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BEVEZETES

A l6tartas moddja és célja sokban kilbénbozik a tdbbi 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 koérben
elterjedt, légzbszervi tiinetekkel vagy vetéléssel jar6 kérformak esetén jelentds, hanem a
tenyészallatokban, illetve versenylovakban megjelené idegrendszeri tiinetek is komoly
kévetkezményekkel jarhatnak.

A l6félékben eddig izolalt kilenc herpesvirus kézil az egész vilagon eléforduld, esetenként
jelentés gazdasagi kart okozo, 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). Az ezek altal okozott rhinopneumonitis, illetve a fertézott kancak vetéléssel jard
koérképe hazankban is régbta ismert, gazdasagi jelentésége a vakcinazasok ellenére még
napjainkban sem csdkkent. A két szerotipus altal el6idézett 1égzdszervi tiinetek nagyon
hasonloak, a vetéléses és idegrendszeri tlinetekkel jaré korformabdl izolalt térzsek nagy
tobbsége viszont az 1-es tipusba tartozik.

Az allatok mozgatasa, illetve a gyakori, kbzvetlen kontaktus idegen allatokkal, ami bizonyos
lovaknal elengedhetetlen (pl. versenylovak), nagyban néveli az EHV-1 fert6zés kockazatat. A
herpesvirusokra jellemz6 latencia lovakban is megjelenhet, a klinikai tiineteket nem mutato,
virushordozé allatok alkotjak a fert6zés rezervoarjat az adott 16allomanyon belll. A latensen
fert6zott allatok virusiritévé valhatnak, és egyrészt folyamatosan fenntartjak a fertézést az
allomanyon belil, masrészt a virust az allomanyba bekeril6, fogékony allatoknak is at tudjak
adni, ami tdmegesen megjelend légzbészervi tiineteket és vetéléseket is okozhat.

A lovak 1-es tipusu herpesvirusanak a kancak vetéléseiben jatszott hazai szerepérél szamos
kbézlemény jelent meg. Az idegrendszeri tiinetekkel jar6 korforma eléfordulasarél nincsenek
adataink, egy olyan eset kérel6zményében, ami késébb az intézeti vizsgalat soran EHV-1
fert6zésnek bizonyult, a vetéléses koérforma mellett az egyik allatban ataxia, inkontinencia,
illetve a hatso testfél gyengesége is szerepelt.

A hazankban el6forduldé EHV-1 tdrzsek genetikai valtozatossagardl és a kilénb6zd
patogenitasu tdrzsek hazai elterjedésérdl eddig nem alltak rendelkezésre szakirodalmi
adatok. Elsédleges célom az volt, hogy az 1977 és 2008 kozotti 30 éves iddszak alatt izolalt,
vetélt Ibmagzatokbdl szarmaz6é 35 EHV-1 izolatumot valamilyen genetikai eltérés, vagy
patogenitasbeli kilébnbség alapjan csoportositsam. Irodalmi adatok szerint két olyan szakasz
is jelen van az EHV-1 genomjaban (ORF30 és ORF68), amelyek elemzésével Uj
informacidkat kaphatunk a magyarorszagi EHV-1 tdrzsek genetikai valtozatossagarol és

féldrajzi elterjedésukrol.



A KkUIféldi és hazai szakirodalom alapjan jol lathatdé, hogy a lovak herpesvirusainak
jelentéségét (els6sorban az EHV-1-ét) nem szabad alabecsilni akkor sem, ha egy
allomanyban vakcinazas folyik. Egy-egy értékes csikd elvesztése, esetleg az idegrendszeri
tlinetek 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 jellemz6 specialis tulajdonsagokkal, a latencia
fogalmaval. Vizsgalataim eredményei a virustdrzsek genetikai tulajdonsagainak
meghatarozasa alapjan el6segitik az EHV-1 fertézések jarvanytananak pontosabb
megértését, valamint a kilénb6zd csoportokba tartozé térzsek mozgasanak

meghatarozasaval a fert6zések eredetének tisztazasat.



A VIZSGALATAIM CELJAI

A hazai, kancak vetélt magzataib6dl szarmazé EHV-1 izolatumok molekularis vizsgalataival
arrél szerettiink volna informacioét szerezni, hogy az el6zéleg leirt, az ORF30-as és ORF68-
as szakaszokon el6forduld genetikai markerek milyen formaban fordulnak el6 az

izolatumainkban. A célkitizések eléréséhez a kévetkezb kérdéseket kivantam megvizsgalni:

s

pontmutacié alapjan meghatarozott kétféle genotipus (,neuropatogén”/G2254 és
,nem neuropatogén’/A2254 tipus) milyen aranyban fordul el a magyarorszagi

izolatumok k6zo6tt?

2. Az a torzs, amely a koérel6zményi 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 Uj diagnosztikai eljaras kifejlesztése, amellyel ezeket a
genotipusokat az eddigi mddszereknél gyorsabban és egyszerlibben el tudjuk

kaldniteni?

4. Az ORF68 szakaszon el6fordulé egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNP) alapjan
el6zbleg meghatarozott csoportok milyen aranyban fordulnak elé6 a hazai
izolatumok kéz6tt? Talalunk-e olyan SNP-ket, amelyeket eddig még nem irtak le?
Ha igen, tudunk-e Uj csoportokat kialakitani az eddig nem ismert pontmutaciokat

tartalmazo6 térzsek besorolasaval?

5. Megfigyelheté-e barmilyen szabalyszerliség a kilonb6z6 ORF68-as csoportokba

tartozd hazai térzsek szarmazasi helyeinek féldrajzi eléfordulasaban?

6. Milyen gyakorlati jelent6sége van az altalunk megvizsgalt két genetikai marker
meghatarozasanak?
7. A vizsgalatokba bevont RacH vakcinatérzs esetében talalunk-e olyan genetikai

eltérést a vizsgalt szakaszokon, amely megkulénbézteti a fertézésekbdl izolalt

torzsektol?



ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt EHV-1 izolatumok és laboratériumi térzsek

Vizsgalataimban 6sszesen 35, az 1977 és 2008 kozétti idészakban intézeti diagnosztikai
vizsgalatra bekuldétt vetélt Ibmagzatokbdl szarmazé EHV-1 izolatumokat hasznaltam fel. Az
izolatumok elnevezését a bekildés évszamabdl és az izolalas adott éven bellli sorszamabdl
alakitottuk ki. A kérel6zmény minden esetben vetélés volt, egy izolatummal kapcsolatban
(04_04) irtak le idegrendszeri tlineteket is. A hazai izolatumok mellett két laboratériumi
térzset is felhasznaltam a genetikai vizsgalataimban, az egyik az ARMY 183, a masik a

vakcinakban hasznalt RacH torzs.

Modszerek
A 2004 el6tti izolatumok kozil csak azokat vizsgaltam meg, amelyek liofilizalt formaban
rendelkezésre alltak, mig a késdbbi izolatumok kivalasztasakor az elsédleges szempont az
volt, hogy a vizsgalatokhoz megfeleld mennyiséglii és minéségl eredeti minta alljon
rendelkezésre az azonositashoz.
1. Virusizolalas
A lecentrifugalt szervmintak, illetve a liofilizat toérzsek felGlusz6javal RK-13
sejttenyészeteket oltottam. A jellegzetes citopatogén hatas (a sejtek lekerekedése,
syncytiumok kialakuladsa) altalaban a beoltds utan 2-3 nappal mar megjelenik, ha a
szbvettenyészeten nem lattam elvaltozast még a hetedik napon sem, akkor a fellluszot

Ujra beoltottam (vakpasszazs).

2. Az izolatumok azonositasa multiplex PCR modszerrel (Carvalho és mtsai, 2000)

A legalabb 90-95%-0s citopatogén hatast mutatd szovettenyészetek tobbszori
(haromszori) lefagyasztasa és felolvasztasa utan a fellluszot lecentrifugaltam, majd az
igy nyert szuszpenzidbdl 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.

Az ORF30-ban eléforduld nukleotidcsere kimutatasara szolgald uj PriProET mbdszer és az

s

EREDMENYEK fejezetben talalhaté.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
A vizsgalataink eredményeit el kell kilénitenink az alapjan, hogy az EHV-1 genom melyik

ORF68 régidinak analizisét és ennek eredményeit kiilén pontokban targyalom.

A hazai EHV-1 izolatumok ORF30 génszakaszanak elemzése

A két genotipus elkilénitéséhez hasznalandd Uj modszer kivalasztasakor a primer-probe
energiaatvitelen alapulé (PriProET) eljarast azért részesitettliik elényben, mert a TagMan
probe-okat hasznalo real-time PCR rendszerekkel ellentétben itt csak egyetlen probe-ra van
szUkség, és ennek sem kell tokéletesen illeszkednie az amplikonhoz, igy tébbféle genotipus
kimutatdsara is alkalmas lehet. A kiUlénb6z8 genotipusok elkllénitéséhez a polimeraz
lancreakcio lezajlasa utan meg kell hatdroznunk azt a hémérsékletet, amelyiken a keletkezett
amplikon és a hozza kapcsoldédd probe kozotti kotddés megsziinik. Ezt nevezzik az adott
genotipushoz tartozé olvadaspontnak. A két genotipushoz és a Rach térzshéz tartozd

olvadaspont gorbék az 1. abran lathatok.
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1. abra. Az A2254 (nem neuropatogén), és a (G2254 (neuropatogén) genotipusu

izolatumokhoz és a Rach vakcinatbrzshéz tartozé olvadaspont gérbék

A 35 magyarorszagi izolatum kozil 6sszesen 6t olyat talaltunk, ami a 2254-es pozicidban G
bazist kédolt (neuropatogén genotipus), ez a megvizsgalt izolatumok 14%-at jelentette. A
04 _04 jeld izolatum, amelynek korelbzményében szerepeltek idegrendszeri tlinetek, szintén
a neuropatogén genotipusba tartozott. A két laboratériumi térzs is G bazist kodolt a vizsgalt

Osszes torzstél. A RacH a 2259-es pozicidban citozint kédol, ezért az olvadaspont gorbéje a



neuropatogén és a nem neuropatogén genotipusba tartozé izolatumok gorbéi kozott

helyezkedett el.

A hazai EHV-1 izolatumok ORF68 szakaszanak elemzése

szakasza bizonyult a leginkabb alkalmasnak arra, hogy angol kutaték egy olyan marker
rendszert dolgozzanak ki, amely alapjan az EHV-1 t6rzseket hat csoporba lehetett besorolni
az ORF68 szakaszon el6forduld egyedi pontmutaciok alapjan. Az ilyen mddon csoportokba
rendezett izolatumok féldrajzi elterjedésében szignifikans kilonbségeket talaltak aszerint,
hogy melyik csoportba tartoztak.

Az eredeti cikkben szereplé PCR rendszerrel nem kaptunk konzekvens eredményeket, ezért
a szakasz vizsgalatara sajat PCR rendszert terveztink, amivel a vizsgalni kivant szakasz
725 nukleotid hosszUsagu szakaszat tudtuk amplifikalni, majd a PCR termékeket minden
izolatum esetén kétszer szekvenaltuk.

A 35 magyarorszagi izolatumbdl csak 23-at (66%) tudtunk az eredeti hat csoport
valamelyikébe sorolni. 12 magyarorszagi izolatumban olyan egyedi nukleotid
polimorfizmusokat talaltunk, amelyeket eddig még nem irtak le. Ezekb8l négy Uj genetikai
csoportot sikerllt kialakitani. A kilonb6z6 izolatumok féldrajzi elterjedését csak azoknal a
csoportoknal tudtuk vizsgalni, ahol elegend6 szamu izolatum allt rendelkezésre. A csoportok
kézul tdbb olyat is talaltunk, amelyek elterjedése idében vagy térben korlatozott volt,
ezekben az esetekben lathatd kilénbség volt az egyes csoportok féldrajzi eléfordulasaban.
Azt azonban hozza kell tennink, hogy egy izolatum szarmazasi helye nem az EHV-1 tbrzs
egyeduli el6fordulasi helyét jelenti, hanem az adott terlleten cirkulalé virustdrzs pillanatnyi
felbukkanasi helyét.

A 04_04 koédszamu térzs harom olyan egyedi SNP-t kédol, ami 16bdl izolalt EHV-1-ben
szekvenciaiban még nem szerepelt. Viszont az izolatum nukleotid szubsztitucioi érdekes
mobdon tobb ponton is egyezést mutattak egy zebrabdl izolalt EHV-1 térzs ORFG68
szekvencigjaval. A zebra izolatum SNP-i nagyrészt eltérnek a 04_04 kddszamu térzs
pontmutaciéitdl, azonban a harom, csoportspecifikus eltérés jelen van a zebrabdl izolalt
térzsben is. Az eredmény azért érdekes, mert az izolatum szarmazasi helyén egy
zebracs6dort is tartottak a kancak mellett.

A két genetikai marker (ORF30 és ORF68) gyakorlati felhasznalasa tehat elsésorban a
jarvanytani nyomozast segitheti, egy allomanyba bejutott virustérzs eredetét egyszeriibb
kideriteni, ha ismerjuk az adott teruleten el6forduld6 EHV-1 térzsek ORF30 és ORF68

jellemzé szekvenciait.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A vizsgalataink el6tt feltett kérdésekre az eredményeink elemzése utan a kovetkezd

valaszokat tudtam adni:

1. A 35 magyarorszagi izolatumbdl ésszesen 5 tartalmazta azt az egyedi nukleotid
polimorfizmust, ami a neuropatogén genotipusba tartozé térzsekre jellemzd, ez a

megvizsgalt izolatumok 14%-at jelenti.

2. A 04_04 kodjelld izolatum, amelynek kérelézményében szerepeltek neurologia

igy a neuropatogén genotipusba tartozik.

3. Kifejlesztettink egy primer-probe energiaatvitelen (PriProET) alapuld U,
egyszerli, gyors és specifikus modszert, amivel a neuropatogén és nem

neuropatogén genotipusba tartozé térzseket el lehet kuldniteni

4, Kidolgoztunk egy Uj, sajat modszert az EHV-1 genom ORF68-as szakaszan
el6forduld pontmutaciok vizsgalatara. Ennek segitségével meghataroztuk, hogy a
magyarorszagi EHV-1 izolatumok kézoétt az elézbleg kialakitott csoportok milyen
aranyban fordulnak el6. A 35 izolatumbdl 12 eddig le nem irt pontmutaciokat

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

5. Mivel a vizsgalatainkban nem szerepelt az 0Osszes, az elmult 30 évben
Magyarorszagon izolalt EHV-1 torzs, ezért az izolatumok szarmazasi helye az
adott térzs Magyarorszagon bellli mozgasanak egy-egy allomasat jelenti. Az
altalunk vizsgalt genetikai markerek segitségével nem annyira a bizonyos
csoportokba tartozé térzsek allandd el6fordulasi helyérdl tudunk informaciot
szerezni, hanem egy adott terlleten cirkulalé térzsek nyomon kévetését lehet

elvégezni.

6. 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 ismeriink egy adott EHV-1
izolatum orokitbanyagaban, annal kdnnyebb lesz az allomanyban fertézést okoz6

térzs azonositasa, és szarmazasi helyének meghatarozasa.



7.

A RacH vakcinatérzs nukleotid szekvencidja az ORF30 neuropatogenitast
befolyasol6 szakaszan eltért az 6sszes tobbi izolatumtdl és laboratériumi EHV-1
torzstdl, amit a modszerink részeként elvégzett olvadaspont analizis is igazolt,
ugyanis az ehhez a térzshéz tartozé gérbe a két genotipus olvadaspont gérbéi

k6zott helyezkedett el.

Megallapitottuk, hogy a 04 04-es jelzési izolatum olyan nukleotid szekvenciakat
tartalmaz, amelyek csak zebra, onager, vagy Thomson-gazella eredetli EHV-1
virusokban fordulnak el&, viszont az ezekre a tbrzsekre jellemzd specifikus
eltérések nagy része hianyzik. Annak tisztazasa, hogy ebben az esetben a zebra
eredetli pontmutaciok hogyan lehetnek jelen egy 16 eredeti EHV-1 tdrzs

genomjaban, tovabbi vizsgalatokat igényel.
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