Virologia és immunoldgia

A szekcidba 6 elGadast jelentettek be. A tarselnokok
BAKONYI TAMAS és HARRACH BALAZS voltak.

Az els6 el6adast DENES LiLLA tartotta BIKSI IMRE,
BALINT ADAM, RACZ BENCE, ALBERT MIHALY és BALKA GYULA
tarsszerzdkkel ,Atipikus sertés-pestivirus kimutatasa
és genetikai jellemzése Magyarorszagon” cimmel. Ez a
virus (atypical porcine pestivirus, APPV) egy nemrégi-
ben, Gjgeneraciés szekvencia-meghatarozas modsze-
rével azonositott, a Pestivirus nemzetséghez tartozd
korokoz6, amelyet egyértelmien 6sszefliggésbe hoz-
tak a malacok A-ll-es tipusU reszketékoérjaval (Congeni-
tal Tremor, CT). A virust azonositottak mar az USA-ban,
Eurépaban, Azsidban és Dél-Amerikaban is. A kutatas
célja a hazankban eddig ismeretlen sertésvirus elter-
jedtségének feltérképezése, filogenetikai elemzések
segitségével az itthoni és kulfoldi torzsek osszeha-
sonlitdsa, és a fertézott allomanyokban az egyes kor-
csoportok érintettségének és fertézéskozvetitd szere-
pének felderitése volt, tovabba egy RNS-alapl in situ
hibridizaciés technika (RNAscope-eljaras) adaptalasa
a virus szoveti elvaltozasokban valé kimutatasara.
A diagnosztikai RT-PCR-vizsgalatokat a reszket8kor
tineteit mutatd, Ujszulott malacok agyvel&mintain
végezték, és pozitiv mintak esetében a virus NS2 és
NS3 régidjat is meghataroztak. Az igy kapott szekven-
cidkat 0sszehasonlitottadk egymassal és a génbankban
taldlt szekvencidkkal. RNAscope-modszer segitségé-
vel, valamint transzmisszidos elektronmikroszkdpos
vizsgalattal megkisérelték a virus szovetekben, sejtek-
ben val6 eloszlasanak kimutatasat is. A virust hat hazai
teleprdl szarmazd, 24 mintaban mutattak ki, nyolc
esetben végeztek részleges szekvencia-meghataro-
zast az NS2 és NS3 génszakaszon. A szekvenciak filog-
enetikai elemzése alapjan azok harom jol elktlonuld
csoportba illeszkedtek. RNAscope-madodszerrel a virust
kimutattak reszketdkdéros malacok kis- és nagyagy-
vel6-mintaiban is. Az eddigi filogenetikai elemzések
alapjan elmondhatdé, hogy a magyarorszagi virus-
torzsek kulonalld leszarmazasi vonalakba tartoznak,
jelentds hasonlésagot mutatnak osztrék és spanyolor-
szagi torzsekkel, igy feltételezhetd, hogy a virus tobb
forrasbdl kerllt az orszagba. Az elGadast kovetd vita
soran tisztazédott, hogy a mintakbdl nem kerllt sor a
virus izolalasara, valamint, hogy mas kérokozo6 is fel-
merllhet-e a reszketlOkdr kéroktanaban. Fontos szem-
pont, hogy minden vizsgalt, reszketékoéros malac min-
tajabdl ki tudtak mutatni az APPV-t, egészségesekbdl
(tUnetmentes allatokbdl) viszont nem, ezért erds kor-
relacio feltételezhetd a virus jelenléte és a betegség
megjelenése kozott. Szeroldgiai mbdszerekkel viszont



az utdébbiakban is igazolhatd a fert6z6dés. Remélhets-
leg az APPV-fertézottség miatt kialakuld szeropozitivi-
tds nem okoz keresztreakciét a klasszikus sertéspestis
virus elleni ellenanyagok jelenlétére iranyuld prébakban.

A kovetkezd elGadd MATE LiLLA volt, tarszerz8je pedig
jelen 6sszefoglald szerkesztdje, KajAn Gvéz8. Az elba-
das a ,Yadmadar eredetl adenovirus tdrzsek mole-
kularis tipizalasa” cimet viselte. A vadmadar eredetl
adenovirusok valtozékonysaganak feltérképezése a
mai napig kiaknazatlan lehet8ségeket rejté terllete
a virologianak. Kutatasunk soran a magyarorszagi
vadmadar-populacié fertézottségének monitoroza-
sat tdztUk ki célul, ill. késébb chilei kiralypingvinekbdl
(Aptenodytes patagonicus) szarmazd mintak vizsgala-
tat is elvégezhettik, ami f6ként azért érdekes, mert
bar pingvinekbdl mutattak mar ki adenovirust, az emli-
tett fajbdl egyelSre még nem rendelkeztlnk adatokkal.
A mintakban az adenovirusok kimutatasara kétkoros
polimeraz lancreakciét (PCR) alkalmaztunk. A kimu-
tatott pingvin-adenovirus esetében a szialidaz-gén
meglétét is vizsgaltuk, ill. a fajon bellli tipizalasra a
f6 kapszidfehérje, a hexon génjének egy részletét
is felerGsitettlk. Vizsgalataink soran a 38 mintabdl
minddssze kettd adott pozitiv eredményt: egy 1éprigd
(Turdus viscivorus) és egy kiradlypingvin. A szarmazta-
tott részleges DNS-polimerdz aminosav-szekvenciak
elemzése szerint a léprigdébdl kimutatott adenovirus
minden eddig leirt fajtél 15% folotti eltérést mutat,
ezért azt feltételezzlk, hogy az Aviadenovirus nem-
zetségen belll egy Uj fajt képviselhet. Az altalunk leirt
pingvin-adenovirus ugyanazon génszakasz vizsgalata
szerint a Pingvin siadenovirus A fajba tartozik, de a
hexon elemzése alapjan, azon belll egy kalonalld, Uj
tipusba sorolhatjuk. Munkahipotézisiink, amely a ping-
vin-adenovirusok hexonfehérjéinek 0dsszehasonlitd
filogenetikai vizsgalatan alapul, 6t monofiletikus klad,
azaz Ot virustipus elkllonllését valdszindsiti a fajon
belll. Megerdsitettik tovabba, hogy a pingvin-siaden-
ovirusok nem rendelkeznek a génusz névadd jelleg-
zetességével, a szialidaz génnel. A vita soran a viralis
szialidaz gén méretérdl és szerepérdl beszélgettek a
hallgatdk az eldaddval.

A harmadik el6adast SziLAsI ANNA tartotta ,Macska-ret-
rovirusok in situ hybridizacids vizsgalata” cimmel,
tarsszerzGi DENES LILLA, BALKA GYULA és TALITA RESENDE
voltak. A macskak retrovirusok altal okozott fert6zései
kozil a leukaemia-virus (feline leukaemia virus, FelV)
és a macska immunhiany virusa (feline immunodefici-
ency virus, FIV) okozza vildgszerte a legnagyobb karo-
kat. Kordbban a FelV-fert6zéshez kdothetd betegségek
okoztak a hazi macskéak kdrében a legtobb elhullast, ez
mara némileg csdkkent. A FIV jelenleg is szdmos kuta-

tas targyat képezi, mint az emberi immunhiany viru-
sanak (human immunodeficiency virus, HIV) modellje,
mivel sok vonatkozadsban nagyon hasonlé tulajdonsa-
gokat mutatnak. A kutatas korabbi eredményeire épitve
a szerz8k célja a korbonctani tanszékre beérkezett, az
emlitett virusokkal fert6zott macskak szerveinek kor-
szovettani vizsgalata volt. A kérelé6zmény vagy a kor-
bonctani vizsgalat sordn FelV- és/vagy FlV-fertézésre
gyanUs macskakbdl el8szor diagnosztikai PCR-vizsga-
latokat végeztek. Amennyiben a fert6zésrél megbizo-
nyosodtak, a paraffinba agyazott mintakon a mar az
els$ elGadasban is emlitett RNS-alapl in situ hybri-
dizaciés (RNAscope®) vizsgalatokat kiséreltek meg.
A mobdszer a korabbi in situ hybridizacids vizsgalatok-
tol annyiban tér el, hogy annal sokkal érzékenyebb, és
kevesebb Un. hattérzajjal mikodik. Ezt a megndveke-
dett érzékenységet és specificitast az teszi lehetdvé,
hogy a célzott RNS-szakaszhoz két, egymastél fligget-
len prébanak kell tudnia kapcsoldédni egymas mellett
egy idében, hogy a késdbbi amplifikacid létrejojjon.
Ezek a prébak ,Z” alakGak, alsd részik 18-25 bazispar
(bp) nagysagl, komplementer a célzott RNS-szakasz-
szal, felsé részUk 14 bp hosszlUsagl. A dupla kapcso-
|6dasnal 28 bp hosszUsagl szakaszt nyerlnk, ahova
az "L" alakG molekuldk tudnak kotédni. Ez utdbbiak-
hoz késébb tovabbi, immar kromogén enzimmel jeldlt
probak kapcsolddnak, igy annal er8sebb jelet kapunk,
minél tobb ,Z” proba kotott be a célzott RNS-sza-
kaszra. Ezeket a jeleket, valamint ezek kiterjedését és
erésségét fénymikroszkdppal lehet vizsgalni. Ennek a
modszernek az eldnye, hogy akar egyetlen keresett
RNS-molekulat képes kimutatni az amplifikacié altal.
A kutatas f6 célja, hogy feltérképezzék a FelV és a FIV
altal fert6zott sejtek megoszlasat, tipusat a klilonb6zo
szoveteken belll, ezzel hozzajarulva a virusok patom-
echanizmuséanak vizsgalatadhoz. A szerzbk tovabbi célja
oOsszehasonlitani a klUlonbozd vizsgalati moddszereket
(ELISA, PCR, in situ hybridizacié), azok hasznalhatésagat
a klinikai munkaban és kutatasban. Az elGadast kove-
t8en az RNAscope-eljaras tovabbi felhasznalasi lehe-
t8ségeirdl (pl. DNS-virus, provirus kimutatasa, tobbféle
nukleinsav szimultan kimutatdsa és elkilonitése) folyt
eszmecsere. A kutatécsoport egyuttm(kodést ajanlott
fel az érdekl6ddk szamara a mddszer alkalmazasara.

Ezutan VaLkd ANNA tartott el8adast ,A transzmisszibi-
lis gastroenteritis szeroldgiai felmérése Magyarorsza-
gon” cimmel, tarsszerz3i TusoLy TAMAS, DAN ADAM, URSU
KRISZTINA, BALINT ADAM valamint CSAGOLA ATTILA voltak.
A sertéstartasban az egyik leggyakrabban jelent-
kezb és jelent8s gazdasagi veszteséget okozd has-
menés hatterében a régdta felfedezett
misszibilis gastroenteritis virusa (TGEV) is allhat.
Ugyanakkor, az altala okozott klinikai megbetegedés
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Eurépa-szerte szérvanyossa valt, amely a légzbszervi
coronavirus (PRCV) megjelenésével hozhatdé dssze-
fliggésbe. Utdbbi altalaban tlnetmentes fertdzést
okoz, de a kialakuld keresztreakcido miatt a TGEV ellen
is védettséget indukal. A szerzG8k elbzetes vizsgala-
tai soran tizenharom sertésteleprdl szarmazd Ossze-
sen 296 bélsarminta mindegyike negativnak bizonyult
TGEV-re, amely alapjan a korkép kialakulasat megaka-
dalyozni képes, nagymeértékl szeroldgiai athangoltsa-
got feltételeztek. Ezen hipotézis igazolasara orszagos
szint( felmérést végeztek. A sertés reprodukcids és
légz8szervi szindréma (porcine reproductive and res-
piratory syndrome, PRRS) elleni mentesitésre kildott
szérummintakbdl Osszegyljtotték 93 telep, féként
kocakbdl szarmazd, 908 mintajat, valamint kivalasz-
tottak egy korabbi vizsgalatbdl szarmazé 174 mintat,
melyek egy Heves megyei teleprdl szarmaztak és
tobb korosztalyt (2, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 60, 90, 120,
150 napos sertések és kocdk) is lefedtek. A 2013-ban
Magyarorszagon izolalt TGEV Gjbdli elszaporitasa és a
virustiter meghatarozasa utan a virust sertésheresej-
teken indirekt immunfluoreszcencias vizsgalatra alkal-
mas szovettenyésztd lemezekre fixaltak, amelyeken
minden szérummintat kvalitativ mddon teszteltek.
A Heves megyei telep pozitiv savomintait titralassal
is vizsgaltak. A 93 telep szérummintai kozUl 6sszesen
140 minta bizonyult pozitivhak. Ezek 41 teleprdl szar-
maztak és csak egyetlen esetben fordult eld, hogy az
egy telephez tartozd 6sszes minta pozitiv eredményt
adott. A Heves megyei telep 174 mintaja kozUl 31 volt
pozitiv, korosztaly szerint a kovetkezd megoszlasban:
11 db 2 napos, 2 db 7 napos, 5 db 14 napos, 2 db 21
napos, 2 db 35 napos, 1 db 60 napos, 8 db 90 napos.
A mintak titere jellemzd8en kicsi volt egy 1 : 4-t81 1 :
128-ig terjedd skalan. Ezen eredmények alapjan a
szerzOk azt a kovetkeztetést vontak le, hogy eredeti
feltevésik nem helytalld, mert a mintak csak kis ara-
nylU szeroldgiai athangoltsagot mutatnak, ami nem
magyarazza a transzmisszibilis gastroenteritis klinikai
el6fordulasanak hianyat. A pozitiv reakcidok sem feltét-
lentl a TGEV ellen termelt ellenanyagok megjelené-
sével hozhatdk 6sszefliggésbe, a keresztreagald PRCV
szerepének tisztazasadhoz tovabbi vizsgalatok sziksé-
gesek. Az elBadast kovetd vitaban felmerllt, hogy a
TGEV ragalyozo képessége nagy, ezért meglepd a atla-
gosan csupan 10% korlli szeropozitivitads egy fert6zott
allomanyban. Az el6adé valaszaban ravilagitott, hogy
a kutatads soran az IgG-valaszt vizsgaltak, de talan
az IgA-valasz vizsgalata pontosabb eredményt adott
volna. A vitdban az is elhangzott, hogy az alkalmazott
indirekt immunfluoreszcens eljaras helyett inkabb virus-
neutralizaciés préobaval kellett volna vizsgalni a mintakat,
mivel az érzékenyebb mddszer, amely nagyobb mértékd
szeropozitivitast eredményezhetett volna.
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Az utolsé elStti eléadast BARTSIK AGNES tartotta ,Ser-
tés-parvovirus (PPV1) specifikus ellenanyagszintek val-
tozdsanak vizsgéalata indirekt immunfluoreszcencias
modszerrel” cimmel, tarsszerz6i LOGRINCZ MARTA, VALKO
ANNA, ZADORI ZOLTAN és CSAGOLA ATTILA voltak. A sertés
parvovirus 1 (porcine parvovirus 1, PPV1, Ungulate pro-
toparvovirus 1 faj) vildgszerte, igy hazankban is széles
korben elterjedt. Eltérd patogenitasi torzseit irtak le.
A fert6zésnek minden életkorban immunszupresz-
sziv hatasa van, ezért a tarsfertézések sulyosabb for-
maban jelentkeznek. Szeronegativ el6hasi kocakban a
fertdzés szaporodasbioldgiai zavarokat okoz. A vakci-
nazasoknak kdszonhetéen Ugy tlnt, a kbérokozd visz-
szaszorult, kartételének jelentésége csokkent. Német-
orszagban azonban egy olyan, erlteljes patogenitasu
torzs jelenlétét mutattak ki, amely képes attorni a vak-
cinas védelmet. Ezt kovetden Eurdpa-szerte kimutat-
tak hazi és vaddiszndéallomanyokbdl is. A szerz8k célja
egy szaporodasi zavarokkal terhelt hazai, vakcinazott
allomanyban a PPV1-specifikus ellenanyag szintek ala-
kuldsanak vizsgalata volt, valamint egy esetlegesen
a német tdrzshoz hasonld torzs jelenlétének kimu-
tatdsa. A kovetéses vizsgalatuk sordn o6sszesen 366
szérummintat vizsgaltak meg. A mintak 9 véletlen-
szerlien kivalasztott kocabdl és malacaikbdl (mindig
ugyanazon allatokbdl) 9 idépontban kerlltek begydj-
tésre. A vérvételekre a kocak vemhességi idejének felé-
nél, majd az ellés utani masodik napon a malacokkal
azonos idépontban, ezt kdvetéen a malacokbdl 1, 2, 3,
4 hetes valamint 2, 3, 4, 5 hénapos korban kerilt sor.
A PPV1-specifikus ellenanyagszintek alakulasat indirekt
immunfluoreszcencia (ilF) és virusneutralizacié (VN)
modszerével egy vakcinatorzset ill. egy németorszagi
azonos, kozép-magyarorszagi sertésallo-
manybdl szarmazd virustorzset alkalmazva vizsgaltak.
A vizsgalatokkal parhuzamosan sikerllt hagyomanyos
PCR-mobdszerrel a teleprbl szarmazd elhullott malacok
nyirokcsomoéibdol PPV1-virust kimutatniuk. A szekvencia
meghatarozésa folyamatban van. Az eredményekbdl
kiderul, hogy a vakcinatorzzsel szemben a valasztasi
korig megfeleléen nagyok az ellenanyagszintek, de két
hénapos kortél mar fennall a fertézddés lehetbsége,
ezért célszer(li lenne a malacok 6 hetes korban torténd
vakcinazasat megfontolni. Az 6sszes mdbdszerrel az volt
kimutathatd, hogy az ellenanyagszintek 2-3 hénapos
korra érik el mélypontjukat. Ezt kbvetéen 4-5 hénapos
korban a titerek enyhén emelkedtek, de nem érték el
az egy hénapos korban mért értékeket. A kdzép-ma-
gyarorszagi térzs esetében mind az ilF-, mind pedig
a VN-modszerrel mért értékek joval elmaradtak a vak-
cinatbrzzsel végzett vizsgalat eredményeitdl. Ezek
alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt savdkban jelen
lévé ellenanyagok az PPV1 Uj variansat sokkal kisebb
hatékonysaggal képesek neutralizalni, mint a vakcina-
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térzset, ami 0sszhangban van korabbi megfigyelések-
kel. A vita soran feltett kérdésekre adott valaszokbol
derllt ki, hogy a kilenc koca és 0t-0t malacuk elle-
nanyagszintje kézott pozitiv korrelacidét tapasztaltak.
Mivel a vakcinatorzs és az (j varians elleni ellenanyag-
szintek kozott mért kilonbségek nem szamottevdek,
tovabbi kisérletekkel (pl. virusneutralizaciés préba vagy
allatfert8zés) egyértelm(siteni lehetne, hogy vajon a
mért ellenanyagszint-kilonbségek valéban okoznak-e
jelent8s kiulonbséget a védettségben. Felmerllt annak
lehet8sége is, hogy az (j varians megjelenése a vakci-
nazas miatt kialakulé immunszelekcidonak készonhetd.
Ezért lehetséges, hogy a vakcinazasi idépont elébbre
hozatala tovabb fokozza ennek az immunszelekciénak
az esélyét. A kialakuld vita végkovetkeztetése az volt,
hogy a virus immunszupressziv hatadsa miatt egy korai
vakcinazas hatdsa O0sszességében még igy is pozitiv
lehet.

Végul az utolsd elbadast FELFOLDINE LEvAl REKA tartotta
»Az elektroporacids eljaras, mint Uj oltasi technika elsé
hazai alkalmazasa allatkisérletekben” cimmel. Tarsz-
szerz8i FABIAN KATALIN, HAjDU DOROTTYA, PauL McKAay,
GABRIELLA SCARLATTI és KULCSAR GABOR voltak. A szerzdk
a nEuropean AIDS Vaccine Initiative” (EAVI2020) elneve-
zés( tudomanyos projekt keretében Uj oltasi technikat
prébaltak ki hazinyulakon. Az EAVI2020 kilenc orszag
23 intézetét egyesiti egy 6sszesen 23 millié eurd 6ssz-
koltségvetésl projektben, amelynek célja, hogy meg-
oldast talaljon az egész vildagon 35 millid embert érintd
HIV-fertézésre. Az (n. elektroporacids eljarast haté-
konyan alkalmazzak mar in vitro korilmények kozott
sejtek, baktériumok célzott transzfektaladsara, azaz
DNS/RNS nagyon pontos sejtbe juttatasara. A csupasz
DNS izomba torténd injektalasa jol mikodik egerek-
ben, azonban emberekben az igy bejuttatott DNS-rdl
atir6do antigén nem eléggé immunogén. Az 5 éves
projekt céljai kozott szerepel, hogy a NEBIH ATI goddl-
IGi, zart allathazaban olyan modell allatkisérleteket
végezzenek el a szerz6k hazinyulakon, amelyekben a
partnerek altal elGallitott specialis HIV immunogének,
mint vakcinajeldltek hatékonysaga és artalmatlansaga
vizsgalhatd. Az elektroporacidés eljaras kiprobalasa-

val az volt tehat a kutatdk célja, hogy a DNS célzott
izomba juttatdsanak sikerét noveljék. Az elektropora-
cidés eljarads soran a pulzald elektromos mezét hasz-
naltak ki: segitségével ideiglenesen pérusokat nyitot-
tak a célsejt membranjaban, ugyanakkor a membran
emellett egy iddre a félig ateresztd tulajdonsagat is
elvesziti. Ez a muld és visszafordithatd membranka-
rosodas lehetdvé teszi a plazmid-DNS izomsejt altali
felvételét. A kisérletbe 48 db Gj-zélandi fehér nyulat
vontak be, az allatok taplalékhoz és vizhez a kisérlet
soran ad libitum jutottak. A kutatdok a plazmid-DNS-ek,
a klonozott gének alapjan nyolc, egyenként hat egyed-
bdl allé csoportot alakitottak ki, a nyolcadik csoportot
Un. fehérjekontrollként allitottdk be. Az immunizalas
alkalmaval, majd a 2., 4., 6., 8., 10., 16., 20. és 22 héten
az allatok fulvénajabol savokészités céljabol alvadasa-
ban nem gatolt vért vettek. A 0., a 4. és a 8. héten
a nyulakat elaltattdk, majd elektroporéaciés technika-
val immunizaltdk azokat. A 20. héten az Un. booster
oltast fehérjékkel, im. végezték el. A kisérletet az els-
zetes laboratdriumi vizsgalatok eredményeinek isme-
retében a 28. héten az allatok exterminalasaval zartak.
A savokat a londoni Imperial College-ben és a milandi
San Raffaele Scientific Institute-ban kilonb6z8 sze-
roldgiai maddszerekkel vizsgéljak (antigén specifikus
ELISA, virusneutralizicids préba, T-sejt/B-sejt ELISpot).
A laboratériumi vizsgalatok még jelenleg is zajlanak,
azonban az elézetes eredmények igéretesek: az elekt-
roporacios eljarads kimutathatdan fokozta az izomsejtek
plazmid-DNS felvételét, ugyanis az eredmények vala-
mennyi vektor-szerkezet esetében az IgG-k mennyisé-
gének folyamatos novekedését mutatjak. Az elGadast
kovetben az oltas technikai részleteire vonatkozdan
kapott kérdést az el6add. Elmondta, hogy az oltas elStt
a testtajat leborotvaltak, és azt csak szemrevételezés-
sel vizsgaltadk késdébb, de semmilyen kéros elvaltozast
nem tapasztaltak, az oltas 4 hét utani ismétlésekor az
el6z38 oltas pontos helye nem volt felismerhetd. Ezu-
tan felmerdlt az immunizalas soran alkalmazott alta-
tds pontos célja. Az el8add valasza szerint ennek féleg
allatjoléti célja volt.
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