bazispar hosszu, részben polimorf génszakasza
alkalmasnak bizonyult arra, hogy az itt el6forduld nukleotid cserék (SNP) alapjan az
izolatumokat csoportokba rendezzék. A vizsgalt régidban eléforduld legfontosabb kildnbség
kialakult szekvencia eltol6édas (frameshift) miatt az ORF68-as szakaszrél a két térzs esetén
kiilénb6zd hosszisagu fehérjelanc szintetizalodik (Meindl és mtsai, 1999). Erdekes tény,
hogy a kutatas soran megvizsgalt tovabbi 104, klinikai tiineteket mutat6 allatbdl szarmazo
izolatum nagy tdbbségében jelen volt a szekvencia eltolédas, ezek mind révidebb proteint
kédoltak az adott szakaszon. Mivel a virusok koérokozoképességében nincs kilénbség
aszerint, hogy a fehérje hosszabb, vagy révidebb formajat kodoljak, ezért valészinileg a
protein mikodéséért felelbs gének a frameshift el6tti szakaszon talalhaték.

A csoportok kialakitasa a polimorf szakaszon el6forduld nukleotid cserék alapjan tortént
(Nugent és mtsai, 2006), konszenzusnak az Ab4 térzs szekvenciajat tekintették. Ez alapjan a
térzseket hat csoportba sikerillt besorolni, azonban két izolatum szekvenciai annyira eltértek
a toébbitdl, hogy nem sikerllt 6ket egyikben sem elhelyezni. Az 1-es csoport annyiban
kilénbdzik az dsszes tébbitél, hogy az ebbe tartozd térzsek genomja az ORF68-as régid
732-es nukleotid pozicidja (nt) utdni szakaszan hat, nyolc vagy kilenc G bazist kodol. A t&bbi
csoportba sorolt izolatumok mindegyike ezen a szakaszon hét G bazist tartalmaz.

Az ORF68-as szakaszon el6forduléd szubsztituciok nincsenek ugyan &sszeflggésben az
adott térzs patogenitasaval, azonban a kiilénbdz6 csoportokba tartozéd izolatumok eltérd
aranyban fordulnak el6 a kilénbdzd féldrészeken. A 2-es csoport tagjainak nagy része,
illetve az 5-6s csoportba tartozé dsszes izolatum Eszak-Amerikabdl szarmazik, mig a 3-as
és 4-es csoportokban nagyrészt (36/42 86%) eurdpai térzsek talalhatdk. A csoportokban
altalaban egyenletes a neuropatogén és nem neuropatogén térzsek eloszlasa, az egyetlen
kivétel az 5-6s csoport, ahol a térzsek 76%-a a neuropatogén genotipusba tartozik. Az
ORF68-as régié polimorf szakaszanak vizsgalata tehat elsésorban nem a patogenitasi

vizsgalatok szempontjabdl lehet érdekes, inkabb a vetéléssel, vagy idegrendszeri tlinetekkel
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jaro jarvanyok epidemiolégiai nyomozasa soran adhat értékes informaciodkat, illetve az izolalt

torzsek filogenetikai vizsgalatanal lehet szerepe.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. A vizsgalatokban felhasznalt izolatumok jellemzése

Vizsgalataimban az 1977 és 2008 kozétti idészakban a diagnosztikai célbdl intézeti
vizsgalatra kildott vetélt magzatokbdl szarmazé EHV-1 izolatumokat hasznaltam fel. A 2004
elétti mintak az Allategészségiigyi Intézet (késébb MGSZH ADI) Virolégia Osztalyan EHV-1-
ként azonositott, majd liofilizalt virusok voltak. Késdbb, a genetikai elemzd vizsgalatok
elkezdése utan az Intézetbe bekildétt, majd izolalassal és molekularis médszerekkel EHV-1-
ként azonositott izolatumok keriltek be a vizsgalandd mintak kdézé. Vizsgalataim nem
tartalmaztak az dsszes, az adott idészakban EHV-1-ként azonositott virust.

A 2004 el6tti izolatumok kozul csak azokat vizsgaltam meg, amelyek liofilizalt formaban
rendelkezésre alltak, mig a késdbbi izolatumok kivalasztasakor az elsédleges szempont az
volt, hogy a vizsgalatokhoz megfelelé mennyiségl és mindségl eredeti minta alljon
rendelkezésre az azonositashoz. A CPE-t mutatdé mintakat PCR-rel is megvizsgéaltam, és a
molekularis 6sszehasonlitd vizsgalatot csak azokbdl végeztem el, amelyek polimeraz
lancreakcidéval is EHV-1-nek bizonyultak. Az izoldtumok elnevezését a bekildés évszamabdl
és az izolalas adott éven bellli sorszamabdl alakitottam ki. Az izolalas helyét és idejét
tartalmazd tablazatbol jol lathatd, hogy a beklldés ideje altaldban a téli vagy tavaszi
tablazat).

A korel6zmény minden esetben vetélés volt, egy izolatummal kapcsolatban (04_04) irtak le
idegrendszeri tlneteket is. Ez azonban nem jelenti azt, hogy a tébbi esetben nem
fordulhattak el6 ilyen tinetek, azonban a kérel6zmény csak a vetélés leirasara terjedt ki. A
tablazat adataibdl kitlinik, hogy a mintak az orszag kulénbdzd régidibol szarmaztak, nagy
részben allami gazdasagokbdl, illetve nagyobb ménesekbdl. Voltak azonos ménesekbdl
szarmazoé izolatumok, ezek kdzlil egyesek azonos jarvanykitérésbdél, mig néhany izolatum
azonos helyrél, de egy késébbi jarvanybdl szarmazott. A hazai izolatumok mellett két
laboratoriumi térzset is felhasznaltam a genetikai vizsgalataimban, az egyik az ARMY 183-as
volt (Doll és mtsai, 1954), a masik pedig a vakcinakban hasznalt RacH térzs (Mayr és mtsai,
1968). Ezek Daniadbdl szarmaztak, a tdrzsek liofilizalt formaban alltak rendelkezésre a
genetikai vizsgalat el6tt (eredetik: Statens Veterinare Serumlaboratorium, Dania, 2000

Frederiksberg, Bllowsvej 19.)
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1. tablazat. A vizsgalatunkban felhasznalt, 1977. és 2008. kézétt izolalt EHV-1 térzsek

izolalasanak pontos idépontja és szarmazasi helye

ATORZS A TORZS ELNEVEZESE | AZ IZOLALAS IDOPONTJA | SZARMAZASI HELY

SORSZAMA
1 77 _01 1977.01. 28. Mélykat
2 78 01 1978. 02. 10. Diospuszta
3 78 02 1978. 02. 12. Diéspuszta
4 78 03 1978. 02. 20. Di6spuszta
5 82_01 1982. 03. 19. Babolna
6 82 02 1982. 03. 20. Apaj
7 82_03 1982. 03. 23. Kerteskd
8 83 01 1983. 03. 01. Zsambék
9 88 01 1988. 03. 15. Torokszentmiklos
10 88 02 1988. 12. 21. Dabas
11 90 01 1990. 01. 02. Dabas
12 90 02 1990. 09. 14. Apaj
13 91 01 1991. 01. 11. Sarlospuszta
14 92 01 1992. 12. 21. Kecskemét
15 97 _01 1997. 02. 18. Uns
16 97 02 1997. 02. 27. Vac
17 97 03 1997. 12. 18. Mez8hegyes
18 98 01 1998. 01. 07. Mezéhegyes
19 98 02 1998. 03. 03. Aba
20 98 03 1998. 03. 10. Alcsutdoboz
21 98 04 1998. 03. 12. Kunszentmiklés
22 98 05 1998. 03. 17. Kunszentmiklds
23 01_01 2001. 03. 13. Karmacs
24 03_01 2003. 02. 25. Tata
25 03_02 2003. 05. 08. Lajosmizse
26 04_01 2004. 03. 03. Tok
27 04_02 2004. 03. 17. Pakozd
28 04_03 2004. 04. 14. Babolna
29 04_04 2004. 04. 19. Bakonysag
30 05_01 2005. 09. 15. Sarbogard
31 06_01 2006. 01. 04. Mezéhegyes
32 06_02 2006. 02. 21. Lajosmizse
33 07_01 2007. 01. 29. Tapidészentmarton
34 07_02 2007. 02. 02. Tapiészentmarton
35 08_01 2008. 03. 06. Kisbér
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5.2. A virus kimutatasara hasznalt modszerek leirasa

5.2.1. Az EHV-1 virustbrzsek izolalasa

(forras: OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals, 6. Edition)

5.2.1.1. Mintavétel a fert6zott allatokbol

A virus izolalasanak sikerét nagyban befolyasolja a mintavétel ideje. A vetéléses kérforma
esetén fontos, hogy minél frissebb szervmintakbdl végezzik el a virusok izolalasat. A virus
kimutatasara a kdvetkezb szervek a legalkalmasabbak: tid8, maj, 1ép, nyirokcsomok, esetleg
ha rendelkezésre all, akkor a magzatburokbol is érdemes mintat venni. A kivagott
szervdarabokat 4°C-on, illetve ha hosszabb ideig nem keril vizsgalatra az anyag, akkor -

80°C-on kell tarolni a virusizolalas kezdetéig.

5.2.1.2. A mintak eldkészitése

A vetélt magzatokbol szarmazo6 szervmintakbél kb. 1 cm®-es darabokat vagtam ki, majd ezt
kvarchomokkal elddrzsdlve 1:10 aranyban higitottam antibiotikumos PBS oldattal. A
keletkezett homogenizatumot 30 percig szobahémérsékleten alini hagytam, majd
mikrocentrifuga csében 1200 g-vel centrifugaltam 10 percig, és a fellluszét oltottam be a
szbvettenyészetre. A beoltott mennyiség attél fiigg, hogy szévettenyészté csébe (100 pl),
vagy palackra (10 ml-es palackra kb. 1ml-t) kerll a minta. A liofilizalt térzseket steril
desztillalt vizben oldottam fel, majd 20 percig szobahémérsékleten allni hagytam. Ezutan

mikrocentrifuga cs6be mértem at, és a szervmintakkal azonos modon lecentrifugaltam.

5.2.1.3. A mintak szbvettenyészetre oltasa

A lecentrifugalt szervmintak, illetve a liofilizat térzsek fellluszojaval RK13 sejttenyészeteket
oltottam. A legalabb 80%-0s benéttségl tenyészetek fellluszé folyadékat ledntéttem, majd a
mintak bemérése utan azokat masfél-két o6raig 37C°-on adszorbedltam. Ezutan a sejteket
kétszer, MEM oldattal lemostam. A sejtekre fenntarté folyadékot mértem (MEM oldatot 2%
borjusavéval), majd a szdvettenyészetet szén-dioxidos termosztatban inkubaltam 37°C-on. A
jellegzetes cytopathogen hatas (a sejtek lekerekedése, syncytiumok kialakulasa) altalaban a
beoltas utan 2-3 nappal mar megjelenik, ha a szdvettenyészeten nem lattam elvaltozast még
a hetedik napon sem, akkor a felllusz6t Ujra beoltottam (vakpasszazs). Az EHV-1-gyel

fertézott szovettenyészet képét a 2. abra mutatja be.
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2.abra. Az EHV-1-re jellemzd citopatogén hatas szbvettenyészeten. Jol lathato a sejtek

lekerekedése és a syncytiumok megjelenése (forras: www.microbelibrary.org)

5.2.2. Az izolatumok genetikai elemzéséhez felhasznalt modszerek leirasa
5.2.2.1. A virdlis DNS kivonasa

A legalabb 90-95%-0s cythopatogen hatast mutaté szévettenyészetek tdbbszéri (haromszori)
lefagyasztasa és felolvasztasa utan a fellluszot 20 percig 5000 g-vel centrifugaltam, majd az
igy nyert szuszpenziobél mintat vettem. A genetikai elemzd vizsgalat el6tt minden
feliluszobol elvégeztem a Carvalho és mtsai (2000) altal kifejlesztett multiplex PCR
vizsgalatot, hogy megbizonyosodjam arrél, hogy az izolalt virustérzs biztosan EHV-1. A PCR
vizsgalathoz a szdvettenyészet lefagyasztott majd lecentrifugalt fellliszéjanak 140 pl-ét
hasznaltam fel, ebbdl a QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével vontam ki a virus DNS-ét, a gyartd altal megadott protokoll szerint. A kivont
DNS-t a PCR vizsgalatok kezdetéig —80°C-on taroltuk.

5.2.2.2. Az EHV-1 és az EHV-4 elkll6nitésére hasznalt multiplex-PCR modszer leirasa

A két tipus elkilénitésére hasznalt PCR modszert Carvalho és misai fejlesztették Kki

(Carvalho és mtsai, 2000). Ez egy multiplex PCR eljaras, aminek a lényege az, hogy a két

sr g
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felszaporitott termék hosszusaga alapjan el lehet kiloniteni az EHV-1-et az EHV-4-t6l. A

reakcidban felhasznalt primerek szekvenciait a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. A Carvalho és mtasi altal kifejlesztett multiplex PCR-hez hasznalt primerek

Sszekvenciai

Primerek neve Primerek szekvenciaja
TkF4 (EHV-1 forward primer) 5-ATGGCACTGGCTCCGCTGCCGC-3
TkF3 (EHV-1 forward primer) 5-CCTTGGTTCCTTTGGCGACGCAC-3
TkR2 (EHV-1 &lt. reverse primer) 5-CTGGCGAGAACGCTACCC-3’
TkF5 (EHV-4 forward primer) 5-TTGGGCCGTGGCCGAAAAC-3’
TkR6 (EHV-4 reverse primer) 5-CTAGCCAAAACCTTGCCT-3

A PCR utan keletkezett specifikus termékek hossza a kdvetkezéképpen alakul: TkF4/TkR2:
268 bp, TKF3/TkR2: 226 bp, TKF5/TkR6: 333 bp. A reakciokeverék dsszetételét a 3. tablazat
tartalmazza. A reakcio végrehajtasahoz a QIAGEN cég (Hilden, Németorszag) TopTaq DNA
Polymerase Kit-jét hasznaltam. Az 6sszemért elegy 23 pl-éhez 2 pl vizsgaland6 DNS-t

adtam.

3. tablazat. Az EHV-1 és EHV-4 elkiilénitéséhez hasznalt reakcioelegy dsszetétele (TopTaq
DNA Polymerase Kit, QIAGEN)

10 x TopTaqg PCR puffer 2,5 ul
dNTP mix (10 mM mindegyikbdl) 1 ul
Primer mix (minden primerbél 1-1 pl, mindegyik primer koncentraciéja 10 pM) |5 pl
TopTaq DNS polimeraz 0,25 pl
Viz 14,25 pl
A vizsgalandé DNS 2 pl

A PCR programjat a multiplex PCR hasznélatdhoz optimalizaltak, 1épései a kdvetkezdk: Egy
5 perces 95°C-os ciklust egy 5 ciklusbol allé szakasz kdvet, amelynek 1épesei a kdvetkezdk:
94°C 1 percig, 56°C 1 percig, majd 72°C 1 percig. A kdvetkezd szakasz 35 ciklusbdl All,
Iépései a kovetkezbk: 92°C 1 percig, 56°C 1 percig, 72°C 1 percig. Ezutan egy végs6
extenzio kdvetkezik 72°C-on 1 percig.

Az ORF30-ban eléforduld nukleotidcsere kimutatasara szolgalo uj PriProET médszer és az

s sy

EREDMENYEK fejezetben talalhato.
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5.2.2.3. A PriProET modszer altalanos leirasa

A virusok genotipusai k6zo6tti kilonbségeket jelenté pontmutaciok kimutatasara mar szamos
mobdszer sziletett. A restrikcios fragmentumhossz polimorfizmuson (restriction fragment
length polymorphism, RFLP) kiviil egyéb molekularis médszerek is alkalmazhaték erre a
célra. Az egyik eljaras soran hagyomanyos PCR alkalmazasaval a vizsgaland6 szakaszt
(ahol a pontmutaciok eléfordulnak) felszaporitjak és a keletkezett terméket szekvenaljak. A
modszer hatranya, hogy hosszu ideig tart. Ennél gyorsabb, ha real-time PCR-t alkalmaznak,
és a genotipusoknak megfelel6 szadmu és szekvenciaju TagMan probe-ot hasznalnak,
minden egyes probe-ot kilén fluoreszcens festékkel jeldlve. A mddszer hatranya az, hogy
nagyon draga, illetve az, hogy minden probe-nak tdkéletesen illeszkednie kell a
céltertilethez, kilénben a rendszer érzékenysége jelentésen lecsékkenhet (Bustin és mtsai,
2000).

A primer-probe energy transfer (PriProET) modszer alapja a Foérster resonance energy
transfer (réviden FRET), aminek kidolgozasa Theodor Forster nevéhez fiiz6dik. Ennek
Iényege, hogy egy donor kromofor gerjesztés utan képes energiat atadni egy akceptor
kromoférnak, ha az egy bizonyos tavolsagon belll helyezkedik el (ez altalaban kisebb, mint
10 nm). Az igy atadott energia az akceptor molekuldanak megfeleld hullamhosszu
sugarzassal tavozik, ami detektalhato.

A PriProET esetében a donor kromofér az egyik primer-en helyezkedik el, mig az akceptor a
probe-hoz kapcsolddik (3. abra). Fontos, hogy a jel6lt primert feleslegben kell adni a
reakcidelegyhez (altalaban 5-10:1 aranyban), ugyanis a FRET a jeldlt primer donor
kromoforja, illetve a primer-hez szintetizalédd DNS termékhez kapcsolédd probe akceptor
kromoforja kézo6tt fog l1étrejonni. Ha a jeldlt primer nagyobb mennyiségben van jelen, akkor a
termékbdél, ami ettél a primertél szintetizalédik, nagyobb mennyiségben keletkezik,
kbévetkezésképpen nagyobb lesz a donor és akceptor molekulak kézétti kapcsolatok szama
is.

A primerek és probe tervezésekor figyelembe kell venni, hogy a két kromofér kézo6tti tavolsag
lehetbleg ne haladja meg a 40-50 bazist. Lényeges még, hogy a lanc épitéséhez olyan
polimeraz enzimet kell valasztani, amelynek hidnyzik az 5’-3’ iranyu exonukleaz aktivitasa
(pl. Titanium Taq — Clontech), igy a lancszintézis soran a probe nem hidrolizal, tehat a
mennyisége nem csdkken a reakcio végéig.

A kllénb6z6 genotipusok elklldnitéséhez a polimeraz lancreakcio lezajlasa utan meg kell
hataroznunk azt a hémeérsékletet, amelyiken a keletkezett amplikon és a hozza kapcsolédd
probe kozoétti kétédés megsziinik. Ezt nevezzik az adott genotipushoz tartozoé
olvadaspontnak, ami attol figg, hogy a keletkezett termék és a probe szekvenciaja kozott

van-e kiilénbség, és ha igen, akkor az mekkora. A legfontosabb eltérés a TagMan rendszer
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és a PriProET k6z6tt az, hogy mig a TagMan rendszer érzékenysége jelentésen lecsdkken,
ha a probe és a célterllet nem illeszkedik tokéletesen, a PriProET esetén az eltérd
szekvencia olvadaspont kiulénbségben jelentkezik, ami alapjan meghatarozhaté a vizsgalt

izolatum genotipusa.

610 nm

TexRed-XN FRET
5’ 3

probe FAM
[ [reverse pr. %

= 9

470 nm

3. abra. A primer-probe energy transfer (PriProET) mddszer elméleti alapja. A donor
kromofor molekulat (ez esetben FAM) 470 nm-es hullamhosszon gerjesztik, ami az energiat
atadja az akceptor molekulanak (ez esetben Texas Red), ami ezt egy ra jellemzb

hullamhosszon (610 nm) sugarozza ki

5.2.2.4. A PCR termékek megjelenitése (vizualizacioja) agardz gélelektroforézis segitségével

A hagyomanyos PCR lezajlasa utan azt, hogy az eredeti mintaban volt-e a vizsgalni kivant
korokoz6 RNS, vagy DNS genomjabdl, csak akkor tudjuk megmondani, ha egy adott
slr(iségl (ezt a keletkezett termék hossza hatarozza meg), 0,5 pg/ml etidium-bromidot
tartalmazd agaréz gélben (SeaKem LE Agarose, Lonza, Rockland, USA) futtatjuk meg a
PCR reakcio végtermékét. A dupla DNS szalhoz kétédé etidium-bromid UV fénnyel
megyvilagitva lathatéva teszi a reakcidé soran keletkezett DNS-t. Mivel a pozitiv esetben
keletkez6 amplikon hossza ismert, ha a végterméket standard méretli DNS darabokkal
(,DNS-letra”) egydtt futtatiuk meg agaréz gélen, a keletkezett végtermék nukleotid
hosszisaga meghatarozhat6, igy el lehet dénteni, hogy az eredeti minta tartalmazta-e a
vizsgalt kbrokoz6 genomijat, vagy sem.

A mi esetlinkben az EHV-1 és EHV-4 elkillonitésére hasznalt PCR termékeinek hossza 226
és 333 bazispar (bp) kbzétt volt (2%-os agardz gél), illetve a sajat fejlesztésl, az ORF68

régié polimorf szakaszara tervezett PCR terméke 725 bp (1% agar6z gél) hosszusagot ért el.
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A gélelektroforézist 1xTAE-pufferben (tris-acetat-EDTA puffer, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) végeztik, 100 V fesziltségen, 40 percig. A specifikus terméket a gélbdl kivagtuk, majd
a gélbél a QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) felhasznalasaval nyertik ki a keletkezett
DNS-t.

5.2.2.5. A specifikus DNS termékek nukleotidsorrendjének meghatarozasa (szekvenalasa)

A keletkezett végtermékek szekvenalasara a virustérzsek ORF30 és ORF68 szakaszainak
elemzésekor volt szikség. A PCR termékeknél a szekvenald reakciot az ABI PRISM BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-jének (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
felhasznalasaval végeztik el, a mintak futtatdsa a Biomi Kft. (G6d6ll6) ABI PRISM 3130
tipusu (Applied Biosystems) szekvenaldé automatgjan tértént, minden térzs esetén két

alkalommal.

5.2.2.6. A szekvenciak elemzése és a filogenetikai vizsgalat

A szekvenciak elemzését a BioEdit v7.0.7 (Hall, 1999.) és a DNASTAR 7.1 (Lasergene, WI,
USA) programok segitségével végeztem el. A 35 tdrzs nukleotidsorrendjét egymassal, és a
BLAST program felhasznalasaval, a nemzetkézi adatbazisban (National Center for

Biotechnology Information, Bethesda, USA, http://www.ncbi.nim.nih.gov) fellelhet6 EHV-1

térzsek azonos régiodival hasonlitottam dssze.

A tavolsag alapu ,neighbor-joining” és a karakter alapu ,maximum parsimony” moédszerrel
megalkotott térzsfak elkészitéséhez a Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)
v.4.0. (Tamura és mtsai, 2007) szoftverét hasznaltam fel. A tavolsag alapu ,neighbor-joining”
modszer esetén a tdrzsfa kiszamitasahoz a Kimura-2 paraméteres korrekcios modellt
hasznaltam, az eredmények statisztikai megerdsitéseként 1000 (bootstrap) ismétléssel. Az

s s

kovetkez6 azonositasi szamokon: HQ654053-HQ654087
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6. EREDMENYEK

A szbvettenyészetre oltas utan a genetikai analizisre felhasznalt 35 hazai izolatum
mindegyike specifikus CPE elvaltozasokat mutatott. A passzalas soran kialakulé spontan
mutacié elkertlése miatt a virustérzseket mindig az eredeti anyagokbdl izolaltam, a
szOvettenyészetre oltott anyag vagy a beoldott liofilizatum (25 minta), vagy a vetélt magzatok
szerveinek bedorzsélése utan keletkezett szuszpenzié volt (10 minta). A 35 vizsgalt izolatum
mar az els6 leoltas utan specifikus CPE-t produkalt a szdvettenyészeteken.

A Carvalho és mtsai altal kifejlesztett multiplex PCR vizsgalatban mind a 35 izolatum pozitiv
eredményt adott, illetve a keletkezett PCR termékek mindegyike az EHV-1-re jellemzd

hosszusagu volt.

A vizsgalataink eredményeit el kell kildnitenink az alapjan, hogy az EHV-1 genom melyik

ORF68 regidinak analizisét, és ennek eredményeit kilén pontokban targyalom. Az
eredmények kozott részletezem az altalunk tervezett primereket és az elemzésekhez

kapcsoldédd PCR modszerek leirasat is.

6.1. A hazai izolatumok ORF30 szakaszanak elemzéséhez kifejlesztett real-time PCR

modszer leirasa és az ehhez kapcsolédoé eredmények

Az EHV-1 virus ORF30-as régiojaban talalhaté, a neuropatogenitadst meghatarozo
pontmutacié kimutatasara tobbféle molekularis modszer is létezik, ezekrél mar esett sz6
korabban. Az Aaltalunk kifejlesztett eljaras elénye a gyorsasaga, egyszer(isége és a

specifikussaga (Malik és mtsai, 2010).

6.1.1. A primerek tervezése és az amplikon

A modszer kivalasztasakor a PriProET eljarast azért részesitettik elédnyben, mert a TagMan
probe-okat hasznalé rendszerekkel ellentétben itt csak egyetlen probe-ra van sziikség, és
ennek sem kell tokéletesen illeszkednie az amplikonhoz, igy tébbféle genotipus kimutatasara
is alkalmas lehet. A legfontosabb szempont, amit a primerek és probe tervezésekor
figyelembe kell venni, hogy a két kromofér (a mi esetinkben a donor FAM és az akceptor
Texas Red) tavolsaga nem haladhatja meg a 10 nm-t, ami a szekvenciaban nagyjabél 40-50

nukleotidot jelent. A primerek tervezése soran tehat egy olyan szakaszt kellett keresni, ahol a

s
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legyen egy olyan szakasz, ahova a donor kromoférral jeldlt primer (a mi esetlinkben a
reverz) kétdédni tud.

Az altalunk tervezett két primer egy 156 bazis hosszusagu szakaszt fog at, az ORF30 2124-
es és a 2279-es pozicidja kozott. A probe 3’ vége és a reverz primer 3’ vége kozott
mind&éssze egy nukleotidnyi a tavolsag, igy a két kromofor kozétti tavolsag is csak 19
nukleotidnyi. A mddszer tervezésekor azt szerettilk volna elérni, hogy a reakci6 lezajlasa
utan, az eredmények ismeretében egy mas vizsgalattal elétte mar EHV-1-re igazoltan pozitiv
izolatumrdl meg tudjuk mondani, hogy melyik genotipusba tartozik. A cél tehat nem egy
diagnosztikai eljaras megalkotasa volt, sokkal inkabb egy olyan mddszeré, ami a mar izolalt
virusokat tudja besorolni az Ajzs4 vagy Gaoss tipusba.

A két tipust a PCR lezajlasa utan végrehaijtott olvadaspont analizissel tudjuk elkildniteni
egymastol. A polimeraz lancreakciohoz hasznalt primerek szekvenciait a 4. tablazat, a

rekcidelegy Osszetételét és a folyamat hémeérsékleti protokolljat az 5. tablazat foglalja 6ssze.

4. tablazat. A neuropatogén és nem neuropatogén térzsek elklilbnitésére szolgald6 PCR

modszerhez hasznalt primerek szekvenciai

Primerek neve Primerek szekvenciaja
ORF30f (forward primer) 5-CTTTCATGTGGACCCCGT-3’
ORF30r (reverz primer) 5-156-FAM/-TCACCCACCTCGAACGTC-3’

ORF30probe (jeldlt préba) 5-GGCTTCAACCATCCGTCGACTACTCT-/3TexRed-XN/-3’

5. tablazat. A neuropatogén és nem neuropatogén tdrzsek elkiilénitésére szolgalo PCR

reakciokeverékének 6sszetétele és a reakcio hémeérsékleti protokollja

Reakcioeleqy (Master Mix)

10x Titanium Taq polymerase puffer (Clontech, Mountain View, CA, USA), 2,5 ul
10 mM dNTP mix 1,25 pl
Texas Red-del jelélt préba (,,ORF30probe”) 10 uM 1,25 ul
FAM-mal jelélt jel6lt reverz primer (,,ORF30r”) 10 uM 1wl
Forward primer (,,ORF30f”) 10 uM 0,1 ul
Titanium Taq polimeraz (Clontech), 2,5 ul
Viz 14,65 pl
DNS templat 2 ul
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Hémérsékleti profil

94°C 2 perc 1 ciklus
94°C 10 mp

52°C 15 mp 40 ciklus
72°C 20 mp

Olvadaspont elemzés 60-90°C 10 mp 1°C-onként

A gerjesztési hullamhossz 470 nm volt, a fluoreszcencia mérése 610 nm-en zajlott.

Az ujonnan kifejlesztett PCR modszer segitségével meghataroztuk a 35 magyarorszagi
EHV-1 izolatum, illetve a két laboratériumi térzs genotipusat is (ARMY 183, RacH). A 2254-
es nukleotid poziciéban 5 térzs guanin bazist kédolt (Gaos4 — ,neuropatogén csoport”) (14%),
30 torzs pedig adenint (A4 — ,nem neuropatogén csoport”), ami az dsszes térzs 86%-a volt.

A 3. abran egy altalunk elvégzett olvadaspont analizis képe lathato.

olvadaspont analizis képe. A két genotipushoz (A2254/G2254) kapcsol6dd olvadaspont

gorbék kbzbtt helyezkedik el a RacH vakcinatérzshéz tartozé gérbe. Ennek oka a 2259-es
nukleotid pozicioban el6fordulé pontmutacio, amely a vizsgalt térzsek kéziil csak erre

Jellemzé

A probe tervezésekor az Ab4 referencia EHV-1 térzset (GenBank azonositasi szam:
DQ180669) vettik alapul. Ez a térzs a vizsgalt pozicidoban guanint tartalmaz, ezért a Goasy

genotipusba tartozé térzsek esetén magasabb volt az olvadaspont, hiszen a probe ebben az
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esetben illeszkedett tokéletesen. Az adott nukleotid poziciéban eléfordulé pontmutacid a
gorbék szerint kb. 3-4°C kilénbséget jelent a genotipusok olvadaspontjai kozétt. Az
olvadaspont goérbe alapjan térténd besorolast a vizsgalt szakasz kétszeri szekvenalasaval
ellendriztik, ez minden esetben megegyezett az olvadaspont analizis eredményével. Az egy
adott genotipushoz tartoz6 hémérsékleti értékek néhany tized fokos tartomanyon belll
mozognak, ez azonban futtatasonként eltérhet.

A laboratoriumi térzsek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az ARMY 183 t6rzs a Gazsy
genotipusba tartozik, mig a RacH az adott régioban eltér az &sszes tobbitél. Az egyéb
megvizsgalt EHV-1izolatumoktol eltéréen a RacH a 2259-es pozicidéban citozint kddol, ezért
az olvadaspont gérbéje a neuropatogén és a nem neuropatogén genotipusba tartoz6
izolatumok go6rbéi kozott helyezkedik el. A vizsgalt izolatumokhoz tartoz6 olvadaspont
hémérsékletek és a 2254-es pozicidban el6fordulé bazisok dsszesitése az 5. tablazatban

lathato.

5. tablazat. Az altalunk megvizsgalt izolatumok olvadaspont hémérsékletei és a 2254-es

nukleotid pozicioban talalhato bazis alapjan meghatarozott genotipus.

EHV-1 térzs | Olvadaspont (°C) AlGyzs54 EHV-1 torzs Olvadaspont (°C) | A/Gzas4
77_01 65,8 A 98 03 66,3 A
78 01 65,9 A 98_04 70,3 G
78 02 65,8 A 98 05 70 G
78 03 66 A 01_01 66 A
82 01 66 A 03 01 66,2 A
82 02 65,9 A 03 02 66,1 A
82 03 66 A 04 01 66 A
83 01 66,2 A 04_02 69,7 G
88 01 65,9 A 04 03 65,9 A
88 02 65,9 A 04_04 69,8 G
90 01 65,8 A 05 01 66 A
90 02 66 A 06_01 66,3 A
91_01 69,7 G 06 _02 66 A
92 01 66,2 A 07_01 66,2 A
97 01 66,2 A 07 _02 66,2 A
97 02 66 A 08 01 66,2 A
97 03 66 A ARMY 183 70 G
98 01 66,2 A RacH 68,3 G
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6.2.1. Az ORF68 polimorf szakaszanak vizsgalatahoz hasznalt primerek

A régio elemzéséhez el6szér a Nugent és mtsai (2006) altal leirt primereket hasznaltuk. A
cikkben megadott két primer a polimorf szakasz 927 bazispar hosszu szakaszat fogta at (nt
48-974), mely az SNPk el6fordulasi pozicioit teljesen lefedte. A megadott primerekkel
azonban nem sikerllt konzekvens eredményeket elérnink, ezért az adott génszakasz
elemzéséhez sajat primereket terveztink.

(GenBank azonositd6 szam: DQ172353). A feladatot nehezitette, hogy a vizsgalt régi6 GC
gazdag, ezeért elsd korben két par primert terveztink, ami a GC gazdag szakaszok egy
részét kihagyta a vizsgalatbol (ezeken a terlleteken az eredeti cikkben nem talaltak
nukleotid szubsztituciot). Az altalunk tervezett négy primer szekvenciait és a région bellli

elhelyezkedését a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat. Az ORF68 polimorf szakaszanak vizsgélatara tervezett primerek szekvenciai

A primer elnevezése A primer szekvenciaja Pozicié
ORF68f (forward) 5-TTGGCATCTGAACCGCTT-3 118-138
ORF68r (reverz) 5-GTGGGTGGACGAACTAATG-3 638-620
ORF68s (forward) 5-TGGAGAAGACACCGTAGTGG-3 567-586
ORF68as (reverz) 5-AGAGTAGGCGTTCCATCCAC-3’ 881-862

Az elsd primerpar (ORF68f-ORF68r) az ORF68 egy 483 bazispar hosszu szakaszat fogta at
(nt 138-620), mig a masodik par (ORF68s-ORF68as) az 586. és a 862. nukleotid kdzotti 277
bazispar hosszUsagu szakaszt, igy a két termék egy 35 nukleotid hosszisagu szakaszon
meég at is fedte egymast. Az angol kutatdk tanulmanyaban a csoportspecifikus SNP-k a 336-
0s és 629-es pozicidban, illetve a 710-760-ig terjed6 szakaszon fordultak eld. Jol lathato,
hogy a keletkez8 két termék ezeket a régidkat lefedi.

A rendszer optimalizalasa utan lehetévé valt, hogy az ORF68f és az ORFG68as kdzotti
szakaszt egy Iépésben amplifikaljuk, ebben az esetben egy, a 138-as és a 862-es pozicid
koézétt elhelyezkedd, 725 nukleotid hosszusagu szakasz SNP-it tudjuk megvizsgalni. A
csoportspecifikus nukleotidcserék eléfordulasanak vizsgalatahoz ezt a terméket minden
izolatum esetében szekvenaltuk, majd ezeket hasonlitottuk 6ssze. A reakcidelegy
Osszetételét és a hdmérsékleti profiljat a 7. tablazat tartalmazza. A termék amplifikaciéjahoz

a Sigma-Aldrich cég (Saint Louis, USA) RedTaqg Polymerase kit-jét hasznaltuk, a gyarté
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utasitasai szerint. A reakciokeverék 10%-ban tartalmazott dimetil-szulfoxidot (DMSQO), ami
GC gazdag templat esetén csdkkenti a bonyolult masodlagos szerkezet kialakulasat, ezzel

ndvelni lehet a PCR reakcié hatékonysagat (Chakrabarti €s mtsai, 2001).

7. tablazat. Az ORF68 régio vizsgalt szakaszanak amplifikaciojahoz hasznalt PCR

reakciokeverékének 6sszetétele és a reakcié hémérsékleti profilja

Reakcioeleqy (Master Mix)

10x RedTaq polymerase puffer 2,5 ul
dNTP mix 0,5 ul
Forward primer (,,ORF68f”) 10 uM 1 ul
Reverz primer (,,ORF68as”) 10 uM 1 ul
MgCl, (25 mM) 1 ul
Dimetil-szulfoxid (DMSO) 2,5yl
RedTaq polimeraz 1,5 ul
Viz 13 pl
DNS templat 2 ul
Hémérsékleti profil

95°C 2 perc 1 ciklus

95°C 1 perc

56°C 1 perc 40 ciklus

72°C 2 perc

6.2.2. A sajat izolatumokban el6fordulé nukleotidcserék és a csoportok kialakitasa

A csoportok kialakitasahoz a Nugent és mtsai (2006) altal leirt rendszert hasznaltuk. Az
angol kutatok a leolvasasi keret részben polimorf szakaszain el6forduldé SNP-k alapjan
6sszesen hat csoportot alakitottak ki. Az eredeti hat és az altalunk kialakitott négy uj csoport
csoportspecifikus SNP-inek elhelyezkedését a 8. tablazat mutatja be.

Az ORF68 polimorf szakaszan el6fordulé pontmutacidk nagy része hasonld pozicidkban
fordul el6. A 3-as, 4-es, 5-0s, és 6-0s csoportokba tartozé térzsek megegyeznek abban,
hogy a 629-es pozicidoban A-t koddolnak, ellentétben az 1-es, a 2-es, és az Uj csoportba

tartozé6 térzsekkel, amelyekben itt G-t talalunk. Hasonl6an valtozékony pozicié a 710-es (1-4,
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6, 8. csoport T71; 5, 9, 10. csoport Gz4o; 7. csoport Cyy), illetve a 713-as (1-4, 6-8. csoport
Az13; 5, 9, 10. csoport A743). Két csoportban talalunk eltérést a 719-es pozicidban (3. csoport
T719, 7. csoport A7y, 6sszes tObbi csoport Gryg), illetve két csoport tér el az dsszes tdbbi
csoport Css5). A magyar izolatumok kdzll nem talaltunk olyat, ami az ORF68 szekvenciaja
alapjan az 1-es, illetve a 6-0os csoportba tartozott. Az 5. csoportba a vizsgalt térzseink kozul
csak a két labortérzset (Army 183, RacH) tudtuk besorolni, igy ebben a csoportban sem
szerepelt magyarorszagi izolatum.

A 35 megvizsgalt EHV-1 t6rzs kézul csak 23 olyat talaltunk, amit az ORF68 polimorf
szakaszanak szekvenciaja alapjan a Nugent és mtsai (2006) altal kialakitott hat csoport
valamelyikébe be tudtunk sorolni, ez az izolatumok 66%-at jelenti. 12 magyarorszagi
térzsben olyan SNP-ket talaltam, amelyek az angol kutatok altal megvizsgalt izolatumok
kézil egyikben sem voltak jelen. Erdekes, hogy a 7. csoport specifikus nukleotidcseréinek
poziciéiban (nt 710 és 719) mar a 3. és 5. csoportban is tapasztaltak eltérést (3. csoport:
G719 helyett T;19, 5. csoport: T74o helyett G;1), azonban a 7. csoport tagjai a 710-es
poziciéban C-t, a 719-esben A-t kddolnak. Ezzel szemben a 8. csoport tagjainal egy olyan
ponton fordul el6 a nukleotidcsere (nt 426), ahol az eddig megvizsgalt térzsek egyikénél sem
tapasztaltak szekvenciavaltozast. Mindkét uj csoport 6t-6t tagot szamilal.

A 9. és 10. csoport annyiban tér el a tébbitdl, hogy mindkettének csak egy-egy tagja van.
Sajnos az eredeti kézleményben hidnyoztak azok az alapelvek, amelyek az Uj csoportok
kialakitdsara vonatkoznak. Egy nukleotid eltérés mar Uj csoportot jelentett a 3-as, a 4-es és a
6-0s csoport esetén is, igy az alapjan, hogy a 83_01 kdédszamu térzs a 629-es pozicibban
nem az 5. csoport elsd csoportspecifikus SNP-jét (Asx9) kddolta, kildn csoportba kerdlt (9.
csoport). A két izolatum a térzsfan (lasd késébb) is kildn agakra kerilt, igy ez is indokolhatja
a kiloén csoportokba sorolast.

A 04_04 kédszamu térzs, a 10. csoport egyetlen tagja, harom egyedi SNP-t is kodol az 5. és
9. csoportban eléforduld G710 és A713 mellett. Az izolatum nukleotid szubsztituciéi érdekes
modon tébb ponton is egyezést mutattak egy zebrabdl izolalt EHV-1 térzs ORF68
szekvenciajaval. A zebra izolatum SNP-i nagyrészt eltérnek a 04_04 kédszamu térzs
pontmutaciéitdl, azonban a harom, csoportspecifikus eltérés jelen van a zebrabdl izolalt

térzsben is (Ghanem és mtsai, 2008).
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A 04_04-es izolatummal kapcsolatban két érdekes informaciot kell még megemlitenem,
amelyek az eredmények szempontjabol fontosak lehetnek. Az egyik, hogy ez volt az
egyetlen, amelynél a koértérténetben szerepelt az, hogy egyes allatokban képes volt
idegrendszeri tlineteket okozni. Ezt az ORF30 szakasz elemzése kés6bb megerdsitette,
hiszen a 2254-es nukleotid pozicibban G bazist tartalmazott, tehat a neuropatogén
genotipusba tartozik. A masik érdekes informacié, hogy a jarvany helyszinén a vetélt
allatokkal egy légtérben egy zebra cs6dort tartottak, ami azonban semmilyen klinikai tiinetet
nem mutatott. Az allat sajnalatos mdédon az adatok elemzése el6tt elpusztult, igy nem tudtuk
igazolni azt, hogy az izolalt virus ebbdl az allatbdl szarmazott-e, vagy sem. Az, hogy a
04_04-es tbrzs genomjanak szekvenciaja mutat-e mashol is egyezést zebrabdl szarmazé
EHV-1 t6rzsekkel még tovabbi vizsgalatokat igényel, ehhez azonban zebrabdl izolalt
virustdrzsekre van szilkség, amelyek beszerzése sajnos nem egyszerd.

A torzsfa alapjan latszik, hogy vannak csoportok, amelyek kdzelebbi rokonsagban allnak
egymassal, ilyen példaul az 1-es, a 2-es és a 7-es, a 3-es, 4-es, és a 6-0s, illetve az 5-0s, 9-
es és a 10-es. Az ezekben el6forduld pontmutaciok alapjan feltételezhetd, hogy a csoportok
szama folyamatosan valtozik, hiszen egy adott csoporton belil eléforduld pontmutacié utan a
megvaltozott térzs egy Ujabb csoport elsd képviselbje is lehet, mint ahogy az a 9-es és 10-es
csoport esetén is lathaté. A csoportositas elveinek egységes lefektetése nélkil igy
nagyszamu Uj csoport is keletkezhet, ami a rendszer hasznalhatosagat veszélyezteti. A
térzsek szekvenciainak 6sszehasonlitasa utan megrajzolt térzsfa a 4. abran lathaté.

A torzsfan szerepelnek a Magyarorszagon izolalt térzsek, a GenBank adatbazisaban
fellelhetd, 16félekbdl (16, zebra, onager) és kér6dz6 allatbdél (Thomson-gazella) szarmazo
EHV-1 virustérzsek, illetve laboratériumban hasznalt térzsek (Ab4, V592) is. A fan a
csoportok kénnyen elkulonithetdk, és jol lathatd, hogy mely csoportok azok, amelyek
kbézelebbi rokonsagban vannak egymassal. Kivételt képez az Ab4 toérzs, ami a térzsfan az 1-
es csoport egyedilli képviselbje, viszont a szekvencidja csak a homopolimer szakaszon
talalhaté G bazisok szamaban tér el a 2-es csoport tagjaitol, ezért a térzsfan ezekkel a
torzsekkel kerllt egy agra. A masik kivétel a GB87_1_1 tdrzs, amelyet Nugent és mtsai
(2006) nem tudtak csoportba besorolni, ugyanis szekvenciaja teljesen eltért a tébbi térzsétél,
viszont a szekvenciaja alapjan ez is a 2-es csoporttal all a legkdzelebbi rokonsagban.

Az altalunk kialakitott Uj csoportok kézil a 8-as all a legkdzelebb a viszonyitasi alapnak
tekintett Ab4-hez, illetve az ezzel szoros rokonsagban lévé 2-es csoporthoz. Az 5-8s, illetve
a 9-es, és a 10-es messze kerlltek a tébbi csoporttél. Ezekben kbézbs a 710-es pozicibban

el6forduld G, illetve a 713-asban talalhatd A bazis.
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4.abra. A magyarorszagi izolatumok, a két laboratériumi térzs (ARMY 183 és RacH), illetve a
GenBank-ban fellelheté egyéb, I16bol, zebrabdl, onagerbdl és Thomson-gazellabdl szarmazd

EHV-1 térzsek ORF68 szekvenciajanak ésszehasonlitasa utan felallitott térzsfa.
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6.2.3. A csoportok féldrajzi eléfordulasaval kapcsolatos eredmények

Nugent és mtsai (2006) a kapott eredmények elemzése utan azt a kdvetkeztetést vontak le,
hogy az ORFG68 régidban eléforduld pontmutacidk alapjan kialakitott csoportokba tartozo
térzsek szarmazasi helyeinek foldrajzi elhelyezkedése bizonyos szabalyszerliségeket mutat.
Az altaluk megvizsgalt, Europaban izolalt térzsek nagy része a 3. csoportba kerllt, de a 2-es
csoport térzseinek nagy része, illetve az 5-6s csoportba tartozd térzsek kizarolag Eszak-
Amerikabol szarmazott.

Az 5. dbran a 2, 3, és 4. csoportba tartozé magyarorszagi térzsek izolalasi helyeinek féldrajzi
eloszlasa lathato. A vaktérképeken a pontok jelzik az izolalas helyszineit; ezek mindharom
csoport esetén nagyrészt Magyarorszag kdzépsé részére korlatozédnak, kivételt képez a
2001-ben Karmacsrol, illetve a 2006-ban Mezéhegyesrél begyiijtétt térzs. Erdekes, hogy két
mez6hegyesi minta (az egyik 1997-bél, a masik 1998-bol) a 8. csoport specifikus
pontmutacioéit tartalmazza (6. abra).

Az U] csoportokba tartozé térzseknél mar nehezebb koérilhatarolni az elterjedési teruleteket,
mert ezek a csoportok jéval kevesebb tagot szamlalnak. A 7. csoport esetén még
behatarolhat6é az a terllet, ahol az adott virustérzsek eléfordultak, de a 8. csoportnal ez mar
nem annyira egyértelmd, a 9-es és 10-es csoport pedig csak egy-egy izolatumbdl all, ezért
ott nehéz el6fordulasi tertletrél beszélni.

Az ORF68 szekvencidja alapjan térténd jarvanytani vizsgalat akkor vezethet eredményre, ha
az allomanyba bekerllt allatok szarmazasi helye ismert, illetve nagyban megkdnnyiti a
helyzetet, ha a szarmazasi helyrél szarmazd korabbi izolatum a rendelkezésinkre all. Az
azonos évben talalt, egy telepilésrdl, vagy egymassal szoros kapcsolatban all6 ménesekbdl
(Babolna-Didspuszta) szarmazé mintdk nagy valészinlséggel ugyanazt a virustorzset
tartalmazzak, ezért egyezik meg az ORF68 szekvenciajuk. A 7. csoport tagjai elég specialis
SNP-ket tartalmaznak, ezért a csoport 4 évvel késdbbi uUjabb felbukkanasa, nagyjabol
ugyanazon a terlleten, valészinlleg a virus reaktivalodasat jelenti.

A 2. csoport elterjedésével kapcsolatban mar nehezebb kdvetkeztetéseket levonni. Ez a
legnagyobb létszammal rendelkezé csoport és szinte a teljes vizsgalt idészak alatt (1977 és
2005 kozott) talaltam ide tartozé térzseket. Mivel a csoport tagjai kddoljak a legelterjedtebb
ORF68 szekvenciat, és nem tartalmaznak specidlis SNP-ket, nem lehet teljes
bizonyossaggal kijelenteni, hogy a vizsgalt 30 év alatt ugyanaz a térzs cirkuldlt az adott
terlleten, de ezt kizarni sem lehet. Ezért a 2-es csoport tagjai esetén van a legnagyobb
jelentésége annak, hogy ismerjik az adott allomanyba behurcolt virustérzs szarmazasi

helyét.
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5. abra. A Nugent és mtsai (2006) altal kialakitott csoportokba (1-6.) csak a magyarorszagi
izolatumok 65,7%-at (23 izolatum) sikertilt beilleszteni. A térzsek kddja mellett szerepel az
izolélas helye. Az egy éven beliil izolalt, azonos helyrél szarmazo térzsek azonos jarvanybol

szarmaznak. A pontok Magyarorszag vaktérképén az izolalas helyszineit jelzik.
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6. abra. Az altalunk kialakitott Uj csoportokba (7-10.) besorolt EHV-1 térzsek izolalasanak
helyszineit bemutato abra. A térzsek kodja utan szerepel a szarmazasi hely, a vaktérképen

pontok jelzik a kodok utan szereplé telepliiléseket
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6.2.4. Az EHV-1 térzsek ORF30 és ORF68 szakaszain el6forduld szubsztituciok

Osszefliggéseinek elemzése

Nugent és mtsai (2006) a két EHV-1 t6rzs teljes genomjanak dsszehasonlitasa és elemzése
el6forduld szubsztitucid szignifikans 0Osszefliggést mutat az adott t6rzs neuropatogén
tulajdonséagaival, addig az ORF68 régié részben polimorf szakaszan el6forduld eltérések
nem befolyasoljak a tdrzsek patogenitasat. Az ORF68 nukleotidcseréi alapjan kialakitott
csoportokon belll nagyjabdl egyenletes volt a neuropatogén és nem neuropatogén
genotipusba tartoz6 izolatumok eloszlasa, kivéve az 5. csoportot, ahol a csoport 17 tagja

kozll 13 tartalmazta a neuropatogén tipusra jellemzd szubsztitaciot (9. tablazat).

9. tablazat. A neuropatogén térzsek aranya a Nugent és mtsai (2006) altal vizsgalt EHV-1

térzsek csoportjain bellil

ORFo8 szekvencia|  'Zolatumok | AT o6 torrsek
alapjan szama szama
1. csoport 6 2 (33,3%)
2. csoport 36 15 (41,7%)
3. csoport 34 12 (35,3%)
4. csoport 8 4 (50%)
5. csoport 17 13 (76,5%)
6. csoport 3 0 (0%)

A sajat vizsgalataink soran 6sszesen 6t olyan torzset talaltunk, amelyekben eléfordult a
neuropatogenitasra utal6 nukleotidcsere. Ezek eloszlasa nem volt egyenletes, négy térzs a
2. csoportba tartozott, mig egy az altalunk kialakitott 10. csoport tagja volt (10. tablazat).
Ezekb6dl az adatokbol nehéz altalanos kovetkeztetéseket levonni, hiszen a kilonb6z6
csoportok eltérd szamu térzset tartalmaznak, igy nem meglepd, hogy a legtébb tagot
szamlalé csoport tartalmazta a legtdbb neuropatogén térzset is. Ami viszont furcsa, hogy a 2.

és a 10. csoporton kivil egy sem akadt, amely legalabb egy ilyen térzset tartalmazott volna.
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10. tablazat. A neuropatogéen térzsek aranya a Magyarorszagon izolalt EHV-1 térzsek

csoportjain bellil

gzs:kﬁ,::z:(aaazl;?;nﬁs Izolatumok szama A nfglgig%t)c’tgﬁtlzz‘:gggzz

szama
1. csoport 0 0 (0%)
2. csoport 14 4 (29%)
3. csoport 6 0 (0%)
4. csoport 3 0 (0%)
5. csoport 0 0 (0%)
6. csoport 0 0 (0%)
7. csoport 5 0 (0%)
8. csoport 5 0 (0%)
9. csoport 1 0 (0%)
10. csoport 1 1 (100%)

A neuropatogén térzsek aranyabdl a rendelkezésre allo izolatumok viszonylag kis szama
miatt szintén nehéz altalanos koévetkeztetéseket levonni, azonban tovabbi vizsgalatokkal a
megvizsgalt EHV-1 szekvenciak szama névelhetd, igy a valésagos adatokat jobban
megkozelitd szamot kaphatunk. A két ORF vizsgalata kiegészitheti az esetleges jarvanytani
nyomozas soran felhasznalt adatokat, hiszen igy nem csak egy, hanem két olyan marker is

rendelkezésre all, amely alapjan az allomanyba behurcolt térzset azonositani lehet.
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7. MEGVITATAS

A16 1-es tipusu herpesvirusa az egyik legfontosabb és legnagyobb kart okozé fert6z6 agens
egy létartd szamara. Kartétele tébb iranyu, nemcsak légz8&szervi és szaporodasbiolégia
problémakat okoz, hanem esetenként képes arra, hogy idegrendszeri tliineteket valtson Ki,
ami sulyos esetben az értékes tenyész- és versenylovakat munkavégzésre alkalmatlanna
teheti. Az a genetikai eredetli valtozas, ami meghatarozza azt, hogy egy EHV-1 tbrzs
nagyobb eséllyel legyen képes idegrendszeri tiineteket kivaltani, csak az utdébbi évtizedben

valt ismertté.

7.1. Az EHV-1 toérzsek csoportositasara kifejlesztett médszerek elényei é€s hatranyai

Az, hogy a léallomanyokban jelen levd virustérzsek genomjai kulénbéznek egymastol, mar
tobb évtizede ismert, viszont az eddig alkalmazott moédszerekkel nem sikerult kialakitani egy
olyan standard eljarast, ami széles korben elterjedt volna. A leggyakrabban felhasznalt
mobdszer a restrikciés fragmenthossz polimorfizmus (RFLP), viszont ezzel csak viszonylag
kevésszamu csoportot sikerllt kialakitani (Allen és mtsai, 1983; Crandell és mtsai, 1988;
Kirisawa és mtsai, 1993; Palfi és Christensen, 1995). Allen és munkatarsai egy 1983-ban
megjelent tanulmanyukban &tféle restrikciés enzim segitségével elemezték az akkor még
egyféle tipusba, de két szubtipusba sorolt EHV-1 és EHV-4 virustérzsek o6rokitbanyagat.
Megallapitottak, hogy a tdbbi herpesvirustdl eltéréen az EHV-1 térzsek genetikai allomanya
csak kismértékben tér el egymastdl. A megvizsgalt 272, EHV-1-es szubtipusba sorolt
izolatumon belll dsszesen 16 féle tipust lehetett elktldniteni, viszont a megvizsgalt térzsek
90%-a az 1P és 1B tipushoz tartozott. A moddszer tehat a térzsek részletesebb elemzését
sajnos nem teszi lehetdvé.

Az EHV-1 fert6ézés egerekben nagyon hasonl6 tlineteket okoz, mint lovakban. A tdrzsek
patogenitasbeli kilénbségeinek meghatarozasahoz a laboratériumi egér, mint modellallat,
ezért viszonylag jol hasznalhaté (Studdert és mtsai, 1981; Palfi és Christensen, 1995; van
Woensel és mtsai, 1995; Walker és mtsai, 1999). Palfi és Christensen (1995) ujszil6tt
egereket fertéztek eltérd patogenitasu EHV-1 térzsekkel, majd a fert6zés utan kialakuld
klinikai tlineteket és patoldgiai elvaltozasokat vizsgaltak. Az alapjan, hogy az adott térzssel
fert6zott egerek elhullottak-e, illetve, hogy az elhullott, vagy ledlt allatok agyabdl és/vagy
belsd szerveibdl ki lehetett-e mutatni a beoltott virust, az EHV-1 térzseket négy csoportba
soroltak.

Van Woensel és mtsai (1995) egy ettdl eltér6 modszert alkalmaztak. Ismert patogenitasu
EHV-1 térzsekkel fertéztek egereket, majd mérték az allatok sulycsokkenését. A fertézés

utan naponta mért testsulyértékekbdl alapjan szamolt ,safety index” altalaban korrelalt a
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térzsek patogén tulajdonsagaival. igy szerintik a rendszer alkalmas lehet jarvanyokbol
izolalt, illetve vakcinatérzsekben hasznalt EHV-1 t6rzsek patogenitasanak megallapitasara.
Sajnos minden egyes ismertetett moédszernek megvannak a maga hatranyai, ezért egy
standard eljaras kialakitasara nehezen alkalmazhaték. Az RFLP-n alapuld modszerek
hatranya az, hogy a genomok eltéréseit csak akkor jelzik, ha a mutacié egy olyan poziciéban
jelenik meg, ahol valamelyik restrikcios enzim vagohelye van. Kisérleti allatok alkalmazasa
szamos etikai és allatvédelmi problémat vet fel, pusztdan az EHV-1 virustérzsek
csoportositasa nem feltétlentl indokolja laboratoriumi egerek fert6zését és megolését.
Emellett a mddszerrel kapott eredményeket t6bb bioldgiai faktor is befolyasolhatja (az egerek
immunologiai allapota, a virustérzs beadasanak médja, allatok takarmanyozasa, stb.), ezért
nehéz objektiv eredményt produkalni.

A leginkabb célravezeté megoldasnak az tlinik, ha minél tébb EHV-1 toérzs teljes genomja
keriilne be a GenBank-ba, és a térzsek érokitbanyaganak dsszehasonlitadsaval a nukleotidok
eltérései alapjan lehetne a csoportokat kialakitani. Mindezek figyelembevételével munkam
soran a hazai térzseket genetikai tulajdonsagaik alapjan kiséreltem meg csoportokba sorolni.
Ez egyben lehet6séget nyujtott a mar ismert ilyen csoportositas soran kapott eredményekkel
valé 6sszehasonlitasra is. A genetikai adatbazisban, a GenBank-ban, ma is csupan két olyan
EHV-1 t6rzs szerepel, amelynek a teljes szekvencidja ismert, a neuropatogén Ab4 és a nem
neuropatogén V592. Ennek oka val6szinilleg az, hogy a virus érokitéanyaga megkdzelitben
150000 bazispar hosszusagu, egy ekkora genom teljes szekvenalasa hatalmas munkaval és

anyagi raforditassal jar.

7.2. Az ORF30 elemzése és a vizsqgalataink soran kapott eredmények alapjan levonhatd

kovetkeztetések

7.2.1. Az EHV-1 genom ORF30 szakaszanak a tbrzsek neuropatogén tulajdonsagaiban

Jjatszott szerepe

A két ismert patogenitasu EHV-1 tdrzs 6sszehasonlitasa soran 51 nukleotid szubsztituciot
(ezek Osszesen 22 ORF-on belll fordultak el6) és az ORF68 csoportspecikus SNP-it
prébaltak dsszefliggésbe hozni a lovakban kivaltott idegrendszeri tlinetekkel, amihez a
Fisher exact prébat hasznéltak fel. Neuropatogén tdrzsnek az szamitott, amelynek a
kérel6zményében szerepelt, hogy az altala kivaltott jarvany ideje alatt legalabb egyszer
el6fordultak idegrendszeri tinetetek. A kapott eredmények alapjan egyedil az ORF30, 2254-
(p<0,01) Osszefliggést mutatott a virustdérzs neuropatogén tulajdonsagaival (Nugent és
mtsai, 2006).
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Ezutan 0Osszesen 131 izolatum ORF30 szekvenciajat analizaltdk, ezek kdzul 82 olyan
jarvanykitoérésbél szarmazott, amelyeknél a koérel6zményben nem szerepelt idegrendszeri
tinet, 49 izolatum esetén viszont a jarvany soran legalabb egyszer leirtak neuropatogenitast.
78 (95%) nem neuropatogén izolatum A,yss-et kddolt (aminosav: aszparagin (N7s2)), mig a
neuropatogén izolatumok koézil 42-ben (86%) ebben a pozicibban G (aminosav:
aszparaginsav (D7s,)) szerepelt.

Erdekes modon az ORF30 régi6 nukleotidcserével megvaltozd, 752-es aminosava a
herpesvirusok DNS polimerazan belil nem tal valtozékony. Az emlbés eredetl
herpesvirusokban ebben a pozicibban mindig egy savas oldallancot tartalmazé aminosav
(altalaban aszparaginsav, kivéve az Aujeszky-virust, ahol glutaminsav) talalhaté (Nugent és
mtsai, 2006). Ettél nagyban eltérnek a neuropatogenitast nem mutato térzsek, amelyekben a
752-es pozicidoban egy hidrofil oldallancot tartalmazd aminosavat (aszparagin) talalunk. Az
eltérd aminosav a proteinlancban, eltérd biolégiai tulajdonsagokat is okoz. A DNS-polimeraz
funkcio megvaltozasa befolyasolja a fertézés utan kialakuloé viraemia sulyossagat, illetve a
virusUrités idétartamanak hosszat (Goodman és mtsai, 2007; van de Walle és mtsai, 2009).
Fontos megjegyezni azt is, hogy az emlés herpesvirusokban eléfordulé D7s, a neuropatogén
térzsekre jellemzd, viszont érdekes modon, a mi eredményeink is azt igazoltdk, hogy az
EHV-1 fert6zésekbdl izolalhato térzsek nagy része a nem neuropatogén genotipusba (N7sp)
tartozik. Kulénbdz6 orszagokban végzett felmérd vizsgalatok kissé eltér6 eredményeket
hoztak, azonban abban megegyeztek, hogy az izolalt térzseknek csak kisebb része tartozott
neuropatogén genotipusba. Japanban ez az arany 2,7%, az USA-ban 10,8%-19,4%,
Argentinaban 7,4%, Németorszagban 10,6%, mig Franciaorszagban az arany elérte a 24%-
ot (Tsujimura és mtsai, 2012).

Ennek oka talan az lehet, hogy a nem neuropatogén térzsek csak elvétve jarnak olyan
klinikai tinetekkel, amelyek elhullashoz vezetnek, ezért ezek a térzsek nagyobb eséllyel
tudnak fennmaradni a gazdaallatokban, mint egy olyan virus, ami esetenként sulyos, az
allatok pusztulasaval jaro tlineteket okozhat. Ehhez kapcsolédva meg kell emliteni, hogy egy
amerikai tanulmany érdekes tendenciat fedezett fel a neuropatogén genotipus idébeli
el6fordulasaval kapcsolatban. 426 darab, 1951 és 2006 kézétt izolalt EHV-1 térzs ORF30
szekvenciait elemezték, amihez allél elkilonité real-time PCR moédszert hasznaltak. Az 1960-
as években a G54 térzsek aranya meég csak 3,3% volt, ez a 90-es évekre 14,4%-ra nétt. A
2000-es években (2000-2006) izolalt térzsek esetében ez az arany mar 19,4% volt (Smith és
mtsai., 2010).

7.2.2. Az altalunk kifejlesztett real-time PCR mddszerrel kapott eredmények és az ebbdl

levonhaté kévetkeztetések
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PhD munkam kezdetén, amikor mar eldéntéttik, hogy az EHV-1 virustérzseken belll mely
szakaszok lesznek azok, amelyek elemzésével a torzseinket 6ssze fogjuk hasonlitani, ki
kellett dolgoznunk az 6sszehasonlitdas modszertani alapjait. EI6szdr mi is a két genotipushoz
kilon TagMan probe-ot hasznalé allél elkilonité real-time PCR mobdszert terveztik
alkalmazni, azonban tébb olyan kézlemény is megjelent, amelyek arra utaltak, hogy az egy
adott génszakaszon belil el6forduld SNP-k kimutatasara alkalmas lehet a primer-probe
energy transfer elvét hasznal6 real-time PCR modszer.

A holyagos betegségek és szamos mas virusos betegség (pl. PRRS) koérokozoéinak
genotipusait a modszer segitségével egyszeriibben és gyorsabban el lehetett kiléniteni,
mint az allél diszkriminal6 real-time PCR moddszer hasznalataval, vagy a hagyomanyos PCR
mobdszerrel felszaporitott DNS-szakasz szekvenalasaval. A legelsd |épés annak a
megallapitasa volt, hogy sikertil-e egy olyan szakaszt talalni, ami lefedi a 2254-es nukleotid
pozicitt, illetve ezzel egyutt megfelel-e azoknak a kritériumoknak, amelyek lehetévé teszik a
PriProET modszer hasznalatat. Szerencsére az adott szakasz alkalmas volt erre, ezért a
primerek és probe megtervezése, illetve a rendszer optimalizalasa utan a modszer kivaldéan
hasznalhaté az EHV-1 neuropatogén és nem neuropatogén genotipusainak elkilénitésére.
Az altalunk kifejlesztett PriProET rendszer segitségével kimutattuk, hogy a magyarorszagi
izolatumok k&zott a neuropatogén genotipusba tartozok aranya 14% volt (5/35), ami jol
illeszkedik a nemzetkdzi eredmények kézé. Az 6t neuropatogén izolatum kdzil egy 1991-bdl,
kettd 1998-bol, kettdé 2004-bél szarmazott, tehat sem a 70-es, sem a 80-as években izolalt
mintak kézott nem fordult elé olyan, ami képes lehet idegrendszeri tineteket okozni. Az
eredményeinknél azonban figyelembe kell venni, hogy a mintaink nagy része az 1990-es és
2000-es évekbél szarmazott, igy nem lehet kizarni, hogy a neuropatogén térzsek mégis
el6fordultak Magyarorszagon mar az 1990-es évek el6tt is.

Az egyetlen olyan izolatum (04 _04), amelynél szerepeltek idegrendszeri tlinetek a
kérel6zményben, a PriProET mddszerrel is neuropatogénnek bizonyult. Az allomanyban,
ahonnan szarmazott, el6szér egy félvér kancan jelentek meg az EHV-1 fert6zés tlinetei. Az
allat keresztgyengeség jeleit mutatta, ezt mechanikai sériilés kévetkezményének gondoltak.
A 16 a gydégykezelésre (gyulladascstkkentés, fajdalomcsillapitas, vitaminok) nem reagalt, és
a sérllések miatt a harmadik napon ledlték. Ezutan még 6t lovon jelentek meg olyan sulyos
idegrendszeri tinetek, hogy az allatokon eutanaziat kellett végrehajtani. Ezek az allatok nem
tudtak felkelni, vergbdtek, a farizmok és a hatsé labak is érzéketlenek voltak, az enyhe
izomtdbnus megtartasa mellett. Négy-6t olyan 16 is akadt, amelyek enyhébb idegrendszeri
tineteket mutattak, ezek azonban nem fekidtek el. A keresztgyengeség mellett eléfordult
meég vizeletcsorgas, és imbolygd jaras is. A tlnetek nagy része 2-3 hét alatt megszlint,
azonban néhany allatnal még egy év mulva is lathato volt, hogy a hatsé labak mozgasa nem

tokéletes. Az idegrendszeri tiinetek mellett két allatban az EHV-1 fertézés vetéléses formaja
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is megjelent, intézeti vizsgalatra ezekbdl a vetélt magzatokbol kildtek mintakat. Az
allomanyban a lovak herpesvirusai ellen nem végeztek vakcinazast a tiinetek megjelenése
idején. Mivel a virusaink k6z6tt nem szerepelt masik olyan izolatum, amelyik biztosan okozott
idegrendszeri tiineteket a fertézés soran, ezért nem tudtunk kdvetkeztetni arra, hogy van-e
barmilyen eltérés az A,xss-es €s a Goss-es genotipusba tartozd virustdrzsek altal okozott
jarvany lefolyasa kdzott.

Mivel a lovak 1-es tipusu herpesvirusa altal el6idézett korfolyamat sulyossagat tdébbféle
tényezb is befolyasolhatja, ezért egy térzs neuropatogén tipusba soroldsa még nem
feltétlenul jelenti azt, hogy az altala okozott jarvanyban ezek a tinetek meg is jelennek.
Azonban egy EHV-1 virussal fert6z6tt allomanyban, a betegség lezajlasa utan izolalt virus
vizsgalataval kiderithetd, hogy mekkora esélye van annak, hogy a betegség
reaktivalodasakor az idegrendszeri tinetek jelentkezzenek, illetve ha még az ORFG68 alapjan
meghatarozott csoport is ismert, kénnyebb felderiteni az &allomanyba behurcolt virus
szarmazasi helyét.

Erdekes kérdés az is, hogy ha egy EHV-1 térzs neuropatogenitasat egyetlen nukleotid
megvaltozasa ennyire tudja befolyasolni, akkor egy Ga.ss-€s (neuropatogén) genotipusba
tartoz6 tdrzs megjelenése az &llomanyban elvileg ugyanugy Ilétrejohet egy nem
neuropatogén térzs spontan pontmutacidja utan (hiszen amint lathaté ez a pozicié jelentds
valtozékonysagot mutat), mint egy kivulrél érkezd fertézés utan. Egy lezajlott fert6zés utan
az EHV-1 térzsek izolalasa és genotipizalasa (ORF30 és ORF68 alapjan is) ezért nem csak
a jarvanytani nyomozast segitheti el6, de esetleg értékes informaciokat adhat arrdl is, hogy
az idegrendszeri tinetek megjelenéséért egy, mar az allomanyban jelen 1évd tdrzs

mutacioja, vagy egy kulsd forrasbol bekerult torzs a felelbs.

7.3. Az ORF68 csoportok kialakitasa és az eredményekbdl levonhatd kdvetkeztetések

7.3.1. Genetikai kiilbnbségek a kiilébnb6zb herpesvirusok térzsei kbzott

A Kkilénb6zd herpesvirusokon belll eltér6 a szekvencia kildnbségek aranya. Példaul a
human cytomegalovirusok (HCMV) virustdrzsei genetikai alapon nehezen rendezhetdk
csoportokba, melynek oka a rekombinacié relative magas aranya (Chou és mtsai, 1991;
Zwegyberg és mtsai, 1998). Hasonl6an valtozékonyak a human herpes simplex virus-1
(HSV-1) térzsek, gyakori az intra- és intergénikus rekombinacié (Sakaoka és mtsai, 1994,
Norberg és mtsai, 2004;). Ezzel ellentétben a Varicella zoster virus (VZV) genetikailag
viszonylag stabil, a térzsek szekvenciainak valtozékonysaga tizede a HSV-nek és 40-szer
kisebb, mint a HCMV izolatumoké (Muir és mtsai, 2002). A VZV toérzsek esetén
megfigyelhetd egy féldrajzi/etnikai alapu elkilondlés is, ezek kozétt viszonylag ritka esemény

a rekombinacié. Az EHV-1 ebbdl a szempontbdl leginkabb a VZV-re hasonlit, a két teljesen
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megszekvenalt labortérzs genetikai allomanya mindéssze 0,1%-ban kulénbdzétt, tehat a
genom viszonylag stabil, kicsi az esélye a térzsek kdzo6tti rekombinacionak. Az EHV-1 abban
is hasonlit a VZV-re, hogy az ORFG68 eltérései alapjan kialakitott csoportok eléfordulasa nem
volt egyenletes, a kiilénb6zd féldrajzi régidkban eltérd szamban tudtak izolalni az egyes

csoportok tagjait.

7.3.2. A csoportok kialakitasa a részben polimorf szakaszon el6fordulé SNP-k alapjan

A régi6é kb. 600 bazispar hosszusagu, részben polimorf szakasza bizonyult a leginkabb
alkalmasnak arra, hogy az angol kutatdék egy olyan marker rendszert dolgozzanak ki, amely
alapjan a térzseket genetikai alapon csoportokba tudtak sorolni. A csoportok kialakitasahoz a
viszonyitasi alapot az Ab4 térzs ORF68 szekvencidja jelentette. Az Ab4 és az ezzel
megegyez® szekvenciaju, és a G bazisokbdl allé homolog szakaszon hat, nyolc vagy kilenc
G-t kodolo torzsek alkottak az 1-es csoportot. A 2-es csoport tagjai ettél annyiban tértek el,
hogy ezen a tertleten mindegyikben hét G bazist talaltak, ami a tébbi genetikai csoportra
ugyanugy érvényes, viszont ezekben specialis, csoportspecifikus pontmutaciok is
eléfordultak (8. tablazat). Itt kell megjegyezni, hogy egy homoldg bazisokbdl allé6 génszakasz
(féleg amit G vagy C bazisok alkotnak) szekvenalasa problémas lehet. Az itt el6forduld G
bazisok szamat a szekvendlds eredményeként keletkez6 kromatogram gérbéken az
egybefliiggé hullam miatt nehéz meghatarozni. Az mar egy ideje ismert (Meindl és mtsai.,
1999), hogy az Ab4 térzsben az ORF68-rdl expresszalédott fehérjelanc hosszabb, mint a
frameshift-et tartalmazo térzsekben (418 a 303 aminosavval szemben), viszont a tébbi tipus

létezésére (6G, 9G torzsek), ezeken a szekvenciakon kivil még nem talaltak bizonyitékot.

A csoportok kialakitasa soran nem tudtunk egy megadott szabalyrendszer szerint dolgozni,
mivel nincs meghatarozva az, hogy milyen kritériumok sziikségesek ahhoz, hogy egy adott
térzset az eléforduld SNP-k alapjan mikor kell mar egy Uj csoportba sorolni. Az eredeti hat
csoportban, az 1-es és 2-es kivételével mindegyikben, a 629-es poziciéban A bazis szerepel.
A 4-es csoportban ezen kiviil nem is talalunk eltérést az Ab4 szekvenciajahoz képest, mig a
3-as, 5-0s és a 6-0s térzsek ezen felll tartalmaznak még egyéb pontmutacidkat is. Ezekben
az esetekben a csoportositas alapja csupan annyi volt, hogy akar egy nukleotid bazis
eltérése alapjan is, az adott izolatum mar egy Uj csoportba kerdlt.

A sajat mintaink szekvenalasa utdn a 35 magyarorszagi izolatumbdl csak 23 volt, amit a
pontmutacidik alapjan a Nugent és mtsai (2006) altal leirt hat genetikai csoport
valamelyikébe be tudtunk sorolni. Ot-6t izolatum esetében egyértelmi volt, hogy Uj
csoportokat kell kialakitanunk, hiszen ezek a virustdérzsek olyan SNP-ket tartalmaztak,

amelyek nem fordultak eld egyik eddig ismert csoportban sem. Viszont azokban a
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nukleotidpoziciékban, ahol a 7-es csoport SNP-i el6fordultak (Czqo, Az19), két masik
csoportban is eléfordultak pontmutaciok (3-as csoport: T74e; 5-6s, 9-es, 10-es csoport: G71o).
Ezekbdl a torzsekbdl alakitottuk ki az uj 7-es és 8-as csoportot. A 83 01 kddjell tdrzs
szekvenciaja nagyon hasonlitott az 5-6s csoport tagjaira, viszont hianyzott a 629-es
pozicidban talalhatd pontmutacio, illetve a 436-os nukleotid az Osszes tébbi tdrzzsel
ellentétben A helyett C bazist tartalmazott. A Nugent és mtsai altal alkalmazott rendszer
szerint (mivel két bazisban is eltért a hozza legjobban hasonlité 5-6s csoport tagjaitél) kulén
csoportba kertilt, ez a térzs alkotta az ujonnan Iétrehozott 9-es csoportot.

A 04_04 kodjeli térzs szekvenalasa utan teljesen egyedi pontmutaciokat talaltunk. Az
izolatum tartalmazott ugyan az 5-6s csoport tagjaival megegyez6 pontmutaciokat (G710, A713),
viszont harom nukleotid pozicidban megjelentek olyan valtozasok, amelyeket eddig még
nem figyeltek meg EHV-1 virustérzsekben. Mindharom olyan helyen volt, ahol eddig egyik
izolatumban sem fordult elé mutacio (Ase1, Te2s, C741). A tObbi csoport tagjaitol teljesen eltérd
pontmutaciok indokoltak azt, hogy az altalunk létrehozott 10-es csoport mindéssze egy
tagbol, a 04_04-es kddjell izolatumbdl all. A térzsek genetikai vizsgalata utan vettik fel a
kapcsolatot a telepet kezeld allatorvossal, aki beszamolt arrél, hogy a fertézés kezdetén
elsésorban idegrendszeri tunetek jelentkeztek az a&llomanyban (az ORF30 szakasz
vizsgalata ezt genetikailag is alatdmasztotta), majd megjelentek a vetélések is a vemhes
kancak kdzott.

Az allomanyba a telepet kezel6 allatorvos szerint a betegség felbukkanasa el6tt fél évvel
vemhes kancak érkeztek az allomanyba, amelyek karanténozas nélkil, kézvetlendl a
kancaistallokba kerlltek. Az Uj allatok allomanyba kerllése valoszinlleg az eddig
latenciaban nyugvé virust reaktivalta, és beinditotta az allomany ujboli fert6z6dését. A
kancaistalloban tartottak egy zebramént is, ami négy évvel az idegrendszeri tlnetek
megjelenése elbtt kerlilt az 4allomanyba, egy cirkuszos csalad tulajdonabdl. Ez a
jarvanykitérés alatt nem mutatta a betegség tineteit. Sajnos az EHV-1 térzsek genetikai
elemzése idején az allat mar nem élt, ezért tovabbi vizsgalatokat nem tudtunk végezni.

A kancakkal egyutt tartott zebramén azért valt érdekessé a vizsgalataink soran, mert az
ORF68 részben polimorf szakaszan eléfordulé harom, eddig nem ismert SNP megtalalhaté
harom olyan EHV-1 tdrzsben is, amelyek egy zebrabdl, egy Thomson-gazellabdl, illetve egy
onagerbdl szarmaztak (Ghanem és mtsai, 2008). Erdekes médon a nem 16 eredetli harom
térzs megegyezett abban, hogy révidebb-hosszabb szakaszokon delécidk vannak az ORF68
régidban, amik viszont teljesen hidnyoztak a lovakbdl izolalt térzsekbél, igy a 04_04 kodjeld
térzsbél is. Ezen Kivil mindharom, nem 16 eredet(i térzs tartalmazott tébb olyan pontmutaciot
is, amelyek szintén hianyoztak a magyarorszagi izolatumbél. A 04_04-es térzsben megjelend
.Zzebra-eredet(i” SNP-k el6fordulasara az egyik lehetséges magyarazat az lehet, hogy az

allomanyban perzisztal6 16 eredetli EHV-1 térzs néhany helyen rekombinalédott a zebra
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eredetld EHV-1 tobrzzsel, és ezért jelentek meg a kizardélag zebra eredetl térzsekre jellemzé
pontmutaciok. Ennek a bizonyitasa azonban még tovabbi vizsgalatokat igényel.

A csoportok genetikai elemzése utan felallitott térzsfan jol lathatd, hogy melyek azok a
csoportok, amelyek egymassal szorosabb rokonsagban allnak. A  tbrzsek
csoportspecifikus szekvencia eltérések csak viszonylagosak és azt jelentik, hogy egy vizsgalt
izolatum milyen mértékben és hol tér el a viszonyitasi alapnak tekintett térzstol.

Ez els6sorban azért alakult igy, mert az Ab4 volt az els6 olyan t6rzs, amelynek ismertté valt
a teljes genom szekvencigja, igy az ezutan vizsgalt térzsek genomjanak felépitését ehhez
tudtak hasonlitani. Ha megnézzik a felallitott térzsfat, azt latjuk, hogy a csoportokat tébbé-
kevésbé harom nagyobb egységbe tudjuk rendezni, az egyik egység tartalmazza az 1-es, 2-
es, és az ezekkel szoros rokonsagban lev 8-as csoportot, ettél egy kicsit tavolabb van a
térzsfan, de még viszonylag hasonlé a 7-es csoport szekvenciaja. Egy kulon agat
képviselnek a 3-as, 4-es és 6-o0s csoport tagjai, amelyekben kzds elem a 629-es pozicidoban
el6forduld mutacio (Aezo).

Egy 6nallé agon talaljuk az 5-6s, 9-es és 10-es csoportokat. Erdekes médon az eredeti hat
csoport kdzll az 5-6s volt az egyetlen, mely a térzsfan ennyire messze kerilt a viszonyitasi
alapnak tekintett Ab4-t6l, és a hozz& hasonlitdé csoportoktdl (1-es és 2-es). Az ezekre
jellemz8 G74¢ és Az13 @ Magyarorszagon izolalt térzsek kézil csak kettében fordult eld, ami
viszont meglepd, hogy az angol kutatdék tanulmanyaban a RacH vakcinatdérzsdn kivul, csak
Eszak-Amerikabol szarmazod térzsek szerepeltek, igy ezek a térzsek nagy valoszinliség
szerint kulféldrél behurcolt térzsek lehettek, vagy egyéb uton (vakcinak) kertltek be az
orszagba.

A torzsfa alapjan valdszinisithetjuk, hogy a léallomanyokban fertézést okozo térzsek
genetikai allomanya valtozatosabb, mint amilyennek el6szér gondoltak. Annak oka, hogy az
izolatumok ORF68 szekvenciai szerint a csoportok nagyobb egységekbe rendezhetbk, az
lehet, hogy a régebben kialakult mutacidk késébb ujabb mutaciokkal egésziiltek ki, illetve a
I6allomanyokban perzisztens formaban jelenlévé koérokozék az allomanyba bekerilt uj
térzsekkel rekombinalédhattak, igy ujabb és uGjabb csoportok alakultak ki. Ezt az is
igazolhatja, hogy vannak olyan pontmutaciok, amelyek tdbb csoportban is megjelennek, és
ezek mellett talaljuk meg azokat a csoportspecifikus valtozasokat, amelyek csak egy-egy
csoportra jellemzék.

Ehhez kapcsolédik a csoportok kialakitdsanak problémaja, aminek szabalyszer(iségeit
sajnos nem talaljuk meg a Nugent és mtsai (2006) altal lek6zélt tanulmanyban. Mivel Uj
csoportok kialakitasahoz elegend® egy Uj SNP megjelenése, ez késébb ahhoz vezethet,
hogy az egyre nagyobb szamban megvizsgalt izolatumokban Gjabb és Ujabb pontmutaciokat

talalunk, ami egy idé utan a rendszerezést teljesen lehetetlenné teszi. Véleményem szerint
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szerencsésebb volna a tdbb mostani csoportban kézds SNP-k alapjan nagyobb létszamu
csoportokat kialakitani, igy talan a késébb talalt ujabb mutacidk sem tudjak a csoportok

szamat annyira felduzzasztani, hogy a csoport alapu rendszer hasznalhatatlanna valjon.

7.3.3. Szabalyszeriiségek a kiilbnb6z6 csoportokba tartozo térzsek féldrajzi és idébeli

elterjedésében

Nugent és mtsai a sajat izolatumaik ORF68 régidinak elemzésekor arra figyeltek fel, hogy az
SNP-k alapjan kialakitott genetikai csoportok tagjai eltéré valdszinlséggel fordultak el6
bizonyos féldrajzi régidkban. Példaul az 5-6s csoport tagjai féleg észak-amerikai, mig a 3-as
és 4-es csoport tagjai els6sorban eurdpai jarvanykitérésekbdl szarmaztak. A rendelkezésre
alldé izolatumok szarmazasi helyét, mint foldrészt vették figyelembe, orszagokon belili
eloszlast nem vizsgaltak. Ezek az adatok valészinidleg nem is alltak rendelkezésukre.

A magyarorszagi izolatuzmok szarmazasi helye telepulések szerint is ismert volt, ezért a
csoportok eloszlasat nagyobb felbontasban tudtuk &sszehasonlitani. Azt azonban meg kell
jegyeznink, hogy egy adott t6rzshdz tartozé szarmazasi hely nem feltétlendl jelenti azt, hogy
az a térzs Magyarorszagon kizarélag abban az allomanyban fordul el6, hiszen amint latni
fogjuk, vannak térzsek, amelyek egy adott région belll tébb ménesben is felbukkantak. A
masik eltérés, hogy amint azt késébb megallapitottuk, voltak olyan térzsek is, amelyek nagy
valészinliség szerint kulféldi eredetliek. Mivel a vizsgalataink soran nem tudtuk az 1977 és
2008 kozotti idészakban Magyarorszagon jarvanyt okoz6 dsszes EHV-1 tdrzset analizalni,
ezért az eredményeinkbdl inkabb csak tendenciakra tudunk kdvetkeztetni.

A magyarorszagi mintak elemzése soran kapott eredményeink tébb ponton is eltérnek a
Nugent és mtsai (2006) altal kapott eredményektél. Az angol kutatok altal begydjtétt és
megvizsgalt izolatumok legnagyobb része a 2-es és 3-as csoport tagja volt (2-es csoport:
36/104 izolatum, 3-as csoport: 34/104 izolatum), ebbe a két csoportba tartozott a vizsgalt
virusok 67,3%-a. Az 1-es csoportba tartozé térzsek szekvenciai teljesen megegyeztek a 2-es
csoport tagjaival, kivéve azt az egyetlen kildnbséget, hogy a homoldg, G bazisokbdl allé
szakaszon nem hét G bazist kédoltak, hanem hatot, nyolcat vagy kilencet, bar az adott
szakasz szekvenalasi nehézségeir6l mar ejtettem szét. A 2-es és 3-as csoport szinte
ugyanannyi tagot szamlalt, viszont egy jelentés kulénbség mégis akadt kézottik. A 2-es
csoport tagjainak kicsit tdbb mint a fele szarmazott az USA-bdl (19/36 izolatum), és csak
nyolc izolatum volt eurdpai eredetli, mig a 3-as csoport esetén ez az arany forditott volt, a 34
térzsbél 29-et Eurépaban izolaltak, és csak négy szarmazott az Egyesiilt Allamokbol.
Eredményeink annyiban hasonlitottak ehhez, hogy a Magyarorszagon izolalt virusok
legnagyobb részét szintén a 2-es csoportba tudtuk besorolni (14/35 izolatum). Kilénbség

viszont, hogy az angol kutatok cikkében ez volt az a csoport, ami féleg az USA-b6l szarmazo
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izolatumokbdl allt, és csak kevesebb, mint negyede volt eurépai eredetd. Erdekes modon a
féleg eurdpai izolatumokbdl allé 3-as csoportnak a mi esetiinkben csak hat tagja volt (ami
kevesebb, mint fele a 2-es csoport tagjainak), de még igy is ez volt a masodik legnagyobb
csoport. A megvizsgalt izolatumaink kdzul végil nem akadt olyan, amit az 1-es vagy a 6-os
csoportba tudtunk volna sorolni. Az 5-6s csoport ezektél annyiban tért el, hogy az EHV-1
fert6zésbdl szarmazoé izolatumok kozll ugyan egy sem tartozott ide, viszont mindkét
laboratoriumi térzs (ARMY 183, RacH) olyan csoportspecifikus szekvenciakat tartalmazott a
vizsgalt szakaszon, ami erre a csoportra jellemzd. Erdekes még az is, hogy az altaluk
szekvenalt masik vakcinatérzs (a Rhinoquin vakcina viruskomponense) szintén az 5-6s
csoportra jellemzd SNP-ket kodolt.

Ehhez kapcsolddik az a feltevésiink, hogy mivel a 9-es és 10-es csoportba tartozo két
magyarorszagi izolatum (83_01, 04_04) szoros rokonsagot mutatott az 5-6s csoportba
tartozé virusokkal, ezek esetleg valamilyen vakcinatérzs mutacioja, vagy észak-amerikai
torzsek behurcolasa utan jelenhettek meg a magyarorszagi l6allomanyokban. A két izolatum
ugyan tébb pontmutaciéban is kilénb6zétt egymastél (az ORF30 szakasz alapjan a 83_01 a
nem neuropatogén, mig a 04_04 a neuropatogén genotipusba tartozott), illetve az izolalasuk
idépontjai kdzott is majdnem 20 év telt el, a 35 izolatum kdzll csak ez a kettd volt az, amelyik
tartalmazott az 5-6s csoportra jellemz6é specifikus mutacidkat (G741, Az19).

Ahogy arrél az irodalmi dsszefoglalobban mar volt sz6, hazankban az 1980-as évektdl
hasznaltak él6 virust tartalmaz6 vakcinakat az EHV-1 elleni védekezésben. A 90-es évek
végéig kaphaté Prevaccinol vakcinaban és a kilénbdzd laboratoriumokban eléallitott
,telepspecifikus” vakcinakban is a RacH térzset hasznaltak. Erdekes viszont, hogy annak
ellenére, hogy Magyarorszagon is széles kdrben hasznaltak attenualt, €6 virusos vakcinakat
a betegség megel6zésére, a 35 megvizsgalt térzsbél egyedil ezt a két, vetélésbdl szarmazd
izolatumot (83 01, 04 _04) lehetett kapcsolatba hozni a vakcinatérzsekkel. A mieinkhez
hasonlé eredményeket kapott Palfi és Christensen (1995) is 25, daniai eredetli EHV-1
izoldtum genetikai vizsgalata utdn. Négy, vetélésekbdl szarmazd virusban a restrikcids
enzimekkel torténé emésztés utan olyan genetikai markereket talaltak, amelyek a RacH
vakcinatorzsre jellemzbek. Ezek szerint az él§, attenualt virust tartalmazé vakcinakbodl
szarmaz6 EHV-1 virustérzsek cirkuldlhatnak a I[6allomanyok kozott, sbét ezek akar
vetélésekbdl is izolalhatok.

Hozza kell azonban tennlnk, hogy a két magyarorszagi izolatum szekvenciaja az ORF68-as
szakaszon nem egyezett meg teljesen a RacH szekvencigjaval, igy nem lehet biztosan
kijelenteni azt, hogy vakcinatérzsekrél van sz6, azonban a két izolatumban el6éforduld, 5-6s
csoportra jellemzdé két SNP azt valoszindsiti, hogy ezek a térzsek vagy él6 virusos

vakcinatorzsekkel, vagy behurcolt, észak-amerikai térzsekkel allnak kapcsolatban.
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A legnagyobb, dsszesen 14 tagot szamlalo 2-es csoport tagjai szinte az egész 30 éves
id6szak alatt okoztak jarvanyos vetéléseket. Jellemzé rajuk az is, hogy annak ellenére, hogy
nagy létszamu csoportrol van szo, egy kivételével az orszag kézépsd részén, egy kb. 150
km-es atmérdji kérén bellil fordultak eld. Mivel ez az egyik olyan csoport, amelybe a legt6bb,
jarvanybdl szarmaz6é EHV-1 izolatum tartozik, ezért ezek azok, amelyeket a legnehezebb
nyomon kdvetni. Ezt koénnyitheti meg az, ha az adott terlleten cirkulald, esetleg
perzisztensen jelen levd EHV-1 térzsek ORF68 és ORF30 szekvenciai ismertté valnak. igy
az allatok mozgatasa révén fert6z6d6é allomanyokba bekerllé virusok szarmazasi helye
kénnyebben kiderithetd.

Az ORF30 elemzése soran szinte csak a 2-es csoportban talaltunk neuropatogén
izolatumokat, ami valoszinileg azzal is 6sszefligg, hogy ez a legnagyobb létszamu csoport.
Ez viszont azt is jelzi, hogy nagy valészinlséggel erre nem jellemz6 az, ami a késdbb szbéba
kertld 7-es és 8-as csoportra, miszerint a csoportba tartozé tébb izolatum kilénb6zé idében
€s mas teleplléseken térténd megjelenése valdszinlileg ugyanannak az egy virustérzsnek a
felbukkanasat jelenti. Kivétel ez aldl két olyan, egy évbdl és egy telepulésrél szarmazo
izolatum (98 04, 98 05), amelyek még abban is megegyeznek, hogy az ORF30
szekvenciaik alapjan mindketté a neuropatogén csoportba tartozik. Ezért a két izolatum
valoszinlleg ugyanazt a térzset jelenti, amely egy telepilésen belll két |6tartd allataiban is
vetélést tudott okozni. Ugyanez mondhat6é el a 4-es csoport két tagjardl is, a 07_01 és
07_02-es koédszamu izolatumokrél, a két minta valdszinlileg ebben az esetben is egy
virustdrzset takar. A 4-es csoportba ezen kivll csak egy izolatumot tudtunk besorolni, ez 17
évvel korabbroél, 1990-bél szarmazik.

A 7-es csoporttal kapcsolatban meg kell jegyezniink, hogy ez volt az egyetlen, amelynek a
tagjairdl tudjuk, hogy valészinlileg kulféldi eredetliek (Palfi Viimos személyes kozlése). A
csoportba tartozé izolatumok, amint az a 6. abran is lathatd, egy viszonylag kérulirt terlleten,
két évben (1978, 1982) bukkantak fel. Az 1978-as jarvanyban dsszesen harom minta kerilt
bekiildésre, egy k6zds helyrél, Diéspusztardl. Ez a Babolnai Allami Gazdasaghoz tartozé
egyik ménes volt, értékes tenyészallatokat tartottak itt. 1978-ban egy kulféldi 16szallitmany
(Szerbiabol szallitottak lovakat Németorszagba) egynapos pihendje soran fertézédhettek a
magyar lovak. A vetélési hullamot valészinlleg az allomanyba bekertld Uj térzs valtotta ki,
ebbdl a jarvanybdl szarmaztak azok a mintak, amelyek végiil az akkori az Allategészségiigyi
Intézetbe keriltek. A ménesben lezajlott vetélések utan a jarvany megnyugodott, de az
allatokban a 7-es csoportot alkot6 EHV-1 virustérzs perzisztens allapotban tovabbra is jelen
volt. A térzs legkézelebb 1982-ben okozott vetélést, szintén a Babolnai Allami Gazdasaghoz
tartozé babolnai ménesben, illetve egy kicsit késébb, még egyszer ugyanabban az évben
Kerteskén. Ezutan ebbe a csoportba tartozé EHV-1 térzset nem sikerilt izolalnunk, annak

ellenére, hogy egy masik olyan minta is szerepelt a vizsgalataink k6zétt, amelyik Babolnarél
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szarmazik. Ezt 2004-ben kildték be intézeti vizsgalatra, viszont ez mar a 8-as csoport
specifikus SNP-it kodolta.

Erdekes, hogy a 8-as csoportba tartoz6 térzsek eléfordulasa térben és idében is sokkal
valtozatosabb, mint a 7-es csoport tagjaié. Amint az a 6. tablazatban lathaté, a 8-as
csoportba tartozé izolatumok egy kb. 10 éves idészakban fordultak csak el6, 1997 és 2006
kozott. A csoportspecifikus mutaciot kédold térzs elészér az orszag délkeleti részén, a
mez&hegyesi ménesben jelent meg, majd valészinlleg ugyanez 1998-ban ujra felbukkant,
szintén ugyanitt. Ugyanebben az évben megjelent Aban is, majd egészen 2004-ig nem
sikerult olyan EHV-1 virust izolalnunk, amelyben a csoportra jellemz6 SNP-k megjelentek.
Ezutan valamilyen médon a virustérzs (vagy egy vele kdzeli rokonsagban all6 térzs) eljutott
Babolnara. A 8-as csoportba tartozé izolatumok utolsé felbukkanasa 2006-ban tértént,
Lajosmizsén. Erdekes, hogy ugyanebben az évben Mezéhegyesrél is érkezett egy minta az
csoportba tartozik.

Jol lathatd, hogy elég nagy id6intervallumok vannak a csoportba tartozé izolatumok
felbukkanasai kézott, és a bekuldétt mintdk az orszag tavoli régidibdl szarmaztak. Ezzel
egylitt a 8-as csoportra jellemzé pontmutacié nagyon egyedi (G,o6), ebben a poziciéban csak
ebben a csoportban fordult el6 az egyedi nukleotid polimorfizmus. Ezért valdszin(i, hogy a
jarvanyokat ugyanaz a térzs okozta, kisebb-nagyobb idébeli és térbeli eltérésekkel. Ezt az is
igazolhatja, hogy ugyan csak hat izolatum tartozik ebbe a csoportba, viszont az ORF30
alapjan meghatarozott genotipusuk is megegyezik.

Ha megnézzik azt, hogy a rendszervaltas el6tt és utan vannak-e kilénbségek a csoportok
el6fordulasaban, akkor kiderul, hogy az 1989 elétt izolalt térzseket csak a 2-es, 7-es és 9-es
csoportokban talalunk. Ha figyelembe vesszik azt, hogy a 7-es csoportot alkotd térzsek
valoszinlleg csak rovid ideig és egy allami gazdasag meénesein belll cirkulaltak, akkor
lathatd, hogy az EHV-1 térzsek genetikai valtozatossaga sokkal kisebb volt a 70-es és 80-as
években, mint a késdbbiekben. Ennek oka val6szinlleg az lehet, hogy a rendszervaltas el6tt
jéval zartabb kérilmények kdzott folyt a lovak tartasa és tenyésztése Magyarorszagon, ezért
kisebb volt az esély arra, hogy az orszagban Uuj, itt még nem cirkulalé virustérzsek
megjelenjenek.

A l6tartasra jellemzd, hogy az allatok egy része folyamatosan mozgasban van, ezért az
altaluk hordozott EHV-1 virustérzseknek sokkal nagyobb az esélye arra, hogy egy masik
allatallomany egyedeit megfertézzék, mint a jellemz&en egy adott helyen tartott egyéb
gazdasagi haszonallatoknak. Ezért egy adott izolatum esetén nem csak a szarmazasi
helynek van jelentésége, hiszen az izolatumok foldrajzi elterjedésébdl levonhatd
kévetkeztetések elsésorban tendenciakat jelentenek, illetve egy nagyon jellemzé

csoportspecifikus pontmutacié esetén abban segitenek, hogy a csoportba tartozd torzsek
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mozgasat nyomon tudjuk kévetni. Valoszinl tehat, hogy az egyes izolatumokhoz tartoz6
szarmazasi helyek nem az adott csoport statikus eléfordulasi helyét, hanem az el6fordulasi
terlleten (egy orszagban, vagy orszagok kozo6tt) zajlé cirkulacié egyik allomasat jelentik.

Meg kell jegyezniink azt is, hogy a mintaink nagy része elsésorban allami gazdasagokbdl és
nagyobb ménesekbdl szarmazott, ezért a minta bekildések nem fedték le az egész orszag
tertiletét. igy nem tudjuk biztosan kijelenteni azt, hogy egy adott csoportba tartozé izolatumok
az orszag bizonyos terlletein nem bukkanhatnak fel, viszont érdekes, hogy bizonyos
csoportok tagjai csak korlatozott ideig és korlatozott tertileten fordultak eld, mig voltak olyan

csoportok, amelyek szinte az egész 30 éves id6szak alatt jelen voltak.
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8. UJ EREDMENYEK

A vizsgalataink el6tt feltett kérdésekre az eredményeink elemzése utan a koévetkezd

valaszokat tudtam adni:

1.

A 35 magyarorszagi izolatumbdl 6sszesen 5 tartalmazta azt az egyedi nukleotid
polimorfizmust, ami a neuropatogén genotipusba tartozé tdrzsekre jellemzd, ez a

megvizsgalt izolatumok 14%-at jelenti.

A 04_04 kobdjelld izolatum, amelynek korelbzményében szerepeltek neurologia

neuropatogén genotipusba tartozik.

Kifejlesztettiink egy primer-probe energiaatvitelen (PriProET) alapul6é uj, egyszerd,
gyors és specifikus moddszert, amivel a neuropatogén és nem neuropatogén

genotipusba tartozé térzseket el lehet kiléniteni

Kidolgoztunk egy Uj, sajat moédszert az EHV-1 genom ORF68-as szakaszan
el6forduld pontmutaciok vizsgalatara. Ennek segitségével meghataroztuk, hogy a
magyarorszagi EHV-1 izolatumok k&zott az el6zbleg kialakitott csoportok milyen
aranyban fordulnak el6. A 35 izolatumbdl 12 eddig le nem irt pontmutacidkat

tartalmazott, ezekbél az eddigi hat mellé négy Uj csoportot tudtunk kialakitani.

Mivel a vizsgalatainkban nem szerepelt az 0&sszes, az elmult 30 évben
Magyarorszagon izolalt EHV-1 térzs, ezért az izolatumok szarmazasi helye az adott
térzs Magyarorszagon belllli mozgasanak egy-egy allomasat jelenti. Az altalunk
vizsgalt genetikai markerek segitségével nem annyira a bizonyos csoportokba tartozé
térzsek allandé el6fordulasi helyérdl tudunk informaciét szerezni, hanem egy adott

tertleten cirkulal6 térzsek nyomon kdvetését lehet elvégezni.

Az ORF30 és ORF68-as szakaszon el6forduld pontmutaciok meghatarozasa és
nyilvantartasa elsésorban az EHV-1 jarvanyok lezajlasa utan elvégzett jarvanytani
nyomozast segitheti. Minél tébb genetikai markert ismerink egy adott EHV-1
izolatum o&rékitéanyagaban, annal kénnyebb lesz az allomanyban fertézést okozo

térzs azonositasa, és szarmazasi helyének meghatarozasa.
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7. A RacH vakcinatérzs nukleotid szekvencidja az ORF30 neuropatogenitast
befolyasolé szakaszan eltért az 6sszes tébbi izolatumtdl és laboratoriumi EHV-1
torzstdl, amit a moddszerink részeként elvégzett olvadaspont analizis is igazolt,
ugyanis az ehhez a t6rzshéz tartozé gérbe a két genotipus olvadaspont gérbéi kézott

helyezkedett el.

8. Megallapitottuk, hogy a 04_04-es jelzésl izolatum olyan nukleotid szekvenciakat
tartalmaz, amelyek csak zebra, onager, vagy Thomson-gazella eredetli EHV-1
virusokban fordulnak eld, viszont az ezekre a térzsekre jellemzd specifikus eltérések
nagy része hianyzik. Annak tisztazasa, hogy ebben az esetben a zebra eredetl
pontmutaciok hogyan lehetnek jelen egy 16 eredetli EHV-1 t6rzs genomjaban, tovabbi

vizsgalatokat igényel.
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