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ELOSZ0O

Kedves Kolleganék és Kollegak!

Az MTA Allatorvos-tudoméanyi Bizottsaga és az Allatorvostudomanyi Egyetem
Allatorvostudomanyi Doktori Iskolaja 2023. januar 30-an és 31-én tartja a legajabb kutatési
eredményeink bemutatasara szolgald Akadémiai Beszamolok tiléssorozatot, amelyre idén 49.
alkalommal keriil sor az Allatorvostudomanyi Egyetemen.

Az el6z6 évek gyakorlatanak megfelelden a beszamolokon PhD-hallgatok és a kiemelkedd
munkat végzé TDK-hallgatok szereplését kiilon is szorgalmazzuk, és reméljik, hogy a
rendezvény j6 alkalmat nyu;jt a kiilonb6z6 tudomanyos-szakmai miithelyeket és korosztalyokat
képviseld, egymas munkdja irant érdekl6dd szakemberek talalkozéséra.

Az eléadasok Osszefoglaloit — szekcidflizetekbe csoportositva — elektronikus uton adjuk kozre.

Az Akadémiai Beszamolokat tobb év utan ismét személyes részvétel formajaban tartjuk az
Allatorvostudomanyi Egyetem Tolnay Sandor termében. Az el6adasok kis szama miatt az
egyes szekcidlilések kozvetleniil kovetik egymast. Az eldadéasok idétartama legfeljebb 10 perc,
tovabbi 5 percet szamoltunk a kérdésekre és hozzéaszoélasokra. Kérjiik, hogy a megadott
iddtartamot senki ne 1épje til. Az eléz6 évek gyakorlatanak megfeleléen, nem az eldadasok
szamara, hanem azok szakmai-tudomanyos értékére helyezziik a stlyt.

Kérjiik az egyes szekcidbizottsagok elnokeit, titkarait és tagjait, hogy az akadémiai beszamolon
aktivan vegyenek részt, kérdéseikkel, hozzaszolasaikkal biztositva a rendezvény magas
szinvonalat.

A szekcidk titkarait arra is kérjiikk, hogy a szekciotilésrdl februar végéig készitsenek és
juttassanak el az Allatorvos-tudomanyi Bizottsag titkarahoz (fodor.laszlo@univet.hu) egy-egy
rovid, kozérthetd formaban megirt, a szekcidelnokokkel egyeztetett tajékoztatot a Magyar
Allatorvosok Lapjaban valé kozlés céljabol, amely tartalmazza az eléadasok legfontosabb
megallapitasait.

Kérjiik az intézetek vezetdit, hogy az elektronikus uton megkiildott anyagot sziveskedjenek
munkatarsaik és érdekl6d6 nyugdijasaik szdmara is tovabbitani.

Elére is koszonjlik a szekcio elnokok, a titkarok, a bizottsagi tagok és valamennyi eléadd
munkajat.

Szeretettel varunk minden érdekl6dot, az eléadoknak pedig sikeres eldadast kivanunk.

Solti Laszlo Sotonyi Péter Bartha Tibor Fodor Laszlo
MTA ATB elnéke  Rektor, TDK elndk AODI elnoke MTA ATB titkara
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A FEM-OXID INHALACIO IMMUNTOXIKOLOGIAI HATASAI
- SAJAT VIZSGALATOK AZ IRODALMI ADATOK TUKREBEN

. I o * e 4 o7 J4
Sziics-Somlyo Eva!”, Lérincz Marta?, Kévago Csaba®

Az emlds szervezetbe bejutd fémek-fémoxidok a bejutds modjatol fiiggden eltérd hatdsokat
fejthetnek ki. A szervezet szamadra az oralis bejutasi Ut a megszokott, itt a fémek felszivodasa
jol kontrollalt, és nem okoznak egészségiigyi problémat megfelelden kis dozisban adagolva.
Ezzel ellentétben inhalédci6 esetén mar kis koncentracioban is koros elvaltozasokat okozhatnak
olyan biogén fémek is, mint pl. a cink, a réz vagy a mangan. Az emberek egy részében a cink-
vagy rézoxid huzamos, szubtoxikus mennyiségben valo belélegzése influenzaszerii tiineteket
okoz, ezt nevezik ,,0ntélaznak™ is. Bar szamos kutatast végeztek, de a tlinetegyiittes pontos
patomechanizmusa madig nem tisztdzott, hatterében immunoldgiai és oxidativ-stressz
folyamatokat gyanitanak.

Munkank célja a human 6ntdlaz tiinetegylittesének kivaltasa egérmodellen (Balb-C torzs),
kiilonb6z6 idépontokban vett mintakban az immunmediator anyagok megjelenését kovettiik a
korfolyamat feltarasa érdekében. Eldkisérletben az allatokat 3 egymast kovetd napon, napi 4
oran keresztiil termikus tton eldallitott ZnO-tartalmu levegdvel kezeltiik. Kivalogattuk azokat
az egyedeket, melyek érzékenynek mutatkoztak a tlinetek kialakuldsara. A fent emlitett médon
kezeltiik ezeket az allatokat, majd az expoziciot kdvetden a 3. és 12. 6rdban az egereket
extermindltuk és a tiidoket ¢és tiidé koriili nyirokcsomokat eltavolitottuk. Ezekbdl a mintakbol
kvantitativ PCR moddszerrel meghataroztuk tobb gyulladasos mediatorokat kodold gén mRNS
expressziojat és ezeket kezeletlen, egészséges egerek eredményeihez hasonlitottuk.

A génexpresszids valtozasok a vizsgalt gének tobbségében monoton up-regulaciét mutattak.
Eredményeinken keresztiil nyomon kovethetjiik egy neutrophil sejtes akut gyulladés folyamatat
(Csf3, Cxcl5, IL-17), ugyanakkor els6ként irhatjuk le a cinkoxid inhaléci6 hatdsara 1étrejott
késoi tipust hiperszenzitivitasi folyamatra utalo citokinek (Ccl24, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13)

crer

Ezuton kivanunk kdszonetet mondani az NKFIH-nak a 129055 szamu FK 18 palyazati keret
altal a kutatashoz adott anyagi timogatasaért.
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MYCOPLASMA HYORHINIS-LIKE 1IZOLATUMOK JELLEMZESE
Belecz Nikolett"*", Foldi Dorottya!*?, Salvatore Catania®, Gyuranecz Miklos!'~

A Mycoplasma hyorhinis egy vildgszerte elterjedt, malacokat fert6zé fakultativ patogén
baktérium, ami foként savoshartya- €s iziileti gyulladast, valamint kotohartya gyulladast okoz.
Azonban tobb publikacioban is leirtak mar olyan kotéhartyardl izolalt Mycoplasma térzseket,
amelyek bar nagy hasonlosdgot mutatnak M. hyorhinis torzsekkel, nem sorolhaték be
egyértelmiien ebbe a fajba.

Célul tiztik ki, hogy ilyen M. hyorhinis torzsekhez hasonld, Olaszorszagbdl szarmazo
izolatumokat vizsgaljunk proteomikai (elektroforézis ¢és western blot) ¢€s biokémiai
modszerekkel, illetve meghatdrozzuk sejttenyészet fertdzo képességiiket.

Vizsgalatainkat harom szembdl ¢és egy tiidobdl szarmazo olaszorszagi izolatumon végeztiik,
kontrollként pedig a M. hyorhinis tipus torzs és egy iziiletbdl szarmazo klinikai izolatum
szolgalt. A proteomikai vizsgalatokhoz a detergens segitségével feltart sejtek fehérjéit SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztottuk, majd Coomassie brillant blue festéssel tettiik
lathatova. A western blot vizsgalatot nyulban termelt anti-M. hyorhinis hiperimmun savé
segitségével végeztiik. A biokémiai kiillonbségek vizsgalatdhoz a torzseket modositott ATCC
levesben felszaporitottuk, vizsgaltuk a gliikkoz, fruktdz, urea és arginin bontd képességiiket,
majd a gliik6z bontd képességet tobb hdmérsékleten is megnéztiik. A sejttenyészet fertdzo
képesség meghatarozasara kutya vese sejtvonalat (MDCK) hasznaltunk. A citopatogén hatas
megjelenése utdn a sejteket emésztettiik, majd tripankék festéssel elkiilonithetdvé tettiik az €16
¢s halott sejteket, melyeket Biirker-kamra segitségével szamoltunk.

A fehérje mintazatok esetében két torzs - a tiidobol szarmazo €s a legfrissebb szembdl szarmazo
- mutatott jelentds eltérést a fehérjék kifejezOdésében. Ezeket az eltéréseket a western blot
vizsgalat is alatamasztotta. A vizsgalatok sordn nem tapasztaltunk azonban kiilonbséget a
torzsek kozottt vizsgalt metabolitok bontdsanak képességében ¢€s a sejttenyészet fertdézo
képesség esetében. Mind a hat vizsgalt izolatum egyforman bontotta a gliikozt és a fruktozt a
vizsgalt hdmérsékleteken, illetve egyik esetében sem tapasztaltunk arginin vagy urea bontast.
Minden vizsgalt izoldtum hasonlé mértékben fertézte meg a vizsgalt MDCK sejtvonalat is.

Eddigi eredményeink alapjan nem eldonthetd, hogy a vizsgalt izolatumok uj fajt képviselnek a
Mycoplasma nemzettségen beliil, vagy a M. hyorhinis egyik alfajanak tekinthetok. Ennek
eldontésére a tovabbiakban novekedés gatlasi probat fogunk végezni anti-M. hyorhinis savo
segitségével, illetve Osszevetjik az olasz izoldtumok teljes genom szekvencigjat a
rendelkezésiinkre all6 M. hyorhinis genomok szekvencidival.

A kutatast az MTA Lendiilet (LP2022-6/2022) és az RRF-2.3.1-21-2022-00001 palyazatok,
valamint az ITM Kooperativ Doktori Programja (KDP-2020) timogattak.
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MOLEKULARIS MODSZEREK FEJLESZTESE A MYCOPLASMA IOWAE GENETIKAI
VALTOZATOSSAGANAK MEGHATAROZASAHOZ

Buni Dominika'?", Kovacs Aron Botond'?, Foldi Dorottya!?, Banyai Krisztian'?, Bali
Krisztina'?, Janet Bradbury?, Marco Bottinelli®, Salvatore Catania®, Inna Lysnyansky*, Kovécs

L4sz16®, Grozner Dénes'?, Gyuranecz Miklds'2, Kreizinger Zsuzsa'-

A Mycoplasma iowae vilagszerte elterjedt nagy gazdasagi jelentdségli baktérium, mely
els6sorban csokkent keltethetdséget ¢és labdeformitasokat okoz fiatal pulykdkban. A
jarvanykitorések felszamolasaban fontos szerepet jatszanak a molekuléris biologiai tipizald
modszerek. Ilyen rendszer az MLST (multilocus sequence typing), mely jelenleg a
leghatékonyabb eszkoz a M. iowae rokonsagi viszonyainak elemzésére.

A kutatas célja kiilonb6zo felbontéssal rendelkezd, M. iowae specifikus tipizald rendszerek
fejlesztése volt, valamint a torzsgyiijteménylinkbdl valogatott tagok rokonsagi viszonyainak
Osszehasonlitasa a kifejlesztett és mar meglévo modszerekkel.

Osszesen 99 valtozatos eredetli M. iowae torzset valasztottunk a vizsgalathoz, melyeknek
meghatéroztuk a teljes genom szekvenciajat. Ezen adatok segitségével terveztiik a core genome
MLST-t (cgMLST) olyan kodolé szekvenciak (Coding Sequence, CDS) kivalasztasaval,
melyek kdzosek a torzsek 95 szazalékaban. Az MLV A (multi-locus variable number of tandem-
repeats analysis) rendszer fejlesztéséhez valtozatos tandem repeat (TR) szakaszokat
valasztottunk, melyekre specifikus hagyomanyos PCR rendszereket terveztiink. A kifejlesztett
MLVA ¢és cgMLST, valamint az ismert MLST modszerek segitségével elvégeztiik a 99 diverz
torzs Osszehasonlitod vizsgalatat.

A cgMLST bedllitasahoz 676 CDS szakaszt hasznaltunk, az MLVA fejlesztéséhez végiil hét
l6kuszt valasztottunk ki a vizsgalt 29 all¢l koziil. Az MLV A rendszer segitségével 18 genotipus,
az MLST ¢és cgMLST-vel 22 ¢és 72 szekvencia tipus kiilonboztethetd meg. K6zos a harom
kiilonb6zé modszerrel késziilt torzsfan, hogy azonos kozeli rokon térzsek képeznek négy nagy
csoportot. A nagyobb csoportokon beliil egyes esetekben a torzsek eredete szerinti alcsoportok
is elkiilonithetdek.

A fejlesztett rendszerek alkalmasnak bizonyultak valtozatos eredetii M. iowae torzsek genetikai
kapcsolatainak feltérképezésére filogenetikai vizsgalatok €s jarvanyiligyi nyomozasok szamara
egyarant. Az eredményeink alapjan az MLVA koltséghatékony, gyors és korlatozottabb
laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen hasznalhaté modszer, mely jo alternativéja a
cgMLST ¢és a mar meglévé MLST rendszereknek.

A kutatast az FK21 (137809), TKP2021-EGA-01 és az RRF-2.3.1-21-2022-00001 palyazatok,
valamint az ITM Kooperativ Doktori Programja tdmogattak.
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MYCOPLASMA  HYORHINIS ES  MYCOPLASMA  HYOSYNOVIAE
ELOFORDULASI GYAKORISAGA HiZO SERTESALLOMANYOKBAN

Nagy Eszter Zsofia!?", Foldi Dorottya'?, Madzig Fruzsina'?, Téth Fruzsina®, Gyuranecz
Miklos'+

Mycoplasma hyorhinis és M. hyosynoviae széles korben elterjedt, fakultativ patogén
korokozok, melyek a sertések felsd légutjait, illetve manduldit képesek kolonizalni. A M.
hyorhinis jellemzden 3-10 hetes malacokban az iziiletek- illetve savds hartyak gyulladéasat
okozhatja, valamint ritkdbb esetekben tiiddgyulladast is kialakithat. A M. hyosynoviae 10-24
hetes malacokban megjelend iziiletgyulladasért tehetd feleldssé. A fertdzés kovetkeztében
kialakulé megbetegedések és elhullasok jelentds gazdasagi karokat eredményeznek.

Kutatasunk célja a M. hyorhinis és M. hyosynoviae eléfordulési gyakorisaganak felmérése volt
hazankban, illetve harom szomszédos orszagban; Horvatorszagban, Csehorszdgban ¢és
Szlovékiaban. A vizsgalathoz levagésra keriilt, 6 honapos hizo sertések manduldit gyiijtottiik
0ssze, Magyarorszag harom legnagyobb vagohidjarol (Kaposvar, Kiskunfélegyhdza ¢és
Mohécs). Vagohidanként 50, 6sszesen 150 allomanybol 15 egyed manduléjat mintaztuk meg.
A 15 mandulat 6tosével pooloztuk, majd homogenizalas, illetve DNS kivonds tortént. A
mintékat ezt kdvetden fajspecifikus TagMan-tipusit qPCR rendszerekkel vizsgaltuk, illetve
megkiséreltiik a kérokozok izolalasat is.

A M. hyorhinis az 6sszes vizsgalt allomanybol kimutathatd volt (150/150) PCR segitségével,
mig a M. hyosynoviae jelenlétét a csoportok 88%-aban (132/150) tudtuk detektélni. Az izolalés
soran 122 esetben tenyésztettiink ki M. hyosynoviae-t, a M. hyorhinis kimutatasa pedig 107
alkalommal bizonyult sikeresnek.

Tudomasunk szerint ez az els6 kutatds, mely a M. hyorhinis és a M. hyosynoviae prevalencidjat
vizsgalta hizé sertések mandulaiban a kozép-eurdpai régidoban. A kutatas soran azt tapasztaltuk,
hogy a sertésdllomanyok igen nagy ardnyban fert6zottek mindkét korokozoval.
Tartastechnoldgiai és allategészségiigyi eszkozok segitségével torekedeni kell a klinikai
tiinetekben megnyilvanulé megbetegedések elkeriilésére. Az iziilet és savos hartya gyulladéssal
jaro elvaltozasok esetén gondolni kell e korokozok esetleges kortani szerepére.

A kutatast az MTA Lendiilet (LP2022-6/2022) és az RRF-2.3.1-21-2022-00001 palyazatok,
valamint az ITM Kooperativ Doktori Programja (KDP-2020) timogattak.
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SALMONELLA SZEROVAROK ES COHABITANS ESCHERICHIA COLI TORZSEK
BIOFILM VIZSGALATA

Rapcsék Fanni*, Fodor Zséfia Csenge, Szalai Ninetta, Szmolka Ama

Bevezetés. A hazai brojler allomanyokban a 2000-es évek elején tortént Salmonella szerovar
valtas a S. Enteritidis drasztikus visszaszoruldsat €s a multirezisztens (MDR) S. Infantis térzsek
egyidejli megjelenést eredményezte. Feltételezésiink szerint a S. Infantis térzsek eldretorésében
¢s globalis elterjedésében a vele tarsultan el6fordulo (cohabitans) MDR E. coli torzsek is aktiv
szerepet jatszottak.

Cél. A jelen kutatds célja S. Enteritidis, S. Infantis €s cohabitans E. coli torzsek biofilm
aktivitdsanak vizsgalata, a biofilm morfologiai és kvantitativ paraméterei kozotti kapcsolat
feltarasa.

Modszerek. Vizsgalataink soran brojler vakbél mintakat reprezentald S. Infantis (n=20),
cohabitans E. coli (n=69) és human eredeti S. Enteritidis (n=20) térzsek biofilm aktivitasat
hasonlitottuk 6ssze. A torzsek biofilm morfotipusat Congo Red (CR) taptalajon teszteltiik, a
lemezeket 28°C-on 96 oran keresztiil inkubdltuk. A torzsek kvantitativ biofilm-képzo
hatékonysagat kezeletlen 96 lyuku polisztirol plate-en vizsgaltuk ugyanezen paraméterek
mellett.

Eredmények. A CR taptalajon végzett vizsgéalat soran a torzseknél a kovetkezd biofilm
morfotipus eloszlast figyeltiik meg: 1. az E. coli torzseket nagyfoku valtozatossag jellemezte
mind szin, mind feliilet szempontjabol, de elmondhato, hogy az rdar (red dry and rough)
morfotipus volt a leggyakoribb (51%); 2. a S. Enteritidis torzsek esetében 3-féle morfotipust
azonositottunk, a bas (brown and smooth) (43%) az rdar (35%) ¢és a pdar (pink dry and rough)
(22%) morfotipusokat; 3. mig az Infantis torzsek kivétel nélkiil bas tipusu biofilmet képeztek.
Az ugyanazon vakbél mintakbol izolalt cohabitdns E. coli torzsek valtozatos morfotipus
mintdzatot mutattak, a 20 vakbél mintdbol minddssze két olyan minta volt, amelyben csak bas
tipusu tarsult E. coli torzseket izolaltunk.

A kvantitativ biofilm vizsgéalatok eredményeként tobbszords kiillonbséget mutattunk ki a két
Salmonella szerovar biofilm aktivitasa kozott a S. Infantis javara. Ennek megfelelden, a vizsgalt
S. Infantis és S. Enteritidis torzsek biofilm-képzd képessége kozott min. 3x-os, mig a S. Infantis-
E. coli 6sszehasonlitasban min. 2x-es eltérést detektaltunk. A szerovarok kozotti kiilonbség az
antibiotikum rezisztencidban is megnyilvanult. Mig a S. Infantis torzsek kozott a ,,klasszikus”
Nal-Sul-Tet rezisztencia dominalt, a S. Enteritidis torzseknél mindossze néhany esetben
mutattunk ki Nal rezisztenciat. A biofilm morfotipus és a produktivitds vonatkozasaban
altalaban elmondhatd, hogy a smooth morfotipus fajtdl fliggetlentil a rough tipusnal magasabb
biofilm képz6 képességgel tarsult.

Kovetkeztetés. A megndvekedett biofilm aktivitassal jard kdrnyezeti adaptacids elény egyik
magyardzata lehet a S. Infantis elterjedésének és a S. Enteritidissel szembeni kompeticios

sikerének a hazai brojleralloméanyokban.

Koszonetnyilvanitas. Jelen kutatast az NKFI K 140349 projekt timogatta.
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MYCOPLASMA HYORHINIS ADHERENCIA GATLASANAK VIZSGALATA
Toth Lilla"?*, Foldi Dorottya'?, Nagy Eszter Zsofia!?, Belecz Nikolett'2, Gyuranecz Miklos'~?

A Mycoplasma hyorhinis vilagszerte elterjedt fakultativ patogén korokozd, mely valasztasi
kort malacok megbetegedését okozza, ezzel jelentds gazdasdgi karokat eredményezve a
gazddknak. A M. hyorhinis kiilonbozé adhézidés molekulakkal kapcsoldédik a sejtekhez
(adherencia). Fert6z6dés vagy vakcinazds utan az allatokban termelt ellenanyag gatolja a
baktérium sejtekhez vald kotddését (neutralizacid), ezzel megakadalyozva a megbetegedés
kialakulasat.

Munkank sordn célunk volt egy adherencia gatlasi teszt kidolgozasa, melynek segitségével a
vakcina fejlesztés soran képesek lesziink az immunizalas hatasara termel6dd ellenanyagok
mindségi vizsgalatara.

Az adherencia gatlasi teszt beallitasat két sejtvonalon végeztiik el, melyekrdl tudjuk, hogy a M.
hyorhinis képes megfertozni, ezek sertés (PK-15) és kutya (MDCK) eredetii vese sejtvonalak.
A M. hyorhinis tipustorzs mellet egy klinikai izolatummal is elvégeztiik a vizsgalatokat. A teszt
beallitasdhoz harom kiilonb6z6 adjuvanssal elegyitett inaktivalt oltdanyaggal nyulakat
immunizaltunk, majd vérvétellel savot gylijtottiink 5 héten keresztiil. A torzsekbdl szdrmazd
pelletet inkubaltuk a savoval, majd ezzel fertdztiik a sejteket, és 22 orat vartunk az adherencia
kialakuldséra. Ezt kovetOen a sejttenyészeteket alaposan lemostuk a nem kotddott baktériumok
eltavolitdsa végett, majd a sejteket leemésztettilk ¢s DNS kivonds utdan a M. hyorhinis
mennyiségét fajspecifikus TagMan qPCR segitségével hataroztuk meg. Negativ kontrollnak
nem immunizalt nyalbol szdrmazd nyulsavot hasznaltunk, a megismételhetdség érdekében a
sejteket minden esetben 10° sejt/ml mennyiségben raktuk le a fertézéshez és 10° szinvalto
egység (CCU)/ml képidju torzzsel fertoztiik.

Eredményeink alapjan mindkét sejtvonalon vizsgalhat6 a termel6dé ellenanyagok adherencia
gatlo hatdsa. A negativ kontrollhoz viszonyitva az ellenanyaggal kezelt mintdkban mindkét
sejtvonalon ¢és mindkét izolatum esetében megkozelitdleg egy kitevOnyi kdpiaszam csokkenést
tapasztaltunk a leghatdsosabb készitmény esetén. Azonban a PK15 sejtvonal esetében ez a
csdkkenés jobban kdvethetd volt, a negativ mintdban 10° genom ekvivalens (GE)/reakcio, a
leghatasosabb kezelt mintdban 10* GE/reakcié kopiaszamot tapasztaltunk. Mig az MDCK
esetében a negativ kontrollbdl csak alacsonyabb, 10° GE/reakci6é mintat nyertiink vissza, de a
legjobb kezelt minta esetében a tovabbi csdkkenés igy is lathato volt (10> GE/reakcio).

Sikeresen beadllitottunk egy protokollt, mely alkalmas az immunizalas utdn termelt
ellenanyagok mindségi vizsgalatdra M. hyorhinis adherencia gatlasanak meghatarozasaval. A
kapott eredményeink alapjan a PK15 sejtvonal alkalmasabbnak bizonyult ilyen vizsgalatok
elvégzéséhez.

A kutatast az MTA Lendiilet (LP2022-6/2022) és az RRF-2.3.1-21-2022-00001 palyazatok,
valamint az ITM Kooperativ Doktori Programja (KDP-2020) timogattak.
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AZ ATIPIKUS SERTES-PESTIVIRUS MAGYARORSZAGI PREVALENCIAJANAK
VIZSGALATA

Dénes Lilla'*, Igriczi Barbara!, Balka Gyula'

Az atipikus sertés-pestivirus (APPV) a Pestivirus nemzetség tagja, amelyet az All tipusa
reszketOkor (CT) koérokozojaként azonositottak. A CT vildgszerte jol ismert és eddigi
ismereteink alapjan a virus nagymértékben elterjedt a fobb sertéstenyészto teriileteken, igy célul
tiiztiik ki az APPV magyarorszagi prevalencidjanak feltérképezését.

Vizsgalataink soran a 2018 és 2022 kozotti iddszakban 22 teleprdl sszesen 2650 vérsavomintat
ellendriztiink, 5-6s poolokban. Az aldbbi korcsoportok mintait vizsgaltuk: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
18 hetes allatok, tovabba siildok, kétszer és négyszer fialt kocak. Ezen telepekrdl tovabbi 169
her¢lési folyadékmintat és 198 ragokotél mintat (10 és 20 hetes allatoktol) is gytjtottiink.
Tovabbi 7 teleprdl reszketdkoros valasztas eldtti malacok szovetmintait is vizsgaltuk. A virus
orokitéanyagat Indispin/Cador Pathogen Mini Kit (Qiagen) segitségével nyertiik ki QIAcube
késziilékben (Qiagen). A virus kimutataséara szolgaldo qRT-PCR-vizsgalatot a OneStep RT-PCR
Kit (Qiagen) segitségével, APPV-specifikus primerek felhasznalasaval végeztiik. A részelges
NS2-3 szekvenciameghatarozast kiilsds szolgéltatdé biztositotta (Eurofins BIOMI Kft.), a
szekvencidk illesztése ¢és Osszehasonlitisa MEGA X szoftver segitségével, Maximum
Likelihood modszerrel tortént.

Az APPV-t 0Osszesen 24 magyaroroszagi telepen azonositottuk, a keresztmetszeti
prevalencifelmérés soran pedig 18 telep (67%) bizonyult fertézottnek. A pozitiv telepek
esetében atlagosan a szérummintdk 21%-aban, a herélési folyadékmintak 57%-aban és a
ragokotel mintdk 72%-aban volt kimutathatdé az APPV-genom. A szérummintak esetében a
minimum ¢és maximum érték 6,3% és 50%, a herélési folyadékok esetében 20% ¢és 100%, a
ragokotélmintak esetében pedig 10% és 100% volt. A pozitiv ragdkdtélmintak 65%-a 20 hetes
allatoktdl szarmazott. A virust az 0Osszes, reszketOkor tiineteit mutatd allat szovetében
azonositottuk. Meglepd modon csak a 6 hetesnél idOsebb sertések szérummintai voltak APPV-
pozitivak, a fertdzott allatok aranya a 10 hetes (27%), tovabba a 14 és 18 hetes (15%) allatok
esetében volt a legmagasabb. A kocasiildokbdl gytijtott vérsavopoolok minddssze ~6%-aban,
¢és csak két telep esetében azonositottuk a virust, a tobbszor fialt kocdk mintai minden esetben
negativak voltak. A Magyarorszagon azonositott torzsek nem alkotnak telepenként kiilon-kiilon
monofiletikus csoportot, tobbnyire eurdpai szekvencidkkal mutatnak kdzelebbi rokonsagot. A
hazai torzsek esetében 1,1-11,2% genetikai tavolsdgot figyeltiink meg, az atlagos genetikai
tavolsag pedig 7,6%.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az APPV magyarorszagi elterjedtsége jelentds, és leginkabb
a 10, 14 ¢és 18 hetes allatokbol nyert szérummintakban €s 20 hetes ragokdtélmintakban taldlhato
meg, igy allomanymonitoring szempontjabol ezek lehetnek a legmegbizhatobb mintatipusok.
A hazai torzsek genetikai diverzitasat valdsziniileg az ¢l6allat-kereskedelem segitette elo.

Szeretném megkoszonni Schonhardt Kittinek, hogy szakmai tudasaval hozzajarult
kutatomunkamhoz.
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A SERTES-PARAINFLUENZAVIRUS 1 (PPIV-1) VIZSGALATA MAGYARORSZAGON
Igriczi Barbara*, Dénes Lilla, Balka Gyula

Az elmult néhany évtizedben szamos 1j paramyxovirust fedeztek fel, amelyek allatokban és
emberekben valtozatos megjelenésii, tobbnyire 1€gzdszervi jellegli megbetegedéseket okoznak.
Ide sorolhat6 a sertés-parainfluenzavirus 1-es tipusa (PPIV-1, Porcine parainfluenza virus 1;
species: Porcine respirovirus 1), amelyet eldszor 2013-ban sertések vagohidi végbél- és
orrtampon-mintdiban azonositottak Hongkongban. A PPIV-1 15 kb. hosszl, negativ
iranyultsagua ssRNS genommal rendelkezik és 6 f0 fehérjét kodol, amelyek koziil a
hemagglutinin-neuraminidase (HN) ¢és fusion (F) fehérjék fontos szerepet jatszanak a virus
célsejthez valo kotddésében és gazdasejten beliili replikaciojdban. Ezen gének szekvencidjanak
meghatdrozasa ¢és filogenetikai elemzése hasznos lehet a PPIV-1 jarvanytananak
feltérképezésében. A virust vildgszerte tobb orszagban is detektaltdk, Europaban
kutatocsoportunk irta le el6szor. Nemrég megjelent filogenetikai vizsgalatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy az eurdpai és észak-amerikai torzsek egymastol fiiggetleniil fejlodtek és
feltehetden fertdzott allatokkal jutottak el Azsiaba.

Kutatdsunk célja sertéstelepekrdl szarmazo (i) ragdkotélmintakbol PPIV-1 kimutatdsa valos
idejii RT-qPCR modszerrel (ii) a PPIV-1 pozitiv telepekrdl orrtamponmintédk gyiijtése majd a
virus kimutatdsa RT-qPCR modszerrel (iii) a gytjtott PPIV-1-torzsek F-génjének
szekvenciameghatarozasa Sanger-moddszerrel, (iv) ezek alapjdn a magyarorszadgi PPIV-1-
torzsek filogenetikai elemzése, amely segithet eredetiik, terjedésiik €s genom-evolucidjuk
megismerésében.

Osszesen 23 hazai és egy szlovakiai sertéstarté teleprdl érkezd, 221 ragokdtélminta RT-qPCR
vizsgalatat végeztiik el. Négy PPIV-1 pozitiv teleprél orrtamponmintékat is gytjtottiink 2-, 4-,
6-, 8- és 10 hetes allatokbol. A 28 alatti Ct értékkel rendelkezé orrtamponmintdk F fehérjét

crer

elemzés utjan Osszehasonlitottuk a GenBank-ban talalhaté PPIV-1 és egyéb Respirovirus-
szekvenciakkal.

A vizsgalt 23 hazai telep koziil 10 esetben (43%), tovabba az egyetlen szlovakiai teleprdl érkezd
mintdkban is kimutattuk a virus jelenlétét. Az ezt kovetd, célzott, keresztmetszeti jellegi
orrtampon-mintavételezés négy PPIV-1-pozitiv teleprdl jelentds viruscirkuldciét mutatott a
fiatal allatok esetében. A pozitiv allatok szama €s a virus mennyisége Osszeségében a 6 hetes
korcsoport esetében volt a legnagyobb (52%), de a jelentOs eltéréseket tapasztaltunk az egyes
telepek kozott. Mig harom telepen a 6 hetes korcsoportban fordult eld leggyakrabban a virus,
egy telep esetében a 2 hetes allatok voltak a leginkabb érintettek. A filogenetikai elemzés
alapjan a magyar és szlovak szekvencidk egyezése 93% feletti, és egyes lengyel és kinai
torzsekkel szoros filogenetikai rokonsagban allnak.

Eddigi eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a PPIV-1 Magyarorszadgon is elterjedt és a
fertdzés leginkabb a 2—6 hetes allatokat érinti. A virus 1égzdszervi megbetegedésekben jatszott
szerepének megismeréséhez még tovabbi széleskorii vizsgalatok sziikségesek.



Allatorvostudomanyi Kutatointézet! Virologia
NEBIH ADI?

Allatorvostudomanyi Egyetem, Gyogyszertani és Méregtani Tanszék?

* jakab.szilvia@vmri.hu

PRRSV TORZSEK KIMUTATASA ES JELLEMZESE NGS-ALAPU AMPLIKON
SZEKVENALASSAL

Jakab Szilvia'*, Balint Adam?, Banyai Krisztian'>?

A sertések szaporodasi €s 1€gzdszervi tiinetekkel jaro szindromaja vilagszerte eléfordulo, nagy
gazdasagi veszteséget okozd, virusos eredetli megbetegedés. Korokozoi, a Betaarterivirus suid
1 (PRRSV-1) és a Betaarterivirus suid 2 (PRRSV-2), kozel 15 kbp hosszisagu, pozitiv
iranyultsadgu, egyszalt RNS genommal rendelkeznek.

Munkank célja, hogy attenualt PRRSV-1 vakcina torzsek (Porcilis MLV és Unistrain MLV)

crer

kidolgozzunk gyors és hatékony amplikon szekvenalasi modszereket.

Az amplikon szekvenalashoz az Illumina késziilékekkel kompatibilis DNS konyvtarakat
kétlépéses PCR rendszer segitségével allitottuk eld. Ennek soran eldszor a célrégiok keriilnek
felszaporitasra, majd egy kovetkez6 PCR-rel a termékhez kapcsoljuk a DNS adaptereket és
vonalkddokat. Vizsgélatainkhoz sertés savo mintékat, illetve torzsizolatumokat és vakcina
torzseket hasznéltunk fel. A mintdk kisérleti NGS futtatasa Miseq késziiléken zajlott.

Vakcina mintakat vizsgalva eredményeink azt mutattdk, hogy a Porcilis és Unistrain vakcina
torzsekre specifikus, amplikon alapu teljes genom szekvendldssal kozel 100%-os genom
lefedettség érhetd el.

Torzsizolatumokon végzett vizsgalataink szerint az ORF7 régiot célz6 amplikon szekvenalas
szintén eredményesnek bizonyult, a szekvenalds 100%-os lefedettséget mutatott, a kimutatasi
hatar a PRRSV-1 és PRRSV-2 esetében egyarant Ct<35. Tiz kiilonb6zd, hazankban eléforduld
kladba sorolt PRRSV-1 poolozott savé mintabol (n=15; Ct<31) késziilt amplikon konyvtarak
alapjan kimondhatjuk, hogy a kidolgozott modszer megfeleléen alkalmazhat6 széles PRRSV-
1 genetikai diverzitast lefedd klinikai mintdkon. A szekvencia adatok tovabbi elemzése soran
Ot mintadban minimum két kiilonb6z6 szekvencia varianst hataroztunk meg, a terepi variansok
mellett nagyrészt vakcina torzseket azonositottunk.

Eldzetes vizsgalataink sordn igazolast nyert, hogy a kétlépéses PCR alapu, PRRSV teljes
genom ¢s ORF7 amplikon szekvenalasdhoz hasznalt NGS konyvtarazasi modszer
egyszertiségével, gyorsasagaval, megfeleld érzékenységével és specificitdsaval konnyen
adaptalhaté munkafolyamat lehet a diagnosztika szamara. A telepeken keringd vakcina eredetli
torzsek ORFS5 régio alapjan torténd azonositasa mellett a teljes genom meghatarozaséaval
tovabbi lényeges informaciod nyerhetd a torzsek eredetérdl. Az ORF7 amplikon szekvenalas
alkalmazasa a diagnosztikaban hozzajarul az egyeden beliili kevert fertézések illetve a
telepeken egyidejiileg kering6 torzsek hatékony kimutatasahoz.

A kutatast a KDP-2020 és az Allatorvostudomanyi Egyetem NKB palyézata timogatta.
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UJ SZARVASMARHA-ADENOVIRUS ELOZETES MOLEKULARIS JELLEMZESE

Mitré6 Gergd'*, Dan Adam?, Varga Tamas®, Biksi Imre*, Albert Ervin*, Harrach Balazs!,
Vidovszky Marton'

Az Adenoviridae viruscsaladon beliil eddig tiz szarvasmarha-adenovirus (BAdV) tipust irtak
le, jellemzden valamilyen kordbbi megbetegedéssel Osszefliggésben. Ezek a tipusok két
nemzetségbe sorolhatéak: a csak emldsoket fertdz6 adenovirusokat tartalmazo
Mastadenovirus-, és a gazda specifikussag tekintetében diverz Atadenovirus nemzetségbe.

Gyomor- €s bélrendszeri tiineteket mutato, vagy elpusztult borjaktol szarmazo bélsar-, illetve
szerv-mintékat szlrtiink adenovirus jelenlétére. Célunk volt a mintdkban eléfordulé adeno-
virusok kimutatasa, az ijonnan kimutatott virusok diverzitdsanak vizsgalata, azok rokonsagi
viszonyainak feltérképezése és ez alapjan a virus—gazda koevolucid elmélet tanulmanyozasa.

Az adenovirus-sziirésre degeneralt PCR-t alkalmaztunk, ami a DNS-fliggé DNS-polimeraz gén
(pol) egy rovid, er6sen meglrzott szakaszat erdsiti fel. A PCR eredményeket minden esetben
DNS-szekvenalas segitségével erésitettilk meg. Ujonnan kimutatott adenovirus esetén az adott
mintat tovabbi hdrom adenovirus-PCR-rel is vizsgaltuk (IVa2, hexon, pVIII). A virus-genom
min¢l nagyobb szakaszdnak megismerése érdekében a meghatarozott génszakaszok kozotti
virus-genom szakaszok PCR-es felerdsitésére is kisérletet tettlink. Az adatokat
bioinformatikailag kiértékeltiik és filogenetikai torzsfa-rekonstrukcidt végeztiink.

A vizsgalat soran két mintaban BAdV-3-at, egy szerv minta esetén BAdV-10-et €és egy bélsar
mintdban egy eddig csupdn a laboratoriumunk altal kimutatott adenovirus pol-t azonositottunk.
Az 11j adenovirus a pol szekvencia alapjan jelentds kiillonbséget mutat a korabban leirt BAdV
tipusokhoz képest. A késdbb megallapitott hexon gén szekvencia-szakasz alapjan azonban a
kimutatott virus egy USA-ban (Wisconsin) végzett, szarvasmarha telep adenovirus szlirése
soran azonositott, tovabb nem vizsgalt, és eddig nem tipizalt adenovirussal egyezik meg. A
teljes pol alapjan végzett filogenetikai elemzés azt mutatja, hogy az 0j adenovirus (BAdV-11)
a Mastadenovirus nemzetségbe tartozik és a BAdV-1-gyel és -2-vel mutatja a legkozelebbi
rokonsagot.

A kimutatott BAdV-3 fiatal (3-6 honapos) borjakban okoz enyhe lefolydsu megbetegedéseket,
iddsebb allatokban jellemzden tlinetmentesen van jelen. A BAdV-10-et laboratériumunk
mutatta ki elsOként Magyarorszagon ¢és masodikként a kontinentdlis Eurdépdban. A t6bbi
szarvasmarha-mastadenovirushoz képest a BAdV-10 idésebb (6-12 honapos) borjakat is érintd,
nagyobb korokozé-képességet mutat. A BAdV-1l-et eddig csak mi mutattuk ki
Magyarorszdgon ¢és Europaban is. Noha az allatorvosi koztudatban az volt az éltalanos
vélekedés, hogy mara az adenovirusok eltlintek a hazai szarvasmarha alloményokbdl,
eredményeink alapjan elmondhat6, hogy ismételten tobb BAdV tipus is jelen van (,re-
emerging’’), s6t ujonnan megjelent (,,emerging”) tipusokat is kimutattunk.

A munka elvégzését anyagilag az OTKA NN140356 sz. palyazat biztositotta.
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REKOMBINANS MARKER FEHERJET KIFEJEZO ESCHERICHIA COLI TORZSEK
SZUKCESSZIV MENNYISEGI VALTOZASAI SPF CSIRKEK BELFLORAJABAN

Mészaros Istvan!, Olasz Ferenc', Tamas Vivien', Rapcsak Fanni', Gltl Eszter!, Olah Barbara!,
Szmolka Annamaria', Erdélyi Kéroly', Magyar Tibor!, Zadori Zoltan!

Bevezetés: A természetes mikrobiomban €16, nem patogén rezidens baktériumok alkalmas
vektorként szolgalhatnak mukozalis immunités kivaltasara. Egyes enteralis baktériumokat (pl.
Escherichia coli) immunolégiailag még kiilonlegesebbé teszi az a képességiik, hogy a gazddban
az IgA mellett képesek erds IgM, IgG és IgD valaszt is kivaltani, ami segit a szisztémas
bakterialis fertdzések kialakulasdnak megakadalyozasaban. Okkal feltételezhetd, hogy az
enterobaktériumok nemcsak sajat antigénjeik, hanem az altaluk expresszalt mas korokozokbol
szarmazo6 idegen fehérjék ellen is képesek olyan immunvalaszt kivaltani a szervezetben, ami
megakadalyozhatja a koérokozok nyalkahartydkon keresztiili bejutdsat és/vagy szisztémads
fertdzések kialakuldsat.

A munka célja: Munkank tavlati célja madarinfluenza elleni oralis vakcina fejlesztése olyan
E. coli torzsek segitségével, melyek protektiv influenzavirus epitopokat/fehérjéket
expresszalnak, és a felsziniikon megjelenitik azokat. Els6 1€épésként egy olyan expresszids
plazmid-baktérium kisérleti rendszer Osszeallitdsa volt a célunk, amellyel elérhetd, hogy a
rekombinans fehérjét expresszald E. coli tartésan és nagy aranyban fennmaradjon kisérleti
allatokban.

Moédszerek: 36 db SPF tyuktojast (Gallus gallus domesticus) 6 csoportba osztottunk. Az
allatokat keltetés utan ordlisan fertdztiik broiler csirkékbdl izolalt és az altalunk létrehozott
ampicillin rezisztens tdTomato-t kifejez6 plazmid konstrukcidt tartalmazo E. coli torzsekkel. A
fert6zo torzsek eldallitdsa soran egy gyenge €s egy erds promoterrel rendelkezé plazmid
konstrukciot harom E. coli térzsbe (S1-3) vittiink be, ezaltal hat térzs-promoter kombinacidval
dolgoztunk. A torzsek jelenlétét négy hétig kovettiik nyomon, mikézben az 1. napon, majd
hetente klodka tamponmintat vettiink az allatokbol. Az sszes és a markerfehérjét hordozo E.
coli torzsek csiraszdmat antibiotikummentes €s ampicillines taptalajon is meghataroztuk.

Eredmények: Az 1. napon a csoportokban a marker fehérjét hordozdé baktériumok
aranyanak medianja 45% ¢és 100% kozott valtozott. A hetedik napra ez az ardny meredeken
csokkent, 0% és 2,7% kozé. A 2. hétre mar csak harom csoportban (0%, 0,25% ¢és 0,015%-0s
mediannal), mig a 3. és 4. héten egyediil a gyenge promoteres plazmidot hordozé S1 torzzsel
fertdzott csoportban tudtuk kimutatni a rekombinans fehérjét (0,07%).

Az ampicillint tartalmazo taptalajon kindtt baktériumtelepek 100%-a expresszalta a marker
fehérjét az 1. napos és egyhetes csirkékben, majd a 2. héttdl kezdédden az ampicillin rezisztens
baktériumok kozott is csokkeni kezdett a rekombinans fehérjét hordozok aranya. Viszont
egészen a 3. hétig ki tudtuk ket mutatni az dsszes csoportban (10%-10° cfu/ml-es titerrel),
valamint a 4. héten az S1 torzzsel fertdzott kettd €s az egyik S3 torzzsel fertdzott csoportban.

Kovetkeztetések: A két plazmid konstrukcid koziil egyértelmilen az bizonyult
hatékonyabbnak, amelyben a marker fehérje génjét egy gyenge promoter szabalyozta. Emellett
az S1 és az S3 E. coli torzseket talaltuk a legalkalmasabbnak a rekombinans fehérje tartos
expressziojara. A legsikeresebb kombinacid a gyenge promoteres plazmiddal transzformalt S1
torzs volt. A 2. héttdl fokozatosan csokkent a marker fehérjét hordozé ampicillin rezisztens E.
coli telepek aranya, ami felveti annak a lehetdségét, hogy a rezisztencia gént hordozo
baktériumok elvesztették a marker fehérje génjét.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgédlatokat a TKP 2021-EGA-01 és az SA-98/2021-es
palyazatok finansziroztak.
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INFLUENZA HEMAGGLUTININ ANTIGENEK KIFEJEZESE ESCHERICHIA COLI
KULSO MEMBRANJABAN

Olasz Ferenc', Mészaros Istvan', Tamas Vivien!, Trembacz Nikoletta', Goltl Eszter', Balint
Adam?, Zadori Zoltan'

Utdbbi években vilagszerte novekszik a magas patogenitasu madarinfluenza (HPAI) jarvanyok
szama. Az endémids teriileteken a haszonmadarak vakcindzasa megakadélyozza a szisztémas
fertézést, de nyalkahartyan szaporodo virusok iiritését az oltdsok nem gatoljak.

A természetes mikrobiomban €16, nem patogén rezidens baktériumok vektorként szolgalhatnak
a mukozalis immunitas kivaltasara. Az irodalomban Erre célra tobb laktobaktérium alapu
vektor tesztelésérdl szamoltak be irodalomban, azonban gyakorlati koriilmények kozott végzett
vizsgalatok eddig nem igazoltak vissza a laboratoriumi kisérletek keltette varakozasokat.

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozd fajok (pl. Escherichia ¢és Salmonella fajok) a
laktobaktériumoktol némileg eltérdek, a gazdaban az IgA mellett képesek erds IgM, 1gG és IgD
valaszt is kivaltani, ami segithet a szisztémas bakterialis fertézések kialakuldsanak
megakadalyozasaban. Okkal feltételezhetd, hogy enterobaktériumok nemcsak sajat antigénjeik,
hanem az altaluk expresszalt mas korokozokbol szdrmazo idegen fehérjék ellen is hasonld
hatékonysaggal képesek immunvalaszt indukalni.

A munka célja: Olyan vektorkonstrukcid 1étrehozésa, amely stabil Escherichia coli-ban, a réla
leirodd fuzios fehérje integralodik a baktérium kiils6 membranjdban és a madarinfluenza
hemagglutininje helyes konformacidoban prezentalodik.

Moédszerek: Els6 1épésben teszteltiik a promoter szekvencidkat. A tdTomato-pBAD bakterialis
expresszios vektorban a Ppyp indukalhatd promotert konstitutivra (minden kortiilmények kozt
aktivra) cseréltiik. Négy kiilonboz6 erdsségii (LacUVS, SDR, 5DL, WTDL nevii valtozat)
promoterrel vizsgaltuk a tdTomato gén (piros fluoreszcens fehérje) expresszidjat. Az
expressziot fluoreszcens mikroszkoppal ellendriztiik.

A masodik 1épésben HS alacsony patogenitasi madarinfluenza hemagglutinin fehérjéjét
fuzionaltattuk bakteridlis kiils6 membranproteinnel. Az irodalmi eredmények alapjan két
illetve a foszfolipid szintézisben résztvevd pgsA proteint. A hemagglutinin fehérjét két eltérd
valtozatban kapcsoltuk a bakterialis fehérjékhez; 6sszesen harom fzids konstrukciot (HSstalk-
AIDA, HAI-AIDA, PgsA-Hstalk) készitettiink. Mindegyik tartalmazott 3XxFLAG markert,
amely lehetOvé tette expressziojuk detektalasat immunfluoreszcias és Western blot mdodszerrel.

Eredmény: A WTDL-lel nem észleltiik a tdTomato expresszidt, mig a LacUVS tilexpresszalta.
Azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a fuzios proteinek in vivo expressziodjahoz az SDR, 5SDL
promoter valtozatok bizonyulhatnak optimalisnak. fgy osszesen hat influenza antigéneket
kifejezd vektor konstrukciot hoztunk 1étre.

Az immunfluoreszencias mikroszkopos vizsgalattal sikeresen megerdsitettiik, hogy a H5stalk-
AIDA konstrukcido expresszalodik a baktériumok kiils0 membranjaban. A masik két
hemagglutinin konstrukcional attdl fliggetleniil nem detektaltunk expresszidt, hogy melyik
promotert hasznaltuk.

Kovetkeztetés: A HA1-AIDA, PgsA-HA konstrukci6 sikertelenségére lehetséges magyarazat
lehet, hogy a fiizids fehérje térszerkezete miatt a 3XFlag vagy nem hozzaférhetd az ellenanyag
szdmara, vagy tul alacsony az expresszid szintje.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgalatokat az SA-98/2021 és a TKP-2021-EGA-01 palyazatbol
finansziroztuk.
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ALACSONY PATOGENITASU MADARINFLUENZA H5 TORZSEK MOLEKULARIS
JELLEMZESE, IN VIVO CHALLENGE KISERLET A BELSARRAL TORTENO
VIRUSURITES MEGHATAROZASARA

Balint Adam'”, Vasarhelyi Baldzs', Mészéaros Istvan?, Zadori Zoltan?

A madarinfluenza az utobbi években egyre kiterjedtebb jarvanyokat okoz Eurdpaban, és az
ellene valo védekezés egyre inkabb sziikségessé teszi a vakcinak hasznalatat. A hagyomanyos
modszerekkel végzett vakcinazas (elolt virusok, alegység vakcinak) foleg IgY ellenanyagokat
indukal, amelyek sok esetben megakadalyozzak a szisztémas fert6zést, ¢s megsziintetik az
influenzavirus okozta tiineteket, &m a nyalkahartyan szaporodd virusok iiritését az allatokbol
csak csOkkenteni tudjak, megakadalyozni nem. Ezért a modern influenza vakcindkkal szemben
tamasztott egyik 6 kovetelmény a védettség biztositasa mellett a virusiirités megakadalyozasa
vagy jelentOs csokkentése.

A munka célja: Olyan kisérleti gazda-virus-diagnosztika rendszer kidolgozésa, amellyel a
vakcindk {iritést korlatozo hatasa technikailag egyszertien €s jol mérheto.

Médszerek: A NEBIH ADI archiv virusgyiijteményébél az alabbi harom, vadmadarakbél
izolalt, alacsony patogenitdsu madarinfluenza torzs (LPAI) teljes genom szekvendldsat és
szekvenciaanalizisét végeztiik el: 277/2005 (HSN2), 34341/2009 (HSN2), 10234/2017 (HSNO).
Husz db SPF tyuktojast keltettink a NEBIH ADI Virologiai Laboratoriumaban. A kikelt
allatokat 6 hetes korukig tartottuk szobahdmérsékleten, ebbdl 1 hetes korukig infra [ampa alatt.
A 6 hetes allatokat a fent emlitett harom virustorzs 100 ul 10* TCIDs titerti inokulumaval
fertdztilk oronazalisan. Az allatokbdl kloaka tamponokat vettiink naponta a kisérlet 0-14.
napjaig. A tamponokat a PCR vizsgalatok kezdetéig -80 °C-on taroltuk. A tamponokat 1 ml
PBS-ben aztattuk 30 percig, 10 percenként vortexelve azokat. Az RNS kivonasa a QIAamp
RNA Mini Kit-tel tortént a gyartd ajanlasai alapjan. Az LPAI képiaszam meghatarozasara a
NEBIH ADI akkreditalt kvantitativ PCR tesztjét alkalmaztuk a Qiagen OneStep RT-PCR Kit
felhasznalaséval Rotorgene Q PCR késziiléken. Standard sorként 1 ml 107 TCIDso/ml titerti
LPAI 10-es alapt higitasi sorat alkalmaztuk.

Eredmény: A harom LPAI teljes genom szekvencia analizise arra az eredményre vezetett, hogy
az izolatumok a legkdzelebbi rokonsagot az adott iddben Eurdpéaban jelen 1évd, vadmadarakbol
szarmazo6 torzsekkel mutattak. A torzsek human, valamint emlds adaptéciora jellemzo, illetve
gyogyszer rezisztencia markereket nem tartalmaztak. A teljes genomszekvencia meghatarozasa
lehetdséget nyujtott olyan vektorkonstrukciok létrehozasara, melyek Escherichia coli-ban
megfelel6 modom expresszaljak a madarinfluenza kiilonbozo fehérjéit. A fertézési kisérlet
eredményei azt mutattdk, hogy a 10234/2017 (H5N9) térzs nem replikélodott az altalunk
felallitott kisérleti rendszerben. A 277/2005 (H5N2) torzs a masodik napon kezdett a bélsarral
{iriilni, a maximalis, 1,5x10° TCIDso/ml titert a fertdzés utani 4. napon érte el, a virusiisités
pedig a 7. napon megsziint. Hasonl6 eredményekre vezetett a 34341/2009 (H5N2) torzzsel
végzett rafertdzéses kisérlet, azonban a mért legmagasabb titer a 4. napon elérte a 2,5x10°
TCIDso/ml titert.

Kovetkeztetés: Az eredmények alapjan a vakcindk virusiiritést korlatozo hatasdnak mérését
lehetévé tévo rendszer feldllitasahoz, illetve tovabbi kisérletekhez a 34341/2009 (H5N2)
izolatum bizonyult legalkalmasabbnak.

Koszonetnyilvanitas: A vizsgalatokat az SA-98/2021 és a TKP-2021-EGA-01 palyazatbol
finansziroztuk.
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POLIOMAVIRUSOK KIMUTATASA EUROPAI ALLATKERTEKBEN TARTOTT
FOEMLOSOK MINTAIBOL

Surjan Andras® *, Liptovszky Matyas?, Vidovszky Marton!

A polidémavirusok (PyV-ok) a Polyomaviridae csaladba tartozo, kisméreti, cirkuldris genomu,
duplaszalt DNS onkovirusok. Kapszidjuk ikozaéder-szimmetriaji, fehérje burokkal nem
rendelkeznek, atmérdjiik 40-50 nm. Az allatvilagban széles korben elterjedtek, elsésorban
emldsOkben ¢s madarakban fordulnak el6, de leirtak mar halakbol, és izeltlabt fajok mintaibol
is metagenomikdval. A PyV-ok altaldban perzisztens fert6zést okoznak az urogenitalis
szervrendszerben. Apatogének, de a gazdaszervezet immunrendszerének legyengiilése esetén
okozhatnak koros, akar tumoros elvaltozast is. Vilagszerte egyre tobb fajbol irnak le uj PyV-
okat, rendszertanuk emiatt is fejloddd, gyakran valtozo.

PhD munkéam célja 4j PyV-ok kimutatasa emls6kbol, molekularis €s filogonetikai vizsgalatuk,
a koevoluciojuk feltarasa céljabol. Ennek részeként vizsgaltam PyV-ok jelenlétét eurdpai
allatkertekbdl szarmazo, szivbetegségben elpusztult emberszabasi majmok, illetve egy angliai
allatkertben €16 foemldsok bélsar mintdiban.

A PyV-ok kimutatisara kétkoros (,,nested”) PCR-t hasznalunk, a szakirodalomban bevalt,
degeneralt primereket alkalmazva. A modszer a VP1, elsddleges szerkezeti fehérjét kodolo,
génnek egy erdsen megorzott ~230 bp szakaszat erdsiti fel. A jelenlegi tuddsunk szerint, ezzel
a moédszerrel, az emlds- és madar-PyV-ok nagy része kimutathatd. A diagnosztikai modszert
eredetileg is féemlds mintakon hasznaltak.

A vizsgalt szivszovet és bélsar mintak dsszesen hét f8emlds fajhoz tartoztak. Ot minta bizonyult
pozitivnak, melyek 6t kiilonboz6 fajtdl szarmaztak. Két pozitiv minta szivszovet, hdrom pedig
bélsar eredetii volt. A szekvenalt rovid szakaszokon alapuld eldzetes genetikai vizsgalatok
alapjan a harom bélsar minta esetében a vizsgalt gazdafajtol eltérd, mas féemlds PyV-ra
hasonlito PyV volt jelen a mintdban. A kimutatott harom virus magas hasonlosdgot mutat
kiilonb6z6 csimpanz PyV-okkal, valamint a Human polyomavirus 13-mal is.
Valészintisithetéen mindharom PyV 1j tipus. A virusok teljes genom felerdsitése és a
filogenetikai vizsgalata még folyamatban van.

Vizsgalatunkkal PyV-ok jelenlétét igazoltuk allatkerti féemlésokben. Eredményeink alapjan a
fajspecifikussag gyengiilni tiinik a vizsgalt Hominidae csaladba tartoz6 fajok PyV-ai esetén.
Valészintisithetben az egyes, foemldsoket fertdzni képes PyV-ok, eléfordulhatnak mas
Homonidae csaladba tartozo fajokban is, bar ennek tényleges megallapitsara szélesebb kort
vizsgalatokra van sziikség. A szerv mintakbol valé kimutatds igazolhatja, hogy a PyV-ok
képesek szivszovetben is tartdsan replikalddni, amely egy, a szakirodalomban egyelére nem
leirt tulajdonsaguk. A szivmintdkban kimutatott PyV-oknak azonban feltehetéen nincs kéze az
allatokban tapasztalt szivgyulladéshoz.

A kapott mintakért kdszonetiink a Twycross Zoo-nak. Anyagi tdmogatas: OTKA NN140356.
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SERTES CITOMEGALOVIRUS AZONOSITAS NANOPORE SZEKVENALAS ALAPU
METAGENOM VIZSGALAT SORAN

Téth Adrienn Gréta'*, Fiam Regina®, Becsei Agnesz, Spisak Sandor’, Csabai Istvan®, Makrai
L4sz16*, Reibling Tamas', Solymosi Norbert!

Az allat-, valamint humanegészségiigyi krizishelyzetek soran meghatarozo jelentdséggel birhat
a fert6z0 betegségek gyors diagnosztizalasa. Az Oxford Nanopore Technologies (ONT) cég
szinte azonnali eredményeket nyjto szekvendtorainak kdoszonhetden a klinikai metagenomika
nagy jelentdséget nyerhet az allatorvosi gyakorlatban is.

Vizsgéalatunk célja, egy magyarorszagi sertéstelepen évek ota problémat jelentd, fiatalabb
egyedeknél jelentkezd felsd 1éguti tiinet okdnak metagenomikai alapu, harmadik generacids
nanopore szekvenalds segitségével torténd meghatarozasa volt, mivel a sertések tiineteit a
korabbi diagnosztikai €s kezelési eljarasok nem tudték eliminalni.

Nyolc 5 hetes malacbo6l, valamint nyolc-nyolc 16 és 19 hetes hizésertéstdl orrtamponmintat
vettiink. A mintdkat a megfelel6 DNS koncentracio elérése érdekében pool-oztuk, igy végiil
egy malac €és négy hizdsertés mintan végeztiik el a tovabbi 1épéseket. A DNS-kivonas és a
metagenom konyvtarkészitési laboratoriumi lépések utan nanopore szekvenatorral hajtottuk
végre a szekvenalast. A keletkezd fajlok kétféleképpen torténd (fast és high-accuracy)
A talalatok kozott volt Suid betaherpesvirus 2 (masnéven Suid cytomegalovirus, PCMV) is,
ami az emlitett tlinetek kialakitdsdban szerepet kaphatott. A virus glycoprotein B (gB) génjére
illeszkedo readek segitségével filogenetikai analizist is végeztiink.

A 72 oran keresztiil zajlo szekvenalas sordn 5,94, valamint 5,97 gigabdzisnyi adatot
generaltunk, basecalling mddszertdl fiiggden. A hizosertés mintdkban Osszesen 16 PCMV
genomra illeszkedd long readet azonositottunk, mig a malacoknal 315-6t, ez utdbbiak a teljes
referenciagenom 53,69%-at lefedték. A gB génnek megfeleld genomrészletet lefedd, 650
bazispar hosszsagii read 94%, valamint 96%-os szekvencialis azonossdgot mutatott a
referencia gB génnel, basecalling modszertdl fliggben. A gB génben deléciokat, valamint
inszerciokat is azonositottunk a referenciagénhez viszonyitva. A high-accuracy basecalling
utan kevesebb polimorfizmust, és rovidebb deléciokat detektaltunk.

A vizsgalatainknak kdszonhetéen Magyarorszdgon masodszor azonositottuk a PCMV-t. A
filogenetikai elemzés alapjan a legkdzelebbi torzsek Japanbol (AF268041.2, LC064808.1),
Kinabol (FJ870563.1, KF017583.1) és Spanyolorszagbdl (AF268040.2) szarmaznak. Az
inszerciok és deléciok kozaotti kiilonbségek tekintetében a pontosabb basecalling eredményeket
igérd high-accuracy eljaras tekinthetd megbizhatobbnak. Az 5 hetes malacokbdl szdrmazd
mintaban jelentdsen tobb PCMYV eredetii long read generalddott, amit a betegségre jellemzobb,
fiatalkori megjelenés magyarazhat.

A kutatas a 2022. évi NKB palyazatnak koszonhetden valosulhatott meg.
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