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El6zmények és célkitiizések

A virusos léarteritis a lovakban és egyéb 16félékben el6forduld betegség,
amelyet a ldarteritis virus (equine arteriitis virus, EAV) dltal el6idézett
fert6zés okoz. Nevét a virus altal kivaltott kisartéria-gyulladasrél kapta; az
ennek kovetkeztében fellépd korkép tiinetei igen véltozatosak az enyhétdl a
silyos, olykor elhulldshoz vagy vetéléshez vezetd esetekig. A virus
terjedésében két fertdzési forma jatszik szerepet, az egyik az aerogén-orilis,
a mésik a veneredlis fertdzés. Az eldbbi esetén a fogékony lovak a fertdzott
dllatokb6l szdrmazé testvdladékoktSl cseppfertézés formdjiban (aerogén
uton), vagy az ilyen vdladékokkal szennyezett takarmdnytdl, ivéviztél,
ragilyfogé targytdl (zabla, jdszol, Onitatd, stb.) fertéz8dnek (ordlis forma).
Ezt e fert6zési format barmely kort és ivarud allat esetében megfigyelhetjiik.
A veneredlis forma esetén a fert6zés terjesztésében és fenntartdsdban a
mének szerepe fontos, mert ilyenkor az onddval iiriild virus okozza a
fert6zést (mind hagyomanyos, mind mesterséges termékenyités esetén). Ez
utébbi forma azért is jelentds, mert a fertdzott mének hosszu ideig, vagy
akdr élethossziglan is virushordozék és ezzel virusterjesztok maradhatnak. A
virus ebben az esetben az immunrendszer szdmara hozzaférhetetleniil, a
jérulékos nemi mirigyekben marad fenn, és ezért nem a spermiumsejtekkel,
hanem az onddéfolyadékkal iiriil a szervezetbdl. Ez a tartds virushordozds
tesztoszteronfiiggd, tehdt egyrészt csak az ivarérés utdn (kb. egy éves kor
folott) torténd fertézodés esetén alakul ki, masrészt ivartalanitds esetén a
virushordozds megszlinik. A nemzetkozi szakirodalom adatai szerint a
fertdzésen dtesett mének kb. egyharmada valik tartés virushordoz6va.

A virust elészor 1953-ban izolaltdk az Egyesiilt Allamokban, de azéta
szdmos orszdgban sikeriilt a kérokozét kimutatni. Az EAV  genetikai
térképezését kezdetben a kutaték az RNS kétdimenziés oligonukleotid
ujjlenyomat technikdval végezték, de a virus torzsfa rekonstrukcids
vizsgdlataihoz hamarosan 0j moédszerre volt sziikség, ez az RT-PCR
eredményeként keletkez6 amplikonok direkt szekvendldsa és az azt kovetd
szekvencia elemzés volt. Magyarorszdgon a milt szdzad 30’-as éveiben
irtak els6ként a betegségrdl, majd hosszi idd utdn a 1995-ben jent meg
Ujabb kozlemény, mely a hazai szeroprevalencia adatait és az azokbdl
levonhaté  kovetkeztetéseket tartalmazza. Roviddel késébb egy
magyarorszagi konferencidn hangzott el egy hazai mén ondémintdjabdl a
virus nukleinsav elsd, magyar szakemberek d&ltal tortént kimutatdsanak
bejelentése, mely RT-PCR moédszerrel tortént. Hazdnkban 2001-ig az EAV-t
nem sikeriilt sejttenyészeten izoldlni, melynek f6 oka a virus sejten beliili
elszaporitdsdnak viszonylagosan koriilményes technikai mddszereiben
rejlik.



Sajat, tudomanyos munkdm kezdetéig végzett vizsgdlataink részben
bizonyitottdk azt, hogy a virusfert6zés Magyarorszdgon is viszonylag
elterjedt (35%). A vizsgalt dllomdnyokban a szeropozitivitds szdzalékos
ardnya az 4allomdny nagysdgatél és a lovak koratél fiiggd mértékben
aranyosan novekszik. Ugyanakkor hazdnkban is egyre nagyobb igény
mutatkozott az EAV sejttenyészeten torténd izolaldsdra, valamint részletes
virusgenetikai vizsgélatok elvégzésére €s azok publikaldsara.

Tudomdnyos munkdm megkezdésekor a fent leirt tények ismeretében és
azokkal 6sszhangban az aldbbi célok megvaldsitdsat tliztikk magunk elé.

1. Az EVA hazai jelentdségének, valamint a kancdk vetélésében
kivéltott oktani szerepének felderitése.

2. Szerolégiai vizsgalatok végzése két célbol: Az EVA fertdzottség
mértékének pontosabb felderitése, valamint a virustiritésért
elsddlegesen felelds perzisztensen virushordozé mének felderitése
céljabol.

3. Virusizoldlassal hazai EAV torzseket gytjteni, részben azok részletes
fehérje és nukleinsav vizsgélata céljabdl, részben pedig a virusokat
archivdlni akartuk tovabbi kuatdsok céljabol.

4. Terveztik valamennyi EAV torzzsel reagilo, egy vagy tobb
monoklondlis  ellenanyag  létrehozdsdt, mely  rutinszeriien
alkalmazhaté a szeroldgiai, a direkt viruskimutatisi és az
immunhisztokémiai diagnosztika teriiletén.

5. Terveink kozott szerepelt két kiilonbozd céllal alkalmazhatd
polimerdz-lancreakcién alapulé virusnukleinsav kimutatdsi eljards,
egy diagnosztikai és egy szekvencia Osszehasonlitdsra tervezett RT-
PCR kidolgozésa.

6. A rendelkezésre all6 virusok szamitégépes szoftverek segitségével
torténd genetikai Osszehasonlitdsat terveztik mds hazai EAV
torzsekkel és a nemzetk6zi szdmitégépes adatbdzisban tarolt
szekvencidkkal.

Anyag és médszer

Alkalmazott szerolégiai proba

A szerol6giai médszerek koziil a nemzetkozi standardnak megfeleléen a
komplementdependens virusneutraliziciés prébaval végzett ellenanyag-
kimutatast (OIE Manual of Standards 2000) Rabbit Kidney-13 (RK-13)
sejtvonalon, a referens Bucyrus virustorzzsel végeztiik.

Virusizolalas

297 ondémintat 3 x 15 masodpercig, jégfiirddben 15 kHerz frekvencidju
ultrahanggal kezeltiink, majd 1lg;, alapd higitdsi sort készitettiink és
parhuzamosan 1:1000 higitasig, adszorpciés technikdval, 24 6rds egyrétegli
sejttenyészetre oltottuk. 177 vetélt magzat, 19 djsziilott csikd szervmintdit
(1ép, maj, tiidd, esetenként magzatburok), valamint 61 leukocitat, 25
orrvaladék- és 4 vizeletmintdt ultrahangkezelés nélkiil hasonlé mddon
sejttenyészetre oltottunk. Az inkubdcidés id6 utdn a tenyészeteket 2%,
kolosztrummentes jsziilott borjusavét és 0,75% karboxi-metil-cellulézt
tartalmazé félfolyékony tdpfolyadékkal fedtik. A két leggyakrabban
hasznalt sejtvonal a BHK-21 és az RK-13 voltak.

Koncentralt, tisztitott EAV szuszpenzio eléallitasa

A referens Bucyrus virustorzzsel 0.01 TCIDs, virus/sejt moi (multiplicity
of infection) ardnnyal fertdztilk a sejteket. A virusszuszpenzidt két részre
osztottuk és egyik felébdl Freon 113 és 2,5 % Sephadex G200 oldatokkal
kivontuk a virust, majd a vizes fazist 11% (wt/wt) céziumklorid (CsCl)
parndra rétegeztik és 120000 x g gyorsuldssal, 4°C-on, 4 6ran &t
centrifugéltuk. A virus pelletet NET pufferben vettiik fel, ultrahangoztuk,
majd 11-33%-os, folyamatos CsCl gradiens kdzegben 104 000 x g mellett,
17 6ran keresztiil (egy éjszakdn &t), 4°C-on ultracentrifugéltuk. A tisztitott
virust NET pufferben reszuszpenddltuk, és ezzel a virusszuszpenzidval
Balb/c egereket immunizéltunk.

A kiinduldskor kettéosztott virusmennyiség masik részét sejtmentesités
utdn 30%-os, (wt/wt) cukorparnan, 80 000 x g erével, 5 6rdn keresztiil, 4°C-
on ultracentrifugédltuk. A virus pelletet NET pufferben reszuszpendaltuk, és
PBS-sel szemben 48 o6rdn at dializdltuk. A tisztitott virus infektiv titerét
Reed-Muench médszere alapjdn meghataroztuk és felhasznéldsig -80°C-on
taroltuk

Monoklonalis ellenanyagok eléallitasa

A fent lefrt médon immunizélt Balb/c egerekbdl vérmintdkat vettiink és a
vérsavok ellenanyag titerét indirekt ELISA, immunperoxidase monolayer
assay (IPMA) moédszerrel és VN teszttel (VNT) meghatdroztuk. A legjobb
ellenanyag vdlaszt mutaté egér 1épbdl kivont lymphocytdk fiizidjat Sp2/0-
Agl4 egér myeloma sejtekkel, savé mentes RPMI 1640 tipfolyadékban
oldott 50% polyethylene glycol-1500 jelenlétében végeztiik. A kapott hibrid
sejteket HAT tapoldat segitségével szelektdltuk. A sejtfeliilliszokat indirekt
ELISA szerolégiai vizsgalattal teszteltiik. A tovabbi vizsgdlatokban hasznalt
két klont (1H1 és 4G6), melyeket az IPMA és a VNT eredménye alapjan
véalogattunk ki, kétszer klénoztuk a véghigitds moddszerével. A sejteket



elszaporitottuk, majd ezeket haszndlva Mini Perm bioreaktorban
ellenanyagokat éllitottunk el6 .

SDS-PAGE és immunoblot

A cukorparnan tisztitott Bucyrus virusszuszpenziét hokezelés utan 15%
akrilamid tartalmu, szakaszos, SDS-poliakrilamid gélre mértik. Az
elektroforézist Pharmacia Biotech Hoefer késziilékben, szobahomérsékleten
végeztilk, majd a fehérjét a nitrocellul6z membrinra vittiik 4t (Towbin és
mtsai, 1979). A membran fehérjekotd kapacitdsat 4% sovény tejpor tartalmi
PBST-vel blokkoltuk. A membrant ezutdn csikokra vagtuk, és a 2 IPMA
pozitiv hibridoma klén higitott feliiliszdjat tartalmazd csovekben egy
éjszakdn 4t inkubdltuk. A membrancsikokat HRPO-val jelzett, kecskében
termelt, anti-nyul IgG konjugdtum higitott oldatdval raz6gépen inkubaltuk,
majd 4-kloro-1-naftolt és 0,03 % H,O,-t tartalamzé szubsztrat oldatot
adtunk hozza.

A virus RNS-ek izolalasa

Az RNS izoldlast perzisztensen fert6zott mének onddmintdibdl, vetélt
I6magzatok szervmintdibodl, orrvdladék-, leukocita- és vizeletmintdkbdl
kiséreltiik meg. két kiilonb6z6 mdédszerrel.
1. Chomczynski tovabbfejlesztett moddszere szerint (1987), annak Tri
reagens kezeléssel kiegészitett valtozatdval.
2. QIAamp® Viral RNA Mini Kit felhaszndldsdval, a gyart6 utasitdsa
szerint (Nakazato és Edmonds, 1972).

RNS atirasa DNS masolatta (cDNS)

Kezdetben a tisztitott virus RNS-t egy kiilonallé 1épésben irtuk at cDNS-
sé (reverz transzkripcid): az izoldlt virus RNS-r6l a 3' leolvasatlan régidra
tervezett EAV specifikus primer segitségével szintetizdltunk cDNS szdlat.
Az étirdashoz RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kitet alkalmaztunk
a gyart6 utasitasai szerint.

Késdébb a Qiagen OneStep RT-PCR kittet alkalmaztuk dgy, hogy a
tisztitott EAV RNS-t kdzvetleniil a PCR-t megel6zden, egy 1épésben torténd
reakcid keretén beliil irtuk 4t cDNS-sé. Ekkor az RNS atirdsdhoz hasznalt
primer megegyezett a PCR sordn haszndlt reverz irdnyultsdgi primerrel. Ezt
a folyamatot is a gyart lefrdsdnak megfeleléen végeztiik.

Reverz-transzkripciot koveto polimeraz lancreakcié (RT-PCR)
A kordbban hasznalt kétlépéses RT-PCR esetében a polimeraz lancreakcid
soran alkalmazott genomikus (forward) primer az EAV genom ORF 7, a

reverz primer pedig a 3' NTR régiéra tapadt. A polimerdz lancreakciét MJ
Research MiniCycler-rel végeztiik.

Az egy 1épéses PCR esetében az RNS atirdst ugyanabban a reakciécsében
a nukleinsav er6sités, a tulajdonképpeni polimerdz lincreakcié kovette.
touchdown PCR mdédszerrel.

A filogenetikai vizsgalatokhoz az EAV ORF5 régi6 harom varidbilis
részét kozrefogd, génszakasz amplifikdldsdra terveztiink egy nested és egy
egylépéses RT-PCR-t, melyek kiilsé genomikus primere az ORF 4 3’ vég
feldli, kiilsé reverz primere az ORF 6 5 vég feloli, belsé genomikus és
belsd reverz primerei az ORF 5 région tapadtak. Ez utdbbi primerpért
hasznaltuk az egylépéses RT-PCR-nél is.

A termékek szekvenalasa és a szekvencidk elemzése

Az altalunk kapott szekvencidkat a referens Bucyrus EAV torzs komplett
RNS genomjat tartalmaz6 X53459 génbanki akcessziés szamd, valamint az
NCBI (National Center for Biotechnology Information) génbankban
talalhat6, altalunk kivalasztott EAV szekvencidkkal hasonlitottuk 0Ossze;
ehhez a FASTA és a BioEdit 4.7.8 szamit6gépes programokat hasznaltuk. A
tobbszords szekvencia-illesztéshez a BioEdit 4.7.8 és a Clustal W 5.a
szoftver szamitégépes programokat alkalmaztuk. A filogenetikai fa
létrehozdsakor a szekvenciapdrok kozotti tdvolsigot a DNADIST
szamitogépes program, Kimura 2 paraméteres modell, 2-es ardnyud
transition/transversion  segitségével hatdroztuk meg. A DNADIST
programmal létrehozott tdvolsdgi matrixbdl (distance matrix) a FITCH
programmal készitettiink torzsfat.

Eredmények

A 987 16 vérsavobol 266 szarmazott ménekbOl, ezek kozil 112
tartalmazott arteritis virus ellen képz6dott ellenanyagokat (42,11%). A
méneken kiviil 155 vetélt kancdnak a sav6jabol 83-ban mutattunk ki EAV
ellenanyagokat (53,55%), mig a klinikai tiineteket nem mutaté 316 16t6l
szdrmaz6 vizsgdlati minta feldolgozdsa sordn 171 bizonyult pozitivnak
(54,11%), 145 pedig negativnak. Osszességében az orszdg kiilonbozo,
(elsésorban nagy létszami) méneseibdl szdrmazd vizsgélt savok 49,83%-a
bizonyult pozitivnak.

Viruskimutatas izolalassal, azt koveté Mab festéssel és RT-PCR-rel

A hédrom direkt viruskimutatasi eljards osszesitett eredménye szerint 280
mén 27 ondémintdjabdl (9,64%), 177 vetélt l6magzat vizsgalatit kovetden 3
magzat szervmintdibdl (1,69%), valamint 19 djsziilott csiké koziil 1 allat
szerveib6l mutattunk ki virust vagy EAV nukleinsav szekvenciat.



A hdrom médszer egymadssal szignifikdns korrel4ciét mutatott friss mintak
vizsgalata esetén, mig a tobb hénapig fagyasztva tarolt mintdknal jelentds
kiilonbség mutatkozott érzékenység tekintetében az RT-PCR javdra.

A mobdszerek specifikussdga a szekvendldshoz hasznalt RT-PCR-t kivéve
100%-osnak bizonyult.

Monoklonalis ellenanyag (McAb) elallitasa
Sikeriilt specifikus, az EAV N fehérje ellen termelt McAb-ot 1étrehoznunk
(1. abra).
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1. dbra EAV N fehérje és jelzett McAb felhaszndldsdval késziilt immunblot

A McAb nemcsak a sejttenyészeten torténd viruskimutatdsban
mutatkozott sikeresnek, hanem vetélt l6magzatok szerveinek szovettani
vizsgdlatandl a direkt virusantigén kimutatdsi eljardsban is, tovabba
felhasznéldsaval in vitro sejttenyészetben (PLA mddszerrel) kimutattam az
EAV fert6zott sejt magjdban is a nukleokapszid fehérjét.

A hazai EAYV torzsek szekvencia meghatarozasa

Az ORF 5 génszakaszra tervezett belsd primerpdrral sikeriilt a hazai
virusokbdl egylépéses RT-PCR mddszerrel azok teljes hipervaridbilis
régidinak amplifikdldsdval megfeleld mennyiségli DNS-hez jutnunk, melyek
szekvendldsaval Uj informdcidt szereztink a Magyarorszdgon jelenlévd
arteritis virusokrdl. Az igy nyert virus-szekvencidkat AY359193-AY359212
akcesszids szamokkal helyeztiik el a génbankban. A génbankban taldlhaté
kiillfoldi és a hazai EAV torzsek szekvencidibdl filogenetikai fat
készitettiink, mely hasonlésdgot mutatott az irodalomban taldlhaté, az ORF
5 régiora tervezett RT-PCR-t kovetd szekvencia elemzésekkel (2.4bra).

F86
o1a5 AF065824 " A
A197 Vienna64 PI94;1.92 A253
A147, £ 19”" e
Vaaas A269
21872 2
M19_m20
3 Al
A2ts . Buc53 | B
A294 Al72
A170
UsAB3
USA84
II D Bibunat4 USAB9 I A
A189 D96
1ta95 B Swedendg
Itas0
D95
" B N9O Itagd ] C
01 A13
2. abra A vizsgalt EAV torzsek nukleotid sorrendjére készitett filogenetikai

fa

Megyvitatas

A vizsgdlatokbdl levonhaté kovetkeztetések szerint a Magyarorszdgon
2001 februdrjatol 2002 jidliusdig terjedd iddszakban a kordbban mdr
szeropozitivnak bizonyult l64dllomdnyok EVA fertézottsége 49% koriil
mozgott, amely figyelembe véve a *90-es évek statisztikai adatait, emelkedd
tendencidt mutat igy, hogy kozben sulyos jarvanykitoréseket nem észleltek
az orszagban. Ez tovabbi két kovetkeztetést von maga utdn: 1. hazdnkra
jellemzd azon EAV torzsek elterjedése, melyek csak szubklinikai tiineteket
okoznak, ezt bizonyitja az 50% szeropozitivitdsi ardny a vizsgalt lovak
korében, 2. a szeropozitivitds emelkedése valdszinlisiti, hogy a
hagyomdnyos terjedési mod mellett (aerogén-ordlis) kell lennie egy madsik
terjedési lehetdségnek is, mely a szeropozitivitdst az érintett 16allomanyok
korében jelentds mértékben modulalhatja (veneredlis fert6zés).

A 1étrehozott N feférje ellen termelt McAb-ot az EVA diagnosztikdjdnak
javitdsa céljabdl allitottunk eld, nevezetesen a McAb-ok IPMA-ban és PLA-
ban valé alkalmazhat6sagat vizsgaltuk. Munkdnkban megkiséreltiik novelni
annak valészinliségét, hogy a létrejové McAb-jaink a virus konzervativ
core-proteinjével  reagdljanak, semmint a burokfehérjékkel. Az
immunizaldsra haszndlt tisztitott virus mind inkomplett, mind komplett



virionokat tartalmazott ugyan, de az ardnyuk erdteljesen az inkomplett,
burkdt6l megfosztott virus javdra tolédott el, és ez novelte annak
valdszintiségét, hogy az 4ltalunk eldallitott McAb-ok szinte kizdrélag a
nukleokapszid ellen irdnyuljanak.

Tesztrendszeriinkben az IPMA vizsgélatot a sejttenyészet Osszetevoivel
reagdlé ellenanyagokat termel6 klonok azonositdsara hasznaltuk, mig a PLA
vizsgdlatokkal a  sejttenyészeten elszaporitott EAV N fehérje
immunhisztokémiai festése révén a v. i. moddszer birdlhatésdgi idejét
kivantuk leroviditeni (3. dbra).

" A

3. dbra A Mab dltal megfestett sejtek intenziv citoplazma- és halvany
magfestddést mutatnak

A félfolyékony tipfolyadék alkalmazdsa nélkiil a virus CPE sokkal
nehezebben vagy egydltaldn nem észlelhetd, mert a kdrosodott sejtek kordn
kivdlnak az egyrétegli tenyészetbdl. Megfigyeléseink szerint a kiilonbozd
eredetii sejttenyészetek eltér6 EAV irdnti fogékonysdga mellett elsésorban
ezzel magyardzhaté a hazai virusizoldlds kordbbi sikertelensége az arteritis
virussal kapcsolatban. Az ultrahang alkalmazdsa rendkiviil fontos volt
szdmunkra a jarulékos nemi mirigyek hdmjejtjeinek feltdrdsaban (vagyis az
EAV kiszabaditasdban) az ondémintdk virustartalmdnak vizsgalatakor.
Amennyiben az optimadlis iddintervallumot és frekvenciat alkalmazzuk, tgy
a hamsejtek karosoddsit nem, vagy csak minimalis mértékben kiséri az
EAV kédrosoddsa. Az ultrahangozds és a félfolyékony tdpfolyadék
haszndlatdval az izoldlds lényegesen hatékonyabbd valt, mert az
ultrahanggal nem kezelt ondémintdkbol szdmottevéen kisebb ardnyban
izoldlhaté az EAV. A mének egy részénél mir a kovetkezd tenyésztési
szezonban megsziint az EAV iiriilése, igaz tobbségiik évekig virusiiritd
maradt. Ez a tény jelzi annak fontossagat, hogy a jovOben vizsgilni kell a
vakcindk hatdsit a mének virusiiritésére: varhat6-e, hogy a vakcindzott mén
rovidebb ideig marad virushordozo és iiritd, mint nem vakcindzott tirsai? Ez

a kérdés kiilonosen akkor valik fontossd, ha tekintetbe vessziik, hogy a
vizsgalatainkba vont mének 66,7 %-a tobb évig is perzisztens virushordozé
maradt, és egyes mének 3, illetve 5 évig is folyamatosan iiritették
onddjukkal az EAV-t.

A vetélt 16magzatok szerveinek virustartalma rendkiviil alacsony, ezt a
virusizoldlds mellett RT-PCR mddszerrel is igazoltuk, 1ényegesen tobb
virust tartalmaznak viszont az ujsziilott korban, EVA kovetkeztében
elhullott allatok egyes szervei.

Végiil meg kell emliteni azt a mellékleletként jelentkezd eredményt, hogy
a 2000 és 2004 kozotti idészakban vetélt magzatokbdl izolalt 4 EA virussal
szemben a feldolgozott mintdkb6l 20 alkalommal mutattunk ki EHV-1
virust, ami azt jelzi, hogy hazdnkban a lovak herpeszvirus okozta
vetélésének jelenleg egy nagysagrenddel nagyobb jelent6sége van, mint az
EAV kartételének.

A PCR mddszerrel vizsgélt mintdkbo6l nagyobb ardnyban sikeriilt az EAV
nukleinsavat kimutatnunk, mint virusizoldldssal, hatranya viszont ennek az
eljarasnak, hogy a negativ eredmény nem zdrja ki mas virus jelenlétét a
mintdban. Ma madr ezt a problémat, elsésorban a genetikailag rokon virusok
kimutatdsdndl egyre szélesebb korben alkalmazva, a multiplex és a multi-
PCR mddszerekkel probdljak lekiizdeni a diagnosztikdban dolgozd
szakemberek. A virusizoldlds és a PCR vizsgilatok eredményeinek
0sszehasonlitdsabol, mind az érzékenység, mind a megbizhatdsdg, mind az
ismételhetdség (reprodukdlhatésdg) terén, azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a faradsdgos virusizoldlds minden mintdndl felesleges abban az
esetben, amikor csak az EAV jelenlétére vagyunk kivancsiak (ondémintak).
Igy az elsé 100 minta utin mar csak akkor végeztiink parhuzamosan
virusizolalast és PCR nukleinsav kimutatdst, amikor nemcsak EAV volt a
vizsgalat targya.

Osszefoglalva a hazai EAV torzsek genetikai vizsgalatainak céljabol
kifejlesztett 2 kiilonb6zé RT-PCR mddszerrel kapcsolatos tapasztalatainkat,
leszogezhetd, hogy a megbizhatdsdgot és a specifikussdgot abszoliit
prioritdsnak kell tekinteni az érzékenységgel szemben. Munkdnk azt is
bizonyitja, hogy a jelenlegi RT-PCR kitek megfeleld érzékenységgel
rendelkeznek, még egy nehezebben hozziférhetd  genomrégid
amplifik4ldsahoz is.

A virus genetikai vizsgédlata alkalmas jarvanytani nyomozdasra. Ennek
eredményeként megallapitottuk, hogy az elmilt mdsfél évtized politikai
véltozasait kovetd gazdasigi helyzetben a novekvd lokereskedelem és
I6forgalom, néhdny év utdn virusvaltast eredményezett: a helyi II.D. tipusi
EAV torzseket 1j, mas genetikai szubtipusokba tartozd, kiilonbozd
szarmazdasi helyli virusok valtottdk fel, amelyek 2000 utin domindnssa



véaltak Magyarorszdgon. A domindns hazai virusok genotipusanak II.D.-rél
IL.A. alcsoport jelleglire valtdsa, mely koriilbeliil 2000-ben kovetkezett be,
egyértelmiivé teszi szdmunkra a kiilfoldrél hazankba hozott lovak (féleg a
perzisztensen virusiirit6 mének) és az EAV-fert6zott mélyfagyasztott
ondémintdk jelent0ségét az EVA terjesztésében. Ezek az dllatok és
tenyészanyagok nagyfoku kockdzatot jelentenek a perzisztens virushordozé
mének ond4jabol felbukkand, 4j EAV varidnsok importédldsdval.

Vizsgélataink arra is rdvildgitottak, hogy a vetélt magzatok szerveibdl
szdrmazd, és kiilonbdzd idében gyiijtott virusmintdk eltérd genocsoportba
tartoznak. Mig az M72 mintit 1998-ban izoldltuk, addig a madsik 3
magzatb6l szdrmazé virust (M19, M20 és U73) 2000-ben. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az 4j (IL.A.), nem ,,6shonos” (I.D.) magyarorszagi
torzsek behozatalat kovetéen tobb alkalommal is el6fordult vetélésben is
megnyilvanulé EVA jarvany. Az 1998-as M72 magzati EAV izolatum és a
vele szoros rokonsdgban 4ll6 ondébdl kimutatott virus (A215) mar 2000
elétt jelen voltak az orszdgban, vetéléseket okozva. Mdsrészt viszont, 2000
koriil egy 1j virustorzset hurcoltak be az orszagba, melynek leszdrmazott 3
viruspopuldciGjat (M19, M20 és U73) vetélt magzatokbdl és egy tjsziilott
csik6bdl kimutattuk. Ez a torzs 2000-t6] nagyobb ,lehetdséghez” jutott,
hogy elterjedjen az orszdgban, vagy az ondomintdk forgalmazdsa, vagy a
mének fedeztetéshez torténd szdllitdsa révén. Annak ellenére, hogy az
utébbi 3 szervminta virusai kozott 99,8% szekvencia azonossigot taldltunk
(csupdn 1 nukleotid az eltérés), mégis ezek foldrajzilag 3 eltéré helyrdl
szarmaztak (M19: Kozép-Magyarorszdg, M20: Eszak-Kelet-Magyarorszag,
M73: Dél-Magyarorszdg). Ezek az adatok azt a kovetkeztetést
valdszintisitik, hogy a 2000-ben tortént kiilonbozd magyarorszagi
jarvanykitorések kéroktandban vagy egy perzisztensen virust iiritdé mén,
vagy egy EAV fert6zott mélyfagyasztott ondéminta jatszott szerepet.

Legfontosabb eredmények és az ezekbél levonhaté kovetkeztetések

1. Munkatarsaimmal els6ként mutattuk ki Magyarorszdgon PCR-rel az EAV
nukleinsavra  jellemzd szekvencidt perzisztensen  virusiiritd —mén
ond6émintajabol (1995).

2. Els6ként izoldltam Magyarorszdgon az EAV-t (2001).

3. Nagyszdmd mintdb6l megallapitottam a hazai szeropozitiv ménekben
talalhato perzisztensen virusiiritd egyedek aranydt (2001).

4. Munkatarsaimmal Magyarorszdgon elsdként allitottunk elé EAV ellen
termelt McAb-t, és azt felhaszndlva immunhisztokémiai moddszerrel
igazoltuk az EAV N proteinjének a jelenlétét a sejtmagban (2003).

5. Osszesen 19 magyarorszagi és 1 kelet-ausztriai izoldtum szekvencidit
elemezve megallapitottuk, hogy az EAV okozta vetélések kivaltasdban és a

fert6zés fenntartdsidban hazdnkban is a perzisztensen virushordozé-iiritd
mének jatszak a dontd szerepet.

6. Kimutattuk, hogy az irodalombél ismert 5 genotipusbdl 4 hazankban is
jelen van, leggyakrabban perzisztensen virusiiritd mének ondémintdiban.

7. Az egyes genotipusi hazai arteritis virusok genetikailag nem
kiilonboznek jelentds mértékben az ugyanabba a csoportba tartoz6 kiilfoldi
EAV-t6l.

8. A 2000 elétt Magyarorszagon izoldlt EAV torzsek tobbsége egy uj, eddig
nem ismert alcsoportot képez (IL.D).

9. 2000-ben a helyi II.D. tipusi EAV torzseket dj, mds genotipus, virusok
véltottak fel, amelyek 2000 utdn domindnssd valtak.
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Koszonetnyilvanitas

Tudomanyos munkdm elinditdsdban, valamint az elért eredmények
értékelésében, a publikdcidim birdlatdban és kijavitdsdban nyujtott
segitségéért, mellyel elérhet6vé tette szdmomra a tudomdnyos fokozat
megszerzését, szeretném hdlds koszonetemet kifejezni témavezetOmnek,
Rusvai Miklés egyetemi tandrnak.

Ugyancsak hélds koszonetet mondok dr. Bakonyi Tamés egyetemi
adjunktusnak, egykori didkomnak, aki faradhatatlanul és 6ridsi tiirelemmel
segitette kutatdsi tevékenységemet, EAV kutatdssal kapcsolatos tudoméanyos
tém4djat Onzetleniil &atengedve nekem, ezzel sajit magidt &dtmenetileg
héatranyos helyzetbe hozva. Megkdszonom a szdmitastechnikai ismeretekben
nytjtott részletekbe mend segitségét, valamint a publikdciéim gondos
attanulmanyozasat és szakszerti észrevételeit, javaslatait.

Koszonettel — tartozom  az ~ Orszdgos — Allategészségiigyi  Intézet
igazgatdjanak dr. Tekes Lajos cimzetes egyetemi tandrnak, tudomdnyos

munkdm megkezdéséhez nyujtott segitségéért, valamint a hosszi idészak
végéig tartd, a munkahelyem daltal biztositott, anyagi timogatasaért.

Halas szivvel koszonom dr. Dénes Béla és dr. Szeredi Levente intézeti
kollégdimnak, az EAV monoklondlis ellenanyag eldallitdsaban, illetve az
1998 és 2002 kozotti idészak vizsgdlati anyagainak a gytijtésében nyujtott
segitséget.

Koszonom Tapaszti  Zsuzsa zoolégusnak, dr. Forgach Petra
allatorvosnak és Schamberger Anita egyetemi hallgatonak aldozatkész
munkdjukat, mellyel tehermentesitettek rutindiagnosztikai feladataim
szdmos iddigényes részletétol.

Ugyancsak koszonetemet fejezem ki dr. Tekes Gergé allatorvosnak, az
EAV 06sszehasonlit6é genetikai vizsgdlatdban nyujtott értékes segitségéért.

Megkoszonom dr. Kulik Ménika, dr. Balogh Attila és dr. Magosi
Zoltan illatorvos kollégaknak a faradhatatlan és rendszeres mintakiildést,
mellyel munkamat jelentds mértékben tdmogattak.

Végiil hilas koszonetemet fejezem ki esaladom mindazon tagjainak, akik
a szdmomra pszichikailag és fizikailag rendkiviil megterhelé id6szakban
mellettem maradtak, gondoskoddsukkal tehermentesitettek a mindennapi
gondoktdl.




