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2. Bevezetés

A Herpesviridae csaladba, azon beliil is az Alfa- ¢s Gammaherpesvirinae alcsaladba
szdmos, allategészségligyileg jelentds korokozo tartozik. A Gammaherpesvirinae alcsalad,
Percavirus nemzetségben 1évé Equid herpesvirus 5 (Davidson et al., 2009), egyike a loféléket
természetes koriilmények kozott fertézni képes 11 herpesvirusnak (Fortier et al., 2010).
Munkam soran ezzel, a napjainkban egyre jobban a tudomanyos érdeklddés eldterébe keriild
herpesvirussal foglalkoztam. A molekularis bioldgiai mddszerek fejlodésének kdszonhetden,
mara mar pontosan ismerjilk az EHV-5 genetikai allomanyat (Agius et al., 1992), azonban
pontos koroki szerepe tovabbra is tisztdzatlan; feltételezhetéen szerepe van  lovak
multinodularis tiidofibrozisanak kialakitasaban (Williams et al., 2007).

A lovak EHV-5 —tel valo fertdzottsége a vilag szamos orszdgaban bizonyitott,
azonban a magyarorszagi 16 allomanyokban vald eldforduldsardél nincsenek naprakész
adataink. Céljaink kozott szerepel ennek az lirnek a betdltése, valamint tudasunk bovitése
koértani hatdsaival kapcsolatban.

A kutatds soran egészséges, valamint 1égzdszervi tiineteket mutatd lovak vizsgéalatara
keriilt sort. Ezekbdl az allatokbdl vér, orrtampon, tovabba bronchoalveolar lavege fluid
(BALF) mintak vizsgélata tortént. Ezzel célunk, hogy kideritsiik, milyen tipust mintabdl lehet
a legnagyobb valoszintiséggel kimutatni a fertézést. Célunk azt is megvizsgalni, hogy van-e
Osszefliggés a BALF pozitivitas, és manifesztalodott 1égzoszervi betegségek kozott.

A mintakbol kinyert DNS-t, EHV-5 specifikus primerekkel, PCR segitségével

vizsgaltuk.



3. Irodalmi attekintés

Az Equid herpesvirus 5 (EHV-5) elsd izolalasara, két Angliabdl szarmazo, Ausztaliaban
karanténban 1év0 10, orriiregébdl vett mintakbol keriilt sor 1970-ben (Turner et al., 1970). Ezt
kovetden 1974-ben, 1égzdszervi tiineteket mutatd kancak vérének buffy coat rétegébdl kertilt
kimutatasra (Wilks and Studdert, 1974), azonban mind két fent emlitett esetben, mint az
Equid herpesvirus 2 egy valtozata. 1987-ben egy kutatas soran, melynek célja, a genetikai
homogenitas meghatarozasa volt, 51 ideiglenesen EHV-2 —nek besorolt virus izolatum kozott,
a mintdk restrikcids endonukledzzal, valamint Southern blot hybridizacioval torténd
vizsgélatat kovetden, felismertek 4, az EHV-2-t6]l nagymértékben elkiiloniilé torzset
(Browning and Studdert, 1987b). Ezen elkiiloniilo torzsek genomjanak tovabbi vizsgalata
utan, bizonyossagot nyert, hogy egy 1) Gamma- herpesvirus keriilt felfedezésre (Agius and
Studdert, 1992).

1997-ban a Ziirichi egyetem végzett kutatds sordn, Svéajcban is bizonyitani tudtdk a virus
jelenlétét (Franchini et al., 1997). 1999-ben Uj-Zélandon egy atfogéd kutatas keretében 114
16bol (csikd valamint felndtt 16) szdrmazod orrtampon, valamint periférias leukocita lizatum
(PBL) beoltott sejt tenyészeteket, EHV-5 specifikus PCR vizsgalata soran 38 minta
pozitivnak bizonyult, azonban nem volt kimutathatd kortani 0sszefiiggés (Dunowska et al.,
1999). Egy nemzetkozi 0sszefogéas keretében létrejott felmérés sordn az Anglidban vizsgalt
allomany 24%-a, mig a Magyarorszagon vizsgalt Shagya- arab csikdk 15%-a bizonyult EHV-
5 fertdzottnek (Nordengrahn et al., 2002). 2006-ban egy 8 éves Appalosa fajtaji 16 vérének
mononukledris sejteket tartalmazd izolatumabodl, tovabba 47 egészséges, Kalifornidban
tréningezd versenyld nasopharingedlis tamponmintaibol (64% pozitiv) keriilt kimutatisra a
virus Amerikaban (Bell et al., 2006b). Egy 2008-ban lezajlott monitorozds soran
bebizonyosodott, hogy a foldrajzilag igen nagymértékben izolalt, és a lovak importjat 1882-
t6l torvényekkel szigorian szabalyzé izlandi populdciokban is széles korben elterjedt az
EHV-5 (Torfanson et al., 2008). Kroénikus Iégzdszervi tiineteket, valamint
teljesitménycsokkenést mutatd lovak BALF mintainak PCR vizsgalata soran, szamos esetben
(16/387) Franciaorszagban is kimutatéasra keriilt a virus (Fortier et al., 2009). A kdzelmultban
a bécsi Allatorvos-tudomanyi Egyetem, ausztriai lipicai ménesekben kivitelezett, nagyszabast
szemészeti szirdvizsgalatdba a vizsgalt populaciok 51,1%-a volt EHV-5-tel fertdzott
(Rushton et al., 2013).

Huszonnégy 16, korbonctani vizsgalataira, valamint PCR eredményeire alapozva, 2007-

ben, az EHV-5-6t a lovak multinodularis tiidéfibrozisat (EMPF) feltételezhetden kialakito



koérokozoként nevezték meg (Williams et al.,, 2007).. Légzési nehézségeket, 1égzdszervi
tiineteket, valamint 4ltalanos lazas tlineteket mutatd lovakbol szdrmaz6 tiidé bioptatumokbol,
¢s BALF mintakbdl, specifikus PCR vizsgalatokkal kimutatdsra keriilt a virus. A radioldgiai
¢s ultrahangos vizsgalatok eredményeire, valamint a mintak EHV-5 pozitivitasara alapozva,
minden esetben, multinodularis tiidéfibrozis (EMPF) lett a diagnozis (Wong et al., 2008). A
korkép pontos leirdsat kovetden az EMPF sorra felismerésre kertiilt szerte a vildgon (Hart et
al., 2008; Wong et al., 2008; Kubiski et al., 2009; Poth et al., 2009; Niedermaier et al., 2010;
Schwarz et al., 2012a, Schwarz et al., 2013). Osszefiiggésbe hoztak még a virust lymphoid
daganatok (Schwarz et al., 2012a), keratitis (Richter et al., 2009), valamin erythema
multiforme (Herder et al., 2012) kialakitasaval.

3.1. Koroktan

Az equid herpesvirus-5 linedris, duplaszali, megkdzelitdleg 179 kilobazis nagysagu
genommal rendelkezé DNS virus (Agius et al., 1992). A genomot magaba foglalo, koriilbeliil
130nm atmérdjli ikozaherdralis szimmetriaju kapszidot, glikozilalt fehérjéket tartalmazoé lipid
burok (200nm) veszi koriil (McGeoch et al., 2006). Ezen fehérjék egyike a glycoprotein B
(gB), mely rendkiviil fontos szerepet jatszik a virus gazdasejtbe vald bejutdsdban, annak
sejtek kozotti tovaterjedésben, tovabba a gB képzi a virus ellen kialakulé immunvalasz 6
célpontjat. A herpesvirusok korében a gB-t kodold gén egy szakasza nagymértékben
konzervalt, a mutaciok kialakulasanak gyakorisaga rendkiviil kicsi (Neubauer et al., 1997,
Pereira., 1994), ezért a virus kimutatasara a gB-t kodold konzervativ régiora iranyulo

molekularis vizsgéalatokkal a virustorzsek specifikusan kimutathatdak.
3.2. Jarvanytan

A latens fertdzések kialakitasanak képessége sarokkove a herpesvirusok patogenezisének
és jarvanytandnak. Latens fertdzés sordn a virus genomja jelen van, azonban annak
expresszioja limital, tovabba ez id6 alatt nem képzddnek fertdzéképes virionok (Banks et al.,
1992). Az EHV-5 képes az interleukin-10-et (IL-10) kddold homoldg gén expresszalasara
(Studdest., 1996; Holloway et al., 2000). A viralis interleukin-10 fehérje gatolja a major
histocompatibility complex II. (MHC II) expressziojat, ezaltal a gazdaszervezetben
immunszupressziot alakit ki (de Wall Malefyt et al., 1991). A gammaherpesvirusok
jellemzdje, hogy szaporodasuk f0 szinterei a lymphoid szévetek, B és T lymphocytdk. Az
EHV-5 nagyfoku affinitasa az alveolaris makrofagok irant, valamint intracellularis zarvanyok

képzésére mutatott hajlam szokatlan tulajdonsdgok a gammaherpesvirusok korében.(Williams
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et al., 2007; Stoolman et al., 2011). Az virus erds tropizmussal bir a 1€égz6 szervrendszer felé
(Wang et al.,, 2003), azonban a konjunktivardl szarmaz6é mintdkban is megtalalhato.
Terjedésében 1égzdszervi valadékokban vald periodikus megjelenése ¢€s iiriilése jatszik fontos
szerepet (Dunowska et al., 2002a; Wang et al., 2007). Jarvanytani szempontbdl a virust
tiinetmentesen hordozo6 lovak rendkiviil fontos poziciot foglalnak el, mivel feltiinés nélkiil
képesek azt terjeszteni. Kiilonb6zd korcsoportok vizsgélatakor életkor fiiggd prevalencia
figyelhet6 meg. A fiatalabb korcsoportok nagyobb szazalékban iiritik a virust, mint az idésebb
korosztaly (Marenzoni et al., 2010; Rushton et al., 2013) A korosztalyok kozti eltérd
eredmények Osszefiiggésben lehetnek a virusfertézés kiilonbozé stadiumaival. Az idGsebb
lovakban fennall6 latens fert6zés a fertézoképes virionok szamanak csokkenését eredményezi,
ezzel szemben a fiatalabb egyedekben fennallo akut virusfertdzés, a fertézoképes virusok
nagyszamu Uriilését eredményezi. A csikok feltehetden sziiletés utdn, a virust {iritd kancaktol
fertdzdédnek (Fu et al., 1986). Az ¢lethosszon at tartd fertdzés miatt a virus idordl idore
kimutathatova valik a latens fertdzés reaktivacidja, vagy az allat mas torzzsel valo

feliilfert6zodése miatt (Hartley et al., 2013).

3.3. Az EHV-5 fertozés klinikai tiinetei

A virus hatasara szamos kiilonb6z6 klinikai tlinet, és korforma alakul ki. Enyhe esetekben
az egyszerli felsd léguti gyulladastol kiinduldan, ladzas éallapot, konjunktivitisz, és
nyirokcsomé duzzanat kialakulasa figyelheté meg (Dunowska et al., 2002a; Hart et al., 2008,
Richter et al., 2009). Sulyosabb esetekben (EMPF) letargia, intermittalo lazas allapot,
tachypnoe ¢és nehézlégzés, feler6sodott légzési zorejek, tachycardia, anorexia,
kovetkezményes rossz kondicio a legjellemzébbb tiinet. Haematoldgiai és biokémiai
vizsgalatok soran leukocytozis, neutrophylia, nem egy esetben leukaemia (Schwarz et al.,
2012a) valamint hyperfibrinogenémia tapasztalhatd. Léguti valadékok vizsgalata soran
gyakran mutathatd ki potencidlis patogének nélkiili neutrofilsejtes gyulladas. A légutak
endoszkopos vizsgalata sordn a pharingedlis lymphoid képletek megnagyobbodasa-
hyperaemidja, petechidk a nyalkahartydkon, valamint nyalkas valadék figyelhetd meg a
trachea ¢és a horgék lumenében. A mellkas radiologiai vizsgalatakor miliaris vagy noduldris,
diffiz intersticidlis rajzolat lathat6. A periféridsan elhelyezkedd elvaltozasok ultrahangos

vizsgalatok segitségével is leképezhetéek (Wong et al., 2008; Niedermaier et al., 2010).



3.4. Az Equine Multinodular Pulmonary Fibrosis

Az EMPF egy kronikus és olykor progressziv 1€gzdszervi betegség, mely jellegzetes
makroszkopos valamint korszovettani megjelenése, és az EHV-5-hoz fiz6d6 kapcsolata

révén, elkiiloniil az egyéb oktan intersticialis pulmonaris betegségektdl (Dunkel 2012).

Lovakban a pulmonaris fibrozis patomehanizmusa kevéssé ismert. Emberek idiopatikus
tiidofibrozisanak (IPF) patogenezise napjainkban intenziven kutatott teriiletnek szamit. Az
IPF kialakitasaban valosziniileg szerepe van az Epstein-Barr (EBV) virusnak, mely szintén a
gammaherpesvirusok kozé tartozik (Doran et al., 2005). Mind az EMPF, és az IPF
patogenezisének hatterében feltételezhetdéen virus indukalt gyulladasos folyamatok allnak,
melyek végsd soron fibrézist eredményeznek. A II. tipusu pneumocytdk, és a makrofagok
ismételt karosodasa soran, intersticidlis fibrozist indukaldé Transforming Growth Factor-B
(TGF-B) szabadul fel. Murid herpesvirus-68-al (MHV-68) fertdzott egerek esetében
bizonyitottan ndvekedett TGF-B termelés, valamint az IPF-el val6 kapcsolat volt tapasztalhato
a vizsgalatok soran (Mora et al.,2005). MHV-68-al latensen fert6zott alveolaris epithel sejtek
megndvekedett TGF-B termelést mutatnak in vitro, mely a CCL2 chemokin fokozott
termelését, és ezen keresztiil kollagén szintézist timogatja a fibrocytdkban ( McMillan et al.,
2008; Vanella et al., 2010). A gyulladéasos sejtek altal termelt cytokinek, fibroblast novekedési
faktorok, és az iranyitatlan reparacidé progressziv fibrézist eredményeznek (Vanella et al.,
2008).

Lovak also léguti gyulladasainak prevalenciajat (Robinson et al., 2006), beleértve az
ismétlédo és sulyos gyulladasos epizodokat produkald recurrent airway obstuctiot (RAO) is,
Osszehasonlitva az EMPF el6forduldsi gyakorisagaval, valdszinli, hogy a gyulladas
onmagaban nem képes szignifikans fibrozis kialakitdsara. A human IPF-es betegeket
vizsgélati eredményeit nézve valoszinli, hogy Onmagaban a virus nem elég a betegség
kialakitasahoz. Feltételezhetden sziikséges valamilyen genetikai vagy szerzett hajlamositd
tényez0, mely fogékonyabba teszi a beteget a virusfertézéssel szemben, valamint noveli a
betegség kialakulasdnak valoszinliségét (Tang et al., 2003). Feltehetden igy van ez az EMPF
esetében is, hiszen az EHV-5 viszonylag sz¢les korben elterjedt, azonban az EMPF-es esetek
szama joval kisseb. Post mortem esetekben a diagndzis a korbonctani elvéaltozasokra, valamint
az EHV-5 nukleinsavdnak PCR-rel valé kimutatasara alapszik. Klinikai esetekben a tiinetek,
¢és a képalkot6 diagnosztikai eljarasok mellett, a BALF virologiai vizsgélata szolgal tAmpontul
(Wong et al., 2008). Az eddig leirt EMPF-es esetekben tilnyomd részt tiineti kezelést

alkalmaztak (kortikoszteroidok, nem szteroid gyulladascsokkentdk, antibiotikumok).
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Neéhany esetben antiviralis szerek alkalmazasaval sikertiilt javulast elérni, azonban az nem
tisztazott, hogy ez az alkalmazott gyogyszereknek, vagy csupan a véletlennek koszonhetd
(Schwarz et al., 2012b). A leirt esetek koziil eddig mindossze 2 éllat esetében tapasztaltak
hosszu tavu talélést, azonban nem csak tulélés, de az allat allapotanak javulasa, és teljes

felépiilés is el6fordul (Wong et al., 2008; Schwarz et al., 2012b).
3.5. Az EMPF koérformai

Az elvéltozasok legfoképpen a tiiddre és a bronchidlis nyirokcsomodkra koncentralodnak.
Az elvéltozasok az Osszestiid6 lebenyre kiterjedten tapasztalhatoak. A korképnek két
elkiiloniilé megjelenési formdja figyelheté meg. Mind két formaban nagyméretli, tomott
tapintatu, sargasbarna-fehér, fibrotikus csomok tapasztalhatéak makroszkoposan, valamint a
tiidé nem kollabal a melliireg megnyitasat kovetden.

Leggyakoribb a diffuz nodularis forma, mely esetben egyenként legfeljebb Scm-es

atméroig terjedd, a megmaradt kis mennyiségii ép tiid6 parenchimatol hatarozottan
elkiiloniilo, 6sszeolvadd nodulusok alakulnak ki (1. abra). A kevéssé gyakori a diszkrét gocos
forma, melyben nagyméreti (10cm-es atmérdig terjedd), elszortan eléforduld, az ép
parenchimatol kiilonallo gocok képzddnek. Ez utdbbi esetben nagyobb ardnyban talalhatod
meg az €rintetlen tiid6 szovet.

Korszovettani  vizsgalatok soran gyulladas ¢és a fibrozis kiilonbozé stadiumai
tapasztalhatdak. Az uralkodd forma esetén, az €p szovetektdl élesen elkiiloniild gocok
szabalyosan rendezd6dod érett kotdszovetbdl épiiltek fel. Az alveolaris architektura felbomlott,
valtozatos méretli, abnormalis ,,alveolar-like” légterek jonnek létre, melyeket cuboidalis
epithel bélel.

A ritkdbb forma esetén az elvéltozdsok hatara elmosodott, a gocokat éretlen, laza
kotészovetes kotegek alkotjak. Ebben az esetben az alveolusok destrukcidja figyelheté meg.
Az intersticiumot gyulladdsos sejtek, talnyomo6 részben lymphocytdk, kisebb részt
makrofagok, valamint neutrofil granulocytdk, és kis szdmban multinuklearis oOridssejtek
infiltraljak. A légutakban neutrofilok, megnagyobbodott, vacuolarizalt makrofagok, és szamos
tobbmagvu O6ridssejt halmozdodik fel. Egyes intraluminaris makrofdgokban eozinofil
magzarvanyok taldlhatoak. Egyes terlileteken a II. tipusu pneumocytdk hyperplaziaja

figyelheté meg (Williams et al., 2007).
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1. abra Az EMPF diszkrét noduléris formajanak korbonctani képe (sajat felvétel)
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4. Anyag és modszer

4.1. Vizsgalt allomanyok

A kutatds sordn mintdinkat az orszag kiilonbozé részeibdl gytjtottik. Az Ullsi
Nagyallatklinikarol szarmaz6 92 bronchoalveolar lavage fluid (BALF) (5 esetben vér és
orrtampon is) teszi ki a mintak jelentds részét. Ezek a mintak a klinikéra érkezd, 1égzdszervi
tiineteket, vagy teljesitménycsokkenést mutatd allatok kivizsgalasanak részeként kertiltek
levételre (28 mén, 24 kanca, 40 herélt, m10,5¢v; sd5,1év). A kinyert mintakat tovabbi
feldolgozasig -20°C-on taroltuk.

A Szilvasvaradi Allami Ménesgazdasag ménesébél szarmazé 20 lipicai 16 (13 kanca, 7
herélt, m8,3év, sd4,1év) mindegyikébdl orrtampon (NS), etilén-diamin-tetraecetsavval
(EDTA) alvadasban gatolt vért, tovabba BALF mintakat vettiink.

A Balaton felvidékrdl 5 ugrolobol, Keszthelyrdl 2 ugrolobol, Ulle Doéra majorbol 4
ugrolobol a fent leirt harom tipusu mintat gyiijtottik (5 mén, 4 kanca, 2 herélt; m8,5¢v,
sd3,5¢év).

Kecskeméten egy maganistallobol 14 Oldenburgi, valamint 2 Holsteini (6 kanca, 10 herélt,
mS5,4¢év; sd1,6év) fajtaju 16tol egyenként orrtampont, tovabba EDTA-val alvadasban gatolt
vért gylijtottiink.

Ahol moédunkban allt, a mintadk begytjtését megeldzoen rogzitettik a 16 korat, fajtajat,
ivarat, hasznositasat, versenyzési szintjét, tovabba hogy a vizsgalatot megel6zden volt-e barmi

nemt légzdszervi betegsége.
4.2. Bronchoalveolar lavage és orrtampon minta

A mintavételeket endoszkop nélkiil ,,vakon”, nasobronchidlis BAL cs6 hasznalataval, a csé
elozetes fertdtlenitésével, majd ezt kovetden steril kezelésével végeztik. A szonddzast
megeldzden a lovakat detomidin- butorphanol kombinécioval szedaltuk, majd az eldzetesen
kitisztitott orrnyilason keresztiil, az als6 orrjaraton at addig vezettiik, mig a tovabb haladasa
ellenallasba nem {itkozott. Ezt kovetden a csdé végén 1évé mandzsettdit 10ml levegdvel
infundéaltuk. A szonda hatdsara kivaltédott kohogést 2%-os lidokain, valamint steril
fiziologias so6oldatbol allo keverékkel csillapitottuk. A mintavételi csé munkacsatorndjan
keresztiil 360ml szobahdmérsékletli steril sooldatot juttattunk a horgdkbe, majd steril

fecskenddkbe rogton visszaszivtuk, végiil a teljes visszanyert mennyiséget Osszekevertiik.
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Tovabbi feldolgozéasig -70°C-on taroltuk. Az orrliregbdl vett tampon mintékat, tovabbi

feldolgozasig fiziologids sdoldatban, -70°C-on fagyasztva taroltuk.
4.3. Leukocita szeparalas periférias vérmintabdl

Els6 1épéskén az EDTA-val alvaddsban gatolt vérmintdkat 1860xg-n 10 percen keresztiil
centrifugaltuk. A centrifugalas hatdsara harom jol elkiilonithetd frakcid jott 1étre. A vérsavo
eltavolitasat kovetden, pipettaval leszivtuk a vordsvérsejt frakcio folott kialakult vékony
buffy-coat réteget, melyet rogton milli-Q vizhez pipettdztunk, a keveréket Ovatosan
atforgattuk, a majd 40 masodperc utan, 10x-es toménységli foszpatpufferrel (phosphate-
buffered saline, PBS) fiziologiasra allitottuk az ionkoncentraciot. Erre a Iépésre azért volt
sziikség, hogy az ionkoncentracio valtozasat kevésbé tlird vorosvérsejteket hemolizalni
tudjuk. 1860xg-s ujabb 10 perces centrifugéalas kovetkezett. A feliiluszot dvatosan ledntve, a
kémcsd aljara leiilepedett fehérvérsejtekhez PBS-t mértiink. Osszerazist kdvetden twjabb
centrifugalast végeztiink. A feliillusz6 ledntése, majd a leukocitdk PBS-ben torténd

homogenizalasat kovetden a mintakat tovabbi feldolgozasig -70°C-on taroltuk.
4.4. Nukleinsav kivonas

Az equid herpesvirus-5 nukleinsavat 200l mintabol, a QIAamp® DNS Mini Kit (Qiagen,

Hilden, Németorszag) segitségével vontuk ki a gyartd utasitdsai szerint.
4.5. Polimeraz lancreakcio

A nukleinsav kivonasat kovetden, a PCR kivitelezésé¢hez QIAGEN® Fast Cycling PCR
Kit-et (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltunk. A reakcidelegy 20ul-e tartalmazott Sul
RNaz mentes vizet, 10ul PCR MasterMix-et melyben megtalalhat6 volt a hdstabil polimeraz,
a reakcio szamdra megfeleld koriilményeket biztositd puffer, valamint dezoxi-nukleotidok

(HotStarTaq plus DNA polimerase, Fast Cycling PCR buffer, dNTP,); 2ul CoralLoad Fast

crer

crer

HotStarTaq polimerdz aktivalasaval kezdddott 95°C hoémérsékleten 5 percig. Ezutan
kovetkezett a 45 ciklusbol 4allé polimeraz lancreakcid. Egy ciklus soran elészor 96°C
hémérsékleten 25 masodpercig zajlott a denaturacids 1épés. Ezt kovetden a primerek

megtapadasat egy 5 masodpercig tartd 67°C hdmérsékleten torténd 1€pés tette lehetdve.
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A primerek megfeleld helyekre torténd stabilizalédasa utan a DNS polimeraz 68°C
hémérsékleten 25 masodpercig a templattal komplementer szélat szintetizalt. A 45 ciklus
befejeztével, 1 percig tartd 72°C homérsékleten zajlo, végsod lancszintézis kdvetkezett, annak
céljabol, hogy minden DNS dupla szalat alkosson. A kész reakcioterméket a késziilék 4°C
hémérsékleten tarolta. A DNS amplifikalasat az Applied Biosistems 2720 Thermal Cycler
géppel végeztik. A PCR sordn nyert 277 bp hosszisagh termékeket agarozgél-
elektroforézissel vizsgaltuk meg. A gél készitése sordn 50 ml Trisz-acetdt-EDTA (TAE)
pufferhez 0,8 g agardzt adtunk, felforraltuk, majd 6 pl Green safe-et adtunk az keverékhez,
mely hozza tud kapcsoldodni a DNS-hez és igy UV fényben zdlden fluoreszkalva lehetové
teszi a keresett termék detektalasat. Ezt kovetden futtatokadba ontottiik a folyékony gélt, majd
a megszilarduldsa utan a kadat feltoltottik TAE pufferrel. A gél zsebeibe 5-5ul-nyi PCR
terméket mértiink. A PCR termékek méretének meghatarozasdnak céljabol egy zsebbe
molekulatdmeg markert (100 bp Ladder, Promega, USA) mértiink és elektroforetizaltunk a
mintdkkal parhuzamosan. A gélt 40 percen keresztiil 10V/cm fesziiltségen elektroforetizaltuk,

majd UV fényben értékeltiik, lefotoztuk (2. abra).

277bp

végzett PCR eredménye. 1,2,4-es oszlop: negativ vizsgalati mintak; 5-os
oszlop: molekulatomeg marker; 3,6,7-es oszlop: pozitiv vizsgalati
mintak; 8-as oszlop: negativ kontroll; 9-es oszlop: pozitiv kontroll.




4.6. Statisztikai modszerek

A vizsgalatok soran nyert adatokat a Microsoft Office Excel 2007 program

felhasznalasaval elemeztiik.
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5. Eredmények

A Nagyallatklinikara érkezd 92 16bdl a vizsgalatok sordn 9 (9,8%) 16bol mutattuk ki a
virus DNS jelenlétét. Ezekbdl 5 esetben, médunkban allt NS, PBL, ¢s BALF minték gytijtése
(1. tiblazat). A fennmarado 87 16bol BALF mintékat vizsgaltunk. Osszesitve BALF mintabol
7 (7,6%) alkalommal keriilt kimutatdsra az EHV-5. A pozitiv csoportban 4 mén, 1 kanca, és 4
herélt volt (m7,7¢v, sd2,8¢v). Minden esetben tapasztalhatoak voltak kronikus 1égzdszervi
tiinetek. Harom 16 esetében a korbonctani, korszovettani leletekre, a hospitalizacié soran
végzett tiido biopsziara valamint EHV-5 pozitivitasra alapozva bizonyitottan EMPF, két 16
esetében mellkasi ultrahangos vizsgalatokra, BALF mintak virologiai vizsgalatara, valamint

intracellularis zarvanyokra alapozva feltételezhetéen EMPF volt a tiinetek hatterében.

1. tablazat A Nagyallatklinikara érkezett lovak mintdnkénti PCR eredményei

minta/allat kod 7293 7304 7359 7413 7434
BALF + + + - -
PBL - + - - -
NS + + + + -

A Szilvasvaradi Allami Ménesgazdasag ménesébol szarmazo 20 lipicai 16bol egyenként
NS, PBL, és BALF mintdkat gytjtottink. A vizsgalt 20 allatbol a PCR vizsgalatok
eredményei alapjan 7 (35%) bizonyult fertdzottnek (2. tdblazat). Az NS mintak esetében 7
(35%), a PBL mintakbol 2 esetben (10%), a BALF mintakbol egyszer sem volt kimutathat6 a

virus.

2. tablazat A Szilvasvaradi Allami Ménesgazdasagban vizsgalt lovak adatai

PCR- PCR+
Kor 4-16 év (m7,7; sd3,8) 4-15 év (m9,4; sd4,75)
Ivar Kanca 7 Kanca 6
Her¢lt 6 Herélt 1
Hasznositas Torzskanca 1 Torzskanca 3
Hatas/Fogatl612 Hatas/Fogatlo4
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A Balaton felvidékrél 5 ugrolobol, Keszthelyrél 2 ugrolobol, Ulld Déra majorbol 4
ugrolobol gytijtott NS, PBL, és BALF mintdk vizsgalata 4 16 fert6zottségét igazolta (3.
tablazat). Négy esetben (36,4%) NS, 1 esetben (9%) PBL, és 1 alkalommal (9%) BALF
mintabol keriilt kimutatasra a virus nukleinsava (3. abra). A BALF pozitiv kanca esetében

kronikus 1€gzdszervi tiinetek voltak megfigyelhetdek, tovabbi kivizsgalasa folyamatban van.

3. abra Az EHVS5 nukleinsavanak kimutatasa kiilonb6z6é mintakbol

100% -
90% -
80% -
70% -
60% -
50% - M EHV5-
B EHV5+
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -
NS PBL BALF
PCR- PCR+
Kor 6-15 év (m9,4; sd3,25) 4-12 év (m6,75; sd3,77)
Ivar Mén 4 Ménl
Kanca 2 Kanca 2
Herélt 1 Herélt 1
Hasznositas Ugrolo 7 Ugrolo 4

3.tablazat Balaton felvidéken vizsgalt lovak adatai
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A Kecskeméten vizsgalt 16 16 koziil, 4 (25%) egyedbdl (m6,25¢v; sd1,5¢v) mutattuk ki a
virust (4. tablazat, 4. dbra). NS mintakbol 4 (25%), mig PBL mintakbol egyszer sem sikertilt

kimutatni a virus nukleinsavat.

4. tablazat A Kecskeméten vizsgalt lovak adatai

PCR- PCR+
Kor 3-9 év (m5,16; sd1,6) 5-8 év (m6,25; sd1,5)
Ivar Kanca 6 Herélt 4
Her¢lt 6
Hasznositas Ugroélo 12 Ugrolo 4

4. abra A Kecskeméten vizsgalt lovak PCR eredményei. 4-7. oszlop: negativ vizsgalati

minta; 1,2,8,9-es oszlop: pozitiv vizsgalati minta; 3.0szlop: molekulatomeg marker; 10-es

oszlop: pozitiv kontroll; 11-es oszlop: negativ kontroll
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Osszesen 87 allattol gytijtottink BALF mintakat; 36 16to] egyenként NS, PBL, és BALF
mintakat; 16 egyedbdl egyenként NS és PBL mintakat. A kutatdsban résztvevd 139 allatbol
24 (17,3%) esetben keriilt kimutatdsra az EHV-5 nukleinsava, legalabb a vizsgdk mintdk
egyikébol (5. tablazat). Az orrtampon mintak esetében 20/52 (38,5%), a PBL mintak esetében
4/52 (7,7%), mig a BALF mintaknal 8/123 (6,5%) volt pozitiv (5. dbra). A pozitiv csoportbdl
11 (45.8%) mutatott kronikus 1égzdszervi tiineteket. Az EMPF-el diagnosztizalt lovak BALF

mintaja minden esetben EHV-5 pozitiv volt.

5. tablazat A kutatasban résztvev6 lovak adatai

PCR- PCR+
Kor 3-25 év (m9,7; sd5) 4-15 év (m8,13; sd3,46)
Ivar Mén 30 Mén 5
Kanca 36 Kanca 9
Herélt 49 Herélt 10

140

120

100

80

W EHV5+

60 W EHV5-

40 -

NS BALF PBL

5. abra A vizsgalt mintak és a pozitiv eredmények egymashoz viszonyitottan

19



6. Megbeszélés

Az equid herpesvirus 5, 1970-es leirasat kdvetden a vilag szdmos orszagaban intenziven
kutatott virussa valt. Kimutatasra kerlilt mind egészséges, mind pedig légzdszervi
betegségekben szenvedd lovakbdl vett mintakban (Fortier et al. 2010). Toébb eurdpai
orszagban tanulményoztdk kortani szerepét, valamint 16 allomanyokban valo elterjedését.
Eléfordulasi gyakorisdga nagyon valtozékony, 0-t6l akar 100%-ig terjedé prevalencia is
tapasztalhatd a populacié foldrajzi elhelyezkedéstdl, a vizsgélt korcsoportoktdl, valamint a
vizsgalt mintdk tipusatol fiiggéen (Dunkel, 2012). Fiatal versenylovakbol szarmazo
1égzdszervi valadékok vizsgalata soran 2006-ban az Egyesiilt Allamokban, az EHV-5 64%
elofordulasi gyakorisagat tapasztaltak a vizsgalt populacidoban (Bell et al., 2006). Hazdnkban
2002-ben zajlottak az EHV- elterjedtségére iranyuld kutatasok, melyek soran a vizsgalt arab
telivér csikok 15% bizonyult fertézottnek (Nordengrahn et al., 2002).

Céljaink kozott szerepelt, hogy felmérjik az EHV-5 kiilonb6z6 magyarorszagi
l64lloményokban valo elterjedtségét. A kecskeméti, valamint szilvasvaradi alloméanyok
esetében, a mintagylijtések azonos helyen tartott, megegyezd fajtajii és ismert hasznositasu
allatokbol torténtek, igy két homogén populécidt vizsgalhattunk.

A Kecskeméten vizsgalt német vérvonall allomany 16 egyedébdl 4 (25%) egyed bizonyult
fertdzottnek. A magasabb el6fordulas kialakitdsaban feltehetéen szerepe volt annak, hogy
ezek a lovak rendszeresen részt vettek dijugratdé versenyeken, ahol nagyobb eséllyel
talalkozhattak virushordozo allattal. A szallitdas és a verseny stressz eredményeképpen
iddlegesen kialakuldé immunszupresszid, fogékonyabbd teszi az adott allatot a fertdzéssel
szemben. Erdemes megjegyezni, hogy korabban az Ulléi Nagyallatklinikara érkezd, EHV-5-
tel fert6zott €s 1€gzdszervi tiineteket mutato 2 16 is ebbdl az dllomanybodl szarmazott.

A Szilvasvaradi Allami Ménesgazdasag ménesének vizsgalata soran, a szakirodalomban
fellelhetd (60% Marenzoni et al., 2010; 51,1% Rushton et al., 2012), lipicai ménesekben
végzett felmérésekhez képest alacsonyabb, 35%-0s prevalenciat tapasztaltunk.

A kutatds soran vizsgalt allomanyokhoz képest, a Nagyallatklinikara érkezd beteg lovak
kozott, a virus eléfordulasa alacsonynak mondhaté.

Sajat felméréseink sordn az Osszes vizsgalt 16 kozil 24 (17,3%) esetben kertiilt
megerdsitésre az EHV-5-tel vald fertdzottség. Eredményeink arra utalnak, hogy az EHV-5
viszonylag széles korben fordul elé a hazai loéallomanyokban. Az equid herpesvirus 5
nukleinsava joval tobbszor keriilt kimutatdsra az NS mintakbol, mint a PBL és BALF

mintakbol, emiatt ugy véljiik, hogy az EHV-5-tel valo fert6zottség megallapitasara, az
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orrtampon minta a legalkalmasabb, hiszen legnagyobb eséllyel ebbdl tudjuk kimutatni a
virust, nem invaziv, koltséghatékony, valamint rendkiviil egyszerlien véghezvihetdé a
mintavétel, a bronchoalveolar lavage kivitelezésével szemben.

A lovak pulmondris fibrozisa, egy progressziv lefolyast, sorvasztd betegség, mely
teljesitménycsokkenéshez, ¢s rendszerint az érintett egyed elhullasdhoz vezet. Régota
feltételezik, hogy a pulmondris fibrozisok kialakitdsaban szerepet jatszanak kiilonb6zo
virusfertézések. Emberekben az Epsein-Barr virus az idiopatikus tiidofibrozissal, mig 2007-
Ota az equid herpesvirus 5, a lovak multinodularis tiidoéfibrozisaval lett 0sszefiiggésbe hozva
(Williams et a., 2007). A szakirodalomban eddig leirt EMPF-es esetek mindegyikébdl
kimutatasra kertilt az EHV-5. In situ hibridizaciés technikaval, a virdlis genom kizéarolag az
¢érintett tiido teriiletekrdl volt kimutathatd (Dunkel, 2012; Williams et at., 2007).

Az altalunk vizsgalt 5 EMPF-es éallat mindegyikébdl BALF mintakat vettiink, és azokbol
minden esetben kimutatasra keriilt az EHV-5 nukleinsava. Az EHV-5 nukleinsavanak
jelenléte a BALF mintdkban szignifikans Osszefiiggést mutatott az EMPF diagnozisaval
(Fisher teszt, P<0,001). Ezek alapjan ugy véljiik, hogy az EMPF diagndzisanak felallitasa
soran, az EHV-5 jelenlétének vizsgalata BALF mintakban elengedhetetlen.

Az EMPF kialakitdsdban az EHV-5 fert6zottségen kiviil valoszinlileg mas tényezdk is
kozrejatszanak, hiszen a virus igen valtozatos, és olykor magas prevalenciaval fordul eld
kiilonb6z6 allomanyokban. Eredményeink azt a hipotézist timasztjak ala, miszerint sziikséges
valamilyen genetikai, vagy kdrnyezeti hajlamosito tényezé az EMPF kialakuldsahoz (Tang et
al., 2003). A harom igazolt EMPF-es allat koziil, két egyed nagyon kozeli rokonsagban allt
egymassal. Az érintett allatok mindegyike rendszeresen versenyzd ugréld volt. Az intenziv
hasznalat, az allatok gyakori szallitdsa, nagyobb érintettséget feltételez.

Hangstlyozandé hogy ezen eredmények alapjan nem vonhatunk le messzemend
kovetkeztetéseket az equid herpesvirus S-nek a lovak multinodularis tiidoéfibrozisanak
kialakitasaban betoltott kortani szerepével kapcesolatban, hiszen nem rendelkeziink megfeleld
szamu EMPF-es esettel. A virus pontos szerepének tisztdzasa érdekében a jovOben tovabbi
kutatasok sziikségeltetnek. Célszerli lenne Osszehasonlitani az EMPF-es lovakbdl szarmazo
virusok genetikai anyagat, annak érdekében, hogy felderitsiik az esetleges Osszefliggéseket a
kiillonb6zo virustorzsek, és az EMPF kialakulasa kozott.

Erdemes lenne vizsgalni az EHV-5 elterjedtségét orrtampon mintdk alapjan a hazai
nagyobb létszdmu loallomanyokban, hogy még pontosabb képet kaphassunk a virus

magyarorszagi el6fordulasaval kapcsolatban.
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7. Osszefoglalas

Az equid herpesvirus-5 egyike a 16féléket természetes koriilmények kozt fertézni képes
herpesvirusoknak. Az EHV-5 a Gammaherpesvirinae alcsalad, azon beliil is a Percavirus
nemzetség tagja. A Herpesviridae csalddba tartoz6 virusok, tobb, allategészségiigyileg
jelentds betegségek okozoi felndtt és fiatal lovakban, eléforduldsuk gyakori, valamint a
vilagon széles korben elterjedtek. Mindezekkel szemben az EHV-5 eléfordulasarol tovabba
potencialis kortani szerepérdl hianyosak eddigi ismereteink. Az EHV-5 els¢ izolalasara 1970-
ben, Ausztralidban, karanténban 1év0, 1€gzdszervi tliineteket mutatd lovakbol keriilt sor. Ezt
kovetoen, kiilonosen az elmult hiisz évben, szamos alkalommal kimutatasra keriilt szerte a
vilagon egészséges és klinikai tiineteket mutaté lovakbol. Az elmult évek kutatdsaira
alapozva, valoszinlsithetd, hogy Osszefiiggés van az EHV-5 fertdzés, valamint egy
nemrégiben leirt betegség, a lovak multinodularis tiidéfibrozisanak (EMPF) kialakulasa
kozott. Kutatdsunk célja az volt, hogy felmérjik az EHV-5 eldfordulasat kiillonb6zo
magyarorszagi 16- allomanyokban, valamint hogy kimutassuk a virust egészséges ¢és
1égzdszervi tlineteket mutatd lovakbol szdrmazd mintdkban. Bronchoalveolar lavage fluid
(BALF) mintakat gy(ijtottiik a SzZIE AOTK Nagyallatklinikajara kivizsgalasra érkez6 92 16bol
(5 esetben orrtampon ¢€s vérmintdkat is), tovabba orrtampon, vér ¢s BALF mintakat
gyujtottiink 20 Lipicai 16bol;, orrtampon, vér és BALF mintdkat 11 sportlo fajtaja ugrolobol;,
tovabba orrtampon ¢és vérmintakat 16 ugrolobol. Az EHV-5 nukleinsavanak jelenlétét
polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével, virus specifikus primerek felhasznalasaval
vizsgaltuk. A kutatdsba Osszesen 139 lovat vontunk be, ezek koziil 24-ben (17.3%)
kimutatésra keriilt az EHV-5 nukleinsava. A pozitiv csoportbol 11 (45.8%) mutatott kronikus
1égzbszervi tiineteket, harom esetben a korszovettani eredményekre, tiidé biopszidra, valamint
post- mortem szdvetmintakra alapozva bizonyitottan EMPF, két esetben a mellkasi ultrahang
leletekre, EHV-5 pozitivitasra valamint intracellularis zarvanyokra alapozva, feltételezhetéen
szintén EMPF volt a tiinetek hatterében. A vizsgélatok eredményei arra utalnak, hogy az
EHV-5 viszonylag széles korben fordul eld a hazai l6allomanyokban. Az EMPF
kialakulasanak hatterében viszont a virusfertdzése mellett tovabbi faktorok sziikségessége is

feltételezheto.
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8. Summary

Equid herpesvirus 5 (EHV-5) is one of the eleven herpesviruses that have the potential to
naturally infect equids. EHV-5 belongs to the Gammaherpesvirinae subfamily as a member of
the Percavirus genus. A group of viruses from the Herpesviridae family are well known
pathogenes causing very severe diseases both in adult and young horses, they occur frequently
and have a worldwide distribution, in contrast the occurrence and the potential pathogenic
role of EHV-5 is still undefinde. EHV-5 was first isolated from horses in quarantine in 1970
Australia, with clinical signs of upper respiratory tract disease. Since then EHV-5 has been
detected in healthy and clinically affected horses from- all over the world, but more recently
in the past twenty years. Based on recent studies there is also increasing evidence that there is
a strong association between EHV-5 infection and the development of a newly described
disease called equine multinodular pulmonary fibrosis (EMPF). The aim of our study was to
estimate the prevalence of EHV-5 in Hungarian horse populations, and to detect the virus in
samples from both healthy and clinically affected horses. We have collected 92
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) samples (in 5 cases nasal swabs and PBL samples
alsow) from horses referred to the University’s Large Animal Clinic, nasal swabs peripheral
blood leukocyte (PBL) and BALF samples from a herd of 20 Lippizaners, nasal swabs PBL
and BALF samples from 11 mixed breed show jumping horses, nasal swabs and PBL samples
from a group of 16 warmblood show jumping horses. We have investigated the presence of
EHV-5 nucleic acid in these samples by polymerase chain reaction (PCR) with the use of
virus specific primers. Altogether 139 horses were involved in the study, and in 24 (17.3%)
horses equid herpesvirus-5 nucleic acid was identified in at least one of the investigated
samples. From the positive group 11 (45.8%) horses had chronic respiratory signs, three of
them were diagnosed with EMPF based on histologic results of lung biopsy specimens or
post-mortem tissue samples. Two other horses suffered of suspected EMPF based on thoracic
radiograpy with nodular interstitial pattern, EHV-5 positivity and intranuclear inclusion
bodies. The results of the study indicate that EHV-5 is relatively widespread in Hungary. In
the background of EMPF, however, further factors besides EHV-5 infection may play

significant role.
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