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ELOSZO

Kedves Kollegandk és Kollegak!

Az MTA Allatorvos-tudomanyi Bizottsiga és az Allatorvostudomanyi Egyetem
Allatorvostudomanyi Doktori Iskolaja 2018. januar 22-25. kozott tartja a leglijabb kutatasi
eredményeink bemutatdsara szolgalo Akadémiai Beszamolok iiléssorozatot, amelyre idén 44.
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 kiilonb6z6 tudomanyos-szakmai miithelyeket és korosztalyokat
képviseld, egymas munkdja irant érdeklodo szakemberek taldlkozasara.

Az eldadasok 6sszefoglaloit — szekcidfiizetekbe csoportositva — elektronikus iton 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 gyakorlatinak megfelelden, nem az
eldadasok szaméra, hanem azok szakmai-tudomanyos értékére helyezziik a sulyt. Aki azonos
téman beliil jelentett be 2 vagy tobb eldadast, kérjiik, probalja meg ezeket 0sszevonni.

A résztvevoket, kiillondsen a bizottsagi tagokat és az tléselnokoket arra kérjik, 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 érdekldddé nyugdijasaik szamara is. Kérjiik, tovabba, hogy tegyék lehetdve

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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ATE Allathig., Allomany-egészs. és Ao-i Etol. Tanszék' Bakteriologia
MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet?
*adorjan.andras@univet.hu

BAROMFI EREDETU ATIPIKUS ENTROPATOGEN ESCHERICHIA COLI (EPEC)
VIZSGALATA

Adorjan Andras'*, Kényves Laszlo!, Toth Istvan?

A baromfi termékek eldallitdsa a vilagban nagy jelentdségli, amelyet a centralizacié és az
intenziv tartastechnoldgia jellemez, lehetdséget teremtve ezzel a korokozok feldusulasanak és
akar zoonotikus betegségek terjedésének.

Célkitlizéstlink volt intenziv és extenziv tartasi rendszerekben tartott hazi tyakokban eléforduld
pathogén Escherichia coli-k eléfordulasat feltérképezni és ezeket jellemezni.

A baktériumokat szelektiv taptalajon vald tenyésztéssel izolaltuk (n=165), frissen levagott
baromfi bélszakaszaibol, a carcassrol, vagohidi szennyvizbdl és kornyezeti mintakbol két
mintavételi idOpontban (2016, 2017). A coliform baktériumokat MALDI-TOF modszerrel
azonositottuk. A torzskollekciot PCR modszerrel sziirtiik pathotipus specifikus gének
jelenlétére. Meghatéroztuk az izolatumok filogenetikai csoportjat €s szerocsoportjat. Vizsgaltuk
a torzsek, colicintermeld és haemolizald képességét, valamint korong diffiziés mddszerrel a
pathogén E. coli antibiotikum érzékenységét 10 csoportba tartozo6 15 antibiotikummal szemben.

A véago6hidi (intenziv dllomanybol szarmazd) frissen izolalt torzsek 30%-a (35/118) bizonyult
intimin pozitivnak (eae): béltartalom (18/57), carcass (16/57), szennyviz (1/4), mig az extenziv
alloméanyokbodl nem sikeriilt kimutatni (0/47). A gylijteményiinkben egyéb pathotipusu torzset
nem sikeriilt azonositani. Ezen enteropathogén E. coli torzsek (EPEC) egységesen atipusosnak
(aEPEC; eae”, bfp’, eaf) bizonyultak. Az EPEC torzsek valtozatos O szerocsoportba tartoztak
(014, 045, 0108) ¢és filogenetikailag is kiilonboztek. A 35 aEPEC torzs koziil 22 A, 12 B2 és
1 D filogenetikai csoportba tartozott. A 83 kommenzalista E. coli torzs filogenetikai megoszlasa
a kovetkez6 volt: 23 A, 23 Bl, 2 B2 és 35 D. Az EPEC torzsek gyakran multi rezisztensnek
(MDR) bizonyultak. 2016-ban a térzsek 23%-a (3/13), mig a 2017-ben izolalt EPEC térzsek
mindegyike (22/22) MDR volt.

Az aEPEC magas gyakorisdggal fordult eld intenziven felnevelt baromfiban és az abbol
eléallitott huison. Ezzel szemben az extenziv allomanyokban pathogén E. coli tdrzset nem
azonositottunk. Az EPEC izolatumok tobb klont reprezentaltak, hiszen a térzsek valtozatos O
szerocsoportba és filogenetikai csoportokba tartoztak A baromfi eredetli aEPEC zoonotikus
potencialja mellett tovabbi aggodalomra adhat okot, hogy ezen torzsek gyakran multi drug
rezisztensek is.

Koszonetnyilvanitas: Mag Tiinde (OKI, Budapest). Makrai Laszl6 (ATE, Budapest). A kutatas
az Europai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap (ESZA) tarsfinanszirozéasaval
valosult meg (a tdmogatasi szerzédés szdma: EFOP-3.6.1-16-2016-00024).



MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet Bakteriologia
*groznerdenes@gmail.com

MYCOPLASMA SP. 1220, M. ANSERIS, M. ANATIS ES M. CLOACALE TORZSEK TELJES
GENOM SZEKVENALASA

Grozner Dénes*, Forré Barbara, Sulyok Kinga Madria, Marton Szilvia, Banyai Krisztian,
Gyuranecz Miklos

Vizibaromfi fajokat fert6z0 baktériumok a Mycoplasma sp. 1220 (vagy mas néven
M. anserisalpingitis), a M. anatis, a M. anseris és a M. cloacale. Tarsfert6zésben vagy akar
onalldan is sulyos megbetegedéseket, ennek kovetkeztében pedig jelentds gazdasagi karokat
okozhatnak. Ennek ellenére a vizibaromfi patogén Mycoplasma fajok genetikajarol rendkiviil
kevés ismeretanyag all rendelkezésre. A szekvencia adatbazisokban egyik faj esetében sincs
elérhetd teljes genom.

Célul thztiik ki az emlitett vizibaromfi patogén Mycoplasma fajok torzseinek de novo teljes
genom szekvenalasat.

A teljes genom szekvenalast a M. anserisalpingitis (ATCC BAA-2147), a M. anatis (NCTC
10156), a M. anseris (ATCC 49234), a M. cloacale (NCTC 10199) referens torzseken és kettd
M. sp. 1220 klinikai izolatumon (MYCAV93 ¢s MYCAV177) végeztiik Illumina NextSeq500
NGS késziilékkel. A de novo genomokat a St. Petersburg genome assembler (SPAdes)
bioinformatikai szoftverrel illesztettiik 6ssze. A meghatarozott nukleotid sorrendek, azaz
kontigok ellendrzését és javitasat Geneious programmal, a kodold és nemkodold géneket
ingyenes, interneten elérhetd szoftverekkel végeztiik. A genomokat a kontigok végére tervezett
primer parokkal és Sanger-féle szekvenalassal cirkularizaltuk. A genomok kétséges szekvencia
részleteit PCR rendszerekkel validaltuk.

A de novo meghatarozott M. sp. 1220 genom 908 787 bp, a M. anatis genom 956 093 bp hosszu.
A M. anseris genom 750 010 bp, a M. cloacale genom 659 552 bp nagysaguak. A genomok
méreteiben €s a kodolt gének tekintetében, ezen kiviil fenotipusos jegyek alapjan is hasonldsag
figyelhet6 meg a M. sp. 1220 és a M. anatis, illetve a M. anseris és a M. cloacale kozott, amely
kozeli rokonsagi viszonyt feltételez.

A de novo létrehozott vizibaromfi patogén Mycoplasma teljes genomok elésegitik ¢ kevésbé
vizsgalt fajok megismerését és alapul szolgalnak tovabbi genetikai kutatdsoknak. Meglétiikkel
lehetdségiink van példaul fajspecifikus PCR rendszerek fejlesztésére, genotipizalasra vagy
antibiotikum rezisztencia gének felderitésére.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet a Lendiilet program (LP2012-22) biztositotta. Gyuranecz
Miklos munkajat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tamogatta.



MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet! Bakteriologia
NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatosag?
*groznerdenes@gmail.com

MYCOPLASMA SP. 1220, M. ANSERIS, M. ANATIS ES M. CLOACALE SPECIFIKUS PCR
RENDSZEREK FEJLESZTESE

Grozner Dénes'*, Sulyok Kinga Maria®, Kreizinger Zsuzsa®, Ronai Zsuzsanna?, Janosi Szilard?,
Gyuranecz Miklés!

A Mycoplasma sp. 1220, a M. anatis, a M. anseris és a M. cloacale vizibaromfi patogén
baktériumok. A fertézott lud vagy kacsa allomédnyokban az altaluk kivaltott fobb tiinetek a
kloakagyulladés, a nemi szervek gyulladasa, csokkent tojastermelés, gyakoribb embri6 elhalés
¢és 1égzbszervi megbetegedések. Gyakran egy allatot tobb Mycoplasma faj is megfertézhet, igy
meghatarozasuk fontos feladat. A fajok azonositdsa és tenyésztése soran problémat jelent, hogy
fenotipusos jegyek alapjan nem kiilonithetéek el egymastol. Molekularis modszerekkel torténd
azonositasuk a 16S/23S rRNS génko6zotti régiora tervezett Mycoplasmatales specifikus PCR
termék szekvencidjanak meghatarozasaval lehetséges, ez azonban pénz- és iddigényes
folyamat.

Célul tiztiik ki, hogy a M. sp. 1220, M. anatis, M. anseris és M. cloacale fajokra specifikus
PCR rendszereket terveziink.

A primer tervezéshez a szekvencia adatbazisokbdl elérheté madar patogén Mycoplasma
genomokat és a kutatocsoportunk altal de novo 1étrehozott vizibaromfi patogén Mycoplasma
genomokat hasznaltuk fel. A gének illesztését és a primer szekvencidk tervezését Geneious
szoftverrel végeztilk. A primerek tervezésénél tovabba a NetPrimer és a BLAST internetes
programokat is hasznaltuk. A PCR rendszerek specificitasat 15 madar patogén Mycoplasma
tipus torzson, 29 klinikai izoldtumon és 26 klinikai mintan teszteltiik. Az érzékenységiiket
hagyomanyos gél alapu és EvaGreen tipust real-time PCR-eken is vizsgaltuk.

A M. sp. 1220 fajnal az RNS polimeraz béta alegységét kodolo (rpoB) génre, a M. anatis és M.
cloacale fajoknal a DNS polimeraz III gamma és tau alegységeket kodolo (dnaX) génre, mig a
M. anseris esetében az ATP-fliggé DNS helikazt kodold (uvrD/pcrA) génre terveztiink
fajspecifikus primereket. A vizsgalatok soran a tervezett rendszerek specifikusnak mutatkoztak,
keresztreakciot nem tapasztaltunk. A PCR rendszerek érzékenyek, 10'-10®° DNS templat
kimutatéasat is lehetdvé teszik.

A tervezett molekuldris modszerek koltséghatékonyan, gyorsan és megbizhatéan képesek
azonositani a vizibaromfi patogén Mycoplasma fajokat, elésegitve e fajok okozta
megbetegedések diagnosztizalasat és a célzott beavatkozast a fertdzott telepeken.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet a Lendiilet program (LP2012-22) biztositotta. Kreizinger
Zsuzsa és Gyuranecz Miklds munkéjat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tamogatta.
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MULTI-LOCUS SEQUENCE TYPING ES MULTI-LOCUS VARIABLE-TANDEM
REPEAT ANALYSIS RENDSZEREK FEJLESZTESE MYCOPLASMA GALLISEPTICUM
TORZSEK GENOTIPIZALASA CELJABOL

Janosi Katalin*, Bekd Katinka, Kreizinger Zsuzsa, Sulyok Kinga Maria, Felde Orsolya,
Grézner Dénes, Gyuranecz Miklos

A Mycoplasma gallisepticum a Mollicutes osztaly Mycoplasma genuséaba tartozo, kis méreti,
sejtfal nélkiili korokozo baktérium, amely vilagszerte eléfordul, jelentds gazdasagi kartételt
okozva a tylk- és pulykaagazatban. A M. gallisepticum altal okozott megbetegedések koziil a
legnagyobb jelentdséggel a kronikus 1égzészervi megbetegedés és a fertdzo sinusitis bir. A
M. gallisepticum izolatumok molekularis genetikai jellemzésére korabban szamos metodikat
dolgoztak mar ki, amelyek azonban alacsony ismételhetoségiik mellett, igen munka- ¢és
koltségigényesek, igy nem alkalmasak minden esetben molekularis epidemioldgiai
vizsgalatokra.

Vizsgalatunk célja olyan molekularis tipizald6 modszerek kidolgozasa a M. gallisepticum
izolatumok genetikai jellemzésére, mint a multi-locus sequence typing (MLST), valamint a
multilocus variable-number tandem repeat analysis (MLVA) rendszerek. Tovabbi célunk, hogy
a két rendszer eredményeit Osszevessiik, amelyek igy a diagnosztikai munka sordn is
megbizhatdan alkalmazhatdva valnak.

A moddszerek fejlesztése 6sszesen 44 — foldrajzilag €s gazdaspektrumat tekintve is valtozatos
eredetti — M. gallisepticum DNS mintan tortént, tovabba harom vakcinatorzs (F torzs, 6/85,
ts11) és a referens torzs (ATCC-19610) DNS mintéjat is bevontuk vizsgalatainkba. Az MLST
rendszer fejlesztése sordn a genomban egyenletesen elhelyezkedd, nagy valtozatossagu
haztartasi gének, mig az MLVA fejlesztése soran a genomban fellelhetd tandem ismétlddo
régiok amplifikdlasra terveztiink PCR rendszereket. A PCR vizsgalatokat az MLST sorén a
szekvenciaanalizis kovette; az MLVA sordn az amplikonok méretét hataroztuk meg.
Eredményeinket a MEGAS program segitségével neighbour-joining és maximum-likelihood
torzstakon abrazoltuk.

Az altalunk fejlesztett MLST rendszert 6 haztartasi gén alkotja: az atpG, dnaA, fusA, rpoB,
ruvB és az uvrA. Osszesen 36 szekvenciatipust tudtunk elkiiloniteni a 48 vizsgalt térzsben. A
Simpson-féle diverzitasi index szamitasakor, a rendszert 0,983-as diverzitas jellemezte. Az
MLST torzsfa kisebb csoportjaira jellemzd, hogy ezekbe nagyrészt ugyanazon foldrajzi
régiobol szarmazod torzsek keriiltek. Az MLVA rendszerben 5 VNTR-régido bizonyult
alkalmasnak a vizsgalt mintak jellemzésére.

A modszerek a M. gallisepticum torzsek nagyfoku diverzitasat tarta fel, ami 6sszhangban all a
felhasznalt mintak valtozatossagaval. Az eddigi eredmények alapjan a modszereink alkalmasak
lehetnek a M. gallisepticum torzsek kozotti filogenetikai kapcsolatok feltarasara és jarvanytani
nyomozas céljara.

A munka anyagi forrasait a Lendiilet (LP2012-22) program biztositotta. Kreizinger Zsuzsa és
Gyuranecz Miklos munkéjat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatta.
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MYCOPLASMA  SYNOVIAE TORZSEK  ANTIBIOTIKUM  ERZEKENYSEGI
PROFILJANAK MEGHATAROZASA

Kreizinger Zsuzsa'*, Grozner Dénes!, Sulyok Kinga Marial, Kristin Nilsson?, Hrivnak
Veronika!, Dusan Benéina®, Gyuranecz Miklés!

A Mycoplasma synoviae vilagszerte elterjedt, komoly gazdasagi karokat okozo baktérium,
amely 1égzbészervi megbetegedéseket, fert6zo synovitist és tojashéj-elvaltozast okozhat a
baromfi- és pulykaallomanyokban. A fert6zés elleni védekezés egyik pillére az antibiotikumos
kezelés, mely elsésorban a tiinetek enyhitésére, s a gazdasagi karok mérséklésére szolgal.
Hagyomanyosan in vitro leves higitasos modszer segitségével hatarozzak meg a Mycoplasma
fajok antibiotikum érzékenységét, mely azonban koriilményes és iddigényes folyamat, ezért
ritkan végzik el a fert6zott dllomanyok kezelése elott.

Vizsgalataink célja a Kozép-Kelet Eurdpabol szarmazé M. synoviae torzsek antibiotikum
érzékenységi profiljanak meghatarozdsa volt 14 antibiotikumra ¢és egy antibiotikum
kombindciora vonatkozdan.

Munkank soran Osszesen 41 M. synoviae torzs antibiotikum érzékenységét vizsgaltuk. A
baktérium torzseket 2015 és 2016 kozott tytikokbol és pulykakbol tenyésztettiik ki, melyek
Magyarorszagrol (n=26), Ausztriabol (n=3), Csehorszagbdl (n=3), Szlovéniabol (n=3),
Ukrajnabdl (n=3), Oroszorszagbol (n=2) és Szerbiabol (n=1) szarmaztak. Az antibiotikumok
minimalis gatlo koncentracio (MIC) értékeit leves higitasos mddszerrel hataroztuk meg.
Osszesen 8 antibiotikum csoport (fluorokinolonok, tetraciklinek, pleuromutilinek, makrolidok,
link6zamid, aminoglikozid, aminociklitol, fenikol) 14 tagjdnak, valamint a linkomicin és
spektinomicin 1:2 aranya kombinacidjanak in vitro hatékonysagat vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan a M. synoviae torzsekkel szemben a leghatékonyabb antibiotikumok: a
tetraciklinek (doxiciklin, oxitetraciklin és klortetraciklin), a makrolidok (tilvalozin, tilozin és
tilmikozin), a pleuromutilinek (tiamulin és valnemulin), a linkomicin és a linkomicin-
spektinomicin kombinacidja. Emelkedett MIC értékeket tapasztaltunk azonban szadmos torzs
esetében fluorokinolonokkal (enrofloxacin és difloxacin), neomicinnel, spektinomicinnel €s
florfenikollal szemben.

A M. synoviae fertézések kezelése el6tt fontos lenne elvégezni az antibiotikum érzékenységi
vizsgalatokat és azok koriiltekintd elemzését, hogy a leghatékonyabb szereket alkalmazhassuk
¢és csokkentsiik a rezisztencia kialakuldsanak esélyét. A vizsgalatok azonban id6igényesek, igy
inkabb a rezisztencia profilok iddszakos felmérése, s telepi adatbazisok felallitasa javasolt.
Ezek hianyaban pedig eredményeink adhatnak tdmpontot a kozép-kelet eurdpai régidoban az
allomanyok kezeléséhez.

Munkéank anyagi fedezetét a Magyar Tudomanyos Akadémia Lendiilet (LP2012-22) és a
Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal K_16 (119594) palyazatai biztositottak.
Kreizinger Zsuzsa és Gyuranecz Miklés munkajat a Bolyai Janos Kutatési Osztondij tamogatta.
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MYCOPLASMA GALLISEPTICUM VAKCINA ES VAD TORZSEK ELKULONITESERE
ALKALMAS MOLEKULARIS-BIOLOGIAI RENDSZEREK FEJLESZTESE

Sulyok Kinga Maria'”, Forré Barbara!, Marton Szilvial, Banyai Krisztian!, Gyuranecz Miklés?

A Mycoplasma gallisepticum az egész vilagon elterjedt, a baromfi- és pulykadllomanyokban
jelentds gazdaséagi karokat okozo baktérium. A védekezésben a hajlamosito tényezok kiiktatasa
mellett fontos szerepe van a vakcinazasnak. A gyakorlatban €16, csokkentett virulenciaju
vakcinakat alkalmaznak, mint a ts-11 (Vaxsafe® MG, Bioproperties Pty Ltd.), a 6/85 (Nobilis®
MG6/85, MSD Animal Health) és az F (Cevac® MG-F, Ceva-Phylaxia Zrt.) vakcina torzsek. A
vakcinazasi programok eredményes kivitelezéséhez kulcsfontossaghi a hatékony DIVA
rendszerek (differentiating infected from vaccinated animals) kidolgozasa ¢s alkalmazasa.

Vizsgalatunk célja a vakcina torzsekre egyedileg jellemzé mutdcidk azonositasa és ezek
kimutatasara alkalmas gyors és koltséghatékony molekularis bioldgiai tesztek fejlesztése €s
validalésa volt.

Elvégeztik a ts-11 és a 6/85 vakcina torzsek teljes genom szekvenalasat 0ij generdcios
szekvenald platform segitségével és dsszehasonlitottuk a GenBank-ban elérhetd F vakcina és
tovabbi 11 M. gallisepticum torzs teljes genom szekvenciajaval. Az azonositott, aminosav
szinten is kifejez6dé pontmutaciok kimutatdsara un. mismatch amplification mutation assay
(MAMA) teszteket, mig a deléciok, illetve addiciok kimutatdsara Gn. high resolution melt
(HRM), vagy egyszerli PCR amplifikiciot kovetd agaroz gél elektroforézis rendszereket
dolgoztunk Ki.

A rendszerek hatékonysagat 200 kiilonb6z6 eredetii M. gallisepticum torzs és klinikai izolatum
DNS-¢én teszteltiik. Vizsgaltuk a reakciok érzékenységét és specificitasat is, valamint teszteltiik
a rendszerek hatékonysagat kevert mintakon is.

A ts-11 esetén a plpA és glpK gének, mig az F vakcina torzsnél a hlp2 és crmA gének 1-1
génben elhelyezkedd pontmutaciot célzo MAMA ¢és a crmA gén 3’ végét vizsgalo HRM
rendszert fejlesztettiink. Az 6sszes MAMA rendszer azonos hdprofilon, egy idében futtathato.

A kidolgozott eljaras alkalmas a ts-11, 6/85 és F vakcina torzsek szimultan elkiilonitésére. A
modszer segitségével a rutin diagnosztikaban az allatokbdl vett mintakbol kozvetleniil kivont
DNS felhasznalasaval elkiilonithetéek a M. gallisepticum vad ¢és vakcina torzsek.
Osszességében a fejlesztett modszerek segitségével a gyakorlatban konnyen, gyorsan és
koltséghatékonyan megkiilonboztethetéek a M. gallisepticum vad, ts-11, 6/85 és F vakcina
torzsek.

A vizsgalatokhoz az anyagi forrast a Lendiilet (LP2012-22) program biztositotta. Gyuranecz
Miklos munk4jat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tdmogatta.
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KOZEP-EUROPAI SALMONELLA INFANTIS TORZSEK MOLEKULARIS JELLEMZESE

Szmolka Amal, Paszti Judit?, Horton Robert®, Karpiskova Renata*, Prukner-Radovcic Estella®,
Micéunovi¢ Jasna®, Penchev Krasen’, Nagy Béla?

Az elmult két évtized soran a Salmonella Infantis endémiassa valt a hazai broiler
allomanyokban és egyuttal a humén szalmonell6zisokat okozd harmadik leggyakoribb
szerovar. A S. Infantis térzsek 2000-es évek elejére tehetd hazai elterjedése egybeesett az un.
B klaszter (PFGE) megjelenésével, melynek legfontosabb jellemzdje a Nal-Sul-Tet rezisztencia
¢s a multirezisztencidt meghatarozo ~277 kb méretli pSI54/04 prototipus plazmid. Korabbi,
2006-2010-es adataink szerint a B klaszter és plazmidos torzsei nem csak hazankban, hanem
mas europai orszagokban is gyakoriak voltak. Legutobbi adataink szerint pedig a B klaszter
dominanciaja a frissen (2011-2013) gytjtott hazai S. Infantis torzsek kozott is stabilizalodott.
A fentiek alapjan folmeriilt a kérdés, hogy a S. Infantis tekintetében, a magyarorszagihoz képest
érzékelhetd-e Iényeges eltérés a kornyezo kozép-eurdpai orszagokban? Ezért, a vizsgalataink
folytatasaként a 2010-2016 kozott izolalt S. Infantis torzsek molekularis jellemzését végeztiik
el, az alabbiak szerint.

Osszesen 116 foként broiler eredetii S. Infantis térzset vizsgaltunk (n:87), de dsszehasonlitas
végett human klinikai mintakbol (n:25) és tojokbol (n:4) szarmazé torzseket is bevontunk a
vizsgalatba. A torzsek Bulgariabol, a Cseh Koztarsasagbol, Horvatorszagbol, Németorszagbol,
Lengyelorszagbol, Romdaniabdl ¢€s Szlovéniabol szarmaztak. Valamennyi torzsnek
meghataroztuk az antibiotikum rezisztencia fenotipusat, majd az egyes fenotipusok és orszagok
képviseletében 39 torzset jeloltiink ki molekularis vizsgalatokra. A torzsek klonalitasat €s
plazmid mintazatat PFGE analizissel és Kado-Liu szerinti plazmid profil vizsgalattal hataroztuk
meg. A pSI54/04 plazmidot antibiotikum rezisztencia- (tetA-merA-intll-aadAl-sull-tehA) és
virulencia- (irpl-fyuA-htrE-fael-pefC) marker génekre tervezett PCR rendszerek segitségével
tipizaltuk.

A torzsek ~70 %-a multirezisztens (MDR) volt. Ezen beliil a Nal-Sul-Tet vagy a Nal-Sul-Tet-
Tmp rezisztencia fenotipusok dominaltak, mégpedig 63%-ban a broiler és 49%-ban a human
torzsek kozott. Ezen torzsek tilnyomo tobbsége, PFGE vizsgalat alapjan a multirezisztens B
klaszterbe tartozott. A torzsek 21%-a csak Nal-rezisztenciat mutatott vagy valamennyi
antibiotikummal szemben érzékeny volt, s ezek képezték a horvatorszagi izolatumok 80%-at.
A S. Infantis B klaszterre jellemz0, korabban ismertetett pSI54/04 MDR plazmid jellemzden a
Nal-Su-Tet/-Tmp fenotipust térzsekben fordult eld, melyek ezuttal is a B klaszterbe tartoztak.
Ezen kiviil, érdekességként az ampicillin rezisztencia megjelenését s ezzel egyiitt a pS154/04
plazmidnak a blarem-1 plazmidokkal valo tarsulasat mutattuk ki. A Nal-Su-Tet/-Tmp fenotipusu
¢s jellemzden a pSI54/04 MDR plazmidot hordoz6, B klasztert képviseld S. Infantis torzsek
nem csak a hazai, hanem mads eurodpai, és kdzép-eurdpai orszagok broiler dlloméanyaiban is
jellemzden elterjedtek, melyek mellett azonban jabb tipusti plazmidokat is hordoz6 variansok
is megjelennek.

A tamogatast az OTKA K 101546 projekt és az MTA Bolyai Janos Osztondij Kuratoriuma
(Szmolka Ama részére) biztositotta.
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UJ, ELELMISZER EREDETU T5-SZERU BAKTERIOFAGOK JELLEMZESE

Svab Domonkos'”, Linda Falgenhauer?, Manfred Rohde®, Szabo Judit*, Trinad Chakraborty?,
Té6th Istvan?

Vilagszerte egyre nagyobb gondot jelent a bakteridlis korokozok, koztik az élelmiszer
kozvetitette patogének antibiotikum-rezisztencidja. Az elleniik torténd védekezés, a
lehetdségeinek kutatdsaban megnétt az érdeklodés a litikus bakteriofagok, mint antibakterialis
agensek ¢élelmiszerbiztonsagi célu, un. biokontroll alkalmazasara.

Célunk volt élelmiszerbdl enteralis patogéneket, els6sorban Escherichia coli intesztinalis
patotipust torzseit oldani képes bakteriofagok izolalasa, majd részletes feno- és genotipusos
jellemzésiik, késdbbi esetleges biokontroll d4gensnek valo alkalmassdguk meghatarozésa. Jelen
munka targyat 12 0j, T5-szerli bakteriofag jellemzése képezte.

A bakteriofagok izolalasa az élelmiszermintak elédusitasat kovetéen E. coli K-12 C600 térzson
tortént lagyagaros rétegzéssel (spot assay). Ugyanezen modszerrel végeztik a fagok
gazdaspektrumanak és gazdaspecifikus oldasi hatékonysaganak (EOP, efficiency of plating)
meghatarozasat tobb patotipust képviselé E. coli, Shigella és Salmonella torzseken.
Szaporodasi hatékonysagukat egylépéses novekedési kisérlettel, stabilitdsukat kiilonb6zé pH
elektronmikroszkopiaval hataroztuk meg. A genom szekvencia meghatirozasa Illumina
NextSeq platformon tortént, a szekvenciaillesztés CLC Genomic Workbench 9.0 programmal,
az annotaciot a RAST szerver segitségevel végeztiik. A filogenetikai vizsgalatok a MEGAS ¢és
a VICTOR programokkal torténtek.

Osszesen 12 j bakteriofagot izolaltunk, melyek morfoldgidjuk alapjan a Siphoviridae csaladba
tartoztak, genomi jellemzOk alapjan pedig a T5-szerli bakteriofdgok kozé. Gazdaspektrumuk
alapjan a fagok két csoportot alkottak. Az izolalashoz hasznalt E. coli K-12 t6rzson kiviil, bar
alacsonyabb EOP-vel, alkalmas gazdajuknak bizonyult szamos patogén E. coli torzs, koztiik
enterohemorrhagias (EHEC) O103:H2 szerotipusu, enteroinvaziv (EIEC), enterotoxikus
(ETEC), ismeretlen patotipustt multidrog-rezisztens (MDR) E. coli, tovabba Shigella sonnei, S.
dysenteriae, és tobb serovart képviseld Salmonella enterica torzsek. A fagok genomja 120.618
¢s 121.986 bp kozti hosszisagn, 164 és 168 kozti szamu ORF-et és 18 tRNS gént tartalmaz,
atlagos GC tartalmuk 39,5 %. A filogenetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy az Gjonnan izolalt
fagok két eltéré gazdaspektrumii csoportja a T5-szerli fagokon beliil két 0, egymastol
viszonylag tavol esé genotipust képviselnek.

Az izolalt Osszesen tizenkét bakteriofdg két 1) genetikai csoportot képviselnek a korabban
jelentés modell-fagként ismert TS fag rokonai kozt. Széles, jelentds enteralis korokozokat
feloleldé  gazdapektrumuk, szigoruan litikus életciklusuk, ismert virulencia- ¢és
rezisztenciagénektdl vald mentességiik jo jeloltté teszik ket biokontroll alkalmazast vizsgalo
jovobeni kisérletekhez.

Anyagi timogatas EU FP7 PROMISE 26587. Koszonettel tartozunk Makrai Laszlonak (ATE
Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék) a Salmonella torzsek szives rendelkezésre bocsatasaért.
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PASTEURELLA MULTOCIDA HUMAN KLINIKAI IZOLATUMOK VIZSGALATA

Ujvari Barbara", Weiczner Roland?, Deim, Zoltan®, Terhes Gariella?, Urban Edit*, T6th Anita
Réka®, Magyar Tibor?

A Pasteurella multocida egy széles gazdaspektrummal rendelkez6, vilagszerte el6forduld
baktériumfaj. A foként allatokat megbetegité kérokozd emberre elsésorban karmolas vagy
harapas (macska, kutya) révén juthat at. A baktérium helyi tiinetként feliileti sebeket, vagy seb
kortli talyogképzddést okozhat. Sulyosabb esetekben iziileti gyulladés, csontvel6gyulladas,
tiidogyulladas, szivbelhartya-gyulladéds, vagy agyhartyagyulladas is kialakulhat. A huméan
esetekbol szarmazo torzsekrol jelenleg kevés adat all rendelkezésre a szakirodalomban.

Munkank célja a P. multocida human klinikai izolatumok részletes vizsgalata, és macska
eredetl torzsekkel vald 0sszehasonlitasa volt.

A molekularis fajazonositast kvetden polimeraz lancreakciok segitségével hataroztuk meg a
torzsek buroktipusat. A szomatikus szerotipus meghatarozasdhoz az agargél precipitacios
modszert alkalmaztuk. A feltételezett virulencia gének vizsgédlatdhoz PCR reakciokat
hasznaltunk fel, melyek segitségével a toxint (toxA), vaskotd fehérjéket (tbpA, hgbA, hgbB),
neuraminidazt (nanH) és adhezineket (pfhA, fimA, hsf-1, hsf-2, tadD) kodold génszakaszokat
azonositottuk. Az alfajok meghatarozasat a 16S rDNS PCR-RFLP modszerrel végeztiik. A
torzsek kozotti filogenetikai viszonyokat multi-lokusz szekvencia tipizalassal (MLST)
térképeztiik fel. A torzsek antibiotikum-érzékenységi profiljat minimalis gatlé koncentracio
értéket megadd tesztcsikok segitségével hataroztuk meg, 14 antibiotikummal szemben, a
Clinical and Laboratory Standards Institute ajanlasainak megfelelden.

A leggyakoribb buroktipus gazdafajtol fiiggetleniil az ,,A” tipus volt (93%). Az altalanosan
eléforduld 1-es és 3-as szerotipusok mellett a ritkan felbukkano, 6-os €s 8-as tipusokat is
azonositottuk. A vizsgalt torzsek 80%-at a septica alfajba soroltuk be, és az MLST alapjan
Osszesen 11 1j szekvencia tipust hataroztunk meg. A human és macska eredetii térzsek azonos,
vagy kozeli rokon szekvencia tipusokat képviseltek. A vizsgalt torzsek virulencia gén profilja
¢s antibiotikum-rezisztencia mintdzata nagymértékii hasonlosdgot mutatott. A toérzsek
mindegyike ellenallénak bizonyult erythromicinnel, klindamicinnel és szulfamethoxazollal
szemben, valamint az izolatumok 87%-a tilmikozinnal szemben is rezisztenciat mutatott. A
vizsgalatok soran hatékonynak bizonyult az ampicillin, a cefazolin, a cefpodoxim, a
kloramfenikol, a florfenikol, a doxiciklin, a tetraciklin, a streptomicin, a gentamicin és az
enrofloxacin.

Eredményeink arra utalnak, hogy a hazimacskak a P. multocida rezervoarjaként szolgalnak, és
igy human megbetegedések forrasai lehetnek.

A kutatast az OTKA K124457 palyazat tamogatta.
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JUHOK ES KECSKEK FERTOZO ELAPASZTASANAK MEGALLAPITASA BORSOD-
ABAUJ-ZEMPLEN MEGYEBEN

Hajtos Istvan'”, Bacsadi Arpad?, Kecskemétiné Turcsanyi Ibolya?, Minar Gyula®

A kecskék és a juhok fert6z6 elapasztasa (contagious agalactia: CA) elsésorban a mediterran
térség orszagaiban fordul eld és az érintett allomanyokban, régiokban esetenként sulyos
gazdasagi veszteségeket okoz. A tenyészallatok Kozosségen beliili kereskedelmében
allategészségiigyi kovetelmény a szarmazasi allomany e betegség klinikai tiineteitdl valo
mentessége is. A fert6zd elapasztas hazai megéllapitasarol 20 évvel ezel6tt Bajmocy és mtsai
(Magyar Allatorvosok Lapja, 1998. 120. 390-394.) szamoltak be.

A munka célja: Borsod-Abauj-Zemplén megyében 2015 szeptember elején egy nagylétszamu
(445 juhbol és 13 kecskébdl allo) allomanyban megallapitott CA kitorés tapasztalatainak
ismertetése, valamint javaslattétel a tenyésztésre szant juhok és kecskék belfoldi forgalmazasat
érintd jogi szabalyozas modositasara.

A fert6zott allomanyban végzett helyszini jarvanyiigyi, klinikai és korbonctani vizsgalatokat
kiegészitettiik egy elhullott anyajuh szerveinek intézeti korbonctani és bakteriologiai
vizsgalataval. A mycoplasmak kitenyésztése, hagyomanyos biokémiai és molekularis biologiai
probakkal valo faji azonositasa, valamint az izolalt Mycoplasma agalactiae torzs antibiotikum-
érzékenységének meghatérozasa a NEBIH ADI mindennapi (rutin) diagnosztikai eldirasai
szerint tortént.

A fent emlitett llomanyban a megbetegedések 2015 augusztus vége €s oktdber eleje kozott
jelentkeztek. A fert6z6 elapasztasra gyanut keltd ,,harmas tiinetcsoport” (mastitis/agalactia,
arthritis, kerato-conjunctivitis), tovabba laz, bagyadtsag, étvagytalansag és lesovanyodas a
juhokon és a kecskéken is megfigyelhetd volt. Az antibiotikummal nem kezelt, elhullott
anyajuh szerveib6l M. agalactiae torzset izolaltunk, amely tilozinra rezisztensnek bizonyult.
Az intézeti gyogyszer-érzékenységi vizsgalatok el6tt tilozint tartalmazd injekcioval
gyogykezelt nyolc anyajuh elpusztult. Az érintett allomanybol az elmult 6t évben juhot és
kecskét csak vagasra értékesitettek. Az allomdny altal hasznalt legelén idénként vadon €16
keérddzok (6z és gimszarvas) is eléfordultak.

A M. agalactiae fert6zést valosziniileg az egyik szomszédos megyébdl vasarolt, tiinetmentes
tenyészkosokkal és/vagy novendék kecskebakkal hurcoltdk be. A fert6z6 elapasztassal més
hazai juh- és kecskeallomanyokban is szamolni lehet. A tenyésztésre szant juhok és kecskék
belfoldi forgalomba hozataldnak allategészségiigyi feltételeit meghatarozo 87/2012. (VIIL. 27.)
VM rendeletet modositani kellene, 6sszhangban a 91/68/EGK tandacsi irdnyelv 6. cikkének
eldirasaival.

ElSadasunk tisztelgés dr. Aldasy Pal (1928-1988), a Miskolci Allategészségiigyi Intézet elsd
igazgatojanak emléke eldtt sziiletésének 90. évében.
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BIBERSTEINIA TREHALOSI OKOZTA TOMEGES ELHULLAS FELNOTT JUHOKBAN

Szeredi Levente!, Rausch Ferenc?, Szeleczky Zsofial, Janosi Szilard!

A Bibersteinia trehalosi egy fakultativ patogén korokozo baktérium, amely a 6-12 honapos
kort juhokban okozhat szisztémés megbetegedést. A korkép viszonylag ritkan hazankban is
eléfordul.

Az alabbiakban egy olyan eset keriil ismertetésre, ahol a B. trehalosi kizarolag a feln6tt
allatokban okozott szisztémas fertdzést és tomeges elhullast.

Ot kifejlett juh hulla (4 db. ndstény, 1 db. kos) rutin korbonctani, korszdvettani és bakterioldgiai
vizsgalatat kovetben immunhisztokémiai vizsgalatot végeztek a pasteurellak kimutatasa
céljabol. Az izolalt baktériumtorzseket telepmorfolégia, Gram festés és biokémiai
tulajdonsagaik alapjan hataroztdk meg.

A hossza évek ota miikodd juhdszatban 3 egymassal szomszédos kardmban tartottdk az
allatokat. A megbetegedések csak az ,,A” karamban fordultak eld, ahol 616 anyat és 12 kost
helyeztek el. A masik két kardmban az allatok egészségesek maradtak (,,B” karam: 200 db.
vagasra szant allat, ,,C” karam: 146 db. eldz6 évben sziiletett barany). Az elhullasok 2017
majusanak elején 8 nappal a nyiras és 3 nappal a parazitaellenes kezelés (Dectomax inj, Zoetis,
Vermitan oral, CEVA) valamint vakcinazas (Coglamune vaccine, CEVA) utan kezdddtek, és
hat napon at tartottak. Az ,,A” karamban 6sszesen 70 allat (11 %) pusztult el elézetes klinikai
tiinetek nélkiil, vagy rovid megbetegedést (1az, savos orrfolyds, nyalzas, hasmenés), esetleg
figyelni. A beteg egyedeknél ugyan tobbféle antibiotikumos kezelést is kiprobaltak (Draxxin
100 mg/ml inj., Cobactan 2,5% inj, Enroxil 50 mg/ml inj.), de azok egyike sem bizonyult igazan
hatékonynak.

A koérbonctani €s korszovettani vizsgalattal valamennyi esetben heveny vérfertézésre utalod
elvaltozasokat talaltak (Iép- és nyirokcsomo-duzzanat, testszerte vérzések, tiiddben és méjban
baktérium-embolusok frisskeletli elhaldssal). Valamennyi esetben nagy mennyiségi
pasteurella-antigéneket mutattak ki a tiidében és a majban. A bakteriologiai vizsgalattal a
tiid6bol és a 1épbodl valamennyi esetben dus, szintenyészetben B. trehalosit izolaltak.

A B. trehalosi altal okozott szisztémas megbetegedések leirasa kapcsan a legtobb esetben
beszamolnak valamilyen immunrendszert hatranyosan befolyasolé koriilményrdl. A bemutatott
jarvany esetében is megfigyelhetd volt ilyen koriilmény (nyirds, parazitaellenes kezelés,
vakcinazas). Az eddigi kozleményektdl eltérden azonban ebben az esetben nem a fiatal, hanem
a kifejlett, 1ddsebb allatok kozott jelentkezett tomeges megbetegedés és elhullas. Hasonloan
mas, heveny pasteurellosisos korképekhez az antibiotikumos kezelés jelen esetben sem
bizonyult hatékonynak a beteg allatok gyogyitasara.
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MTA ATK Allatorvos-tudomanyi Intézet* Bakteriologia
SCG Diagnosztika Kft.2

Allatorvostudomanyi Egyetem, Haszonallat-gyogyaszati Tanszék és Klinika®
*beko.katinka@agrar.mta.hu

MYCOPLASMA HYORHINIS TORZSEK ANTIBIOTIKUM-ERZEKENYSEGI
PROFILJANAK MEGHATAROZASA

Bekd Katinkal*, Felde Orsolya®, Kreizinger Zsuzsa!, Kiss Krisztian?, Biksi Imre3, Hrivnak
Veronika!, Gyuranecz Miklos!

A Mycoplasma hyorhinis sertésekben a felsé 1égutak nyalkahartyajanak felszinén eléfordulod
korokoz6. Alapvetéen kommenzalista, de a szovetek kozé betdrve képes szisztémas
megbetegedést is eldidézni, mely leggyakrabban a 3 honapnal fiatalabb sertésekben az iziiletek
¢s savoshartydk gyulladdsdban nyilvanul meg. A betegség heveny forméja akar az allat
elhulldsdhoz is vezethet, de idiilt formaban is jelentds gazdasagi kéarokat okozhat. A M.
hyorhinis ellen hatékony vakcina jelenleg nem all rendelkezésre, igy a korokozo elleni
kiizdelem legfontosabb eszkdze az antibiotikum-terdpia.

Célul tiiztiik ki az egyes — els6sorban hazai sertésallomanyokbdl szarmazdé — M. hyorhinis
torzsek in vitro antibiotikum-érzékenységi profiljanak meghatarozasat 15 kiilonbozo,
gyakorlati szempontbdl is fontos antibiotikummal szemben.

A vizsgalatokhoz 2014 és 2017 kozott 36 M. hyorhinis izolatumot gytjtottiink 6ssze kiillonbozo
sertésallomanyokbol. A minimalis gatlé koncentracié (MIC) értékeket ismert kopiaszamu
szintenyészeteket tartalmazd taplevesek felhasznaldsaval, mikroleves higitdsos moddszer
segitségével hataroztuk meg. A vizsgalatokkal parhuzamosan mindségi kontrollként minden
esetben elvégeztik a M. hyorhinis referencia-torzs (ATCC 17981) antibiotikum-
érzékenységének meghatarozasat is.

Az egyes torzsek antibiotikum-érzékenységének vizsgalata soran egyetlen olyan torzset sem
talaltunk, mely in vitro érzékeny lett volna fluorokinolonokra (enrofloxacin, marbofloxacin)
vagy spektinomicinre. A tetraciklinek (doxiciklin, oxitetraciklin), makrolidok (tilozin,
tilmikozin, tilvalozin, tulatromicin, gamitromicin), linkomicin és florfenikol esetében a vizsgalt
torzsek tobbsége az érzékeny vagy intermedier kategdridba tartozott, azonban olyan torzseket
is talaltunk, melyek rezisztensek voltak ezekre a hatéanyagokra. A vizsgalt M. hyorhinis
torzsekkel szemben in vitro leghatékonyabbnak a gentamicin és a pleuromutilinek (tiamulin,
valnemulin) bizonyultak.

Aktualis adatokat szolgaltattunk a magyarorszagi M. hyorhinis izolatumok antibiotikum-
érzékenységérol, mely segitséget nyujthat a fert6zott sertésallomanyok gyogykezelésében.
Egyes hazai M. hyorhinis torzsek a vizsgalt antibiotikumok tobbségével szemben rezisztensnek
bizonyultak, ezért kiilonosen fontos hangsulyozni az antibiotikum-érzékenységi profil
meghatarozas és célzott antibiotikum-kezelés jelentdségét a gyakorlatban.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet a Lendiilet program (LP2012-22) biztositotta. Kreizinger
Zsuzsa és Gyuranecz Miklds munkéjat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tamogatta.
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Allatorvostudomanyi Egyetem, Haszonallat-gyogyaszati Tanszék és Klinika®
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MYCOPLASMA HYORHINIS TORZSEK GENOTIPIZALASA MULTI-LOCUS SEQUENCE
TYPING (MLST) MODSZER SEGITSEGEVEL

Beké Katinkal*, Felde Orsolya!, Sulyok Kinga Maria®, Kiss Krisztian?, Biksi Imre® Hrivnak
Veronika!, Gyuranecz Miklos!

A Mycoplasma hyorhinis egy kommenzalista baktérium, mely sertések felsé léguti
nyalkahartyajanak felszinén fordul eld. A szdvetek kozé betorve szisztémas megbetegedést
idézhet eld, mely leggyakrabban az iziiletek és savoshartyak gyulladdsaval jar. A betegség
heveny ¢s idiilt formaja is eléfordul, mindkét esetben jelentdés az anyagi kar. A koérokozo
terjedése, a fert6zés modja még napjainkban sem teljesen tisztazott, ezen kérdések
megvalaszolasahoz egy hatékony genotipizal6 modszer hasznalata nélkiilozhetetlen.

Vizsgalatunk célja az egyes — elsdsorban hazai sertésallomanyokbol szarmaz6 — M. hyorhinis
torzsek genotipizalasa volt, annak érdekében, hogy informdcidkat gyijtsiink az itthon
eléforduld torzsek genetikai diverzitasarol és az egyes torzsek kozotti filogenetikai
kapcsolatokrol.

A vizsgalatokhoz 32 M. hyorhinis izolatumot hasznaltunk, melyeket 2014 és 2017 kozott
kiilonboz6 — elsésorban hazai — sertéstelepekrdl gytjtottiink, és elvégeztiik a M. hyorhinis
referencia-torzs (ATCC 17981) szekvenciatipusanak meghatarozasat is. A genotipizalast
Osszesen hat haztartasi gén (dnaA, rpoB, gyrB, gltX, adk, gmk) szekvencidjaban el6forduld
pontmutéciok alapjan, multi-locus sequence typing (MLST) modszer segitségével végeztiik. A
filogenetikai torzsfat Mega5.2 software segitségével, Maximum Likelihood moédszerrel,
Hasegawa-Kishino-Yano 85 modell alapjan készitettiik el.

Az MLST modszer segitségével a hazai M. hyorhinis izolatumokat &sszesen 25
szekvenciatipusba tudtuk sorolni. Ezek kdzott 22 1j, az online MLST adatbazisban még nem
szerepld szekvenciatipust talaltunk, melyek koziil 8 esetben irtunk le i) kombinaciot, 14 esetben
pedig 0j allél varianst. A filogenetikai torzsfan a hazai izoldtumok harom nagyobb csoportba és
szamos alcsoportba sorolodtak. Megfigyelhetd volt az ugyanazon vagy egymashoz kozeli
sertéstelepekrdl szarmazo torzsek genetikai kozelsége is.

A genotipizald moddszerek koziil jelenleg az MLST a legmegbizhatobb, egymashoz nagyon
kozeli torzsek megkiilonboztetésére azonban kevésbé alkalmas. Ennek ellenére a hazai
M. hyorhinis torzsek kozott viszonylag nagy genetikai variabilitast tapasztaltunk, mely
bizonyitja, hogy egy igen valtozékony korokozorol van szo.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet a Lendiilet program (LP2012-22) biztositotta. Gyuranecz
Miklos munk4jat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tamogatta.
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Allatorvostudomanyi Egyetem, Haszonallat-gyogyaszati Tanszék és Klinika®
*felde.orsolya@gmail.com

MAGYARORSZAGON IZOLALT MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE TORZSEK
GENOTIPIZALO VIZSGALATA P146 GEN SZEKVENCIA ELEMZESEVEL, MULTI
LOCUS SEQUENCE TYPING ES MULTIPLE-LOCUS VARIABLE-NUMBER TANDEM
REPEAT ANALYSIS MODSZEREKKEL

Felde Orsolyal*, Kreizinger Zsuzsa®, Sulyok Kinga Marial, Kiss Krisztian?, Biksi Imre?,
Marton Szilvia®, Banyai Krisztian!, Korbuly Katalin®, Gyuranecz Miklos?

A M. hyopneumoniae vilagszerte elterjedt baktérium, az enzootias pneumonia korokozdja. A
megbetegedés jelentds gazdasagi karokat okoz a fajlagos takarmany értékesités romldsan, a
vagosuly csokkenésén, valamint a megeldzés €s mentesités tobblet koltségein keresztiil.

Vizsgalataink célja egy sajat M. hyopneumoniae torzsgylijtemény létrehozasa utan a
gyljtemény tagjainak genetikai 0sszehasonlitd vizsgalata volt a pl46 gén szekvencidjanak
elemzése alapjan, valamint multilocus sequence typing (MLST) és multiple-loci variable-
number of tandem repeats analysis (MLVA) modszerekkel.

Kutatasunk soran 44 M. hyopneumoniae izolatumot vizsgaltunk. A pl46 gén szekvencia
elemzése soran a variable-number tandem-repeat (VNTR) régi6é szerin egységei szamanak
meghatarozasaval, valamint pontmutaciok elemzésével mértiik fel a torzsek rokonsagi
kapcsolatait. A MLST alkalmas egymastdl viszonylag tavoli torzsek tipizalasara. Az eljaras
soran 7 haztartasi gén (efp, metS, recA, pgiB, adk, rpoB, tpiA) pontmutacidit elemeztiik. Az
MLVA rendszer alkalmas kozel rokon torzsek kapcsolatainak a felmérésére VNTR régiok
méretének elemzésével. MLV A vizsgélatunk soran 4 16kusz segitségével becsiiltiik meg a
torzsek rokonsagi kapcsolatait. A filogenetikai fikat MEGA 5.2 szoftver segitségével
készitettiik el Neighbor-Joining ¢s Maximum Likelihood médszerekkel.

A harom genotipizald rendszer harom kiilonb6z6 topoldgidju filogenetikai fat adott, melyek
koziil a szakirodalmi adatoknak megfeleléen az MLV A felbont6 képessége volt a legnagyobb.
A pl46 gén analizisével a 44 M. hyopneumoniae térzset 25 genotipusba soroltuk. Mig az MLST
rendszer segitségével 27 szekvencia tipust (ST) azonositottunk. Az MLVA moédszer
segitségével 38 kiilonb6zd genotipusba soroltuk az izolatumokat. Az azonos eredetii
izolatumok tobbsége azonos genotipusba sorolodott mindharom rendszer szerint.

Mindhirom mddszer alkalmazasa soran talaltunk azonos szarmazéasa, mégis eltéré genotipusu
torzseket. Ennek magyarazataként szolgalhat a mycoplasmakra jellemzé magas mutacids rata,
valamint, hogy egy sertéstelepen akar tobb torzs is jelen lehet egyszerre. A legmegbizhatobb
eljaras filogenetikai célokra a hét gén pontmutacidit elemzd MLST vizsgéalat. A pl46 gén
VNTR régioja magas variabilitdst mutat, nem alkalmas filogenetikai vizsgalatokra, jarvanytani
nyomozas céljara az MLST kiegészitéseként azonban megfeleld. Az MLVA segitségével
sikeresen tovabb bonthatok az MLST alapjan azonos szekvencia tipusba sorolt torzsek, ennek
megfelelden a diagnosztikaban a két modszer kombinéciodjat javasoljuk.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet a Lendiilet palyazat (LP2012-22) biztositotta. Kreizinger
Zsuzsa ¢és Gyuranecz Miklds munkéjat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tamogatta.
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HAZAI MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE 'TORZSEK ANTIBIOTIKUM-
ERZEKENYSEGI VIZSGALATA MIKROLEVES HIGITASOS MODSZERREL

Felde Orsolya®”, Kreizinger Zsuzsa®, Sulyok Kinga Maria®, Kiss Krisztian?, Biksi Imre?,
Hrivnak Veronika®, Gyuranecz Miklos*

A M. hyopneumoniae szamos sertésallomanybol kimutathatd korokozo, amely tobb
gazdasagilag jelent0s korkép, igy az enzootids pneumonia és a porcine respiratory disease
complex (PRDC) kialakitasaban jatszik szerepet. A megfeleld antibiotikumos gyogykezelés
egyes esetekben elengedhetetlen a gazdasagi karok csokkentése érdekében.

Vizsgalataink célja egy hazai M. hyopneumoniae torzsgylijtemény felallitaisa és az
Osszegyljtott izolatumok antibiotikum-érzékenységi profiljanak meghatarozasa volt 8
antibiotikum-csoport 15 tagjaval szemben.

Kutatasunk soran Osszesen 44, magyarorszagi vagohidakrol szarmazo, M. hyopneumoniae
izolatum érzékenységét vizsgaltunk fluorokinolon, tetraciklin, pleuromutilin, makrolid,
link6zamid, aminoglikozid, aminociklitol és fenikol tipusu antibiotikumokkal szemben. Az
egyes torzsek minimal inhibitory concentration (MIC) értékének megismeréséhez ismert
kopiaszdmu szintenyészetek felhasznalasaval mikroleves higitdsos modszert alkalmaztunk. A
96-lyuku mikrotitralé lemezen a megfeleld antibiotikum-higitasi sora mellett, sterilitasi-, pH-
és novekedési kontrollt is hasznaltunk.

Eredményeink alapjan a vizsgalt magyarorszagi M. hyopneumoniae térzsek tobbsége mind a
15 antibiotikummal szemben érzékenynek bizonyult in vitro koriilmények kozott. Azonban
fluorokinolonokkal (enrofloxacin, marbofloxacin) szemben a torzsek csokkend érzékenységét,
intermedier €s rezisztens torzsek megjelenését figyeltiik meg. Tovabba makrolidokkal (tilozin,
gamitromicin, tulatromicin) és linkomicinnel szemben kifejezetten magas értékeket mutato
rezisztens tartomdnyba tartozo torzset is talaltunk. Vizsgalati eredményeink szerint
M. hyopneumoniae kezelés céljara a gentamicin, tilozin, tilvalozin ¢és valnemulin a
leghatékonyabb antibiotikumok, de a linkomicin, tiamulin és florfenikol is megfeleld.

Vizsgalatunk soran els6ként szolgaltattunk adatokat magyarorszagi M. hyopneumoniae térzsek
in vitro antibiotikum-érzékenységi profiljarol. A baktérium izolalasanak nehézségei, illetve a
vizsgalat id6igényessége miatt a M. hyopneumoniae fert6zott sertésallomanyok kezelése el6tt,
a telepen jelenlévd torzsek antibiotikum-érzékenységi profiljanak felmérése nem szamit rutin
diagnosztikai eljarasnak. Eredményeink emiatt fontos tdmpontot adhatnak a hazai sertéstelepek
M. hyopneumoniae fert6zésének célzott antibiotikum kezelése soran.

A vizsgalatokhoz az anyagi fedezetet a Lendiilet palyazat (LP2012-22) biztositotta. Kreizinger
Zsuzsa ¢és Gyuranecz Miklds munkéjat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tAimogatta.
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*denes.lilla@univet.hu

ATIPIKUS SERTES-PESTIVIRUS KIMUTATASA ES GENETIKAI JELLEMZESE
MAGYARORSZAGON

Dénes Lilla**, Biksi Imre?, Balint Adam®, Racz Bence*, Albert Mihaly®, Balka Gyula®

Az atipikus sertés-pestivirus (atypical porcine pestivirus, APPV) egy nemrégiben, Gjgeneracios
szekvenciameghatarozasos modszerrel azonositott, a Pestivirus nemzetséghez tartozo
koérokozd, amelyet egyértelmilen Osszefiiggésbe hoztak a malacok A-ll-es tipusu
reszketokorjaval (Congenital Tremor, CT). A virust azonositottak mar az USA-ban, Européaban,
Azsiaban és Dél-Amerikéaban is.

Kutatasunk célja a hazankban eddig ismeretlen sertésvirus elterjedtségének feltérképezése,
filogenetikai elemzések segitségével az itthoni és kiilfoldi torzsek dsszehasonlitasa, a fert6zott
alloményokban az egyes korcsoportok érintettségének ¢és fertdzéskozvetitd szerepének
felderitése, tovabba egy RNS-alapti in situ hibridizacios technika (RNAscope-eljaras)
adaptalasa a virus szoveti elvaltozasokban valé kimutatasara.

A diagnosztikai RT-PCR-vizsgalatokat reszketokor tlineteit mutatd, 0jsziilott malacok
agyvelOmintain végeztiikk Postel és mtsai (2016) altal leirt primerek segitségével. A pozitiv
segitségével. Az igy kapott szekvencidkat MEGA7 szoftver segitségével Osszehasonlitottuk
egymassal ¢és a génbankban talalt szekvencidkkal Maximum Likelihood algoritmus
segitségével. RN Ascope-modszer segitségével, valamint transzmisszios elektronmikroszkopos
vizsgalattal megkiséreltiik a virus szovetekben, sejtekben vald eloszlasdnak kimutatasat.

A virust hat hazai teleprdl szarmazo, 24 mintaban mutattuk ki, nyolc esetben végeztiink
részleges szekvenciameghatarozast az NS2 és NS3 génszakaszon. A szekvencidk filogenetikai
elemzése alapjan azok harom jol elkiiloniilé csoportba illeszkedtek. RNAscope-modszerrel a
virust kimutattuk reszketékoros malacok kis- és nagyagyveldmintaiban is.

Az eddigi filogenetikai elemzések alapjan elmondhatd, hogy a magyarorszagi virustorzsek
kiilonalld leszdrmazasi vonalakba tartoznak, jelentds hasonlosagot mutatnak osztrak és
spanyolorszagi torzsekkel, igy feltételezhetd, hogy a virus tobb forrasbol keriilt az orszagba.
Szeretném megkoszonni hisztopatologiai szakasszisztensiinknek, Pop Renatanak, hogy
szakmai tuddsaval hozzajarult kutatomunkédmhoz.
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VADMADAR EREDETU ADENOVIRUS TORZSEK MOLEKULARIS TIPIZALASA

Maté Lilla Katalin”, Kajan Gy6z6

A vadmadar eredetli adenovirusok diverzitdsanak feltérképezése a mai napig kiakndzatlan
lehetdségeket rejtd teriilete a virologidnak. Kutatdsom sordn a magyarorszagi vadmadar
populaciéd  fertdzottségének monitorozasat tliztem ki célul, illetve késobb chilei
kiralypingvinekbdl (Aptenodytes patagonicus) szarmazo mintak vizsgalatat is elvégezhettem,
ami foként azért érdekes, mert bar pingvinekbdl mutattak mar ki adenovirust, az emlitett fajbol
egyeldre még nem rendelkeztiink leirt adatokkal.

A mintdkban az adenovirusok detektalasdra kétkords polimerdz lancreakciot (PCR)
alkalmaztam. A detektalt pingvin-adenovirus esetében a szialiddz gén meglétét is vizsgaltam,
illetve a fajon beliili tipizdlasra a f0 kapszidfehérje, a hexon génjének egy részletét is
felerdsitettem.

Vizsgalataink sordn a 38 mintabol mindossze kettOben kaptam pozitiv eredményt: egy
léprigoban (Turdus viscivorus) és egy kiralypingvinben. A szarmaztatott részleges DNS
polimeraz aminosav-szekvencidk elemzése azt az eredményt hozta, hogy a 1éprigdbdl detektalt
adenovirus minden eddig leirt fajtol 15% fo616tti eltérést mutat, ezért azt feltételezziik, hogy az
Aviadenovirus nemzetségen beliil egy 0 fajt képviselhet. Az altalunk leirt pingvin-adenovirus
ugyanazon génszakasz vizsgalata szerint a Pingvin siadenovirus A fajba tartozik, de a hexon
elemzése alapjan azon beliil egy kiilonallo, uj tipusba sorolhatjuk. Munkahipotézisiink, mely a
pingvin-adenovirusok hexon fehérjéinek komparativ filogenetikai analizisén alapul, 6t
monofiletikus klad, azaz 6t virustipus elkiiloniilését valosziniisiti a fajon beliil. Megerdsitettem
tovabba, hogy a pingvin-siadenovirusok nem rendelkeznek a génusz névado jellegzetességével,
a szialidaz génnel.
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MACSKA RETROVIRUSOK IN SITU HYBRIDIZACIOS VIZSGALATA

Szilasi Annal”, Dénes Lillal, Balka Gyula!, Talita Resende?

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

Kutatasunk korabbi eredményeire épitve célunk volt a tanszékre beérkezett, az emlitett
virusokkal fert6zott macskdk szerveinek korszovettani vizsgéalata. A korbonctani vizsgélat
soran makroszkdposan FeLLV- és /vagy FIV-fertdzésre gyanus, vagy az anamnesisben szerepld
adatok alapjan gyanithatéan fert6zott macskakbol elészor diagnosztikai PCR-vizsgalatokat
végeztiink. Amennyiben a fertézésrél megbizonyosodtunk, a paraffinba agyazott mintdkon
RNS-alapt in situ hybridizaciés (RNAscope®) vizsgalatokat kiséreltiink meg.

Az RNAscope® in situ hybridizacios (ISH) médszer a korabbi ISH-vizsgalatoktél annyiban tér
el, hogy annal sokkal érzékenyebb, €s kevesebb un. hattérzajjal mikodik. Ezt a megndvekedett
szenzitivitast és specificitast az teszi lehetdvé, hogy a célzott RNS-szakaszhoz két, egymastol
fliggetlen probanak kell tudnia kapcsolodni egymas mellett, egyiddben, hogy a késdbbi
amplifikacio létrejojjon. Ezek a probak ,,Z” alaktiak, alsé résziik 18—-25 bazispar (bp) nagysagu,
komplementer a célzott RNS-szakasszal, fels6 résziik 14 bp hosszisagu. A dupla
kapcsolodasnal 28 bp hossziisaglh szakaszt nyeriink, ahova az "L" alaku molekuldk tudnak
kotédni. Ez utdbbiakhoz késdbb tovabbi, immdar kromogén enzimmel jelolt probak
kapcsolodnak, igy annal erdsebb jelet kapunk, minél tobb ,,Z” proba kotott be a célzott RNS-
szakaszra. Ezeket a jeleket, valamint ezek kiterjedését és erdsségét fénymikroszkoppal lehet
vizsgalni. Ennek a mddszernek az elénye, hogy akar egyetlen keresett RNS-molekulat képes
kimutatni az amplifikaci6 altal.

Kutatasunk {6 célja, hogy feltérképezziik a FeLV ¢€s FIV altal fertdzott sejtek megoszlasat,
tipusat a kiilonb6z6 szoveteken beliil, ezzel hozzdjarulva a virusok patomechanizmuséanak
vizsgalatahoz. Tovabbi célunk Gsszehasonlitani a kiillonb6z6 vizsgalati modszereket (ELISA,
PCR, in situ hybridizacid), azok hasznalhatosagat a klinikai munkéban és kutatasban.

Koszonetemet szeretném kifejezni mindazoknak, akik nélkiil a kutatdsom nem zajlana ilyen

hatékonyan: korszovettani szakasszisztensiinknek, Pop Renatanak, valamint tanszéki
kollégdimnak a tamogatast, a bécsi €s minnesotai kollégaknak a technikai segitséget.
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A  TRANSZMISSZIBILIS GASTROENTERITIS SZEROLOGIAI FELMERESE
MAGYARORSZAGON

Valké Annal®, Tuboly Tamas't, Dan Adam?, Ursu Krisztina?, Balint Adam®, Csagola Attila®*

A sertéstartasban az egyik leggyakrabban jelentkezd €s jelentds gazdasagi veszteséget okozo
hasmenés hatterében a régota felfedezett transzmisszibilis gastroenteritis virusa (TGEV) is
allhat. Ugyanakkor, az altala okozott klinikai megbetegedés Eurdpa-szerte szorvanyossa valt,
mely a 1égzdszervi coronavirus (PRCV), egy altaldban tiinetmentes fertézéssel jard, de
keresztreakcid miatt a TGEV ellen is védelmet nyajtd virus megjelenésével hozhatd
Osszefiiggésbe. Elozetes vizsgalataink soran 13 sertésteleprdl szarmazd 0Osszesen 296
bélsarminta mindegyike negativnak bizonyult TGEV-re, mely alapjan a korkép kialakulasat
megakadalyozni képes, nagy mértékii szerologiai athangoltsagot feltételeztiink. Munkénk célja
az volt, hogy ezen hipotézisiink igazolasara orszagos szintli felmérést végezziink.

A sertés reprodukcios és légzdszervi szindroma (Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome, PRRS) elleni mentesitésre kiildott szérummintakbol 6sszegyljtottiik 93 telep foként
kocakbol szarmazd 908 mintdjat, valamint kivalasztottunk egy korabbi vizsgalatbol szdrmazo
174 mintat, melyeket egy Heves megyei teleprol szallitottak hozzank és tobb korosztalyt (2, 7,
14, 21, 28, 35, 42, 60, 90, 120, 150 napos sertések és kocak) is lefednek. A 2013-ban
Magyarorszagon izolalt TGEV 0jboli elszaporitasa és a virustiter meghatarozasa utan a virust
sertés here sejteken indirekt immunfluoreszcencids vizsgéalatra alkalmas szovettenyésztd
lemezekre fixaltuk, melyeken minden szérummintat kvalitativ modon teszteltiink. A Heves
megyei telep pozitiv savomintait titralassal is vizsgaltuk.

A 93 telep szérummintai koziil dsszesen 140 minta bizonyult pozitivnak. Ezek 41 teleprdl
szarmaztak és csak egyetlen esetben fordult eld, hogy az egy telephez tartozd 6sszes minta
pozitiv eredményt adott. A Heves megyei telep 174 mintdja koziil 31 volt pozitiv korosztaly
szerint a kdvetkezd megoszlasban: 11 db 2 napos, 2 db 7 napos, 5 db 14 napos, 2 db 21 napos,
2 db 35 napos, 1 db 60 napos, 8 db 90 napos. A mintak titere jellemzden alacsony volt egy 1:4-
t6l 1:128-1g terjedd skalan.

Ezen eredmények alapjan az eredeti feltevésiink nem helytalld, mert a mintdk csak kis ardnyt
szeroldgiai athangoltsdgot mutatnak, ami nem magyardzza a transzmisszibilis gastroenteritis
(TGE) Kklinikai el6forduldsanak hidnyat. A pozitiv reakciok sem feltétleniil a TGEV ellen
termelt ellenanyagok megjelenésével hozhatok Osszefiiggésbe, a keresztreagaldo PRCV
szerepének tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Munkankhoz a Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsag (NKB 2017) nyujtott anyagi
tamogatast.
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SERTES PARVOVIRUS (PPV1) SPECIFIKUS ELLENANYAG SZINTEK
VALTOZASANAK  VIZSGALATA INDIREKT IMMUNFLUORESZCENCIAS
MODSZERREL

Bartsik Agnesl*, Loérincz Marta®, Valké Anna', Zadori Zoltan? Csagola Attila®

A sertés parvovirus 1 (Porcine parvovirus 1, PPV1, Gj néven Ungulate protoparvovirus 1)
vilagszerte, igy hazédnkban is széles korben elterjedt. Eltéré patogenitasu torzseit irtak le. A
fertdzésnek minden életkorban immunszupressziv hatasa van, ezért a tarsfert6zések sulyosabb
formaban jelentkeznek. Szeronegativ el6hasi kocakban a fert6zés reprodukcids zavarokat okoz.
A vakcinazasoknak kdszonhetéen tigy tlint, a korokozo visszaszorult, kartételének jelentdsége
csOkkent. Németorszagban azonban egy olyan, magas patogenitdsu térzs jelenlétét mutattak ki,
mely képes attdrni a vakcinds védelmet. Ezt kovetden Eurdpa szerte kimutattdk hazi és
vaddisznd allomanyokbdl is. Munkank célja egy reprodukcids zavarokkal terhelt hazai,
vakcinazott allomanyban a PPV 1 specifikus ellenanyag szintek alakulasanak vizsgalata, és egy
esetlegesen a német torzshoz hasonlo torzs jelenlétének kimutatésa.

A kovetéses vizsgalatunk sordn Osszesen 366 szérummintat vizsgaltunk meg. A mintdk 9
random kivalasztott kocabol, ¢s malacaikb6ol (mindig ugyan azokbol az allatokbol) 9
idépontban keriiltek begytijtésre. A vérvételekre a kocak vemhességi idejének felénél, majd az
ellés utdni masodik napon a malacokkal azonos id6pontban, ezt kovetden a malacokbdl 1, 2, 3,
4 hetes valamint 2, 3, 4, 5 honapos korban kertilt sor. A PPV1 specifikus ellenanyag szintek
alakulasat indirekt immunfluoreszcencia (ilF) €s virus neutralizaci6 (VN) modszerével egy
vakcina torzset illetve egy német térzzsel azonos, kézép-magyarorszagi sertés allomanybol
szarmazo virustorzset alkalmazva vizsgaltunk. A vizsgalatokkal péarhuzamosan sikertilt
hagyomanyos PCR mddszerrel a teleprdl szarmazé elhullott malacok nyirokcsomoéibol PPV1
virust kimutatnunk. A szekvencia meghatirozasa folyamatban van.

Az eredményeinkbdl kidertil, hogy a vakcina torzzsel szemben a valasztasi korig megfelelden
magasak az ellenanyag szintek, de két honapos kortol mar fennall a fertéz6dés lehetdsége, ezért
célszerli lenne a malacok 6 hetes korban torténd vakcinazasat megfontolni. Az Gsszes
modszerrel az volt kimutathatd, hogy az ellenanyag szintek 2-3 honapos korra érik el
mélypontjukat. Ezt kdvetden 4-5 honapos korban a titerek enyhén emelkedettek voltak, de nem
érték el az egy honapos korban mért értékeket. A kozép-magyarorszagi torzs esetében mind az
iIF, mind pedig a VN modszerrel mért értékek joval elmaradtak a vakcina torzzsel végzett
vizsgalat eredményeitdl. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgélt savokban jelen 1évo
ellenanyagok az PPV1 1ij variansat sokkal kisebb hatékonysaggal képesek neutralizalni, mint a
vakcina torzset, ami 0sszhangban van korabbi megfigyelésekkel.

Munkénkhoz a Normativ Kutatdsfinanszirozasi Bizottsdg (NKB 2017) nyujtott anyagi
tamogatast.
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AZ ELEKTROPORACIOS ELJARAS, MINT UJ OLTASI TECHNIKA ELSO HAZAI
ALKALMAZASA ALLATKISERLETEKBEN

Felfoldiné Lévai Réka'*, Fabian Katalin®, Hajdt Dorottya?, Paul McKay?, Gabriella Scarlatti®,
Kulcsar Gabor!

A ,,European AIDS Vaccine Initiative” (EAVI2020) elnevezésti tudoményos projekt keretében
Uj oltasi technikat probaltunk ki hazinyulakon. Az EAVI2020 kilenc orszag 23 intézetét egyesiti
egy Osszesen 23 milli6é eurd Gsszkoltségvetési projektben, amelynek célja, hogy megoldast
taldljon az egész vilagon 35 millié embert érinté HIV fertdzés ellen. Az un. elektroporacios
eljarast hatékonyan alkalmazzak mar in vitro koriillmények kozott sejtek, baktériumok célzott
transzfektalasara, azaz DNS/RNS nagyon pontos sejtbe juttatdsara. A csupasz DNS izomba
torténd injektalasa jol mikodik egerekben, azonban emberekben az igy bejuttatott antigén nem
eléggé immunogén.

Az 5 éves projekt céljai kozott szerepel, hogy a NEBIH ATI godolléi, zart allathazaban olyan
modell allatkisérleteket végezziink el hazinyulakon, amelyekben a partnerek altal eldallitott
specidlis HIV immunogének, mint vakcinajeldltek hatékonysdga ¢és artalmatlansaga
vizsgalhato. Az elektroporacios eljaras kiprobalasaval az volt a célunk, hogy a DNS célzott
izomba juttatasanak sikerét noveljik.

Az elektroporacids eljaras soran a pulzald elektromos mezdt hasznaljuk ki: segitségével
ideiglenesen porusokat nyitunk a célsejt membranjaban, ugyanakkor a membran emellett egy
idére a félig ateresztd tulajdonsagat is elvesziti. Ez a mualdo ¢és visszafordithatd
membrankarosodas lehetdvé teszi a plazmid DNS izomsejt ltali felvételét. A kisérletbe 48 db.
uj-z¢landi fehér nyulat vontunk be, taplalékhoz és vizhez a kisérlet soran ad libitum jutottak. A
plazmid DNS-ek, mint immunogének alapjan nyolc, egyenként hat egyedbdl alléo csoportot
alakitottunk ki, a nyolcadik csoportot un. fehérjekontrollként allitottuk be. A nulladik, majd a
2.,4.,6.,8., 10, 16., 20. és 22 héten az allatok fiilvénajabol savokészités céljabol alvadasaban
nem gatolt vért vettiink. A 0., a 4. és a 8. héten a nyulakat elaltattuk, majd elektroporacios
technikdval immunizaltuk azokat. A 20. héten az Un. booster oltast proteinekkel,
intramuscularisan végeztik el. A kisérletet az eldzetes laboratoériumi vizsgélatok
eredményeinek ismeretében a 28. héten az allatok exterminalasaval zartuk. A savokat a londoni
Imperial College-ben és a milanoi San Raffaele Scientific Institute-ban kiilonb6z6 szeroldgiai
modszerekkel vizsgaljak (antigén specifikus ELISA, virusneutralizacios proba, T-sejt/B-sejt
ELISpot)

A laboratoriumi vizsgalatok még jelenleg is zajlanak, azonban az eldzetes eredmények
igéretesek: az elektroporacios eljaras kimutathatoan fokozta az izomsejtek plazmid DNS
felvételét, ugyanis az eredmények az Osszes konstrukt esetében az IgG-k mennyiségének
folyamatos novekedését mutatjak.

A projekt a Horizon 2020, az EU kutatasi és innovacids keretprogramja tamogatasaval valosul
meg. Tamogatasi megallapodas szama: 681137.
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