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ELOSZO

Kedves Kollegandk és Kollegak!

Az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsiga és az Allatorvostudomanyi Egyetem
Allatorvostudomanyi Doktori Iskolaja 2019. januar 21-24. kozott tartja a legjabb kutatési
eredményeink bemutatdsara szolgalo Akadémiai Beszamolok iiléssorozatot, amelyre idén 45.
alkalommal keriil sor az Allatorvostudomanyi Egyetemen.

Az el6z6 évek gyakorlatdnak megfelelden a beszamoldkon PhD-hallgatok és a kiemelkedd
munkat végzd TDK-hallgatok szereplését kiilon is szorgalmazzuk, ¢és reméljiik, hogy a
rendezvény jo alkalmat nyujt a kiilonboz6 tudomanyos-szakmai miithelyeket és korosztalyokat
képviseld, egymas munkdja irant érdeklodo szakemberek taldlkozasara.

Az eléadasok osszefoglaloit — szekciofiizetekbe csoportositva — elektronikus ton adjuk kozre.
A Dbeszamol6 fiizetek anyaga az MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet honlapjan
(http://aoti.agrar.mta.hu/mta_beszamolok) megtalalhato.

Az elbadasok és azt kdvetd megvitatas idOtartama legfeljebb 10 + 5 perc. Kérjiik, hogy a
megadott idOtartamot senki ne 1épje tal. Az el6z6 évek gyakorlatanak megfeleléen, nem az
eléadasok szamara, hanem azok szakmai-tudomanyos értékére helyezziik a stlyt. Aki azonos
téman beliil jelentett be 2 vagy tobb eldadast, kérjiik, probalja meg ezeket 0sszevonni.

A résztvevoket, kiillonosen a bizottsagi tagokat és az lléselnokoket arra kérjiik, hogy
kérdéseikkel, megjegyzéseikkel, javaslataikkal, segitsék az eldadottak részletesebb
megismereését, értékelését €s a beszdmold szakmai mithelyek tovabbi munkajat. A tudomanyos
elérehaladast a fiatalok tudoményos forumokhoz vald szoktatasat a vita éppugy szolgalja, mint
maga az eléadas.

Az egyes szekciok titkarait arra is kérjiik, hogy a szekcidiilésrdl februar végéig készitsenek és
juttassanak el az Allatorvos-tudomanyi Bizottsag titkdrahoz (magyar.tibor@agrar.mta.hu) egy-
egy rovid, kozérthetd formaban megirt, a szekci6 elnokokkel egyeztetett tajékoztatot (a Magyar
Allatorvosok Lapjaban valo kozlés céljabol), amely tartalmazza nem csak az eléadasok, hanem
a vita legfontosabb megallapitasait is.

Kérjiik az intézetek vezetdit, hogy az elektronikus uton megkiildott anyagot tovabbitsdk
munkatarsaik és érdeklodé nyugdijasaik szamara is. Kérjik, tovabba, hogy tegyék lehet6vé

munkatarsaik részvételét az uléseken.

Eldre is koszonjlik a szekcid elnokok, a titkdrok, a bizottsagi tagok €s valamennyi eldéado
munkajat.

Kivanunk mindenkinek eredményes és hasznos tanacskozast.

Galfi Péter Sétonyi Péter Voros Karoly Magyar Tibor
MTA ATB elndke  Rektor,TDK elndk AODI elndke MTA ATB titkara
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MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet Virologia

MAREK JOZSEF HATASA A VIROLOGIARA

Drén Csaba, Drén Eva

Marek Jozsef 150 éve sziiletett szegény foldmiives csaladban (1868.Vagszerdahely, ma Horna
Streda, Szlovakia). Iskolai tanulmanyait kitlind eredménnyel végezte beleértve a Magyar
Kiralyi Allatorvosi tanintézetben folytatottakat is, ahol 1892. november 5-én megkapta
allatorvosi oklevelét. Hamarosan klinikai segédtanarrd nevezték ki és szakmai fejlodése
érdekében a berni egyetemre kiildték (1897-98), ahol a filozofiai fakultas rendes hallgatojaként
bolcsészdoktori oklevelet szerzett (1898). 1898 szeptemberétél Hutyra Ferenc mellet dolgozott,
majd 1901-t61 nyilvanos rendes tanarként vezette a belorvostani tanszéket és belklinikai
intézetet 1935-ig. Klinikai megfigyeléseit, kutatasi eredményeit 6nalldéan, vagy tarsszerzokkel
irt folyodiratokban (154) és tobb nyelvre leforditott, tobbszori kiadast megért allatorvosi
szakkonyvekben kozolte, amelyek vilaghirivé tették mar életében. Oktatoi és tudomanyos
munkéssagat mind a hazai (Magyar Tudomanyos Akadémiai tagsadg: 1918, 1938) mind a
nemzetk6zi tudomanyos kézosség szamos formaban elismerte.

Ma leggyakrabban hivatkozott cikke egy, szakmai palyafutasa korai szakaszaban (1907) a
szarnyasok ideggyulladdsat és annak részletes korszovettanat leird cikke (Polyneuritis
kakasokban, Allatorvosi Lapok, 1907. XXX. 26. 315-18; Multiple Nervenentziindung
(Polyneuritis) bei Hithneren, Deutsche Tierdrztliche Wochenschrift, 1907. 30. 417-421). A
betegséget tiszteletére ma is Marek-betegségnek (MB, Marek’s diseases, MD), a koérokozot
Marek-betegség virusanak (MBV, MDYV, Mardivirus, GaHV2) hivjak, amelyik az
Alphaherpesvirusok alcsaladjaba tartozik és szamos kiilonleges tulajdonsaggal (onkogén)
rendelkezik. Minden hazityk fogékony a fertdzés irdnt,a klinikai betegség kialakulasat
azonban szamos tényez0 befolyasolja (a virus patogenitasa, a fert6zddés kora, az allat genetikai
adottsaga, immunkompetenciaja). Az MTA Allatorvos-tudomanyi Kutato Intézetében tobb
MBV-t izolaltak (vakcinaként alkalmas valtozatokat is). Elkiilonitd korjelzésre alkalmas
immunhisztokémiai modszert dolgoztak ki. Az MB ellen kifejlesztett nem ,,sterilizal6vakcindk
(a betegség kialakulasa ellen védenek, a fertézéssel szemben nem) csak jarvanyvédelmi
intézkedésekkel és ellenallobb fajtak kitenyésztésével csokkentik az MBV okozta gazdasagi
veszteségeket. Paradox modon, a hatékony védekezés ellenére, egyre virulensebb MBV
valtozatok alakulnak ki, ami a védekezés tovabbi javitasat igényli. Ebbdl fontos kovetkeztetést
kell, illetve lehet levonni a fert6z6 betegségek elleni védekezés tovabbi tokéletesitésére.
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MAGYARORSZAGI AFRIKAI SERTESPESTIS VIRUS (ASPV) SZEKVENCIAJANAK
GENETIKAI ELEMZESE

Olasz Ferenc', Mészaros Istvan!, Balint Addm?, Locsmandi Gabriella?, Banyai Krisztian®,
Marton Szilvia®, Zadori Zoltan!

Az afrikai sertéspestis (ASP) az egyik legmagasabb elhullasi ardnnyal jar6 sertésbetegség: a
magas virulencidju torzsek kozel 100%-os haldlozési rataval rendelkeznek. Az ASP-t el0szor
Kenyaban irtak le 1921-ben, az els6 eurodpai esetet Portugaliaban regisztraltak 1957-ben. Az
afrikai sertéspestis virus (ASPV) 2007-ban jelent meg a kelet-curdpai térségben, elészor
Graziaban, majd onnét Oroszorszagon keresztiil terjedt Kozép-Eurdpa fel¢; Magyarorszagon
elészor 2018-ban azonositottak elhullott vaddiszndkbol. Az ASPV az Asfarviridae csaladon
beliili Asfivirus nemzetség egyetlen tagja, nagyméretii, burkos virus, atlagos a&tmérdje 200 nm.
A genomja egy duplaszalu, lineéris, 190 kilobazis hossziisagh DNS. Ismereteink szerint tobb
mint 200 fehérje kodold szakaszt (open reading frame (ORF)) tartalmaz. Az ASPV-t
szerotipusokba és genotipusokba sorolhatjuk. A szerotipust foleg két gén hatarozza meg, az
EP153R ¢és az EP402R, a genotipusos besorolds a B646L gén szekvenciaja alapjan torténik. A
genom variabilis régidiban talalhatd multigene family (MGF) gének szerepet jatszanak a
patogenitas €s a virulencia kialakitadsaban.

Célunk egy hazankban izolalt ASPV torzs teljes genomjanak szekvenaldsa és genetikai
jellemzése volt.

A szerv dorzsoléket 1 ml-nyi sertés alveolaris makrofagokat (PAM) tartalmazé RPMI-1640
tapoldatba inkubaltuk, majd a feliilluszobol harom nap mulva DNaz-os és RNaz-os kezeléssel
eltavolitottuk a sertés genombdl szarmazo nukleinsavakat. Ezt kovetden Roche High Pure Viral
Nucleic Acid kittel kitisztitottuk a viralis DNS-t. Ennek mennyiségét a mintdban aspecifikus
DNS amplifikécioval (REPLI-g Mini Kit) ndveltiik, majd a szekvenalast lon Torrent PGM
platformon végeztiik. A kapott szekvenciak illesztése a Geneious szoftverrel tortént.

Az ASPV-t sikeresen izolaltuk, majd szekvenaltuk egy elhullott vaddiszn6 szévetmintdjabol.
A kapott szekvenciat (ASFV_HU 2018) dsszevetettiik a GenBankban elérhetd Osszes, teljes
ASPV nukleotid szekvencidval. A szekvenalt izolatum a 2-es genotipusba tartozik, €¢s 99%
egyezést mutat a Graziabol, Esztorszagbol és Lengyelorszagbol szarmazo torzsekkel (Georgia
2007/1, ASFV/POL/2015/Podlaskie, Estonia 2014). Az ASFV_HU _2018 EP153R, EP402R
és B646L génjeiben nem talalhatdé mutacio a Georgia 2007/1 szekvencidjdhoz képest. A
filogenetikai elemzésekre hasznalt A238L és KP177R gén szekvenciai is teljesen megegyeznek
az els6 kelet-europai izolatuméval (Georgia 2007/1). Viszont a valtozékony MGF géncsaladban
szamos eltérés azonosithato. Egy delécio taldlhatdo a MGF 360-1L génben és egy frameshift a
MGF 360-16R génben. Ezek a valtozasok nincsennek jelen Georgia 2007/1-ben, de pontosan
megegyeznek a 2015-ben izolalt lengyelorszagi torzsben (ASFV/POL/2015/Podlaskie)
megjelent mutaciokkal.

Megallapitottuk, hogy az ASFV_HU 2018 kozeli rokona a Graziaban azonositott ASPV-nek
(Georgia 2007/1). A virus konzervativ génjeiben nem talalhat6 valtozas, a mutaciok tobbsége
a valtozékony MGF génekben azonosithatd. Ezen genetikai jellegek alapjan az
ASFV_HU 2018 a GenBank-ben elhelyezett ASPV izolatumok szekvenciai kozil a
lengyelorszagi ASFV/POL/2015/Podlaskie-val mutatja a legszorosabb rokonsagot.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%A1nyai%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25616050
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UJ ADENO-ASSZOCIALT VIRUSOK AZONOSITASA SERTESEKBOL GENTERAPIAS
ALKALMAZASOKHOZ
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A génterapidban leggyakrabban hasznalt viralis vektorok koz¢é tartoznak az adeno-asszocialt
virusok (AAV), azonban génterapiaban val6 alkalmazasukat megneheziti, hogy embereknél a
populécid nagy része mar rendelkezik human AAV elleni ellenanyagokkal. A sertésekben
talalhat6 AAV-k viszonylag jol képesek a emberi retina sejteket transzdukalni, és a human
populdcidkban elleniik altalaban nem talalhatéak ellenanyagok. Az AAV-k egyik jellemzd
tulajdonsaga, hogy un. helper virusok (adeno- vagy herpeszvirusok) nélkiil nem tudnak
replikalodni in vitro. Jelenleg nincsenek megbizhato adataink arrdl, hogy az AAV-K kizarélag
helper virusok jelenlétében tudnanak szaporodni in vivo, ezért az AAV-k életciklusanak jobb
megértéséhez tovabbi kutatasok sziikségesek.

Célunk egyrészt AAV ¢és helper virusai kapcsoltsagénak vizsgalata héazi sertés és vaddiszno
populacidk vérmintaiban, masrészt pedig ezekbdl a vizsgalatokbdl kiindulva olyan 1 sertés
AAV (poAAYV) valtozatok kiszlirése, amelyek génterdpias vektorként alkalmasak lehetnek
retinalis orokletes betegségek kezelésére.

Az AAV, tovabba az adeno- ¢s herpeszvirusok el6fordulasanak vizsgéalatara PCR reakciot
hasznaltunk. Az adeno- és herpeszvirusok kimutatasat két kords diagnosztikai PCR-rel
végeztilk a szakirodalom alapjan, az AAV-k detektalasara pedig sajat tervezésli primereket
hasznalunk. A vizsgélati anyagot sertés és vaddiszné savomintdkbol kivont DNS mintdk
szolgaltattdk. Az 0j génterapias virusvektorokhoz sziikséges plazmid létrehozésahoz az 1j
véltozatok diagnosztikai PCR-el torténd azonositdsa utdn eldszor atfedé darabokban
amplifikaltuk a mintdkbol a teljes VP1 szekvencidkat, majd az egyesitett (joining PCR) VP1
szakaszokat AVV2 alapu plazmidokba klonoztuk.

Osszesen 312 vaddiszn6 és 192 hédzi sertés mintan végeztiink diagnosztikai vizsgélatot AAV-
ra. A vizsgalt vaddiszné mintdk ko6zott 28 bizonyult pozitivnak helper virusra. Az AAV ¢és
helper-virusai el6fordulasanak osszefiiggését csak a vaddisznd mintakban tudtuk statisztikailag
vizsgalni, mivel a hazi sertés mintdk kozott mindossze 1 AAV pozitivat talaltunk, mig a
vaddiszn6 mintak kozott 7-et. A statisztikai analizis (Fisher-egzakt teszt, Barnard-proba) szoros
Osszefiiggést mutatott ki a helper virusok ¢és az AAV-k virémias eléforduldsa kozott. Hat
Ujonnan azonositott AAV valtozatbol sikeriilt szekvenciat kinyerni. Eddig harombol sikeriilt
génterdpias vektorhoz sziikséges rekombinans plazmid konstrukcidkat eldallitani. Az 0 AAV
valtozatok transzdukcios hatékonysagat jelenleg egerek retindjan vizsgélja a napolyi egyetemen
dr. Auricchio csoportja.

Diagnosztikai vizsgalataink alapjan kijelenthetd, hogy vaddisznoban a helper virusokkal
fertézott allatok kozott nagyobb valoszinliséggel talalunk AAV  pozitiv  egyedeket.
Megallapitottuk, hogy a vaddisznok kivalo forrasként szolgalhatnak 1; AAV valtozatok
azonositasara, amelyekbdl varakozasaink szerint hatékony génterapias vektorok készithetiink.
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MAGYARORSZAGROL SZARMAZO TELJES SERTES LEGZESI Es REPRODUKTIV
SZINDROMA VIRUS (PRRSV) SZEKVENCIAK GENETIKAI ELEMZESE

Olasz Ferenc!, Mészéaros Istvan?, Balint Adam?, Banyai Krisztian!, Marton Szilvia®, Zadori
Zoltan*

Magyarorszagon 1995-ben jelent meg a sertések reprodukcids zavarokkal és 1égzdszervi
tiinetekkel jard szindromajanak virusa (PRRSV). A 2000-es évek kozepére a PRRS fertdzottség
mértéke elérte a nagylétszamu allomanyokban a 20-25%-ot, és egy genetikailag és virulenciajat
tekintve is rendkiviil valtozatos PRRSV populécié alakult ki hazdnkban. A komoly gazdasagi
karok kovetkeztében 2014-ben a Nemzeti PRRS Mentesitési Program keretében megkezdddott
a sertésalloméanyok szervezett mentesitése a betegségtol.

Diagnosztikai célbol orszag kiillonb6zd megyéiben taldlhatd sertéstartd telepekrdl vérsavod
mintakat kaptunk, hogy megéllapitsuk a PRRSV fert6zottség mértékét €s a pozitiv mintakbol
virust izolaljunk.

A vérsavo mintakbol QIAamp cador Pathogen Mini Kittel vontuk ki a nukleinsavat, majd a
PRRSV fert6zottségiiket OneStep RT-PCR Kkittel, diag_F (GAATGGCCAGCCAGTCAATC)
¢s diag R (TCGCCCTAATTGAATAGGTGACT) primerparral hataroztuk meg. A
filogenetikai elemzéshez sziikséges ORFS5 gént ORFS5EU-uniF
(CAATGAGGTGGGCYACAACC) ¢és ORF5EU_uni_R2 (GGGCAGGGGCCAGAAT
GTAT) primerparral sokszorositottuk, majd szekvenaltattuk. A vérsavo feliiluszokbol 100 pl-t
sertés alveolaris makrofagokat (PAM) tartalmaz6 1 ml RPMI tapoldatban inkubéltunk, majd 3
nap elteltével ebbdl a QIAamp Viral RNA Mini Kittel kivontuk a viralis RNS-t, amelyet DNS-
s¢ random primerek segitségével Superscript III enzimmel irtuk at. Az 0j generacios
szekvenalas 316-os szekvendld chipen Ion Torrent PGM platformon tortént. A szekvencidk
illesztését a Geneious szoftverrel végeztiik. Filogenetikai elemzésekhez Mega6 szoftvert
alkalmaztuk. A rekombinécids események felderitése c€ljabol, az izoldtumainkat egymashoz és
a két legkozelebbi ismert rokonukhoz hasonlitottuk SimPlot elemzéssel.

2016-ban 72 sertéstartd teleprél szarmazd mintat teszteltiink, ebbdl 46 bizonyult PRRS virusra
pozitivnak. Osszesen 60 darab pozitiv mintabol sikeriilt részleges ORF5 szekvenciat kinyerni.
A szekvencia adatok fényében kivalasztottuk azokat a vérsavo mintakat, amelyekben talalhato
PRRSV-k egymastol eltértek. Ot izolalt virusnak hataroztuk meg a teljes nukleotid
szekvencidjat. Az ORFS5 szekvencidk alapjan feléllitott filogenetikai torzsfan két torzset
(HU19401, HU19483) a 3D kladba, masik kettét (HU18755, HU18861) a 3F-be és a HU24924
az 1G-be soroltuk. A Genbankban talalhatoé legkdzelebbi rokon virus torzsnek a Lelystad
bizonyult. Az izolatumaink koziil a legnagyobb nukleotid egyezést a Lelystad virussal a
HU19401 mutatta (88,1%) a legnagyobb kiilonbséget a HU18755, az egyezés mértéke csak a
84,7% volt. Megallapitottuk, hogy az HUI18755 és a HU18861 rekombinans virus, €s
valoszintisithetd, hogy a HU19401 is hordoz egy rekombinans fragmentet.

Magyarorszagon genetikailag valtozatos PRRSV torzsek fordulnak eld, amelyek egy része
szekvencia szinten akar 14%-kal is eltérhet az eddig ismert teljes szekvenciaktol. A nagy
szamban talalt rekombinansok jelenlétének egyik magyardzata az lehet, hogy a magyar
sertéstelepek egy részében kiillonbozd forrasokbol tobbféle torzs is jelen van. Ezt az elméletet
az is erdsiti, hogy 11 olyan gazdasagot talaltunk a 46-bol, amelyekben két egymastol eltérd
torzset is észleltiink ORFS szekvencidk alapjan.

A munkat az NKFI K-119381 palyazat tamogatta.
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HAZIKACSA (ANAS PLATYRHYNCHOS DOMESTICA) EREDETU SEJTVONAL
LETREHOZASA ES FOGEKONYSAGANAK VIZSGALATA INFLUENZA A ES B
VIRUSRA

Mészaros Istvan'”, Olasz Ferenc!, Balint Adam?, Erdélyi Karoly?, Zadori Zoltan*

Az influenza A virus szegmentalt, egyszali RNS genommal rendelkezd, burkos virus. A
felszini glikoproteinek antigenitasa alapjan 18 hemagglutinin €s 9 neuroaminiddz szubtipusa
kiilonithetd el, melyek szinte az Osszes lehetséges varidcidban eléfordulhatnak. A szubtipusok
az antigenitas mellett patogenitasukban is kiilonbozhetnek, azonban k6zos tulajdonsaguk, hogy
mind fenntarthatok hazityGk embrionalt tojasban. Az embrionalt tojasok hatranya, hogy
bizonyos mezei izolatumok alacsony hatékonysaggal replikdlodnak benniink, igy kimutatasuk
is nehézkes. Tovabbi probléma, hogy sorozat passzalas esetén a virus adaptalodik a tojashoz: a
folyamat sordn mutaciok keletkeznek a hemagglutinin génjében, megvaltoztatva a fehérje
glikolizacidés mintazatat, antigenitasat. A fenti okok miatt az influenza A virus fenntartasdhoz
szamos immortalizalt sejtvonalat hasznalnak. Koziilik a Vero-t mind a virusizolalasnal, mind
a vakcina gyartasban széleskoriien hasznaljak, habar szamos hatrannyal is rendelkezik (pl. lassu
viralis ciklusidd, alacsony titer).

Célunk volt egy 1), hazikacsa eredetii sejtvonal 1étrehozéasa virologiai vizsgalatokhoz, valamint
fogékonysaganak vizsgalata influenza A és B virusra.

Hazikacsa embriokbol eltavolitottuk az ovariumokat, a sejteket tripszines emésztéssel
elvalasztottuk egymastdl, majd tapfolyadékban tenyésztettiik. A konfluens tenyészeteket 3
naponta passzaltuk. Madareredetti HIN1, H3N8, H5N1, H5N2, H5SN9, H7N1 ¢és H10N4-es
szubtipusok véghigitasaval, immunofluoreszcens festéssel meghataroztuk az izolatumok titerét
az altalunk létrehozott DuO240 és Vero sejteken. Az eredményekbdl kovetkeztettiink a
sejtvonalak érzékenységére. Két humén influenza A virus vakcina térzzsel (MS01/17 NYMC
X-275 (HIN1) és MS-03/18 IVR-186 (H3N2)), valamint egy influenza B virus vakcina térzzsel
(MS-05/18 NYMC BX-69A) végzett fertézés utan a fertézés 72. orajaban hemagglutinacios
teszttel meghataroztuk a termel6dott virusok mennyiségét (HA titer). A hazikacsa eredetii
sejteket sikeresen immortalizaltuk: jelenleg a 90. passzazst tartjuk fenn bel6le (2018.12.06.-i
adat).

A madar eredetli mezei izoldtumokkal végzett fertdzések soran a DuO240 sejtvonal az 6sszes
vizsgalt szubtipussal fertézhetonek bizonyult. Minden izolatumbol magasabb véghigitasban
detektaltunk virust a DuO240-en mint a Vero sejteken. A kiilonbség, szubtipustdl fiiggden egy
¢s harom nagysagrend kozott valtozott. A vakcina torzsekkel végzett kisérletek soran az X-275
¢és az IVR-186-o0s torzsekkel 32, illetve 16-os HA titert értiink el, mig a BX-69A torzzsel 128-
aa HA titert. A DuO240-es sejtvonal alkalmasnak bizonyult az Osszes altalunk vizsgalt
madareredetii influenza torzs izolalasara. A véghigitasi vizsgalatok alapjan az dsszes izoldtumra
érzékenyebbnek bizonyult, mint a Vero sejtvonal. Ez a nagyfoku érzékenység alkalmassa teheti
a virus diagnosztikai hasznalatat a gyakorlatban. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek
a termelddott virusok mennyiségének meghatarozasara.

A HA titerek alapjan a DuO240-es sejtvonalon, viszonylag nagy titerben szaporithaté a harom
altalunk vizsgalt human influenza vakcina torzs, ami arra utal, hogy tovabbi fejlesztések utan
a sejtvonal alkalmas lehet a vakcinagyartasban alkalmazott embrionalt tojasok kivaltasara.
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A SCHMALLENBERG VIRUS SZEREPE A HAZI KERODZOK VETELESEIBEN
Szeredi Levente”, Dan Adam, Malik Péter, Hornyak Akos, Janosi Szilard

2011-ben egy Uj megbetegedés jelent meg Europaban, amely tehenekben lazat, hasmenést és
tejcsokkenést okozott. A betegséget egy az orthobunya virusok kozé sorolt uj virus, a
Schmallenberg virus (SBV) idézte el6. A késobbiekben a fertdzés vemhes tehenekben ¢és
juhokban vetélést és torzfejlddést okozott. A virus igen gyorsan elterjedt egész Eurdpaban.
Hazéankban ez els6 SBV okozta vetélést 2012-ben mutattak ki.

A kutatds soran azt vizsgaltak, hogy a budapesti ADI-ba 2011 és 2017 kozott kiildott
szarvasmarha-, juh- és kecske-vetéléseknél milyen szerepet jatszott az SBV fertdzés.

Az intézet archivumabol 6sszesen 537 esetet valasztottak ki (387 szarvasmarha, 112 juh és 38
kecske). Ezekben az esetekben részletes korbonctani, korszovettani, immunhisztokémiai és
PCR vizsgalatra keriilt sor a hazankban potencialisan el6forduld vetélést okozo korokozok
valamint az SBV kimutatasa céljabol.

Fert6zd eredetii vetélést talaltak dsszesen 160 (30 %) esetben, mig nem fert6zo eredetli vetélést
11 (2 %) esetben allapitottak meg. A vetélési ok 366 (68 %) esetben nem valt ismertté. Az
eredmények a tablazatban részletezve lathatdak.

Vetélési ok (%) szarvasmarha juh kecske
Baktérium okozta vetélés (negativ 10 (11) 1(2) 0
baktériumizolalas mellett)

Chlamydiaceae 0 33 (57) 4 (31)
Coxiella burnetii 1(1) 0 0
Escherichia coli 2(2) 0 0
Leptospira spp. 2(2) 0 0
Listeria monocytogenes 2(2) 0 0
Salmonella spp. 2(2) 0 0
Streptococcus uberis 1(1) 0 0
Trueperella pyogenes 10 (11) 0 0
Yersinia pseudotuberculosis 0 1(2) 0
Gomba 4 (5) 0 0
Neospora caninum 6 (7) 0 0
BVDV 4 (5) 0 0
SBV 3(4) 1(2) 0
Fert6zésre gyanut keltd 42 (47) 22 (37) 9 (69)
Osszesen 89 (100) 58 (100) 13 (100)

A hazi kérddzok természetes eredetli vetéléseinél az SBV csak sporadikusan mutathatd ki
hazankban. A 160 fert6z6 eredetli vetélés koziil csupan 4 (2,5 %) esetben igazoltdk az SBV
jelenlétét, amely messze mogotte marad a baktériumok okozta vetélések eléfordulési
gyakorisdganak (69 eset, 43 %). Az SVB fert6zésbol eredd gazdasagi kartételben a vetélés
okozta kar csak alarendelt szerepet jatszik.
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UJ JUH-ADENOVIRUS IZOLALASA ES TELJES GENOM MEGHATAROZASA

Hornyak Akos'", Szeredi Levente!, Doszpoly Andor?, Vidovszky Marton?, Harrach Balazs?

Egy 2017-ben az ADI-ba kiild6tt szopos kosbarany hullaban baktériumos fertdzéssel szovodott,
virusos fertdzésre jellemzd sulyos foku tiidégyulladast allapitottunk meg. A rutinszeriien
alkalmazott PCR modszerekkel, valamint a szekunder borju here sejttenyészeten elvégzett
virusizolalasi kisérlettel nem tudtuk megerdsiteni az immun-hisztokémia (IHC) altal jelzett
adenovirus jelenlétét a tidobol. Végiil specidlis DNA-polimerdaz ¢és Va2 géneket célzo
primerekkel, valamint OA3 juh here sejtvonalon sikeriilt kimutatni egy eddig le nem irt, (j juh-
adenovirust €s igy megerdsiteni az IHC adenovirus pozitiv eredményt. A részleges polimeraz
¢s IVa2 gén szekvencidk nem utaltak ismert, kdzeli rokon adenovirusra.

A szovettenyészeten elszaporitott juh-AdV-bol kivont DNS szekvenalasat Illumina j-
generacidos (next generation sequencing — NGS) szekvenald platformon végezték. A
szekvencidk Osszeillesztését CLC Genomics Workbench programmal végeztiik, ami két
nagyobb kontigot (Osszefiiggd genom-szekvencia részlet) eredményezett. Az adatok
bioinformatikai elemzése (homoldgia keresés) sordn egy kisebb folytonossagi hidnyt
azonositottunk a genomszekvencian az 55K gén elhelyezkedésének helyén. Ezt a szakaszt
specifikus primerek tervezésével PCR-rel hidaltuk &t, majd ,,primer séta” modszerrel
szekvenaltuk. A genomvégek (ITR-ek) pontos meghatarozasa szintén specifikus, a nyert
szekvenciak alapjan tervezett primerekkel tortént.

Az igy meghatarozott AdV genomja 36.206 nt hosszliinak bizonyult és tipikus mastadenovirus
genomszervezddést mutatott, tartalmazva a mastadenovirus specifikus 1X-es és V-0s géneket
is. Az ITR 93 nt hosszu. A genom 70% GC ardnyl, ami meglepden magas szazalék. Az
altalaban igen valtozatos E4 régioban 4 ORF-et talaltunk, melyek homoldgiat mutatnak a bovin
adenovirus 3 (BAdV-3) hasonl6 elhelyezkedésti ORF-jeivel. A szintén nem konzervativ E3
régioban hianyzik a 12,5K gén, ami a legtobb mastadenovirusban megtalalhat6, mig a nem
mindig jelenlévé U exon azonosithatd volt. Az E3 régio csupan egy ORF-et tartalmaz. Ez a
méret nem jellemzé a tobbi juh- és szarvasmarha-AdV-ra. Ilyen révid E3 régiot eddig csak
ragesalo- és denevér-AdV-okban tapasztaltunk. Az 1j juh-AdV hexon szekvencigja
meglehetsen hasonlit a juh-AdV-6 hexonjara, mely virusbol csak ez az egyetlen gén ismert.
Ugyanakkor, a teljes hexon kb. 95%-o0s azonossaga miatt (mig az antigenitasért elsGsorban
felelés loop 1 szakasz mar csak 81% azonossagot mutat) ez az 01j izolatum feltehetden 1;j
szerotipus is (OAdV-8), bar valoszinilileg ugyanabba (a még meg nem alapitott) fajba lehet majd
besorolni (Ovine mastadenovirus C). Uj juh-adenovirust 1983 6ta nem izolaltak, sét nem irtak
le PCR kimutatéssal sem.

Kutatasainkhoz az NKFIH NN128309 sz. palyazata nyujt anyagi tamogatast.



MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet! Virologia
NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosag?
*vidovszky.marton@agrar.mta.hu

BOVIN ADENOVIRUS 10 ELOFORDULASANAK ELSO SZEKVENCIA SZINTU
IGAZOLASA EUROPA KONTINENTALIS RESZEN

Vidovszky Marton!", Boszorményi Kingal, Surjan Andras’, Ronai Zsuzsanna?, Dan Adam?,
Harrach Balazs®

crer

hoénapos borjak szorvanyos elhullasaval jard, kronikus betegség eldfordulasat tapasztaltak. A
megbetegedések vezetd klinikai tiinete az erds, ritkan véres hasmenés volt. Az elhtz6do
eseteknél tovabbi tiinetek, fogyas, gyengeség és levertség is észlelhetd volt. Az érintett allatok
koziil néhany rovid idén belil elhullott, mig a talélok zome felépiilt, de egyes egyedek
senyvessé valtak. A kezel6 allatorvos kiilon kérésére adenovirusok (AdV) esetleges jelenlétére
is szlirtiik a vizsgalatra érkezett mintékat.

Héarom elhullott borju szovetmintdja, valamint egy hasmenéses, legyengiilt egyed bélsarmintaja
PCR-rel AdV pozitivnak bizonyult. A pozitiv mintak kiilonbozo telepekrdl szarmaztak. A PCR
termékek nukleotid-sorrendjét eldszor kozvetleniil, majd molekularis klénozast kdvetden is
meghataroztuk. A nukleotid (nt) szekvencidk elemzése az Osszes esetben bovin adenovirus
(BAdV) egy vagy tobb tipusanak jelenlétét igazolta. Harom allatban a BAdV-10-ével azonos
szekvenciat kaptunk. Ezek koziil két mintaban a BAdV-10 mellett egyidejileg a BAdV-6 is
jelen volt. A negyedik esetben egy eddig csak az Egyesiilt Allamokban (Wisconsinban),
szarvasmarhatelepek PCR-es sziirése soran kimutatott és leirt AdV szekvenciaval (BAdV-Wa)
azonos szekvenciat kaptunk. A tovabbi, azonos koriilmények kozott elhullott allatok mintainak
szlirése (4db) negativ eredménnyel zarult.

A BAdV-6 eléfordulasat hazai kér6dzokben mar korabban megfigyelték. Ezzel szemben ez a
BAdV-10 és BAdV-Wa legelsé magyarorszagi kimutatasa. A BAdV-10 prototipus torzsét
borjak elhullasaval jaré enteralis megbetegedés kapesan izolaltak Uj-Zélandon. Par évtizeddel
kés6bb sporadikusan jelentkezd, fibrines-véres hasmenés kovetkeztében elhullott hizobikakbol
tovabbi BAdV-10 torzseket izolaltak Eszak-frorszagban. A BAdV-10 specifikus kimutatisara
kidolgozott in situ DNS-hibridizalasi eljarassal nagyszabasu sziirést hajtottak végre kiilonb6z6
orszagokbol, borji hasmenéses esetekbdl szarmazo, archivalt szovettani anyagon. E felmérd
vizsgalat sordn kanadai és holland eredetli, paraffinba agyazott bélmintdk is pozitivnak
bizonyultak BAdV-10-re. Legujabban PCR-rel is kimutattak a BAdV-10 jelenlétet az USA-
ban, majd ismét Uj-Zélandon.

Jelen vizsgalatunk képviseli az elsd, valos idében, nt szekvenciaval is aldtdmasztott BAdV-10
kimutatdst Magyarorszagon, ¢és egyben a kontinentalis Eurdpaban is. A virusok
szovettenyészeten vald izolaldsdra tett kisérleteink nem jartak sikerrel. Az uj BAdV tipus
(BAdV-Wa) tovabbi genomrészleteinek szekvenalasat és filogenetikai elemzését tervezzik a
jovoben. A kimutatott BAdV-oknak a hasmenéses megbetegedésekben jatszott esetleges oktani
szerepének tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, mivel jelenlétiiket az esetek egy
jelentds hanyadaban nem lehetett igazolni.

Kutatéasaink anyagi feltételeit az NKFIH NN128309 sz. palyazat timogatasaval biztositotta.
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UJ HAL-HERPESZVIRUS ELSO KIMUTATASA LESOHARCSABAN (SILURUS GLANIS)

Tarjan Zoltan Laszl6*, Eszterbauer Edit, Benkd Maria

A les6harcsa (Silurus glanis) himldszeri, proliferativ bérelvaltozasanak makroszkdopos, fény-
¢s elektronmikroszkopos megfigyeléseken alapuld, elsd leirdsa magyar kutatok nevéhez
flizodik (Békési és mtsai, 1981), akik feltételezték, hogy a koroktanban herpeszvirusok
jatszhatnak szerepet. Ezt azonban vizsgalataink eldtt molekularis adatokkal még sehol nem
erositettétk meg. Munkank célja a nemrégiben hazankban 1jra felbukkant betegség
herpeszvirusos eredetének tisztazasa volt.

Az elmult néhany évben, egy hazai togazdasdgban a két-, illetve haromnyaras harcsédk 6szi
lehalaszasakor a testszerte jellegzetes bdrelvaltozasokat mutatdé egyedeket kiselejtezték, és
viroldgiai vizsgalat céljara atadtdk kutatocsoportunknak. Az elvaltozott bdrszovetbdl vett
mintdkban PCR segitségével kiséreltiik meg herpeszvirus jelenlétének kimutatasat. Harom
altalanos (konszenzus primerekkel miikodé) PCR-t alkalmaztunk, melyeket a halak és kétéltiiek
herpeszvirusainak besorolasara 1étesitett Alloherpesviridae csalad tagjainak egy-egy meg0orzott
génjére terveztek. A keletkezett DNS-fragmentumok nukleotid-sorrendjét kozvetleniil, majd
molekularis klonozas utan is meghataroztuk. Az ijonnan nyert szekvencidk alapjan ujabb PCR-
ekhez oligonukleotid primereket terveztiink tovabbi genomszakaszok kinyerése, illetve
szekvenalas céljabol. A szekvencidk alapjan bioinformatikai moddszerekkel filogenetikai
elemzéseket végeztiink.

Makroszkopos vizsgalattal a halak testén valtoz6 mértékben kiterjedt, helyenként térképszertien
Osszefolyo, gobos, proliferativ borelvaltozasok voltak lathatok. A felszinbdl kiemelkedd,
vildgossziirke, kerek, esetenként hdmhianyos illetve vérzéseket is tartalmazo képleteket a borrdl
nem lehetett levalasztani. A belsd szervekben nem volt elvaltozas. Szdvettani vizsgalattal az
érintett hamszovet hyperplasiajat lehetett megfigyelni. A hal-herpeszvirusok altalanos
kimutatasara alkalmas PCR két gén esetében is pozitiv eredményt adott, sét egy harmadik
génbdl véletlenszerlien sikeriilt kinyerniink egy szakaszt. A homologiakeresd program az
Alloherpesviridae csalad Cyprinivirus nemzetségének tagjaiban leirt virusokkal jelzett
legkozelebbi rokonsagot. Egy hosszabb (15 kb) genomrészletet is sikeresen felerdsitettiink a
feltételezésiink szerint kozelebbi két génszakasz kozott. Ennek szekvendldsa jelenleg még
folyamatban van. A szekvenciak elemzése egy eddig ismeretlen alloherpeszvirus jelenlétére
utalt. A kodolt fehérjék aminosav sorrendje alapjan készitett torzsfa-rekonstrukciok azt
mutatjdk, hogy az Ujonnan talalt virus egy 0j virusfa; képviseldje, amely legkozelebbi
rokonsagban az angolna és a ponty herpeszvirusaival all. Tovabbi adatok sziikségesek annak
eldontéséhez, hogy a harcsa-herpeszvirus a Cyprinivirus nemzetségbe, vagy egy ahhoz kozeli,
elkiiloniild kladba sorolhato-e.

Két év kiilonbséggel vett mintdkban ugyanannak a virusnak a jelenlétét detektaltuk.
Eredményeink az els6 molekularis adatok a les6 harcsa herpeszvirusara vonatkozodan.

A kutatasainkra benyujtott K17-124511 palyazatot az NKFIH nem tdmogatta.
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DENEVEREK POLIOMAVIRUSAINAK ELSO KIMUTATASA EUROPABAN

Surjan Andras*, Vidovszky Marton

A denevérek szamos virus és egyéb korokozo jelentds rezervoarjai €s terjesztoi. Az allati és
human szempontbo6l veszélyes virusok mellett (példaul: Ebola, veszettség, SARS), sok kevésbé
jelentds kérokozo hordozoi is lehetnek. E tanulmany célja denevér-poliomavirusok kimutatasa,
diverzitasuk vizsgalata és filogenetikai viszonyaik elemzése.

A poliémavirusok (PyV) buroknélkiili, cirkuléris, kettdsszala DNS virusok. Genomjuk mérete
kb. 5000 bp, amelyen altalaban 5-7 gént kddolnak mindkét irdnyban. Orvosi fontossagukat
foképpen tumorindukald képességiik adja. Denevérekben eddig foleg afrikai és dzsiai fajokban
vizsgaltak jelenlétiiket, igy munkank az elsd Eurdpaban is igazolt PyV jelenlét kimutatasa
denevérekben.

A PyV kimutatasara, a virus protein 1 (VP1) gén egy rovid (kb 250 nt) szakaszat felerdsitd
kettés (nested) PCR modszert alkalmaztunk. Huszonhdrom denevérfaj 65 bélsar és
szervmintajat vizsgaltuk a degeneralt primerekkel.

Mintaink koziil 10 bizonyult poliomavirusra pozitivnak (15,4%). Ezek mindegyike simaorra
denevér (Vespertilionidac) minta volt. Hat denevér-fajbol hét uj, ideiglenes PyV tipusba
sorolhatd  polidmavirus-szekvenciat mutattunk ki. Europaban elséként igazoltuk
poliomavirusok jelenlétét denevérekben. A poliomavirusok nagy diverzitast mutatnak. A VP1
génszakaszon alapulo filogenetikai elemzésiink alapjan az 0j polidmavirusok leginkabb a tobbi
denevér-poliomavirushoz hasonlitanak, de talalhatok kozottik humén illetve mas féemlds
polidmavirusokkal kozeli rokon virusok is.

Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a polidmavirusok gyakran vélthatnak gazdat denevérek
és mas emldsok kozott. A denevérek potencialis virusrezervoar szerepiik miatt nagyon
érdekesnek bizonyulnak virologiai kutatdsok szempontjabdl, igy célszerli az eurodpai denevérek
tovabbi vizsgalata. Az eddig kimutatott virusok tovabbi, lehetdleg teljes genetikai elemzését
tervezziik.

A kapott mintakért koszonetet mondunk dr. Boldogh Sandornak. Kutatdsainkat anyagilag az
NKFIH NN128309 sz. palyazata timogatta.
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MEMBRAN-GLUKOPROTEINEK  FELTETELEZETT SZEREPE KULONBOZO
GENOCSOPORTU FERLAVIRUSOK ELTERO PATOGENITASABAN

Papp Tibor'", Gellért Akos®, Maha D. Abbas?, Michael Pees®, Volker Schmidt®, Annkatrin
Neul®, J. Matthias Starck?, Rachel E. Marschang®

A Ferlavirus nemzetség tagjai a hiillok paramyxovirusai (PMV). Ezek vilagszerte, els6sorban
kigyokban el6fordulo, sulyos 1égzdszervi €s idegrendszeri tlinetekkel jard6 megbetegedést és
elhulldst eléidézd korokozok. Az eddig leirt izolatumokat, masok rendszerezését folytatva,
korabbi kozleményeinkben 4 genocsoportba soroltuk be. Az A-, B- és C-csoportok tagjai
foképp kigyokbol és gyikokbol, valamint kivételesen egy tekndsbdl is kimutathatok voltak; mig
az ezektdl tavolabbi ,,teknds sajat PMV” csoport (T) egyetlen tagja csak teknOsbdl ismert.

Munkank sordn szerettiilk volna a kigyd—gyik csoportok tagjainak hosszabb genomrészét
meghatarozva, a szdrmaztatott aminosav szekvencidk alapjan, fertdzésre kivalasztott virusok
membran-gliikoproteinjeinek (fazios protein — F, hemagglutinin-neuraminidaz — HN) in silico
modelljeit elkésziteni. Kivancsiak voltunk, hogy taldlunk-e olyan a fehérjemotivumokat,
melyek feleldssé tehetdk esetleges patogenitasi kiillonbségekért. Parhuzamosan egy-egy A-, B-
¢és C-csoportbeli izolatummal ugyanis allatfert6zési kisérletet végeztek német kollégaink.

Hét kigyo és két gyik PMV izolatum 5.3 kb hosszlisagi genomrészletét hataroztuk meg primer-
séta modszerrel. E szekvenciak alapjan SDT analizissel felallitottunk egy javasolt virusfaj- és
genocsoport demarkacios kritériumot. A 3 genocsoport egy-egy kivalasztott virusanak F és HN
fehérjéjérdl készitettiink tobbféle részletes szerkezeti modellt €s vetettiik Oket Ossze egymassal.
Az allatfertdzési kisérletek soran e 3 virust dsszesen 42 gabonasikld bevonasaval vizsgaltak.
Klinikai tiinetekbdl, korbonctani, korszévettani, bakterologiai €és EM eredményekbdl allt 6ssze
a szarmaztatott patogenitasi index.

A fertdzési kisérletek egyértelmili kiilonbségeket mutattak — kritériumunk alapjan — egyazon
virusfaj harom eltérd reprezentansa kozott. A B-csoport tagja volt a legpatogénebb, mig az A
csoportbeli izolatum a legkevésbé. E kiilonbségekért esetlegesen felelssé tehetd eltéréseket
mutatunk ki a fuzios fehérje furin-k6té motivumanak kdrnyezetében, valamint a HN fehérje
aktiv kot helyének a szomszédsagaban is. Hipotézisiink, hogy ezek a finom szerkezeti és
elektrosztatikai eltérések kapcsolatba hozhatok — a sejtkotédés és membranfazid eltérd
dinamikajan keresztiil — a megfigyelt patogenitasi kiilonbségekért, mas nemzetségek virusaiban
mar leirt jelenség. Jelen nemzetség esetében tovabbi in vitro kisérletek sziikségesek ennek
bizonyitasara.

A németorszagi szerzOk koszonetet mondanak a Deutsche Forschungsgemeinschaft altal
nyujtott 6sztondijnak (PE 877/2-2), valamint P.T. a Bolyai Kutatdi Osztondij tamogatasaért.
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MACSKA RETROVIRUSOK MAGYARORSZAGI PREVALENCIAJA

Szilasi Annal”, Dénes Lillal, Balka Gyula®, Kristin Heenemann?

A macskak retrovirusok altal okozott fertézései koziil a leukozis virus (Feline leukemia virus,
FeLV) és a macska immunhidny virusa (Feline immunodeficiency virus, FIV) okozza
vilagszerte a legnagyobb karokat. Korabban a FeLV-fertdzéshez kitheto betegségek okoztak a
hazi macskak korében a legtobb elhullast, ez mara némileg csokkent. A FIV jelenleg is szamos
kutatés targyat képezi — mint az emberi immunhidny virusa (Human immunodeficiency virus,
HIV) — modellje, mivel sok vonatkozasban nagyon hasonlo tulajdonsagokat mutatnak.

A korabbi adatainkat 0sszevetve az Gijjabb mintagyiijtési eredményekkel, 6sszegeztiik az emlitett
két virus magyarorszagi eléfordulasi prevalenciajat. A kébor allatokat most is kizartuk a
mintagyljtésbol. A mintavételre 6sszesen 21 klinikat jeloltiink ki az orszag egész teriiletérdl. A
kozremiikodé praktizald kollégak a kutatasban részt vevd tiinetmentes vagy tlinetekkel
rendelkezd hazi macskakbol vért vettek, helyben elvégezték a rapid immunomigracion alapuld
gyorstesztet (WITNESS® FeLV-FIV, Zoetis), majd a vérmintakat és adatokat bekiildték a
Patologiai Tanszékre, ahol hagyomanyos PCR eljarasnak vetettiik 6ket ala. A FIV pozitiv
mintakat genetikai szekvencia-analizisre kiildjiik filogenetikai rendszerbe illesztésiik végett,
elézetes adatok mar itt is rendelkezésre allnak.

A kozel 400 vérminta gyorsteszt €s PCR eredményeinek statisztikai elemzése folyamatban van,
amellyel megtudjuk a két virus magyarorszagi prevalencidjat a tulajdonossal rendelkezd hazi
macska populaciora vonatkoztatva.

Kutatasunk {6 célja, hogy feltérképezziik a FeLV és FIV elterjedtségét, és a kiillonboz6 altipusok
megoszlasat Magyarorszagon, eredményeink igy hasznos informaciot nytjtanak majd mind a
kutatd, mind a praktizalé allatorvosoknak.

Koszonetemet szeretném kifejezni mindazoknak, akik nélkiil a kutatisom nem zajlana ilyen
hatékonyan: korszovettani szakasszisztenslinknek, Pop Rendtdnak, valamint tanszéki
kollégdimnak a tdimogatast, Solymosi Norbertnek és Krikd Eszternek a statisztikdban nytjtott
segitségiiket.
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VALTOZASOK A VIRUSOK RENDSZERTANABAN
Harrach Balazs*, Kajan Gy6zo

2018 oktoberében a Nemzetkdzi Virusrendszertani Bizottsag (ICTV) jelentds valtoztatasokat
fogadott el, melyek messzemend hatassal lesznek a kovetkezé években. Az eddig hasznalt,
Osszesen 5 taxon szint mellett (melyek kozil a legmagasabb a ,,rend” volt), Gjabb 10 szintet
fogadtak el. Igy most a legmagasabb szint a ,,realm” (,,birodalom™) lett. Javaslat sziiletett
valamennyi RNS virus egy birodalomba (,,realm Riboviria”) soroldsara. Ezen beliil mar el is
fogadtak a ,,phylum Negarnaviricota” torzset a negativ szali RNS virusok (,,Baltimore-féle V.
csoport) szamara. Kialakitottak 2 altorzset, melyeket tovabb osztottak 0sszesen 6 osztalyra és
7 rendre. Hasonl6 javaslat még nincs a tobbi Baltimore-féle ,,viruscsoportra”. A kozeljovo
feladata lesz ezeknek a gydkeres valtoztatdsoknak a minél szélesebb korben toérténd ismertetése
¢s elfogadtatasa. Varhato tovabba a DNS virusok osztalyozdsdnak megujitdsa is az uj,
magasabb taxon szintek bevezetésével. Az ezzel kapcsolatos, megoldand6 problémak kozott
szerepel példaul, hogy mely génekre alapozddhatna egy ilyen jovobeli beosztds, mivel nem
létezik minden virusban egységesen eléforduld gén, rdadasul a virusok kézott rekombinaciok
is el6fordulnak.

A virusok nevezéktandban évek ota vitatott kérdés a tobbi €l6lény esetén alkalmazott, Linné-
féle binomidlis elnevezések bevezetése. Jelenleg 4 958 hivatalos virusfajt tartunk szdmon. (A
valdjaban absztrakt ,,faj” nem tévesztendd Ossze a valds virusokkal, izoldtumokkal vagy
genetikai variansokkal, melyek szdma sokkal magasabb!) A Linné-féle binomialis nevezéktan
bevezetése a kozel 5 ezer virusfaj dtnevezeését igényelné. Szemben a jelenleg elfogadott virus
faj nevekkel, az 0j rendszerben az elsd tag lenne a genus név. Pillanatnyilag eldontetlen még,
hogy latinositott vagy inkabb angol nevek bevezetése lenne ésszeriibb, illetve a tobbség
szamara elfogadhatobb. Napjaink virus neveiben a két nyelv vegyesen fordul eld.

A legtobb viruscsalad esetében vitatott kérdés, hogy milyen szabatos, objektiv kritériumok
felelnek meg az egyes virusfajok egyértelmii elkiilonitésére. Tobb nagy DNS virushoz
hasonldan az adenovirusok esetében a DNS-polimeraz fehérje aminosav sorrendjének
ugynevezett paronkénti Osszehasonlitasa (Sequence Demarcation Tool ,pairwise
comparisons”) kindl jo alapot. Mas viruscsaladoknal egyéb megdrzott gének bizonyultak erre
alkalmasnak, illetve jelenleg is folyamatban van a demarkacios kritériumok finomitasa. A
megkozelités eldnye, hogy bizonyos fokll automatizmust tartalmaz, konkrét és konnyen
végrehajthat6. Viszont a modszer hatranydnak tekinthetd, hogy az evoluciot felderitd
hatékonysaga elmarad az 6sszes ismert (adeno)virus Osszehasonlitdsan és gondosan kidolgozott
pontozasi tablazatokon alapul6 filogenetikai szamitasokétol.

A homologia vizsgélatok alapjan virus eredetlinek imponald nukleinsav szekvencia adatok
rohamos ndvekedése magéaval hozta az igényt ezek rendszertani besorolasara is. Az ICTV
jelenlegi allaspontja szerint a virusként vald hivatalos elfogadas feltétele, hogy a genom-
szekvenalds vagy metagenomikai vizsgalatok soran kinyert virus genom szekvencidk
megfeleléen komplettek legyenek ahhoz, hogy hatékony replikaciojukat legalabb elméleti
szinten lehetségesnek tekinthessiik.

Kutatasainkhoz az NKFIH NN128309 sz. palyazata nyujt anyagi tamogatast.
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KET UJ, AEPEC TORZS ELLEN IN VITRO HATEKONY BAKTERIOFAG JELLEMZESE
Adorjan Andras'*, Kényves Laszl6!, Toth Istvan?

Az atipikus enteropathogén Escherichia coli (aEPEC) torzsek nagy gyakorisaggal fordulnak
eld a vagott baromfi testfeliiletén vilagszerte, igy lehetoséget adva zoonozisok 1étrejottére.
Mindamellett ezen torzsek gyakran hasonlitanak egyes human patogén Escherichia coli
torzsekre valamint gyakori az antibiotikum rezisztencia jelenléte az aEPEC torszekben.

Egy aEPEC propagalétorzs felhasznalasaval, lagyagaros ontéssel izolaltunk fagokat baromfi
béltartalombol, amelyeket tovabbi atoltassal tisztitottunk és valasztottunk szét egymastol. Az
igy nyert homogén fag szuszpenzidk kozotti kiilonbségeket restrikcids enzimemésztéssel €s
spot-assay gazda spektrum vizsgalattal térképeztiik fel. Az egymadstol kiilonbozd fagok
nukleotid szekvenciajat NGS-sel hataroztuk meg. A morfologidjukat transzmisszios
elektronmikroszkdpos vizsgalattal (TEM) hataroztuk meg. Az in vitro ndvekedés gatlast,
aEPEC torzson, optikai denzitas (A = 600 nm) érték valtozas alapjan értékeltiik. A fag torzsek
PFU értékeinek valtozasat 1 honapig nyomonkdvetve 4 °C, 20 °C, 37 °C-on, fag életképesség
vizsgalatot hajtottunk végre.

A fag gylijtés soran egy baktérium szuszpenzidban spontan aktivalodott fagot (C6RD) és egy
aEPEC torzson izolalt fag (B36®) bizonyult alkalmasnak tovabbi vizsgalatokra az 6t fagbol. A
36 sajat aEPEC torszon végzett oldasi kisérlet alapjan a B36® fag az 0108, a CoRO fagaz O14
és 045 szerocsoportu torzsekkel szemben volt hatékony. Morfologiailag a Myoviridae (B36®)
¢és a Syphoviridae (C6R®) csaladba tartoznak. A két fag szekvencia adatai 83%-os (B36®d) és
73%-0s (C6R®) legmagasabb homologiat mutattak a mar eddig leirt fagok szekvencia
adataival. Egy aEPEC torzson végzett in vitro novekedés gatlas soran a B36® tartosan (6 ora)
akadalyozta a ndvekedést a kontrollok exponencialis ndvekedése mellett. A PFU értéke a CORD
esetében mindharom homérsékleti értéken valtozatlan maradt, mig a PFU értéke a B36d-nak
4 °C-on nem viltozott (18*10'® PFU/ml), 20 °C-on kettd, 37 °C-on négy nagysagrenddel
csokkent 1 honapot kdvetden.

Megallapithatd, hogy két Gj aEPEC ellen in vitro hatékony fagot sikeriilt izoldlnunk és
jellemezniink, amelyek eltér6 .gazdaspektrummal rendelkeznek. Ezek életképessége a madarak
testhdmeérsékletéhez kozeli értéken is jo, lehetdségiik van a hosszu idejli perzisztalasra. A fagok
eredetiiket tekintve olyan allomanybdl szdrmaztak, amelyben aEPEC torzseket nem sikeriilt
izolalnunk, igy meglatasunk szerint szerepiik lehet ezen térzsek in vivo kontroljéban is
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15 EV TEHENTEJ EREDETU METICILLIN-REZISZTENS STAPHYLOCOCCUS AUREUS
TORZSEINEK VIZSGALATA — ELOZETES EREDMENYEK

Albert Ervin', Noszaly Zsofia', Janosi Szilard?, Kovacs Péter®, Kenéz Arpad?, Biksi Imre!

Allati eredetli meticillin rezisztens Staphylococcus aureus-t (livestock associated MRSA, LA-
MRSA) el6szor 1972-ben, éppen tehéntejbdl izolaltak. Azdta Eurdpa szdmos orszadgabol
jelentették szubklinikai és klinikai tégygyulladas esetében egyarant. Az MRSA betorhet az
¢lelmiszerlancba, és sporadikusan kimutathatd kiskereskedelmi tejtermékekbdl, igy —
genotipustol fiiggden — kockazatot jelenthet az emberi egészségre nézve is. Az LA-MRSA hazai
tejiparban val6 el6fordulasat illetden nem allnak rendelkezésre naprakész adatok.

A hazai tej eredetli MRSA genetikai variabilitdsanak €s prevalencidjanak eldzetes becsléséhez
retrospektiv vizsgalatot, illetve passziv surveillance-t is végeztiink. A retrospektiv szakaszban
a budapesti Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosag (ADI) MRSA torzsgyiijteményét
vizsgaltuk az elmult 15 évre visszamenden. A passziv surveillance soran két tejmikrobiologiai
laboratérium 2017 juliusa, illetve 2018 juliusa kozott gyujtott 455 egyedi SA torzsét
vizsgaltunk molekularis biologiai modszerekkel. Az ADI torzsgyiijteményébél szarmazo, és az
ujonnan izoldlt MRSA torzsek esetében is részletes genotipizald (spa-tipizalas, MLST,
SCCmec-tipizalas), illetve 18 hatdanyaggal antibiotikum-rezisztenciavizsgalatot végeztiink.
Eredményeinket a torzsek kiegészitd adatait figyelembe véve értékeltiik.

2003 ¢s 2018 kozott 6sszesen 10 tejeld szarvasmarha allomanybdl szarmazd 27 MRSA torzset
helyeztek el az ADI torzsgyiijteményében. Tobbségiik (20 torzs) az ST1-t127-IV genotipushoz
tartozott. Ezen torzsek 3 alloméanybdl szarmaztak. A tobbi gazdasdgban egyéb, kiilonféle
genotipusokat azonositottunk sporadikus esetekbdl. A 35 gazdasadgbol szarmazd 455 SA
1zolatum szlirése soran csupan 4 MRSA torzset talaltunk. A 4 térzs 3 gazdasagbol szarmazott,
¢s mindegyik az ST398-as szekvenciatipusba tartozott. Mig a tetraciklin, ciprofloxacin,
klindamicin, illetve sztreptomicin rezisztencia gyakori, addig mas, humanegészségiigyi
jelentdségli hatdanyagokkal szembeni rezisztencia ritkdnak szamit a vizsgalt torzsek esetében.

A tej eredetli MRSA jelenléte Magyarorszagon sporadikusnak tiinik az elmult 15 évben. Ezzel
egylitt bizonyos kis gazdaspecifitasu genotipusok, mint pl. az ST1 ¢és ST398 szintén
eléfordulnak. Szakirodalmi adatok alapjan ezek a genotipusok képesek megtelepedni vagy akar
fertdzést is okozni az emberben, foglalkozasi artalmat jelentve a tejipari dolgozdk és az
allatorvosok szdmara. A vizsgalt torzsek esetében tapasztalt széles rezisztenciaprofil ismételten
felhivja a figyelmet az allattenyésztésre, mint a mikrobidlis rezisztenciagének lehetséges
forrasara.

A projekt az Europai Unid tamogatidsaval, az FEurdpai Szocidlis Alap (ESZA)
tarsfinanszirozasaval valosul meg (a timogatasi szerzodés szama: AZ EFOP-3.6.3-VEKOP-16-
2017-00005, cime: Tudomanyos utdnpotlas erdsitése a hallgatok tudomanyos miithelyeinek és
programjainak tAmogatasaval, a mentoralds folyamatanak kidolgozasaval).
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ANTIBIOTIKUM REZISZTENCIA MARKEREK AZONOSITASA MYCOPLASMA
SYNOVIAE TORZSEKBEN

Bekdé Katinka®, Kreizinger Zsuzsa!, Hrivnak Veronika!, Robin Achari?, Christopher J.
Morrow?3, Gyuranecz Miklos**

A baromfitenyésztésben komoly gazdasagi karokhoz vezethetnek a Mycoplasma synoviae
okozta fertdzések. A vilag szamos részén a mycoplasmosis elleni védekezés az antibiotikum
hasznalaton alapul. A széleskorli és gyakran nem megfeleld antibiotikum hasznalat miatt a M.
synoviae torzseknek, valamint a gazdafajban el6forduld egyéb baktériumoknak csékkenhet az
érzékenysége az egyes antibiotikumokkal szemben. A rezisztencia terjedés elleni kiizdelem
egyik pillére az antibiotikum érzékenységi vizsgalaton alapuld célzott terapia. Mycoplasma
fajok antibiotikum érzékenységi profiljdnak meghatdrozasara jelenleg azonban csak
iddigényes, az izolalt korokozon elvégzett vizsgalatok segitségével lehetséges.

Vizsgaltunk célja a M. synoviae torzsek egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztenciaért
felelos genetikai markereinek azonositdsa, melyek célpontul szolgalhatnak PCR alapt
diagnosztikai mddszerek fejlesztésére.

Munkank soran 72 M. synoviae izolatum és a tipus torzs (NCTC 10124) antibiotikum
érzékenységét vizsgaltuk 2 fluorokinolonnal, 3 tetraciklinnel, 2
aminoglikoziddal/aminociklitollal, 3 makroliddal, 1 linkozamiddal, 2 pleuromutilinnel, 1
fenikollal, valamint egy antibiotikum kombinacioval (linkomicin-spektinomicin) szemben. A
minimdlis gatld koncentracid (MIC) értékeket mikroleves-higitasi moddszer segitségével
hataroztuk meg. Az mutaciok azonositdsahoz a torzsek teljes genom szekvenalasat kovetden a
rezisztenciaért felelds gének szekvencidit hasonlitottuk Ossze. Fluorokinolok esetén a DNS-
giraz, illetve a topoizomeraz IV enzimeket kodold géneket (gyrA, gyrB, parC, parE), a
bakterialis riboszoma 30S alegységét gatld antibiotikumok esetében a 16S rRNS-t kodold rrs3
és rrs4 géneket, az 50S alegységhez kot6do antibiotikumoknal pedig a 23S rRNS-t kodolo rri3
és rrl4 géneket vizsgaltuk.

A vizsgalt szekvencidkban szdmos nem-szinonim muticiot azonositottunk. Potencidlisan
rezisztencia-kapcsolt pontmutaciokat talaltunk a gyrA (C25A, A566G, T1340A), gyrB
(C1247A, G1250A), parC (C254T, G1354A, G1798A, C2442A), rrs3/rrs4 (A953C, A993T,
C1332T), valamint az rrl3/rrl4 (A2058G) génekben.

Az altalunk azonositott pontmutaciok alkalmas célpontok lehetnek Mismatch Amplification
Mutation Assay (MAMA) és High Resolution Melt (HRM) rendszerek tervezéséhez, melyek
alkalmazasa lehetdvé tenné az antibiotikum-érzékenység gyors meghatarozasat, elosegitve a
célzott antibiotikum terapiat.

A kutatds anyagi fedezetét Lendiilet (LP2012-22), a K 16 (119594) és FK 17 (124019)

palyazatok biztositottadk. Kreizinger Zsuzsa és Gyuranecz Mikldés munkdjat a Bolyai Janos
Kutatési és a Bolyai+ Osztondijak timogattak.
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PERIFERIAS MONONUKLEARIS SEJTEK CITOKIN TERMELESENEK VALTOZASA
M. HYOPNEUMONIAE FERTOZEST KOVETOEN VAKCINAZOTT ES NEM
VAKCINAZOTT SERTESEKBEN

Felde Orsolya'”, Kiss Istvan?, Kreizinger Zsuzsa!, Felfoldi Balazs?, Palya Vilmos?, Gyuranecz
Miklos*?

A M. hyopneumoniae vilagszerte elterjedt korokozo, amely tobb gazdasagilag jelentds
1égzészervi korkép kialakitasaban is részt vesz. A vakcinas védekezés alkalmas a
M. hyopneumoniae fertézés okozta tiinetek kivédésére, enyhitésére, de a baktérium
megtelepedését nem képes megakadéalyozni. A fertdzések soran megfigyelheté immunvalasz
kialakitasaban fontos szerepet jatszanak a citokinek, mint példaul a tumornekrozis-faktor
(TNFa) vagy az interleukinok (IL-1fB, IL-8 és IL-10), melyek részt vesznek a gyulladasi
reakciok kialakitasaban és az antigén prezentalo sejtek aktivalasaban.

Kutatdsunk célja vakcinazott és nem vakcindzott sertések periférids mononukledris sejtjei
(PBMC) altal termelt citokinek mennyiségének Osszehasonlitdsa volt M. hyopneumoniae
fert6zést kdvetden.

Vizsgalatunk soran 30 darab, 3 hetes malacot 3 csoportra osztottunk (vakcindzott €s fertdzott;
csak fert6zott; nem vakcinazott és nem fert6zott). PBMC izolalds céljabol vérmintat
gyljtottiink a vakcinazas eldtt, 2 héttel a vakcindzas utan valamint a fertézést kovetd héten. A
vizsgalat 63. napjan az allatokat levagtuk és pontoztuk a tiiddszoveten fellelhetd elvaltozasokat.
Az izolalt PBMC-k citokin termelését M. hyopneumoniae antigén hozzaadasaval serkentettiik,
a bekovetkezé valtozasokat pedig MagPix™ platform segitségével ProcartaPlex™
Immunoassay Kit felhasznalasaval vizsgaltuk.

A kezeléseket megeldz0 citokin értékek minden esetben szignifikdnsan alacsonyabbak voltak,
mint barmely késébbi mérés soran, de nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a vakcinazast és
a fertzeést kovetd vizsgalatok eredményei kozott. Az elvaltozasok mértéke szignifikansan
alacsonyabb volt a negativ kontrol csoport esetén, a citokinek szintjének valtozasa nem mutatott
Osszefliggést a tiidoszoveten megfigyelt elvaltozasok mértékével. A TNFa vizsgélata soran a
pozitiv kontrol csoport szignifikdnsan alacsonyabb értékeket mutatott a tobbi csoporthoz
képest.

A citokinek szintjének emelkedése a vakcinazast és/vagy M. hyopneumoniae fert6zést kovetéen
megfelel a korabbi szakirodalmi adatoknak, a vakcinazott és nem vakcinazott csoportok kozti
markans kiilonbség hidnya, a fertdzést kovetd rovid vizsgalati 1d6 valamint az alacsony
mintaszdm egyarant lehet. Szakirodalmi adatok szerint a fertdzést kovetd citokin szint
emelkedése csupan dtmeneti, ami magyarazatul szolgalhat a TNFa vizsgalata soran tapasztalt,
fert6zést kovetd, szignifikansan alacsonyabb értékekre.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet részben a Lendiilet palyazat (LP2012-22) biztositotta.

Kreizinger Zsuzsa ¢s Gyuranecz Miklos munkajat a Bolyai Janos Kutatasi és a Bolyait+
Osztondijak tdmogattak.

17



Allatorvostudomanyi Egyetem, Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék® Bakteriologia
MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet?
*makrai.laszlo@univet.hu

A NATRIUM-HIPOKLORIT SPOROCID HATASANAK VIZSGALAT’A’A HAZIMEH
(APIS MELLIFERA) NYULOS KOLTESROTHADASANAK KOROKOZOJARA

Foldi Dorottya® 2, Fodor Lasz16!, Téth Gergely!, Makrai Lasz16*

A nyulos koltésrothadas a haziméh (Apis mellifera) legfontosabb, bejelentési kotelezettség ala
tartoz6 bakterialis fert6zé betegsége. Korokozoja a Paenibacillus larvae a F6ldon minden
kontinensen eléfordul. A P. larvae palca alakq, csillds, acrob endosporat képz6 Gram-pozitiv
baktérium. Fert6z6 forméja a nagy ellenalld képességii endospora. A haziméh larvak kortilbeliil
2 napos korig fogékonyak a betegségre. A baktérium spordk az elfogyasztott méhpempdvel
jutnak a larvak kozépbelébe, ahol kicsiraznak, a vegetativ baktériumok elszaporodnak, majd az
epitéliumon atjutva a larva testiiregében oszlanak el. Miutan a larvat elpusztitjdk millidrdnyi
sporat tartalmaz6 pork marad hatra a Iépsejtben. A nyulds koltésrothadas klinikai tiineteit
mutatdé méhcsalddokat a kaptérral egyiitt jogszabalyban foglalt eldirasok alapjan el kell égetni,
illetve egyes fert6zott eszkozoket (pergetd, fémedények, kaptarvas) fertétleniteni kell. A méhek
antibakteridlis szerekkel valod kezelését jogszabdly tiltja.

Vizsgalataink soran a Na-hipoklorit fert6tlenitd hatasat vizsgaltuk P. larvae sporakkal
szemben. Azért valasztottuk a haztartasi hipot, mert biztonsagosan hasznalhato, olcsd, konnyen
beszerezhetd fertdtlenitdszer, ellentétben a jelenleg javasolt forré nétronluggal vagy forrd
szddaoldattal.

A Na-hipoklorit sporocid hatasat harom hémérsékleten (5 °C, 22 °C, 37 °C) vizsgaltuk szerves
szennyezOdés hianyaban, illetve méz és viragpor szennyezés jelenlétében, 10 P. larvae torzs
bevonasaval. A kisérleteket vizes kozegben végeztiik el; hipot, desztillalt vizet €s a szerves
szennyezbanyagok vizes oldatat kevertiik 0ssze a sporaszuszpenzidkkal, majd meghatarozott
ideig inkubaltuk, ezt kdvetden pedig taplevesbe oltottunk beldle, hogy megfigyeljiik a sporak
¢letképességét. A taplevesekbdl egy hét inkubalds utan taptalajra oltottunk, és vizsgaltuk a
korokozo szaporodasat.

Az eredményeink alapjan a ~5x10° mol/liter aktiv klortartalmii haztartasi hipé szerves
szennyezés hidnyaban, illetve 10% méz szennyezés jelenlétében mind a harom vizsgalt
hémérsékleten hatékonyan tudja gatolni a Paenibacillus larvae sporak kicsirazasat maximum
15 perc behatasi id6 alatt. 10% virdgpor jelenlétében azonban az &ltalunk vizsgalt egyik
homérsékleten sem biztositott 100%-os gatlast, de 37 °C-on jelentdsen csokkentette a sporak
¢letképességét, és a vizsgalt torzsek sporainak kicsirdzasat 80%-ban gatolta 2 ora alatt.

Eredményeink értelmében a haztartasi hipé alkalmas fertdtlenitészer lehet a Paenibacillus
larvae sporak eldlésére és ezzel a haziméh nytlos koltésrothadas betegség kialakulasanak
megeldzésére. A kapott eredmények alapjan ugy gondoljuk, hogy érdemes lehet a haztartasi
hipon kiviil més, a kereskedelmi forgalomban kaphato fertdtlenitdszerek sporocid hatasat is
vizsgalat targyava tenni a P. larvae sporainak bevonasaval.
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HAZAI JUH- ES KECSKEALLOMANYOKBOL SZARMAZO VERMINTAK
LEPTOSPIRA-SZEROLOGIAI VIZSGALATANAK EREDMENYEI (2013-2018)

Hajtos Istvan®”, Zsigané Lami Erzsébet?, Dénes Béla®

A mérsékelt €gdv orszagaiban a juhok és a kecskék klinikai tiinetekben, elhullasban/ vetélésben
megnyilvanuld leptospirosisa a ritkdn diagnosztizalt fert6zé betegségek kozé tartozik.
Hazéankban az elmult 60 évben a névendék baranyok vérfertézéses pomona-leptospirosisarol
(Bokori ¢és mtsai, 1958) az anyajuhok L. grippotyphosa és L. sejroe okozta vetélésérdl (Hajtos
¢és mtsai, 1983), a kosok tiinetmentes, enzootias L. hardjo fert6zottségérdl (Nagy Gy., 1992),
valamint a kecskeallomanyok szorvanyos, tiinetmentes L. grippotyphosa, L. saxkoebing és L.
australis fert6zottségérdl (Hajtos és mtsai, 1994) szamoltak be.

Az elmult hat évben (2013. januar 1. és 2018. szeptember 30. kozott) a NEBIH ADI
laboratoriumaiba kiildott juh- és kecskevérmintdk szeroldgiai vizsgélatinak (az ASZIR
adatbazisban rdgzitett) eredményei alapjan a kiskérédzok tiinetmentes leptospira
fertdzottségének hazai eléfordulasat elemeztiik.

A juh- és kecskevérmintak szerologiai vizsgalata a Nemzetkozi Allat-egészségiigyi Hivatal
diagnosztikai kézikonyvének (OIE Manual, 2014) eldirasai szerint mikro-agglutinacios
probaval tortént a L. Grippotyphosa, a L. Hardjo és a L. Pomona tipusokbdl készitett antigének
felhasznalasaval. A szeroldgiai vizsgalatok dontd részben allatszallitast megeldzd hatosagi
eljarashoz kapcsolodtak.

Az elmult hat évben 422 esetben 25 391 juhvérminta szerologiai vizsgalatat végezték el a
NEBIH ADI laboratoriumaiban. A vizsgalt leptospira tipusokra vonatkozod pozitiv eset- és
vérmintaszamok a kovetkezok voltak: L. Grippotyphosa 43 eset (10,2 %) 192 vérminta (0,76
%), L. Hardjo 14 eset (3,3 %) 38 vérminta (0,15 %), L. Pomona 5 eset (1,2 %) 12 vérminta
(0,05 %).

Azonos idészakban 77 esetben 570 kecskevérminta szeroldgiai vizsgalata soran az elébbi
leptospira tipusokra vonatkoz6 pozitiv eset- és vérmintaszdmok pedig az aldbbiak voltak: L.
Grippotyphosa 1 eset (1,3 %) 4 vérminta (0,70 %), L. Hardjo 1 eset (1,3%) 1 vérminta (0,17
%), L. Pomona 1 eset (1,3 %) 1 vérminta (0,17 %).

A vizsgalati eredmények azt mutatjak, hogy a juhok és a kecskék fenti leptospira tipusokra
visszavezethetd tiinetmentes fertdzottsége hazankban tovabbra is szorvanyosnak tekinthetd. A
tiinetmentes fert6zottség szerény mértéke kozvetve magyarazza azt is, hogy a gyakorlatban
miért olyan ritka a kiskérédzok klinikai tiinetekben megnyilvanul6 leptospirosisa.

El6adasunk tisztelgés a hazai leptospirosis kutatas nemzetkozileg elismert képviseldjének, dr.
Kemenes Ferenc (1920-1989) egyetemi docensnek emléke el6tt.
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NEW APPROACH IN THE TREATMENT OF BACTERIAL DISEASES IN THE
AQUACULTURE

Mohamed Shaalan?, Boglarka Sellyei?*, Csaba Székely?

Flavobacterium spp. are Gram-negative, oxidase-positive, indole-negative, yellow-pigmented,
and non-fermenting rods with gliding motility which are common worldwide in aquatic
environments. Several species, including F. johnsoniae, F. psychrophilum, F. branchiophilum,
and F. columnare, have been associated with clinical disease in fish and represent major threats
to aquaculture industry.

Prevention of flavobacteria epizootics is difficult due to their ubiquitous presence in waters and
due to decreased susceptibility to many antimicrobial agents routinely used in aquacultural
environments. The identification of multidrug resistant (MDR) strains, that was reported in
different countries worldwide including Hungary, indicates that the control of disease outbreaks
caused by Flavobacterium spp. remains a significant challenge.

There is an increasing need to reduce the dependence on conventional antibiotics for control of
bacterial infections in animal farms and aquaculture. One of the novel alternatives for
antibiotics being investigated is the use of nanoparticles. Silver nanoparticles exert their
antimicrobial activity via different mechanisms. They interact with the bacterial cell membrane
causing its disruption, produce reactive oxygen species (ROS) and interfere with the microbial
DNA and protein synthesis. In addition, they modulate signal transduction in the bacteria.

In previous studies, silver nanoparticles showed potential antibacterial activity against different
fish bacteria in vitro, including Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Proteus sp,
Pseudomonas fluorescens, Vibrio harveyi and Yersinia ruckeri.

In the field of fish diseases research, few studies were reported about the in vivo antibacterial
activity of nanoparticles.

In our study we conducted the following methodologies: a.) In vitro screening of the
antibacterial activity of silver nanoparticles against different isolates of F. johnsoniae. We
incubated the silver nanoparticles in different concentrations with four isolates of F. johnsoniae,
the minimum inhibitory concentration was 34 pg/mL. b.) Toxicity assessment by incubating
silver nanoparticles with fish cell lines (EPC, KF-1, BF-2) and applying crystal violet staining
for cell viability determination (still in progress). c.) In vivo fish experiment by experimental
infection of the fish with F. johnsoniae and application of silver nanoparticles (by immersion
and intraperitoneal injection) to evaluate the antibacterial activity (by assessing mortalities
percent) and their effect on fish tissues (by histopathology).

We acknowledge the TEMPUS scholarship awarded to Mohamed Shaalan (AK-00362-

002/2018). The research costs were covered by the European Regional and Development Fund
and the Government of Hungary within the project GINOP-2.3.2-15-2016-00025.
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A Cl130 2 BAKTERIOFAG EGY UJ GENOTIPUSU, ENTEROBAKTERIALIS
KOROKOZOKAT FERTOZO MYOVIRUS

Svab Domonkos®”, Linda Falgenhauer?, Manfred Rohde®, Trinad Chakraborty?, Téth Istvan®

Vilagszerte egyre nagyobb gondot jelent a bakterialis koérokozok, koztik az élelmiszer-
kozvetitette patogének antibiotikum-rezisztencidja. Az ellenlik torténd védekezés egyik
alternativ lehetdsége a litikus bakteriofagok, mint antibakterialis agensek élelmiszerbiztonsagi
célu, un. biokontroll alkalmazasa. Ennek eléfeltétele minél tobb 1) bakteriofag izolalasa és
minél részletesebb jellemzése, mely fontos adatokkal szolgal genetikai véltozatossaguk
megismeréséhez, és a gazda-fag kolcsonhatasok mechanizmusainak megértéséhez is.

Célunk volt élelmiszerbdl enteralis patogéneket, elsésorban Escherichia coli intesztinalis
patotipusu torzseit oldani képes bakteriofagok izolalasa, és esetleges biokontroll 4gensnek vald
alkalmassaguk meghatarozasa. Jelen munka targyat a C130 2 jelzésti, 0j genotipust képviseld,
a Myoviridae csaladba tartozd bakteriofag jellemzése képezte.

A C130 2 bakteriofagot egy sajtmintabol elddusitasat kovetden E. coli K-12 C600 torzson
tortént lagyagaros rétegzéssel (spot assay) izolaltuk. Ugyanezen modszerrel végeztiik a fag
gazdaspektrumanak és gazdaspecifikus oldasi hatékonysaganak (EOP, efficiency of plating)
meghatarozasat tobb patotipust képviseld E. coli, Shigella és Salmonella térzseken.
szekvencia meghatarozasa Illumina NextSeq platformon tortént, a szekvenciaillesztés CLC
Genomic Workbench 9.0 programmal, az annotacidt a RAST szerver segitségével végeztikk. A
nukleotid- és fehérjeszekvencia Gsszehasonlitd vizsgalatokhoz a BLASTN, PSI-BLAST és
EasyFig programokat hasznaltuk. A teljes genom alapt filogenetikai vizsgalat a VICTOR
programmal tortént.

Az Gjonnan izolalt bakteriofag morfologidja alapjan a Myoviridae csalddba tartozik. Az
izolalashoz hasznalt E. coli K-12 torzson kiviil, bar alacsonyabb EOP-vel, alkalmas gazdajanak
bizonyult szamos patogén E. coli torzs, koztik enterohemorrhagias (EHEC) O157:H7
szerotipust, enteroinvaziv E. coli (EIEC), tovabba Shigella sonnei és S. dysenteriae, torzsek. A
fag genomja 41.775 bp hosszusagu, 59 ORF-et tartalmaz, atlagos GC aranya 55,4%. A genetikai
Osszehasonlitod vizsgalatok azt mutattak, hogy bar két hasonld genomi felépitésii bakteriofagot
korabban mar jellemeztek, 4m nukleotid-szinten még a leghasonlobb szakaszokon is legfeljebb
80%-o0s egyezés tapasztalhato veliik. A teljes genom alapt filogenetikai vizsgalat pedig
megmutatta, hogy a C130_2 a Caudovirales rend minden mas ismert csoportjaval is csak igen
tavoli rokonsagban all. A C130_2 bakteriofag, habar morfologiailag ismert csaladba sorolhato,
genetikai alapon 0j fajt, s6t feltehetdleg uj nemzetséget képvisel a Myoviridae csalad tagjai
kozt. A fag viszonylag széles, és jelentds enteralis korokozokat is tartalmazo gazdaspektruma,
tovabba szigoruan litikus életciklusa, valamint ismert virulencia- és rezisztenciagénektdl valod
mentessége jo jeloltté teszi jovObeni biokontroll-kisérletekhez.

Jelen munkat az NKFIH 124335 szamu projekt tdmogatta, az €lelmiszermintak gyljtése a EU
FP7 PROMISE 26587 projekt keretében tortént. Svab Domonkos az MTA Bolyai Janos
Kutatasi Osztondijanak timogatasaban részesiilt.
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BIBERSTEINIA TREHALOSI OKOZTA HEVENY SZISZTEMAS PASTEURELLOSIS ES A
HAJLAMOSITO IDOJARASI TENYEZOK

Toth Gergely'*, Korvin Laszl6?, Kecskemétingé Turcsanyi Ibolya®, Makrai Laszlo!, Fodor
Laszlo*

A Bibersteinia trehalosi fakultativ patogén baktérium, amely klinikailag egészséges allatok orr-
¢s garat nyalkahartydjan is megtalalhato, és novendék juhokban és kecskékben rendszerint a
téli, kora tavaszi idészakban, heveny szisztémas pasteurellosist okoz. Bar szamos fert6zo
betegség esetén felmerlil az id6jarasi tényezOk hajlamosité hatdsa, de ennek adatokkal
alatdmasztott vizsgalata ritka. Vizsgalatunk célja az volt, hogy egy heveny szisztémas
pasteurellosis megbetegedés esetén felmérjiik a hajlamositd tényezdk szerepét €s az azt kdvetd
baktériumhordozast.

Egy 200 anyajuhot szdmlal6, hagyomanyos koriilmények kozott tartott dlloméanyban 35 allat
megbetegedésével és 10 allat elhullasaval jardé heveny szisztémas pasteurellosis jelentkezett,
amelyet a NEBIH ADI Debreceni Laboratoriuma a korokozé izolalasaval megerdsitett. Két
héttel a megbetegedések elétt ugyan 2 kost behoztak az alloményba, de semmi, a betegség
kialakuldsara hajlamosit6é esemény nem tortént.

Az utols6 megbetegedések utan 9 nappal 15 allatbol orr- és garattampon, valamint 8 allatbol
vérmintat vettiink. A tamponmintakbdl kitenyésztett baktériumokat tenyésztési, morfologiai és
biokémiai tulajdonsagaik meghatarozasa utdn a 16S rRNS gén vizsgalataval azonositottuk. Az
1zolatumok szerotipizalasat €s a vérsavok szerologiai vizsgalatidt passziv hemagglutinacids
probaval végeztiik. A meteorologiai adatokat (napi atlaghdmérséklet, 1égnyomas, csapadék,
fronthatas) az Orszagos Meteorologiai Szolgalat bocsatotta rendelkezésiinkre.

A vizsgalt 15 allat mintdibol csak egy, a betegséget kiallt barany garattamponjabdl izolaltunk
B. trehalosit, 5 allatbol Mannheimia haemolyticat, 6-bol pedig egyéb Mannheimia fajokat
tenyésztettiink ki. Sem az els6 megbetegedésekbdl, sem az altalunk izolalt B. trehalosi
szerologiailag nem volt besorolhatd. A 8 vérmintabol 1 savé tartalmazott B. trehalosi elleni
ellenanyagokat.

Az Orszagos Meteorologiai Szolgéalat adatai szerint a megbetegedések eldtti napokban a
légnyomas hirtelen leesett 1026-r61 1006 Hgmm-re, 10,6 mm es6 esett, valtozo fronthatas,
elészor kettés-, majd labilis meleg-, utana labilis hidegfronti hatas érvényesiilt, a
megbetegedések idején pedig a hdmérséklet hirtelen 6°C-rol 15,2°C-ra emelkedett.

A korel6zmény alapjan a vizsgalt esetben a B. trehalosi okozta megbetegedések hatterében az
allomanyba két j kos érkezése, vagy az iddjarasi koriilmények, esetleg mindkettd egyiittesen
allhattak. A két klinikailag egészséges kos negativ vizsgéalati eredményei és az egyéb
hajlamosito tényezOk hidnya jelen esetben az idéjaras hajlamositd szerepét valoszintsitik.
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KISKERODZOK  LEGZOSZERVI MEGBETEGEDESEINEK LABORATORIUMI
DIAGNOSZTIKAI VIZSGALATA
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Gyuranecz Miklés®, Makrai Laszl6, Fodor Lasz16*

A juh- és kecskeallomanyokban jelentds gazdasagi kart okoznak a kiilonféle 1égzbszervi
betegségek. Vizsgalataink célja az volt, hogy felmérjiilk az e megbetegedésekben kortani
szerepet jatszo baktériumok gyakorisagat és a kortani elvaltozasok jellegét. Intézeti
diagnosztikai vizsgalatra kiildott, tiidégyulladds miatt elhullott, kiskérddzokbdl szdrmazd
tidomintdk korbonctani és korszovettani vizsgalatat végeztik el, és az elvaltozasokbol
véresagarra oltassal és Mycoplasma taplevesben kiséreltilk meg a kdrokozok izolalasat.

A 74 feldolgozott mintabol 60 esetben észleltiink jellemzd gyulladasos elvaltozast. A
leggyakoribb a kruppos pneumonia volt (24); ezt kovette a lymphohistiocytds bronchitis,
peribronchitis (12); a hurutos, hurutos-gennyes bronchopneumonia (11), az interstitialis
pneumonia (7); a granulomatosus pneumonia (4) és a gocos, multiplex gécos pneumonia (2).
Hat esetben atelectasian és tidoemphyseman, masik 6 esetben heveny pangasos bovériiségen,
tovabba 3 esetben tiiddvizenydn kiviil mast nem észleltiink, 3 esetben az eddigi kategoridkba
be nem sorolhatd elvaltozasokat lattunk. Tiz esetben egyidejliileg tobbféle gyulladasos
elvaltozast is megfigyeltiink.

A bakteriologiai vizsgalat soran Mannheimia haemolyticat 12, Pasteurella multocidat 7,
Bibersteinia trehalosit 5, Streptococcus-fajokat 4, Corynebacterium pseudotuberculosist 3 mig
Trueperella pyogenest 2 esetbél izolaltunk. Osszesen 45 minta eredménye negativ lett. A latott
elvaltozasok alapjan 23 esetben tortént Mycoplasma-tenyésztés, ebbdl 15 esetben izolaltunk
Mycoplasma fajokat: M. arginini (12), M. ovipneumoniae (1), M. bovigenitalium (1),
Mycoplasma sp.(1). A koértani elvaltozasok ellenére a mintak 60%-abol nem tudtunk korokozot
izolalni, ami egyéb korokozok (virusok, Chlamydia) szerepével vagy antibiotikumos kezeléssel
magyarazhatd. Az egyes korokozokat altaldban a rajuk jellemzd tipikus elvaltozasokbol
izolaltuk, de kivételek is el6fordultak. A leggyakoribb korokozoé M. haemolyticat példaul 8
esetben a fajra jellemz6 kruppos tiidégyulladasos elvaltozasbol, de 1-1 esetben tiidovizenyd,
hurutos bronchopneumonia és peribronchitis, interstitialis pneumonia ¢és peribronchitis
valamint egyediil peribronchitis esetbdl tenyésztettiik ki, ami a bakteriologiai vizsgélatok
fontossagara utal atipusos elvaltozasok esetében is. A Mycoplasma-izolalas kevésbé korrelalt a
szovettani elvaltozasokkal.

Koszonettel tartozunk a NEBIH ADI szovettani laboratoriuméanak a metszetek elkészitéséért,
valamint Glavits Robertnek értékes tanacsaiért. A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet részben a
Lendiilet palyazat (LP2012-22) biztositotta. Gyuranecz Miklés munkajat a Bolyai Janos
Kutatasi és a Bolyai+ Osztondijak timogattak.
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DIAGNOSZTIKAI ES BIOKONTROL POTENCIALLAL RENDELKEZO UJ RV5 FAGOK
JELLEMZESE

Téth Istvan?, Svab Domonkos?, Linda Falgenhauer?, Manfred Rohde?, Trinad Chakraborty?

A bakteriofagok evolucidbioldgiai szerepének megértése mellett szintén rendkiviil fontos uj
litikus fagok azonositasa, azok terdpias, biokontroll és diagnosztikai potencidljanak a
felderitése, hiszen a virulens / litikus fagok antibakterialisszerként vald alkalmazéasa
antibiotikumok ¢és kemoterapias szerek alternativajaként szolgalhat.

Elelmiszer mintdkbol izolaltunk litikus fagokat. Vizsgaltuk a fagok gazdaspektrumat.
Vizsgaltuk a fagok fizikai (hdmérséklet és pH) stabilitdsat, szaporodasat, in vitro €s in situ
hatékonysagat. Meghataroztuk a fag genomok nukleotid sorrendjét. A genomok annotalasat
kovetden elvégeztiik a fagok filogenetikai besorolasat.

Fiiggetlen ¢élelmiszer mintakbdl izolaltunk, és jellemeztiink két 0j rvs-szerli tagot, melyeket
eredetiikre utalva C203 és P206-nak neveztiik el. A linearis duplaszali DNS genomok mérete
138 073 bp volt, ami 213 ORFet 6 tRNS gént kodolt. A két genom nukleotid dsszetétele teljesen
megegyezett, de a gének sorrendjében volt egy 10,7 kb méretii eltérés. A fag genomok GC
tartalma 43,7% volt és jelentds egyezést mutattak ismert rv5 fagokkal, azonban a genomokban
egy uj endonukleazt kodol6 ORF-et is azonositottunk. A fagok replikacios ideje 60 perc volt
és sejtenként kb 1000 fag termelddott. A fagok pH 5 és pH 10 tartomanyban, valamint 25 - 42
°C stabilnak bizonyult. Elektron-mikroszkopos vizsgalataink szerint a C203 és P206 a
Myoviridae csalad 1) tagjai. A fagok azonos €s igen széles gazdaspektrummal rendelkeztek.
Oldottak az enterohaemorrhagias E. coli (EHEC) O157 és muli — drog rezisztens (MDR ) és
egyéb szero és pathotipusu E. coli torzseket, valamint Shigella sonnei, S. flexneri és S.
dysenteriae torzseket is. A P206 in vitro hatékonyan gatolta az EHEC 057:H7 Sakai torsz
novekedést és in situ, rendkiviil magas csira szammal mesterségesen fert6zott husban is jelentds
mértékben redukalta az ¢16 EHEC baktériumok szamat.

Osszegezve, a C203, P206 figok rendkiviil széles gazdaspektruma, fizikai stabilitasa, rovid
latens ideje, hatékony replikacidja, litikus életmddja és kedvezd genomi jellemz4i - virulencia
¢€s rezisztencia gén mentessége - alapjan alkalmas biokontrol agensek lehetnek élelmiszerrel
terjed6 EHEC ¢és egyéb pathogén enteralis baktériumokkal szemben.

Jelen munkat az NKFIH 124335 szdmu projekt tdmogatta, az élelmiszermintak gyljtése az EU

FP7 PROMISE 26587 projekt keretében tortént. Svab Domonkos az MTA Bolyai Janos
Kutatasi Osztondijanak tamogatasaban részesiilt.
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NOVENYI SZERVESANYAG-DEKOMPOZICIOS MODSZEREK FUNKCIONALIS ES
MIKROBIALIS OSSZEHASONLITASA

Toth Zsolt!”, Seres Aniké?, Tancsics Andras®, Kriszt Balazs*, Hornung Erzsébet!

A talajban jatsz6do lebontd folyamatok nyomon kovetése a klimavaltozas kapcsan kiemelt
jelentéséglivé valt az utdobbi években. A ndvényi szervesanyag-dekompozicioé eredményeként
felszabadul¢ liveghaz gazok ugyanis nagymértékben befolyasoljak a globalis szénforgalmat.

Kutatasunkban a leggyakrabban hasznalt szervesanyag-bomlds vizsgalati moddszerek
(avartasak, minikonténer, teafilter) els6sorban mikrobialis, masodsorban funkcionalis
Osszehasonlitasat tliztiik ki célul, kiilonos tekintettel a dekompozicids folyamatokban dominald
talajmikrobdk genetikai diverzitdsara, illetve kozosségi dsszetételére.

A szervesanyag-bomlas vizsgalat a Szent Istvan Egyetem G6do1161 Botanikus Kertjében kijelolt
2x2 m-es parcellaban 2015 decemberében indult, mely soran 10 db avartasak, minikonténer és
teafilter (kereskedelmi forgalomban kaphatd, piramis alaku, mlianyag) keriilt elasasra a talaj 0-
5 cm-es rétegében. Elobbick Gshonos novénybdl (kocsanytalan tolgy - Quercus petraea)
szarmaz6 szerves anyagot (intakt és apritott formdban), mig utobbi idegenhonos ndvényi
anyagot (rooibos - Aspalathus linearis) tartalmazott. Félévvel ezutan, 2016 juniusaban
megtortént a mintdk visszagyljtése. Ezek egyik felét a szervesanyag-bomlds iddbeni
alakulasanak nyomon kovetésére, mig masik felét mikrobidlis diverzitds (16S rDNS T-RFLP
molekularis ujjlenyomat mddszer) és kozosségszerkezeti vizsgalatokhoz (shotgun metagenom
elemzés) hasznaltuk fel.

A mintakat minden esetben a bakterialis eredetii szekvencidk dominaltak (94-99 %). A gombak
aranya a teafilter (5,98 %) és minikonténer (5,46 %) mintdkban volt a legmagasabb, de itt sem
érte el a 6 %-ot. Az Archaea domén még ennél is elhanyagolhatobb mértékben volt képviselve
(0-0,1 %), és nem volt szamottevé kiillonbség a mintak kozott. Mind a gombak, mind a
baktériumok esetében jelentds taxonbeli eltéréseket tapasztaltunk, amik vélhetéen azok
enzimtermelési sajatossagaival hozhatok Osszefliggésbe. Megfigyelhetd volt, hogy a
nehezebben bonthatd (magasabb celluloz és lignin tartalm() detrituszt (rooibos) elsdsorban
csak a komplex enzimrendszerrel birdé mikroorganizmusok kolonizaltdk. A dekompozicid
ennek megfelelden a teafilter esetében volt a legkisebb mértékii. Ez utdobbi novényi anyagaban
olyan mikrobafajt (Mycena chlorophos) is sikeriilt kimutatni, mely biogeografiailag idegennek
szamit Magyarorszagon, valamint olyan allati patogén korokozot (Pseudogymnoascus
destructans), ami allategészségiigyi és természetvédelmi kockazatot is hordozhat.

Koszonettel tartozunk Révész Fruzsina, PhD hallgatonak (SzIE, KTDI) a laboratoriumi

munkékban valo segitségéért. Munkankhoz a Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsag (NKB
2017) nytjtott anyagi tamogatast.
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