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Meghivé 1887-bdl

Szerény, kétdéras Unnepi Uléssel emlékeztek a hazai allatorvos-
képzés megindulasanak 100. évforduldjara 135. évvel ezeldtt, 1887.
februar 6-an 11 orakor, az élettani el6adéban. Az Unnep fényét
persze nem a hossza, hanem a tartalma és a résztvevdi adjak. A
terem pedig mar 11 6ra el6tt zsGfolasig megtelt. Az elsé sorokban
illusztris vendégek foglaltak helyet, k6zottlik SzécHENY!I PAL fold-
mivelés-, ipar- és kereskedelemigyi miniszter, BERNOLAK SANDOR
és LIPTHAY ISTVAN miniszteri tanacsosok, a teljes allategészségligyi
osztaly, MARKUSOVSZKY LAjos kultuszminisztériumi tanacsos, FODOR
J6zSEF és KORANYI FRIGYES egyetemi tanarok, KLiMA MikLés allami
fGallatorvos. A tuddsitasok nem emlitik GERLOCzZY KAROLY alpolgar-
mestert, akinek a képen lathaté meghivot cimezték. Mellettik
foglalt helyet a teljes tanari kar, a hatsé sorokat pedig a hallgaték
toltotték meg. TREFORT AGosToN kultuszminiszter levélben készon-
totte a jubilald intézményt.

ElGszor TORMAY BELA igazgatd mondott beszédet, amelyben az
allatgydgyaszatnak a gazdasagi életben betdltott szerepét mél-
tatta. Ot THANHOFFER LAJOS helyettes igazgaté el6adasa kovette ,Az
dllatorvosi tudomdny és dllatorvosi tanintézetink térténete” cim-
mel. Az allatorvoslas és az allatorvostudomany vilagtorténetének
felvazolasa utadn THANHOFFER nagy tisztelettel és megbecsuléssel
emlékezett a hazai allatorvosi szakoktatas GttorGire, akik igen ne-
héz korilmények kozott vezették be e tudomanyszak oktatasat a
pesti egyetem orvosi fakultasan. Kezdetben csak elméleti érakat
tarthattak az orvos- és sebésznévendékeknek. A gyakorlati képzés
csak akkor kezdédhetett meg, amikor az allatgydgyaszati tanszék
6nallé épullethez jutott. Az allatorvostudomany fejlédésével egyre
tobb tanszék jott Iétre, egyre jobban képzett, kulféldi tapaszta-
latokkal felvértezett oktatdkkal. A hallgatdk el8képzettsége és az
allatorvosi tanfolyam hossza is novekedett. Amikor végre a Rot-
tenbiller utcai campusra koltézhettek, ott helyezték el az orszagos
jelent8ségli vegykisérleti és a magvizsgalé allomast is. Az évfor-
duld elbtti idészakban miikodésiket megkezd8 oktatok (LIEBER-
MANN, CzAKO, AzZARY, PLOSzZ, HUTYRA) voltak a biztositékai az eurépai
szinvonal elérésének. Nekik (s a mar ott dolgozdknak) készonhetd,
hogy — mint THANHOFFER irta — ,...az 6nallé blvarlatokon vagy 6n-
allé tapasztalatokon alapuld értekezések- és nagyobb mdiveknek
nemcsak szama, de belértéke is felkeltette intézetlnk irant az ér-
deklédést”.

Az Unnepséget SzECHENYI PAL miniszter koszontdje zarta.
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Lovak odontoclast-sejtes
fogfelszivodasa

és hypercementosisa
Irodalmi osszefoglald

Joé Kinga'™, Trizsi Roxana Laura?, Lengyel Déra Agnes?, Jakab Szilard?

OSSZEFOGLALAS

A szerzGk irodalmi adatok és sajat tapasztalataik alapjan bemutatjak a lovak
odontoclast-sejtes fogfelszivodasat, amely az idds lovak metszd- és szemfogait
érinti leggyakrabban, jellemzdi a fogfelszivodas és -atépulés, a cementlerakd-
das és a periodontalis elvaltozasok. A korképnek 7 tipusa és 5 szakasza |étezik.
Tlnetei a fogakat érintd, fizikalis vizsgalattal is lathatd bulbosus elvaltozas, erds
fajdalom, ragasi és harapasi nehézségek, nyalzas, szajboél kihullé takarmany, fej-
rézas, visszatérd étvagytalansag és fogyas is lehetnek, azonban a korkép tlnet-
mentes is maradhat. A diagnosztika radioldgiailag lehetséges, az érintett fogak
kihGzasa (akar az 6sszes metsz3- és szemfogat beleértve) a 16 életmin8ségének
jelent8s javulasahoz és a taplalékfelvétel konnyitéséhez vezet. Foghlzas nélkil
a betegség korjoslata rossz.

SUMMARY

Equine odontoclastic tooth resorption and hypercementosis (EOTRH) is a rela-
tively recently described condition of aged horses as an uncommon or pos-
sibly under-recognized disorder affecting primarily incisors and canine teeth.
The disorder appears to increase with age and is characterized by tooth resorp-
tion and destruction in addition to cemental deposition either subsequently
or concurrently. Clinical signs include pain, masticatory difficulty, quidding,
hypersalivation, halitosis, biting problems, head shaking, periodic inappetence
and weight loss. Risk factors of the disease include trauma caused by exces-
sive dentistry, periodontal disease, type of feed, genetics and hormonal condi-
tions such as equine Cushing’s disease (pituitary pars intermedia dysfunction;
PPID) and equine metabolic syndrome. Presumably the disease does not have
a single determinant but rather occurs as the result of the cumulative impact
of several risk factors. Radiography is the key in fully assessing the disease.
The radiographic findings include radiopaque densities involving the alveolar
tooth roots, shifting of the teeth, osteomyelitis of the alveolar and surrounding
bone, and widened periodontal spaces, the teeth may appear as having bulbous
enlargement with or without resorption. The disease is progressive and invari-
ably results in the extraction of the tooth or teeth involved. Complete removal
of all incisors seems radical, but often significantly improves the horse’s quality
of life and their ability to prehend feed. Until the aetiology of EOTRH is more
fully understood, extraction of all clinically and radiographically affected teeth
remains the treatment of choice, as no effective tooth-preserving therapy has
yet been presented.



LOVAK ODONTOCLAST-SEJTES FOGFELSZiVODASA ES
HYPERCEMENTOSISA

A lovak odontoclast-sejtes fogfelszivodasa és hypercementosisa (equine odon- Az EOTRH egy
toclastic tooth resorption and hypercementosis, EOTRH) egy viszonylag Gjonnan djonnan leirt, idés
leirt kdrkép. Elséként KLucH (2004) mutatta be a betegség klinikumat lovakban, lovakban jelentkezd,
mint egy ritka vagy feltehet8en aluldiagnosztizalt korképet, amely idésebb lovak fogfelszivoddssal,
metszG- és szemfogait érintheti [1]. Ezt kdvetSen a kdrfolyamat szévettani hat- -atépliléssel és
terét STaszvk és mtsai irtdk le [2]. A betegség megjelenésének gyakorisdga a cementlerakdddssal
kor eldrehaladtaval nd, jellegzetessége a fogfelszivodas és -atépulés, tovabba jard kérkép

egyidejl vagy kovetkezményes cementdepozicid, ami gyakran dsszefliggésbe
hozhatd a parhuzamosan kialakuld periodontalis elvaltozasokkal [2, 3].

Habar a folyamatban leggyakrabban a metsz4- és szemfogak érintettek, ritkan
megfigyelhetd a praemolaris és molaris fogak esetén is [4, 5]. A betegség jellem-

A folyamatban z8en 15 éves kor felett jelenik meg és distomesialis iranyba (a molaris fogaktél a
leggyakrabban a metsz&fogak felé) progredial [3, 4]. Az EOTRH kifejezett fajdalommal jarhat egyUtt,
metsz6- és szemfogak de lehet tinetmentes is, mig a reszorptiv és proliferativ folyamatokhoz kapcsolt
érintettek periodontitis stUlyossad nem valik [4, 6]. Egy tanulmany soran a 14 évnél idésebb

allatok esetében a vizsgalt lovak 88%-anal diagnosztizaltdk a betegség valamelyik
stadiumat radioldgiai vizsgalattal, amely nem minden esetben jelentett klinikai
tinetekben is megnyilvanulé forméat [7].

A BETEGSEG EREDETE ES TIPUSAI

Bar szamos elméletet leirtak, az EOTRH pontos eredete egyeldre nem tiszta-
zott [3, 6, 8]. Tekintve, hogy az embereknek és a macskaknak is Iétezik hasonld,
immunmedialt szindrémaja, a lovak esetében is felmerill, hogy immunolégiai

A betegség pontos eredetl folyamat all a betegség hatterében [9]. Emberekben a foggydkerek idio-
kéroktana még patikus felszivodasardl (multiple idiopathic root resorption, MIRR) [10], macskak
nem tisztdzott esetén fogfelszivodasrdl (tooth resorption, TR), kordbbi nevén odontoclast-sejtes

fogfelszivdodasrdl (feline odontoclastic resorptive lesion, FORL) beszélink [11-13].

Egy masik elmélet szerint a betegség egyik kivaltd oka lehet, hogy a ragéas koz-
ben kifejtett erd jelentés mechanikai stressznek teszi ki a periodontalis szalagot
[2, 14, 15]. Ennek hatterében az all, hogy id8s lovak esetén a periodontalis szalagok
aranya csokken a fogak ragdfelszinéhez képest, azonban ezek tovabbra is ugyan-
akkora terhelésnek vannak kitéve, mint a fiatal lovak fogai [16]. Ez a mechanikai
stressz citokinfelszabadulast, valamint a periodontalis ligamentum mikronecrosi-
sat és nem-szeptikus gyulladasat eredményezi, de a folyamat a késébbiek soran
szeptikussa valhat [17]. A citokinek aktivaljak a clast-sejteket: az odontoclastok,
a cementoclastok és az osteoclastok a fog kemény szoveteinek és a periodonti-
a pulpaig is terjedhet [2, 18]. A reszorpcié egy masodlagos, reparativ reakciot valt
ki, amely soran a cementoblastok szabalytalan elrendezés( kollagénrostokbdl
alld, Un. szabalytalan cementet termelnek. Ez egy kontrollalatlan folyamat, ami
a periodontalis ligamentum térbdl ered és az érintett fogak felszinének bulbosus
megnagyobbodasat eredményezi [2, 7, 15]. Az is felmerUlt, hogy maga a periodon-
talis gyulladas valtja ki a fog reszorpcidjat [7, 19].

A kialakuld szovetelhalas és fogfelszivodas megfeleld kornyezetet biztosit egyes
mikroorganizmusok megtelepedésének és szaporodasanak. Egy 2014-es tanul-
many szerint a Treponema és Tannerella baktériumfajok minden EOTRH-ot mutaté
|6 esetében jelen voltak. Az eredmény felveti, hogy ezeknek a baktériumoknak is
szerepe lehet a kérfejlédésben. Ugyanakkor a kontroll csoportban 1évd lovakbdl
is mutattak ki Treponema fajokat, ami megkérddjelezi az elSbbi feltevést [20].

A ragofogak is érintettek lehetnek EOTRH-ban, amelynek kialakuldsa soran a
cement mennyisége aranytalanul novekszik a dentinhez és a zoméanchoz képest.



A betegség hajlamosité
tényezdbi k6zott
szerepel a metszéfogak
tulreszelése

Az EORTH 6sszetett
kéroktanu betegség,
amihez a biomechanikai
hatasok és egyes
baktériumok is
hozzajarulhatnak

Radiolégiai kritériumok
alapjan a fogak
reszorpciéjanak
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A kérkép azonban csak sokkal enyhébb periodontalis elvaltozasokban nyilvanul
meg, mint az a metsz&fogak esetében megfigyelheté. Nem kifejezettek tovabba
a koronan 1évé elvaltozasok sem, sét, elé6fordul, hogy ezek nem is detektalhatdak
[5, 8]. Egyellre tisztazatlan, hogy az EOTRH ritkabb-e a ragdéfogakban, vagy csak
aluldiagnosztizalt az elébb emlitett okok miatt [5]. Erdekes, hogy a hypercemen-
tosis a maxillaris ragéfogaknak a palatalis, a mandibularis ragéfogaknak pedig a
buccalis felszinén figyelheté meg. Pont azokon a régidkon, amelyek a legjobban ki
vannak téve a biomechanikai er6knek a ragasi folyamat soran, ami az idds lovakban
még kifejezettebb [21]. Ez tovabb erlsiti az elméletet, miszerint a biomechanikai
tényez8k hangsllyosak az EOTRH oktanaban.

Az elmélet a szemfogak esetén mégis ellentmondasosnak tlinhet, hiszen ezek
a fogak nincsenek kitéve a ragas okozta er6hatasoknak [3]. Egy vizsgalat soran
azonban igazoltak, hogy a metsz&fogakra kifejtett erd, ugyan sokkal kisebb
mértékben, de tovabb tud vezetddni az allkapocsra és a margo interalveolarison
keresztil a szemfogak periodontalis terlUleteire is [16]. A betegség hajlamositd
tényezGi k6zott szerepel a nem megfelelden végrehajtott fogaszati beavatkozas,
a metszbfogak tllreszelése, ugyanis a mechanikus sérllés kovetkeztében sti-
mulalédnak a cementoblast-sejtek. A cementnek nagy az asvanyianyag-tartalma
(65%), ezen belll is jelentds kalcium-hidroxiapatit, ezért azt is feltételezik, hogy
ha a mechanikus sériiléshez még nagy kalciumtartalma takarmany (mint pl.
lucerna) etetése is tarsul, az tovabb fokozhatja az EOTRH kialakuldsanak lehe-
tGségét [22]. Egy tanulmany szerint kétszer nagyobb az EOTRH kialakulasanak
veszélye olyan lovak esetében, amelyek csak lucernat kapnak szalas takarmany-
ként [22]. A lucerna elfogyasztasa lényegesen kevesebb id6t vesz igénybe, mint
a fliszénaé, a 10 kevesebbet rag, kevesebb nyal termelddik, kevesebb ideig lesz
lefelé hajtva a feje. llyen esetben a nyal kevésbé fogja ,0bliteni” a metszéfo-
gakat, igy ez is hozzajarulhat a kérfolyamat kialakulasdhoz [22]. Tovabba azt
is feltételezik, hogy a lovak Cushing-szindrémaja, azaz a hipofizis pars inter-
media diszfunkcidja (pituitary pars intermedia dysfunction, PPID) vagy a lovak
metabolikus szindrémaja (equine metabolic syndrome, EMS) esetén nagyobb
a valdszinlisége az EOTRH kialakulasanak. Ennek lehetséges magyarazata az
immunszuppressziv allapot, de a kortizol, ill. glikdz és inzulin megemelkedett
plazmaszintje kbzvetlenll is hozzajarulhat a periodontalis elvaltozasok kiala-
kuldasahoz [22]. Egyéb okok, mint genetikai tényez8k, A-hypervitaminosis vagy
hyperparathyreosis is hajlamosithatnak a betegségre [23]. Mas tanulmanyok
szerint nincs ismert fajta, genetikai, takarmanyozasi vagy menedzsmenttel
kapcsolatos prediszpozicid [8, 18].

Ezek az elméletek egyeldre nincsenek igazolva, és mint a legtobb betegség,
az EOTRH is valdszinlileg 6sszetett oktanu [15]. Azonban a kérszovettani leletek
kovetkezetesen alatdmasztjak, hogy a betegséghez alapvetéen hozzajarulnak a
biomechanikai eréhatasok, valamint a kdvetkezményesen megtelepedd mikro-
organizmusok [2, 19].

A betegséget jellemzé két folyamat, a felszivodas és a hypercementosis aranya
eltérd lehet az érintett fogakban. Ez a két tényezs alapjan a betegségnek 3 meg-
jelenési formaja |étezik: a reszorpcido-dominans, a hypercementosis-dominans, és
a reszorpcié és hypercementosis kombinalta forma [4]. Mig a reszorpcids tipusra
jellemz&bb lehet a gyulladas és a fert6z8dés, a hypercementosis-dominans
tipus esetén a gyulladasos folyamatok gatoltak és a reparativ folyamatok kertl-
nek elGtérbe [24]. Bizonyos fokl reszorpcid és hypercementosis minden esetben
igazolhatd szovettanilag az EOTRH-tal érintett fogakban [2, 17, 18].

Radiolégiai kritériumok alapjan a fogak reszorpciéjanak kllonb6zd tipusait és
stadiumait lehet elklildniteni. A reszorpcid a tipusok alapjan lehet 1) kiilsé fellleti
reszorpcio, 2) kiils6 atépuléses reszorpcid, 3) kiilsé gyulladasos reszorpcid, 4) kiilsé
nyaki és gyokér fellleti reszorpcid, 5) belsd fellleti reszorpcid, 6) belsd atéplléses
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reszorpcio, 7) belsé gyulladasos reszorpcio, ill. nem osztalyozhato, ha a jellemz8i
nem felelnek meg a kritériumoknak [7].

A kUlsG atéplléses reszorpcid a legelterjedtebb tipus. A leggyakrabban érintett
fog (mind a fels8, mind az alsé fogsorban) csdékkend sorrendben a szegletfog,
kozépfog és végil a fogdfog. A kllsd gyulladasos reszorpcié a masodik leg-
gyakoribb reszorpcidtipus. A leggyakrabban érintett fog (mind a felsd, mind az
alsé fogsorban) csokkend sorrendben a fogéfog, ezt kdveti a kézépfog, majd a
szegletfog [7].

HENRY és mtsai vizsgalataik soran azt taldltdk, hogy hypercementosis esetén
mindig megfigyelhetd volt a fog reszorpcidja is, azonban nem minden fogreszorp-
cidhoz tarsult hypercementosis. A korabbi elméletek helyett hasznosabb lehet
el@szor a reszorpcid tipusat meghatarozni, majd a hypercementosist reparativ
folyamatként jellemezni a klinikai esetekben. Tehat a cementproliferacié (hyper-
cementosis) inkabb reparativ folyamat, mintsem primer betegség [7].

A fogreszorpcid stadiumai pedig az alabbiak szerint csoportosithatéak [15]:

1. A fogdllomdny enyhe kdrosoddsa (cementallomanyt vagy cementalloméanyt

és zomancot érintd folyamat).

2. Afogdllomdny kézepes kdrosoddsa (cementallomanyt vagy cementallomanyt
és zomancot érinté folyamat, a dentin megfogyatkozasa nem terjed a pulpa
Uregbe).

3. A fogdllomdny mélyre terjedd kdrosoddsa (cement allomanyt vagy cement
allomanyt és zomancot érinté folyamat, a dentin megfogyatkozasa a pulpa
Uregbe terjed), a legtdobb fog megdrzi integritasat.

4. A fogdllomadny kifejezett kdrosoddsa (cementallomanyt vagy cementallo-
manyt és zomancot érinté folyamat, a dentin megfogyatkozasa a pulpa-
Uregbe terjed), a legtobb fog elvesziti az integritasat.
4a: A korona és a gyokér egyforman érintett.
4b: A korona kifejezettebben érintett, mint a gyokér.
4c: A gyokér kifejezettebben érintett, mint a korona.

5. A fogdllomdny maradvdanyok mdr csak fokozott radiodezintdsu terlileteken
IGthatdak, az iny teljesen befedi azokat (ez azonban ritka lovak esetén).

KLINIKUM, DIAGNOSZTIKA

Az EOTRH altalaban idés allatokban megjelend elvaltozéas, egy tanulmanyban a
lovak atlagéletkora 24 (17-29) [18], mig egy masik tanulmanyban 21,7 (10-32) volt
[8]. Herélt lovakban, melegvér( lovakban és telivérekben gyakoribb a betegség,
ami arra is visszavezethets lehet, hogy nem egyenletes a Iépopulacidokban a foga-
szativizsgalatok szama [8]. A betegség erds fajdalommal jarhat, ragasi nehézség,
nyalzas, harapasi nehézség, szajbdl kihulld takarmany, blzos lehelet, fejrazas,
visszatérS étvagytalansag és fogyas is jelentkezhet [4], de az is el6fordulhat, hogy
elérehaladott allapotban is tinetmetes marad egy 6.

A szajuregi vizsgélat soran, az iny gyulladasa, 6démaéaja és a fogkozi papillak
méretcsokkenése figyelheté meg [4]. Tovabba fogkd, ételmaradvanyok, subgin-
givalis duzzanatok, vagy akéar inyen taldlhatd jaratok is megjelenhetnek [4]. EIG-
rehaladott esetben a foggyokér gébszerl megndvekedése, a fogak mozgasa és
kovetkezményes periodontalis elvaltozasok, végll a fogak torése és elvesztése
kovetkezhet be (1. dbra) [4].

A fels6 fogsor metszéfogai vélhetéen hamarabb valnak érintetté, mint az alsé
fogsor metszéfogai, de a betegség progressziv jellege miatt az 6sszes metszéfog
érintetté fog valni a betegség elSrehaladtaval, sét, akar a szemfogakon is meg-
jelenhetnek az elvdltozasok [18].

A betegség pontos és korai diagnosztizalasa radioldgiailag lehetséges, ugyanis
a korai elvaltozasok jelentds része el8szor subgingivalisan jelentkezik [18, 19].
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A betegség pontos és A metszGfogakrdl és a szemfogakrdl készitett intraoralis rontgenfelvételek kony-

korai diagnosztizalasa nyen kivitelezhet8ek istalléi kortiimények kozott is, boditott allatban. Idedlis az

radiolégiailag an. bisecting angle mddszer alkalmazasa, amelynek a kivitelezését a 2. dbra
lehetséges szemlélteti [25].

1. ABRA. Lovak odontoclast-sejtes fogfelszivéddsdrél és hypercementosisdrél (szdjireg feldl)

A) Viszonylag enyhe elvaltozasok a szajureg feldl (drenalé jaratok és inygyulladas), 103-as fog kisfokd diagonalitasa (fekete
nyil). (Az enyhe szajireg fel6li elvaltozasok ellenére kifejezett radiolégiailag elvaltozasok /lasd késébb: 3. abra/)

B) Kifejezett inysorvadas, csontfogyas, hypercementosis, abnormalisan kopott ragofelszin, fogks, 402-es fog patoldgias
torése (piros nyil), 403-as fog diszlokacidja (sarga nyil)

C), D) Abnormalisan kopott ragofelszin (kék nyilak), 402-es fog hianyzik (piros nyil), 403-as fog diszlokaciéja kovetkeztében
abnormalisan kopott a 103-as fog (sarga nyil)

FIGURE 1. Equine odontoclastic tooth resorption and hypercementosis (from the oral cavity)

A) Clinically mild lesions (draining tracts and gingivitis), 103 small degree of diagonality (black arrow). (Despite the mild lesions
within the oral cavity, marked lesions visible on radiographic image /see figure 3./)

B) Marked gingival recession, bone loss, hypercementosis, odontolith, pathological tooth fracture (402, red arrow), dislocation
(403, yellow arrow)

C), D) Abrasion of the dental table (blue arrow), absent (402, red arrow), secondary to the dislocation of 403 there is an
abnormal abrasion of the 103 teeth (yellow arrow)

2. ABRA. A centrdlis réntgensugdr (sérga vonal) meréleges
széget zdr be azzal a sikkal (fekete vonal), ami kettészeli a
metsz8fog gybkere menti sik (fehér vonal) és a réntgen kazetta
sikja (piros vonal) dltal bezdart széget

Erdemes a lovaknal szedaciét alkalmazni a nyelv- és
ragdémozgasok elkerllése végett [25]

FIGURE 2. The central beam (yellow line) is directed
perpendicular to the plane (black line) that bisects the angle
between the incisor reserve crown root (white line) and the
sensor (red line, D)

The patient must be sedated adequately to prevent chewing
and tongue motion [25]
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A réntgenfelvételen A rontgenfelvételen megfigyelhetd lehet a fogfelszivdédas, a periodontalis liga-

megfigyelheté lehet mentum tér kiszélesedése, a fogmederben 1évs gydkér hagymaszerl megndve-

- fogfelszivdodds kedése, és az alveolaris reszorpcié vagy csontatépulés is (3. dbra) [26]. LORELLO és

- a periodontalis mtsai (2015) azt talaltak, hogy id8s lovak esetében a szajiireg feldl egészségesnek

ligamentum tér t(inS fogak is radioldgiailag gyakran EOTRH-szer({ elvaltozasokat mutatnak [18].

kiszélesedése A fogreszopcido-tipusok meghatarozasanak klinikai jelentésége abban rejlik, hogy

- a fogmederben Iévé mig a gyulladasos reszorpcid esetén tipikusan szikséges kezelni a lovakat, addig

gy6kér hagymaszeri az atépulléses reszorpcid esetén nem igényelnek kezelést [15]. A fogreszorpcid

megnévekedése stadiumainak meghatarozasa szintén segitséglnkre lehet kezelés és a korjoslat

- alveolaris reszorpcio meghatarozasaban. A dentinallomany egy érzékeny szbvet és a 2. stadiumtol
vagy csontdtéplilés is kezdédbGen mar fajdalmat érezhet a 16 a betegség kovetkeztében [15].

3. ABRA. Dorsoventralis réntgenfelvétel egy |6 mandibuldjdnak rostralis
részérél, lathatéak a EOTRH jellegzetes elvdltozdsai (1/a képhez tartozd
réntgenfelvétel)

A korona (a) és a gyokér (b) reszorptiv elvaltozasai, a periodontalis
ligamentum tér kiszélesedése (c), az intraalveolaris gyokér bulbosus
megnagyobbodéasa (d), periapicalis alveolaris csontlizis (e),
kondenz4lédé osteitis (periapicalis alveolaris csontsclerosis (f)

FIGURE 3. A dorsoventral radiograph of the rostral mandible of a

horse showing the typical radiographic changes associated with EOTRH
(radiography of case present in image 1/a)

Resorptive lesions of the reserve crown (a) and apex (b), widening

of the periodontal ligament space (c), bulbous enlargement of the
intra-alveolar crown-root (d), periapical alveolar bone lysis (e), areas of
condensing osteitis (periapical alveolar bone sclerosis (f)

Fontos elklloniteni az EOTRH-ot az id8s korban jelentkezd - hasonlé klinikai/
radioldgiai képpel tarsuld — elvaltozasoktdl (pl. lekerekedett gyokércsics, a perio-
dontalis rés kiszélesedése, alveolaris sclerosis és a periodontitis/periodontosis
kovetkeztében kialakuld alveolaris csontresorpciétdl és csontatépuléstdl) [15, 24].

Tovabbivizsgalatok szUikségesek specifikusabb radioldgiai jellegzetességek felta-
rasara, ill. patognomikus tliinetek vagy mas diagnosztikai mddszerek felkutatasdhoz.

KEZELES, MENEDZSMENT

Az EOTRH dltal Az EOTRH altal okozott fajdalmas taplalékfelvétel és ragas kezelésére jelenlegi

okozott fdjdalmas ismereteink szerint foghUzas nélkil nincs érdemi lehet8ség, de a betegség korai
taplalékfelvétel és ragds stadiumban diagnosztizalva, éveken at kielégitGen menedzselhetd. A gyakori —
kezelésére a foghuzads legalabb félévente elvégzett - szajuregi és radioldgiai vizsgalat kulcsfontossagu,
az egyetlen megoldds hiszen a betegség kérlefolydsa nagyban eltér az egyes eseteknél [4]. A betegség

korai szakaszaban segithet, ha a fogak k6zott gyakran kialakuld diasztémaéakba beto-
morilt, bomld takarmanyt eltavolitjak, ill. jelentésen javitja a szaj higiénés statuszat
helyileg klérhexidin-glikonat oldat hasznalata is [27]. Mas szerz8k szerint, a kbros
elvaltozasok lassitasara akar fajdalomcsillapitast, antibiotikumos kGrat, takarmany-
mobdositast, kortikoszteroidos kezelést, mitéti klrettalast is lehet alkalmazni [14].
A betegség progresszivitasanak kdvetkeztében azonban a foghlzas, - az elvaltoza-
sok okozta taplalékfelvételianomalidk és a fokozédé fajdalom orvoslasara - elkertl-
hetetlenné valik. Amint az innyel fedett elvaltozasok (periodontitis, osteomyelitis,
fogtorések, kifejezett fog reszorpcid) a szajlureg feldl vizsgalva vagy radiolégiailag
megfigyelhetdvé valnak, a fogak kihGizdsa marad az egyetlen megoldas [4]. Habar az
Osszes metszdfog eltavolitasa nagyon radikalisan hangzik, mégis gyakran ez vezet
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a 16 életmin8ségének jelentds javulasahoz, tovabba ez konnyiti meg a taplalék-
felvételét is (4. dbra) [6]. FoghUzas nélkll a betegség kdrjoslata a legjobb esetben
is kétes, de inkabb rossz kimenetell [28], azonban az 6sszes érintett fog eltavoli-
tasaval (5. dbra) j6 eséllyel nagy mértékben javithaté az allatok életminésége [18].

4. ABRA. KihGzott EOTRH
metszéfogak

FIGURE 4. Multiple extracted
EOTRH incisor teeth

5. ABRA. A képen lGthaté EOTRH esetnél az ésszes mandibularis és maxillaris metszéfog eltdvolitdsra keriilt, ezzel egy idében

részleges alveolus reszekcié tértént, az alveolus feletti nydlkahdrtya egyesitése nélkul. A posztoperativ terdpia igy nyitott
alveolus mellett tértént

A) A felvétel a foghlzas utadn 9 nappal készilt, megfigyelhetd a metszdfogak eltavolitasat kdvetéen eldomborodd mesialis
szajpadlasi redd (piros nyil)

B) A felvétel a foghlzas utan 3 héttel készllt, szabalyosan granulalédé és epithelizal6dé alveolus (fekete nyilak)

C) A felvétel a foghlzas utan 6 hénappal készult

FIGURE 5. A case that underwent complete extraction of all mandibular incisors and all maxillary incisors. At the same time
a partial alveolar resection was performed without fusion of the mucosa above the alveolus, thus postoperative therapy was
performed with an open alveolus.

A) The image was taken 9 days post extraction, note the protruding mesial cleft palate fold after the extraction of the
incisors (red arrow)

B) The image was taken 3 weeks post extraction, note the normally granulating and epithelializing alveolus (black arrows)
C) The image was taken 6 months post extraction



A metszéfogak
eltdvolitdsa térténhet
foghuzdssal vagy
sebészi feltdrdssal

A foghuzdast kévetéen a
lovak képesek a széna
és az abraktakarmany

elfogyasztdsara, sét
akar legelésre is

6. ABRA. A nyelv elesése a foghlzdst kévetSen gyakori jelenség

FIGURE 6. Tongue protrusion often occurs following incisor

extractions

LOVAK ODONTOCLAST-SEJTES FOGFELSZIVODASA ES
HYPERCEMENTOSISA

Osszességében elmondhatd az EOTRH-val kapcsolatban, hogy fontos a beteg-
ség korai felismerése, és radioldgiai diagnosztikaja, az esetleges lokalis kezelések
elvégzése, és a tulajdonos felkészitése és meggybzése arra vonatkozdan, hogy az
dllat megfelel6 életmindségének megtartasa, és a fajdalommentes taplalékfel-
vétel meglrzése érdekében, az érintett fogak eltavolitdsa idével nem elkerllhetd.

A metsz&fogak eltadvolitasa torténhet foghlzassal vagy sebészi feltarassal (pl.:
buccotomia, transcorticalis osteotomia, repl(zié) attél fligg8en, hogy milyen
jellegll és suUlyossagu az elvaltozas. A fogak kihlGzasa jol kivitelezhetd allé hely-
zetld bdditds soran, regionalis anesztézia alkalmazasa mellett [4]. A foghUzast
kovetben az alveolus fragmentum mentességének igazolasara javasolt a radiol6-
giai kontroll [18]. Sdlyos EOTRH esetén, amikor az 0sszes metsz6fog eltavolitasa
szUkséges, a tulajdonost részletesen tajékoztatni kell a posztoperativ kezelésrdl,
a takarméanyozasrél, a nyelv el8esésének lehetéségérdl (6. dbra) és a prognozisrol
[4]. Az el6rehaladott esetekben fontos, hogy megfelelé gyakorlattal rendelkezd
sebész végezze a beavatkozast, a fog, ill. az alveolus fragmentéaciéjanak jelentds
kockazata miatt. A lovak kis diszkomfortot mutatnak a metsz4fogak teljes elta-
volitasat kovetden, ami jol kontrollalhatd nem-szteroid gyulladascsokkentbkkel,
tovabba 7-10 napos antibiotikumkuUra is javasolt a fert6zések megeldzése végett
[4]. A foghlzast kovet8en a lovak képesek a széna és az abraktakarmany elfo-
gyasztasara is, s6t, a legtdbb l6tulajdonos arrél szamol be, hogy a lovak kivaldan
tudnak legelni, az ajkaikkal tépik le a fUvet [4]. Ettdl figgetlenll javasolni kell az
aztatott pellet etetését kiegészitd takarmanyként [6].

A legtobb id8s 16 szamara semmiféle nehézséget nem jelent a metszéfogak

nélkili élet; egészséges, allatjoléti szempontok szerint is kedvezd életet tudnak
élni, miutan eltavolitasra kerultek a beteg fogak [18].

OSSZEGZES

Amig az EOTRH kialakulasanak hatterét nem sikerUl teljesen megérteni és feltarni,
addig a klinikailag és radiolégiailag is érintett fogak (dltaldban az 6sszes metszé-
fog) eltavolitdsa marad a kezelési megoldas [18]. Habar ez jelenleg egy hatékony
és jOo megoldast jelent, tovabbi kutatasokkal remélhetdleg kozelebb kerllhetiink
az oktan megértéséhez, és igy tovabbi terapias megoldasok szllethetnek erre az
aluldiagnosztizalt, destruktiv és igen fajdalmas fogbetegségre.
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OSSZEFOGLALAS

A kutyak cutan mastocytomaiban a kemoterapiat meghilsité multidrog-reziszten-
cia kialakulasaban részt vevé egyik fontos transzmembran fehérje a P-glikoprotein
(P-gp). Vizsgalataik soran a szerzdk 31 beteg tumorabdl tortént immunhiszto-
kémiai vizsgalat a fehérje expresszidjanak kimutatasara. Ezek kozul 25 paciens-
nél volt lehetdség a P-gp aktivitdsanak vizsgalatara aramlasos citométerrel is.
Az eredmények szerint a kifejez6dés mértéke, valamint az aktivitas pozitivan kor-
reldl egymassal, és mindkét érték valtozasa tapasztalhatd a talélési id6kkel 6ssze-
fliggésben. Ezeket az idGket azonban tobb tényezd befolyasolja, és az okokat nem
lehet kizarélag egy transzmembran funkcidra visszavezetni.

SUMMARY

Background: Dermal mast cell tumor is one of the most common skin tumors
in dogs. Chemotherapy is often needed as treatment. P-glycoprotein is one of
the most important transmembrane protein is P-glycoprotein in the develop-
ment of multidrug resistance (MDR) which can be associated with treatment
failure.

Objectives: The aim of this study was to evaluate P-gp expression and make
comparative examinations with the function of this efflux pump protein by flow
cytometry. In addition, we aimed to determine the connection between P-gp
results and survival times.

Material and Methods: In our study we examined mast cell tumors of 31 dogs.
P-gp expression was detected by immunohistochemistry on paraffin embed-
ded tumor tissue samples. We evaluated the percentage, the intensity and the
location of the positive reaction (membrane/cytoplasm). P-gp funcion was also
determined in 25 patients by flow cytometry analyses. Multidrug resistance
Activity Factor (MAF) was determined by the calcein assay. Fluorescent signal
intensity was determined by flow cytometry in cells with or without verapamil
inhibition.

Results and Discussion: According to our examinations, changes of P-gp
expression and function (quantifiable with MAF) are positively correlated
(r = 0.542, p < 0.05). This observation was true in chemotherapy-treated patients
(n = 15), as well. This observation was true in chemotherapy-treated patients
(n = 15), too. The P-gp expression and MAF increased with ,grade” and the sur-
vival times and ,grade” had a negative correlation. Interestingly, P-gp expres-
sion and MAF had correlated positively with overall survival time and relapse free
period. We determined several cut off values to make accurate survival analysis
and only with 0.17 MAF cut off showed a negative correlation between MAF and
relapse free period (sensitivity: 66.7%; specificity: 71.4%; p = 0.8214). It should
be noted that the overall survival times were significantly influenced by several
factors, such as cause of death, degree of malignancy, stage, treatments, so
they can not be traced back to exclusively one membrane transporter function.



P-GLIKOPROTEIN IMMUNHISZTOKEMIAI ES ARAMLASOS CITOMETRIAI
OSSZEHASONLITO VIZSGALATA KUTYAK MASTOCYTOMAI ESETEBEN

A hizésejtek malignus atalakulasa okozta mastocytoma a kutyak leggyakoribb
bérdaganata, amely az 6sszes bSértumor mintegy 16-21%-3at teszi ki [1, 2]. Jel-
lemzden idésebb, atlagosan 8-9 éves kutyakban fordul el8, azonban egyre
gyakrabban jelenik meg fiatal egyedekben is. Egyes vizsgalatok szerint az dsszes
mastocytomas beteget tekintve 3 éves kor alatt 3%-ban, 4-6 éves kor k6zott
pedig 25,8%-ban taldlkozhatunk ezzel a tumortipussal [3]. Legtdbbszor keveré-
kekben fordul eld, de bizonyos fajtakban gyakoribb, ilyenek boxer, boston terrier,
angol és francia bulldog, mopsz, labrador és golden retrieverek, cocker spaniel,
schnauzer, staffordshire terrier, beagle, vizslak, shar pei [1, 2, 4]. A megnove-
kedett kockazati faktor genetikai hatterére vonatkozdan jelenleg is széleskorl
kutatdsok folynak [1].

A szovetszaporulat leggyakrabban dermalis és subcutan megjelenésd, jellem-
z8en solitaer, habar statisztikai vizsgalatok alapjan a betegek 11-14%-&ban
multiplex formaban jelentkezik [1]. Az Ggynevezett visceralis formaja a megbe-
tegedésnek jellemzben disszeminalt: a haslri nyirokcsomadkba torténd infiltracio,
a 1ép, a maj és/vagy a csontveld érintettsége gyakori ezekben az esetekben.
Ezek a formak klinikailag joval agresszivebbek, a bdrre korlatozdédd formaknal,
gyorsabban novekednek, invazivak [5].

A bdr mastocytomai igen valtozatosak lehetnek, sokszor dsszekeverhet8ek
nem-daganatos elvaltozasokkal. A kis (low grade) malignitasd daganatok jellem-
z8en jol korulhatarolt, nem fekélyes duzzanatok, és hénapokig nyugvd allapot-
ban vannak. Ezzel szemben a nem differencialt tumorok gyorsan névekedd&ek,
felszinUk gyakrabban kifekélyesedik, kdrnyezetik 6démas, kipirult. A hizésejtek
granulumjaiban hisztamin, heparin és egyéb vazoaktiv anyagok termel8dhet-
nek. Ennek megfelelSen fizikai behatasra vagy akar a klinikai vizsgalat soran a
daganatsejtek granulumijai kitiriilhetnek (degranulalédhatnak), amelynek kévet-
keztében helyi 6déma, erythema keletkezhet a kdrnyez§ szdvetekben [6]. Kifeje-
zetten nagyméretd, dttétes tumoroknal, vagy szisztémas mastocytosisnal olyan
nagymértékl lehet a hizdsejteredetl medidtorok felszabaduldsa, hogy sokkot,
hirtelen rosszullétet, hanyast, hasmenést, lazat, ritkadn elhullast is okozhat [7].

A mastocytomak kezelését tekintve elsGdlegesen valasztandd terapias lehetd-
ség a mitéti eltavolitas. A helyesen kivitelezett m{téti eljaras hagyomanyosan
3 cm ép széllel, egy izompblya mélyen volt ajanlott, am tdbb vizsgéalat szerint
a grade | és Il /low grade primer tumorok esetekben mar 1-2 cm ép széllel tor-
ténd eltavolitas is elég a teljes gydgyuldashoz [8]. Emellett egyes tanulmanyok
szerint nem igazolhatd statisztikai kiilonbség a teljes tUlélés tekintetében
a teljes vagy inkomplett eltavolitast kdvetSen [8-10]. Amennyiben klinikailag
indokolt, adjuvans kezelési mddok javasolhatdak, Ggymint sugarterapia vagy
kemoterapia [1, 11, 12].

A neoadjuvansan (m{tétet megel8z8en) adagolt prednisolon 1 mg/ttkg adag-
ban vizsgalatok szerint csokkentheti a tumor méretét, igy mérsékelve a kimet-
szendd terlUlet nagysagat [11]. Kemoterapias kezelés javasolt abban az esetben,
ha a tumor kiterjedése vagy helyez6dése miatt mdtéti megoldas nem jon szbba,
ill. high grade tumorok esetében adjuvans kezelésként alkalmazhaté. A vinblastin
és prednisolon kombinacidjaval jelentésen megnovekedhet a teljes tllélési idd
[12, 13]. Ezen felll lomustin/prednisolon terapia is hatékony lehet, kllondsen
azokban az esetekben, ahol az el6z8 kezelésekre ellendlld, rezisztens mastocy-
tomakrél van szé [11].

Alkalmazhatdak az 4n. tirozin-kindz inhibitorok (TKI) is, amelyek féként akkor
hatékonyak, amikor a c-kit gén mutacidja is igazolhatd fé6ként a juxtamembra-



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2022. FEBRUAR

nosus domain (exon 11-12), kisebb részben az extracellularis domain (exon 8-9)
terlletén [14, 15]. Ezek kozul két hatdanyag allatgydgyaszati készitményként is
elérhetd, a masitinib és a toceranib-foszfat. Ezen szerek a KIT-receptorok ATP-
kotd helyeinek kompetitiv antagonistai, igy képesek gatolni a receptorok aktivi-
tasat [11]. Az emlitett gydgyszereknek szamos kombinacids lehetésége 1étezik,
ill. sugarterapiaval valé alkalmazasuk is hatdsos lehet. A kezelések mellé gyo-
morfekélyre utald tinetek esetében érdemes H1-blokkoldkat (pl. difenhidramin),
H2-blokkolékat (pl. famotidin) és egyéb gyomorvéddket (protonpuma-gatlok,
bevondk, PGE-analégok) adni [1, 11, 16].

A kemoterapias kezelést igényld mastocytomak esetén is taldlkozhatunk a multi-
drog-rezisztencia (MDR) problémakorével. A jelenség soran a kezelés ellenére
recidiva és progresszié tapasztalhaté. Jellemz8en nem csak egy, hanem tébb
gybdgyszerre is egylttesen alakul ki az ellenalléképesség, tehat a daganatsej-
tek keresztrezisztenciat mutathatnak a mind hatasmechanizmusukban, mind
szerkezetlkben kUldonb6zd citotoxikus szerekkel szemben is, ami gyakorlati
szempontbdl azt jelenti, hogy a beteg daganatat mar a kemoterapias szer val-
toztatasaval sem tudjuk megfeleléen kezelni [17].

Szamos tényezsd okozhat teradpiarezisztenciat. llyenek pl. az ABC-membran-
transzporterek (ATP-binding casette transporters), amelyek adenozin-trifoszfat
(ATP) segitségével képesek kildnbdz8 molekuldkat atjuttatni a sejtmembréanon
kivulre [18]. Ide soroljuk a multidrog-rezisztencia fehérje-1 (MDR1) génen expresz-
sz416d6 P170-glikoproteint (P-gp) is, amely a szervezet szamara nélkildzhe-
tetlen szamos fiziolégias folyamathoz [13].

Azonban a tumorsejteken helyez8dd P-gp membranfehérjék képesek kijuttatni
a szamukra szubsztrat kemoterapias szereket, ezaltal eredményezve terapiare-
zisztenciat [13, 18]. Ezen pumpafehérje sejtfelszinen valé megjelenése esetén
a sejtek kemoterapia-indukalt apoptosisa kifejezetten rossz hatasfokd, és a
daganatos szovetbdl vald kimutatasa esetén varhatd, hogy a tumor kevésbé fog
reagalni a citosztatikumokra. Ha ugyanis a membrantranszporterek kijuttatjak
a sejtekbdl a kezelésben hasznalt gydgyszert, akkor azok nem tudjak kifejteni
a hatasukat a sejtekben. Ezaltal a tumort védi meg a behatold ra nézve karos
anyagoktdl, ami a beteg szempontjabdl a kezelés sikertelenségéhez vezet [18].
P-gp altal kipumpalhatd, Un. szubsztratmolekula tobbek k6z6tt a vinblasztin,
vinkrisztin, doxorubicin, egyes szteroidok (pl. metil-prednizolon, dexametazon,
progeszteron), valamint egyes TKI-szerek, mint az imatinib és a gefitinib.

Szamos daganattipus esetén mutattak ki P-gp-pozitivitast immunhiszto-
kémiai/immuncitokémia vizsgalatok segitségével [19, 20]. Mastocytomak ese-
tében a P-gp immunhisztokémiai expressziéjat MiyosHl és mtsai vizsgaltak
kGl6nbozd malignitasd formak esetén [21]. Ugyanakkor lehetdség van a protein
altal medialt rezisztencia mértékét Gn. aramlasi citométerrel is meghatarozni.
Ezzel a mbdszerrel nem csak a fehérje jelenléte, hanem funkcionalis aktivitasa
is meghatarozhatd. A vizsgalathoz olyan festékanyagok hasznalatosak, amelyek
a P-gp protein szubsztratjai (pl. rhodamin, calcein), és a receptoron torténd,
extracellularis térbe vald transzport alkalmaval detektalhatdak [21, 22].

Vizsgalataink soran az Allatorvosi Haematolégiai és Onkolégiai Kézpontban
kezelt és nyomon kovetett mastocytomas kutydk daganatainak P-glikoprotein
immunhisztokémiai és aramlasi citometriai 6sszehasonlité vizsgalatat végeztik
el. Megfigyeltlk tovabba ezen mért paraméterek kapcsolatat az egyes klinikai
tényezbkkel.
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Vizsgalataink soran osszesen 31 cutan mastocytomaban szenvedd kutyabeteg
mintait gyUljtottlk 6ssze. A betegek kdzott 16 him és 15 ndéstény egyed volt,
amelyek atlagéletkora 8,3 (£2) év volt. A fajtdk a kovetkez8ek voltak; keverék
(n =7), labrador (n = 5), golden retriever (n = 3), mopsz (n = 3), magyar vizsla
(n = 3), shar pei (n =1), amerikai staffordshire terrier (n = 1), border collie (n = 1),
argentin dog (n =1), angol bulldog (n = 1), rottweiler (n = 1), boxer (n =1), bichon frise
(n =1), gordon szetter (n =1), jack russel terrier (n =1). A Stage és Substage beso-
rolds a WHO (World Health Organization) ajanlasa szerint tortént [1]. Ezt tekintve
a betegek 54,8%-a Stage | (n =17), 16,13% Stage Il (n =5), 22,58% Stage Il (n =7)
és 6,45% Stage IV (n = 2) besorolas ala esett.

A tumorok primer lokalizacidjat is figyelembe véve a legtdbbszor a daganat a
mellkason volt taldlhaté (n =12), ezt kdvette a fej-nyaki régié (n = 6), majd a lagyék-
ban (n = 4) valamint Idbvégen (n = 4) és a comb lateralis oldalan (n = 4) el&fordulé
esetek. Egy esetben pedig a vallon volt az elvdltozds (n =1). A betegek kérelzmé-
nyi adatait figyelembe véve 16 kutya ismerten kronikus allergiaval kizdott, mig 15
paciens anamnézisében nem szerepelt a korkép. Mas, jellegzetesen a hizdsej-
tek fokozott aktivitadsat, proliferacidjat is okozd koérkép, amely tdbb egyedben
egyforman eldfordult volna, nem szerepelt a betegek kdérelézményében. Egyedi,
véletlenszerlen el6forduld kdrképek, hanyas, hasmenés, atmeneti légzbszervi,
vagy bdrproblémak, természetesen csaknem minden egyedben el&fordultak.

A Klinikara érkez6 paciensek betegségének diagndzisat egy komplex kivizsgalast
kovet8en allitottuk fel. Ennek soran tortént atfogd vérkép és biokémiai panel
vizsgalat, hasi ultrahang vizsgalat, szikség esetén mellkas réntgenvizsgalat.
Ez alapjan kerUlt sor a ,staging”-re. A tumort tekintve m{tét eldtt készilt vékony-
tl-aspiraciés mintavétellel citoldgiai vizsgalat, majd mUtétet kdvetden minden
esetben kdrszovettani vizsgalat. Az elézetes citoldgiai eredményre a m{téti elta-
volitds megtervezéséhez volt szlkséges, amellyel a tumor low grade vagy high
grade mivolta, igy lokalizaciétdl figgden a szUkséges sebészi szél paraméterei
is meghatarozhatdk voltak. A sebészeti beavatkozas soran a mastocytomakat a
szikséges ép sebszélekkel egyltt kiséreltik meg eltavolitani, majd a kdrszovettani
értékelést nem befolyasold régiokbol (sebszélektdl tavol, a tumor centrumabél)
elkllonitettink egy kis részletet a késdbbi aramlasos citometriai vizsgalatra.

A kérszovettani vizsgalathoz a mintat 10%-os pufferolt formalinban fixaltuk atla-
gosan 20-24 6ran at. A szovettani feldolgozas helyszine a Matrix Korszovettani
és Citoldgiai Laboratérium, valamint az Allatorvostudomanyi Egyetem Patoldgiai
Tanszékének Laboratériuma volt.

A fixalast kovetbéen a mintakat paraffinba agyaztak, majd 3-5 ym vastagsagu
metszeteket targylemezre helyezték. A P-glycoprotein jel6léséhez C494 kldn-
szam( egér monoklonélis antitestet hasznaltunk (Enzo Clinical Labs Inc., NewYork,
USA). Az eljardshoz deparaffinalast kovetéen feltaras tortént 6-os pH-jU citrat
pufferben, mikrohullamu sitd segitségével 800 Watton 5 percig, és 180 Watt
teljesitményen 10 percig. A primer antitest alkalmazéasa el8tt szUkség volt a
szovetek endogén peroxidaz enzimeinek blokkolasara (EnVision FLEX Peroxida-
se-blocking Reagent, Dako Agilent) 10 percen keresztil. Ezutan a mintak inkuba-
lasa kovetkezett a monoklonalis primer ellenanyag 1:20-as higitasi oldataban 40
percig. A primer antitest kétédésének kimutatasdhoz masodlagos ellenanyagra
is szUkség volt (Dako Envision system-HRP). Ezen ellenanyagban a mintak 20
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percen at inkubalédtak. A kitben taldlhaté masodlagos antitest mentes avidintdl
és biotintdl. Ezen tulajdonsaganak készonhetéen nem okoz aspecifikus endogén
avidin-biotin pozitivitast.

A specifikusan két8dott ellenanyagok ezutan kromogénnel (Dako Envision Flex
DAB) keriltek jelélésre, amely az els8dleges kot6dési helyeket barna szinben
tette 14thatdva. Az el8hivas utan magfestés tortént hematoxilinnel. PBS (phos-
phate-buffered saline) oblitést kdvetéen a lemezek viztelenitése és fedése zajlott
xilolmentes fed&folyadékkal.

A hematoxilinnal és eozinnel festett lemezek alapjan tortént a mastocytomak
»grade” meghatarozasa a mai standardnak megfelelGen kétszintes [23] és harom-
szintes [24] rendszer szerint.

A P-gp jeldlt metszetekhez pozitiv kontrollként egészséges kutyamajszovetet
hasznaltunk. A negativ kontrollhoz egy beteg tumormintajat vettik igénybe, ame-
lyet nem inkubaltunk a primer antitesttel, de a jeldlés tobbi [épése megtortént.

A birdlathoz 6t nagy nagyitasd 1atétérben (400x nagyitason), latéterenként kb.
200 darab sejtet vizsgaltunk [25]. A P-gp szazalékos expresszidja alapjan egy
haromszintes pontozd rendszer szerint kategorizaltuk a betegeket; 1 =<10%, 2 =
10-50%, 3 =>50% [22]. A pozitiv sejtek ardnya mellett figyeltik a fest8dés helyét
(cytoplasma vagy sejtmembran), valamint intenzitdsat. Az intenzitds mértékét
harom csoportba osztottuk (1. csoport: pozitiv kontrollndl gyengébb intenzitas;
2. csoport: pozitiv kontrollal megegyezd intenzitas; 3. csoport: pozitiv kontrollnal
erdsebb intenzitas).

Ertékelhetd eredményt jelent dramlasos citometriai vizsgalatra 25 beteg eseté-
ben kerllhetett sor. A m(tétet kdvetden a vizsgalatra elkllonitett szovetrészletet
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia,
USA) médiumban taroltuk 4 °C-on. Az RPMI egy, vitaminokat nagy koncentracié-
ban tartalmazé tapoldat, amelyet sejtkultUrak taplalasahoz hasznalnak. A tovabbi
feldolgozast legkésdbb 48 6ra muilva megkezdtlk. A tumor aprdra darabolasa utan
a disszocialt tumorsejteket sz(rtlk, centrifugaltuk.

A calcein-jel6léshez 10° db sejtet mértlnk ki, PBS-folyadékban. Harom vizs-
galati csoportot hoztunk létre. Az elsG csoport egyéb reagens nélkil 37 °C-on
inkubalédott, a masodik csoporthoz dimetil-szulfoxid (DMSO) (Sigma Laboratories
Ltd., Mumbai, India) kerilt, a harmadikhoz az aktivalt, vagy inaktivalt Ca-csa-
torndkat és magat a P-gp-t is blokkolni képes verapamilt (Sigma Laboratories
Ltd., Mumbai, India) adtuk. Mindegyik csoporthoz tartozé csében Iévd elegyet 15
percig inkubaltuk.

A calcein-acetoximetilészter (AM) (Invitrogen, Life Technologies, USA) egy zsirol-
dékony, nem fluoreszcens molekula, amely gyorsan képes penetralni a membranon
at a sejtekbe. Az é16 sejtekbe jutva kiilonb6z6 észterdzok hatasara az AM-csoport
levalik, és a calcein fluoreszcens molekulava alakul. A transzportfehérje hianyaban
felhalmozddik a sejtekben, aramlasi citométerrel mérhetdvé valik az intenzitasa.
Azonban abban az esetben, ha a transzmembran protein mennyisége nagy a sejtek
membranjaban, akkor a fluoreszcens calcein az extracellularis térbe jut, a jelin-
tenzitas csokkenni fog a sejtekben. Amennyiben a sejtekhez Pgp-gatlot, vagyis
verapamilt adunk, a pumpafehérje mikodését akadalyozzuk, igy a calcein-AM
erds fluoreszcens jelét detektalhatjuk a sejtekben az aramlasi citométer segit-
ségével. A rezisztencia kvantitativ mértékére a Multidrog-rezisztencia Aktivitasi
Faktor (MAF) meghatarozasaval kovetkeztethetiink, amely a verapamillal gatolt,
ill. gatlészer nélkuli calcein akkumulacié aranyabdl szamithato ki;

(IF IF )/ IF

verapamil calcein verapamil
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Az inkubéaciés idé leteltével a reakcié hideg (4 °C-os) PBS-sel torténd leallitasa
utdn mindharom mintat tartalmazé cséhoéz a holt és é16 sejtek elklldnitésére
szolgalod festékanyagot, 7-amino-aktinomicin D-t adtunk. Ezt kdvetSen a mintakat
dramlasos citométer segitségével vizsgaltuk. Az dramlasos citometria alkalma-
zasaval egyidében mérhetd a sejtek granulaltsdga és nagysaga. A mintakban
taldlhatdé tumorsejtek képesek felvenni és atalakitani a calcein-AM festéket, a
létrejott fluoreszcencia pedig detektalhatd és mérhetd az aramlas citométerrel.
A sejtek fluoreszcencidjanak mérése FACScan (Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatd
és analizator) (Becton Dickinson, San Jose, USA) aramlasos citométer segitsé-
gével tortént.

A betegek kezelését a klinikai megjelenés, a stadium és korszovettani eredmény
egylttes figyelembe vételével terveztik meg. Mindegyik kutya daganatat m{té-
tileg eltavolitottuk. A 31 betegbdl 23 paciensnél kdrszovettanilag igazoltan teljes
eltdvolitas tortént, 8 esetben a sebszélek a tumor &ltal érintettek voltak. Osszesen
16 kutyanal tortént kemoterdpids utdkezelés prednizolonnal kiegészitve (2-0,5
mg/ttkg po adagban) és 15 kutyanal nem alkalmaztunk gydgyszeres utdkezelést.
A gyogyszerenkénti szamszer( eloszlast a 1. tdbldzat mutatja.

1. TABLAZAT. A m{itétet kvetSen kemoterdpids kezeléseket kapott betegek szam szerinti felsoroldsa

TABLE 1. Number of patients, who received chemotherapy treatment after the surgery

Masitinib 5

Vinblastin 6

Masitinib + Vinblastin 3
Masitinib + Vinblastin + Lomustin 2

A masitinib (Masivet) (AB Science S.A., Parizs, Franciaorszag) adagolasa 9,5-12,5
mg/kg terapias savban tortént. Hematoldgiai eltérés, rosszullét a dbzis csokkenté-
sét vagy akar a gydgyszer elhagyasat vonta maga utan. Megfeleld terapias valasz
hianya esetén a kezelést szintén felfliggesztettik. Olyan esetben, ahol a m{téti
eltavolitds nem volt sikeres, ill. eleve metasztatikus megbetegedés volt igazolhatd
a klinikai vizsgéalattal, 2-3,5 mg/m? hetente to6rténd iv. vinblastin (Richter Gedeon,
Budapest, Magyarorszag) kezelést alkalmaztunk. Szintén vinblastinra valtottunk,
ahol a terapias valasz nem volt megfeleld pusztan masitinib kezeléssel. Két beteg
esetében, amelyek Stage IV stddiumban voltak 60-80 mg/m?2 dézisban Lomustin
(CCNU) (Bristol-Myers Squibb Canada, Montreal, Kanada) kapszulaval egészitettik
ki a terapiat.

Minden beteg eltavolitott tumoranak meghataroztuk aramlasi citométerrel a
MAF-értékét, valamint a P-gp szazalékos aranyat, majd megvizsgaltuk Pear-
son-féle korrelaciés analizissel a két mdodszer kapcsolatat. Student-féle t-proba-
val és khi-négyzet prébaval ellendriztlk a szignifikancia szinteket. Kaplan-Meier
analizissel pedig a talélési idSket vizsgaltuk és gorbékkel abrazoltuk a StatsDirect
Software (StatsDirect Ltd. Merseyside, UK) felhasznalasaval.



A P-gp-festédés
jellemzéen intenzivebb
volt a fehérjét

nagyobb szdzalékban
expresszalé daganatok
esetében

1. ABRA. 80% feletti
P-glikoprotein-expresszié cutan
mastocytomdban

IHC, 400x, bar=50 ym

FIGURE 1. Cutaneous mast cell
tumor with >80% P-glycoprotein
expression

IHC, 400x%, bar=50 ym

2. ABRA. 8-10%-o0s
P-glikoprotein-expresszié cutan
mastocytomdban

IHC, 400x, bar=50 ym

FIGURE 2. Cutaneous mast cell
tumor with 8-10% P-glycoprotein
expression

IHC, 400x, bar=50 ym
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EREDMENYEK

A betegek kérszdvettani besorolas alapjan 25,8%-a low grade/grade | csoportba
tartozott (n = 8), 45,2% low grade/grade Il (n = 14), mig 6,45% (n = 2) high grade/
grade |l csoportba kerllt. A high grade/grade Ill csoportba a tumorok 22,6%-a esett
(n =7) [23, 24].

P-GLYCOPROTEIN-EXPRESSZIO VIZSGALAT
A 31 betegbdl készult immunhisztokémiai vizsgalat sordn meghataroztuk a P-gp
expresszié szazalékos aranyat, a pozitiv reakcié helyét (membran, cytoplasma)
és a festddés intenzitasat (1, 2. dbra). Az eredményeket az 2. tdbldzat mutatja.

A P-gp-festédés jellemzden intenzivebb volt a fehérjét nagyobb szazalékban
expresszaldé daganatok esetében (r= 0,5374, p < 0,05).
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2. TABLAZAT. A pdciensek P-gp-re vonatkozé vizsgdlati eredményei

Az expresszid szazalékos meghatarozasahoz latdterenként 200 db sejtet szamoltunk le, 6t nagy nagyitasa latotérben [32].

A mintazatot a P-gp expresszid helyez6dése szerint hataroztuk meg, aszerint, hogy csak a membranban, vagy a

cytoplasmaéaban is lathatd pozitiv reakcid. A festddés intenzitdsat a 3. tabldzatnak megfelelen hataroztuk meg

TABLE 2. The results of P-gp examinations

To determine the percentage of the expression, 200 cells per field of view were counted in five HPF. The pattern was

evaluated according to the location of the positive reaction (perimembrane, intracytoplasmic). The intensity of the staining

was determined according to table 3

BB
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9,4 membran 2
13,1 membran 2
18,7 membran 2
24,3 membran 2
28,1 membran 3
32,8 membran 2
33,7 cytoplasma 2
38,4 membran 2
42,1 membran 2
46,8 membran 1
48,7 membran 2
61,8 membran 3
67,4 cytoplasma 2
71,1 membran 3
84,3 cytoplasma 3
4,7 membran 1
5,6 membran 1
5,6 membran 1
10,3 membran 1
20,6 membran 2
21,5 membran 1
30,9 membran 2
35,6 cytoplasma 3
37,4 membran 2
39,3 membran 1
43,1 membran 2
47,7 cytoplasma 2
49,6 membran 2
50,6 membran 3
53,4 membran 2
88,0 membran 2

A 25, vizsgalatban részt vett beteg MAF adata a 4. tdbldzatban lathaté.

Az dramlasos citométer dot plot dbraja esetén a koordindta-rendszerben min-
den egyes pont egy sejtet jeldl. A hasonld tulajdonsagu sejtek sejtpopulacidokat
alkotnak. Az x-tengelyen a méret (FSC), az y-tengelyen pedig a granulaltsag (SSC)
mértéke van feltiintetve (3. dbra).

A hagyomanyos hisztogram (4. dbra) esetén az x-tengelyen a fluoreszcencia
intenzitasa (vagyis a jeler8sség), az y-tengelyen pedig a sejtek szama lathaté.

A fluoreszcencia-valtozas alapjan felvett hisztogramok statisztikai értékébdl
kiszamithaté a MAF érték.

Az altalunk végzett vizsgalatok alapjan a P-gp és MAF-adatok pozitivan kor-
reladltak egymaéassal (r = 0,542, p < 0,05). Ezt a szignifikdns dsszefliggést kaptuk
akkor is, ha csak a kemoterapiaval utdkezelt betegeket (n =15) vizsgaltuk, amely
azért érdemel kiemelt figyelmet, mivel prognosztikai szempontbdl ezeknél az
egyedeknél lehet Iényeges a multidrog-rezisztencia jelenléte (r = 0,55, p < 0,05).
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3. ABRA. A dot plot alkalmas az é18 sejtpopuldcié
kivalasztasara

Az y-tengelyen a sejtek fluoreszcenciajanak intenzitasa (IF-
je) van feltliintetve. A calcein-negativ, vagyis a rezisztens
(festéket kipumpald) sejtek a valasztévonal alatt, a calcein-
pozitiv, vagyis érzékeny sejtek a valasztévonal folott
helyezkednek el

FIGURE 3. Dot plot is for examination of the living cell
population

The y-axis shows the intensity of fluorescence. The calcein
negative, resistant cells lies below the border line, while the
sensitive cells are above the border line
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4. ABRA. A fluoreszcencia intenzitdsénak véltozdsa egy beteg
példajan szemléltetve (kék: verapamillal gatolt; lila: csak
calceint tartalmazd sejtek fluoreszcencia intenzitdsa)

Lathatd, hogy a sejtek fluoreszcenciaja a verapamil
hozzadadasa utan megndtt, vagyis ott a pumpagatld
m{kodott, a festék a sejtekben maradt

FIGURE 4. The change of fluorescence intensity in a patient
(blue: inhibited with verapamil, purple: cells without inhibitor)
On the histogram, the fluorescence intensity is increased
due to verapamil, which means, the verapamil prevented the
protein’s excretion mechanism

A teljes tulélési idSt (overall survival time, OST) és recidivamentes tulélési id8t
(relapse free period, RFP) (4. tdbldzat) vizsgaltuk, és dsszefliggéseket kerestiink
a P-gp- és MAF-adatok koz6tt ezen id8tartamok figyelembe vételével.

A rendelkezésre all6 tumorok malignitasi foka (,grade”-je) és a terapiareziszten-
ciara utalé, altalunk vizsgalt paraméterek (P-gp-imunhisztokémia és membran-
transzporter-funkciod, vagyis MAF) k6zott nem fedeztlnk fel jelent8s kapcsolatot,
bar az emelked6 malignitasi fokkal egyre nagyobb MAF- és P-gp-értékek tapasz-
talhatok leginkabb a Patnaik-féle felosztas szerint [24]. Csaknem szignifikans
kUlénbség adddott az Gn. Dunnet-multiplex, kontrollal végzett 6sszehasonlitasi
modszerrel a MAF-értékek kozott a grade |, valamint grade Il malignitasi fokhoz
tartozé daganatok esetében (p = 0,0511) (5. tdbldzat).
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3. TABLAZAT. Az egyes betegek MAF-adatai
A MAF-eredménnyel nem rendelkezd pacienseket (n = 6) az 6sszehasonlitd vizsgalatokban cenzoraltuk

TABLE 3. The MAF results of the patients
The six patients without MAF were censored in the comparative examinations

Beteg sorszama ‘ MAF ‘ Beteg sorszama ‘ MAF ‘ Beteg sor- ‘ A
szama
1 0,18 11 0,19 21 0,06
2 0,04 12 22
3 Y 13 0,45 23 0,30
2 0 14 24 0,09
5 15 0,17 25 0,28
6 0,00 16 0 26 0,1
7 0,09 17 0 27 0,3
8 0,12 18 0 28 0,17
9 19 0,36 29 0,3
10 0,24 20 30 0,24
31 0,25

4. TABLAZAT. Az egyes betegek napokban kifejezett recidivamentes talélési (RFP) és teljes tulélési (OST) adatai

TABLE 4. Relapse free periods (RFP) and overall survival times (OST) for each patient expressed in days

Recidivamentes talélési idé Teljes tulélési id8
Beteg sorszama (relapse free period, RFP) (overall survival time, OST)

(GET) (GET)
i 131 185
2 87 118
3 212 213
4 238 330
5 1393 1393
6 43 90
7 171 245
8 326 326
9 59 160
10 654 670
11 104 210
12 590 590
i3 410 472
14 81 81
15 1442 2152
16 337 337
17 1224 1862
i8 1376 1863
19 398 398
20 608 608
21 265 1130
22 60 132
23 13 200
24 1656 1656
25 305 1443
26 472 472
27 1192 1192
28 374 374
29 12 89
30 1974 2388
31 128 130

86
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5. TABLAZAT. Kiil6nb6z6 PATNAIK és KIUPEL szerint [23, 24] megdllapitott malignitdsi foki mastocytomdk MAF- és P-gp-értékei

TABLE 5. MAF and P-gp values of mast cell tumors with different grades according to PATNAIK and KiupeL [23, 24]

MAF Atlag
MAF Széras
KIupEL

MAF Atlag
MAF Széras
PATNAIK

P-gp fltlag
P-gp Szbéras
KIUPEL

P-gp Atlag
P-gp Széras

0,14 0,16 0,19

0,14 0,12 0,21

Low grade High grade
0,16 0,14

0,12 0,18

Grade | Grade I Grade Il
7,18 7,35 10,54

5,77 3,55 5,70

Low grade High grade
7,45 9,44

4,42 5,46

A talélési idék, MAF- és P-gp-értékek 6sszehasonlitasat az Un. cut off érték
meghatarozasaval kezdtik.

Eszerint a hosszabb talélési id6khoz nagyobb MAF- és P-gp-érték tartozott
szinte minden vizsgalt dsszehasonlitasban (pl. 6sszes eset, csak a kemotera-
pias kezelésben résztvevd betegek, klilonb6z8 malignitasi fokozatld dagana-
tokkal m(itot betegek stb.).

A P-gp esetében 37,5% cut off értéknél szignifikans kilonbség figyelhetd meg
a teljes tllélést tekintve (p = 0,0215). Azon betegek, amelyek P-gp szazalékos
értéke a cut off érték felett volt, jelentésen hosszabb teljes tdlélést (overall
survival time, OST) mutattak (medidn 1274 nap) azoknal a pacienseknél, ame-
lyek mintdjaban a P-gp-érték kisebb volt, mint 37,5% (OST median 330 nap).

Az adatokhoz tartozé Kaplan-Meier tUlélési gorbéket az 5. dbra mutatja.

Az OST adatokat tekintve a MAF esetében is pozitiv korrelacid volt tapasztal-
hatd az 0sszes beteg vizsgalatakor és a kemoterapiaval kezelt populaciéonalis.
A teljes beteganyagot tekintve a median OST 213 nap volt a 0,77-nél nagyobb
MAF-értékkel rendelkezd betegeknél, és median 200 nap a 0,17 alatti MAF-fal
rendelkezd betegeknél (p = 0,803). A kemoterédpiaval kezelt egyedeket figye-
lembe véve ugyanezen cut off értéken median 398 nap volt a teljes talélés 0,17
MAF-felett és median 245 nap volt az OST a 0,17 alatti MAF-értékkel rendelkezd
esetekben (p = 0,707).

Az recidivamentes tUlélésiid6ket vizsgalva azonban 0,17 cut off MAF-értéket
alapul véve negativ korrelaciét fedeztink fel. A 0,17 alatti MAF-fal rendelkezd
betegek median tdlélési ideje (212 nap) hosszabb volt azokkal az esetekkel
szemben, ahol a MAF a cut off érték felett volt (median 131 nap) (6. dbra).
Az eltérések nem szignifikdnsak (p = 0,8214).

Az 6sszefliggést 170 napos recidivamentes tulélésre vizsgaltuk a 0,17 cut off
értéken, amelyre a ROC gorbe alapjan 66,7% szenzitivitast, 71,4% specificitast
kaptunk. A recidivamentes tlulélésekre vonatkozdan ez volt a legnagyobb spe-
cificitast megfigyelés.
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Censored for OST (cens: 0)
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5. ABRA. Az adott Kaplan-Meier-gérbén a 37,5% cut off
értékhez tartozé6 OST-adatok dbrdzoldsa Iathato

A betegek, amelyek tumoranak P-gp-expresszidja 37,5% alatt
volt (kék folytonos vonal) jellemzden rovidebb ideig éltek.
Ezzel szemben a 37,5%-nal nagyobb mérték(i expresszidval
rendelkezd paciensek (z6ld szaggatott vonal) szignifikansan
hosszabb tulélési idével rendelkeztek

FIGURE 5. This Kaplan-Meier curve shows the OST data for the
37.5% cut off value

Patients with tumor P-gp expression below 37.5% (blue line)
lived for a shorter time. While patients with above 37.5%

expression (green line) had a significantly longer survival time
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6. ABRA. Az gdott Kaplan-Meier-gérbén a 0,17 cut off értékhez
tartozé RFP-adatok dbrazoldsa Iathato

A betegek, amelyek tumoranak MAF-értéke 0,17 alatt volt
(kék vonal) recidiva nélkuli tllélési ideje hosszabb volt
0sszehasonlitva azokkal a betegekkel, ahol a MAF-érték 0,17
felett volt (z6ld vonal)

FIGURE 6. Kaplan-Meier curve represents the RFP data for the
0.17 cut off value

Patients with tumor MAF value below 0.17 (blue line) had a
longer relapse free period compared to patients with MAF
above 0.17 (green line)

Vizsgalatunk célja elsédlegesen az volt, hogy felmérjik a P-gp membrantransz-
porter fehérje immunhisztokémiai expresszidjanak mértékét, és dsszehasonlitsuk
az aramlasi citométeres eszkodzzel vizsgalhatd P-gp protein funkciéval. Kiléndsen
érdekesnek bizonyult, hogy ezeknek a paramétereknek a vizsgalataval sikerll-e a
klUlénbozd kezelésekben résztvevs betegek tumor-progresszidjanak sebességét
megjosolni a tllélési id6k megfigyelésének segitségével.

lgazoltuk, hogy a rendelkezésre all6 két vizsgalati médszer; az immunhisztoké-
mia és a funkcionalis, aramlasi citometrias vizsgalat paraméterei egymassal 6ssze-
hasonlithatdak, és korrelalnak egymassal. Az eredmények Ggy értelmezhetbek,
hogy minél nagyobb mértékben fejez4dik ki a P-gp a kdrszovettani metszeteken
a sejtek felszinén, annal fokozottabb a sejtek membranon zajlé calcein-kilokési
mikddése (3. és 4. tdbldzatok).

MiYosHI és mtsai 2002-ben szintén immunhisztokémiai vizsgalattal tanulma-
nyoztak 54 kutya mastocytoma sejtjein a P-gp és multidrug-resistance-associa-
ted protein (MRP) jelenlétét. Vizsgéalatukban a P-gp-pozitivitast 10%-nél nagyobb
expresszional vették figyelembe. A Patnaik-féle szdvettani besorolds szerint 15
grade |, 31 grade Il és 8 grade lll beteg tumor mintait vizsgaltak, amelyek kézUl 8
esetben talaltédk pozitivnak a P-gp-, és 10 esetben az MRP-fest8dést (amely egy
masik terapiarezisztenciat okozé pumpafehérje, hasonlé a Pg-p-hez). A P-gp pozitiv
sejtek 5 db grade I-es és 3 db grade ll-es besorolasl paciensbdl szarmaztak, mig az
MRP-pozitiv sejtek tekintetében 4 eset tartozott grade |, 6 eset pedig grade Il beso-
rolas ala. Az adatokbdl latszik, hogy egyetlen grade Ill tumorbdl izolalt kimetszés
sem tartalmazott P-gp- vagy MRP-protonpumpat. Nem tapasztaltak szignifikans
korrelaciét a pumpak jelenléte és a szovettani ,grade” besorolas kdzott, de a grade
Il besorolasl mintakban kisebb mérték(i P-gp-expresszid volt tapasztalhatd, mint
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a grade | esetekben [22]. Ezzel ellentétben mi azt talaltuk, hogy a P-gp immun-
hisztokémiai expresszidja nem szignifikdnsan ugyan, de ndvekedik a malignitasi
fokkal (r=0,243, p = 0,187), és a grade Il esetek MAF-értékei pedig szignifikdnsan
nagyobbak a grade | esetekhez képest (p = 0,0407). Megfigyeléseink szerint a malig-
nitasi fokozat 6sszefliggésben all a tllélési idével, negativan befolyasolja azt. Azon
betegek, amelyek daganata Kiupel szerint ,high grade” volt (OST median 132 nap),
szignifikdnsan rovidebb ideig éltek a ,low grade” (OST median 599 nap, p < 0,05)
daganattal rendelkezd egyedeknél. Szamos vizsgalat igazolja a malignitasi fok és
tUlélés kozotti negativ korrelaciot. Egy nagy 6sszefoglald vizsgalatban, amelyben
sebészi kezelést kaptak a betegek, a Patnaik-féle osztalyozasban csak sebészileg
kezelt esetekben a grade |, Il és Ill osztalyokban a talélési ids 801, 492 és 144 nap
volt. A Kiupel-féle felosztasban a tulélési id6k a low grade tumorok esetében 728,
high grade tumoroknal 189 nap volt. Abban a tanulmanyban, amelyben vegyes
kezelési csoportok voltak, a tUlélési id6k csak a rosszabb indulatd formaknak voltak
statisztikailag meghatarozhaték. Ok a Patnaik-féle grade Il-es csoportot is kisebb
és nagyobb malignitasd csoportokra osztottak. A high grade/grade ll-es csoport
thlélése 226 nap volt, a high grade/grade lll-as csoporté 203 nap [23, 24].

A talélésiid6 és szovettani ,grade” kapcsolatot arnyalja az a tény is, hogy hazank
(Stage lll, IV) sorolhaték onkoldgiai szakrendelésre kertlésik idejében. Ezen esetek
jellemz8en egyéb, kiegészits citosztatikus terapiat igényelnek a sebészeti beavat-
kozas mellett, és rovidebbek a varhatd tlalélési adataik. Az érintett paciensek alla-
pota akar ki is zarja a mUtéti eltavolitas lehetdségét, amennyiben a m{téttsl nem
varhaté az életmindség javulasa, a tulélési id6 novekedése. Azt is tapasztaltuk,
hogy a teljes tUlélési id6 annal rovidebb, minél kisebb a P-gp-expresszid, vagyis
a membrantranszporter funkcié. Figyelembe kell vennlnk, hogy a teljes tulélési
id&t tobb tényezd (elhullds oka, malignitds foka, stadium, kezelés méddja) jelen-
tdsen befolyasolja, amelyeket csak nagy kohorszvizsgalatokkal lehetne elemezni.
A statisztikailag értékelhetd elemszamot az limitalja, hogy mennyi az a beteg,
amely a daganat el6rehaladottsaga miatt hullik el, és nem valamilyen egyéb, a
daganat elérehaladottsagéval dsszefliggést nem mutatd (pl. trauma, fert8zés,
nem megfeleld tulajdonosi hozzaallds a gydgyszerek addsaval kapcsolatban stb.)
ok kovetkeztében. A mi esetlinkben ez az elemszam viszonylag kicsi volt (11/31;
35%). Nem véletlen, hogy a rosszabb indulatl (,high grade™) és eldrehaladottabb
daganatban szenvedd betegeket kezeltlk inkabb kemoterapiaval, és ezek pusz-
tultak el a tumor miatt tobbnyire (10/11), mig azok kozil, amelyek nem a daganat
miatt hullottak el (n = 20), csak 7 kapott kemoterapiat. A tllélést kifejezetten nagy
mértékben befolyasolja a stadium, a mitét melletti egyéb kemoterapias kezelés,
tehat nem lehet kizarélag a membrantranszporter mikodésre visszavezetni.

Ugyanakkor viszonylag hasznos paraméternek latszik a MAF-érték a recidivamen-
tes tGlélésiidd vonatkozasaban, mert azok a betegek tumorai, amelyek MAF-értéke
kisebb, mint 0,17, késdbb recidivalnak, és a recidiva kb. 170 nap mulva kovetkezik
be. Hasznalhatd paraméternek latszik a MAF-érték a specificitasi (66,7%) és szen-
zitivitasi (71,4%) adatok alapjan, bar a szignifikancia nem mutatja a csoportok kozti
kilonbséget.

Mindezek mellett Ggy latjuk, hogy kutatasi eredményeinket jelentdsen befo-
lyésolja a kemoterapiaval kezelt betegek csekély szama, és ezek kozott a malig-
nus, high grade-nek mondhatd esetek szama is kicsi volt. Feltehet8en ezeket a
paramétereket nagyszamd, féként kemoterapiaval kezelt beteganyagon kellene
vizsgalni, kiiléndsen kiemelve a recidivamentes tGlélési idSk elemzését. Ugy véljik,
hogy a terapiarezisztenciat jelz6 P-gp immunhisztokémiai expresszidja, valamint
aramlasi citometriadval mért funkcidja nem tekinthetd fliggetlen tulélési marker-
nek, fGként kisebb grade-besorolaslt tumorok esetében. A malignitasi fokozat
mellett olyan paraméterek is jelentdsen befolyasolhatnak, mint az elhullads oka, a
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stadium, a kezelés mddja. Mindezek mellett pedig gyanithaté, hogy a multidrog-
rezisztencia a hizdésejtes tumorok esetében mas rezisztenciamechanizmusok
Gtjan is (pl. CYP450 enzimrendszer) aktivan érvényesil, és ezen jelatviteli utak
dominansabbak lehetnek a P-gp funkcidonal is.

A szerz8k kdoszonetet mondanak a Matrix Kérszovettani és Citoldgiai Laboratdrium,

valamint az Allatorvostudomanyi Egyetem Patolégiai Tanszék munkatarsainak a
kérszévettani vizsgalatokban nyUjtott segitségiikért, ezen feliil az Allatorvosi Hema-
toldgiai és Onkoldgiai Kézpontban dolgozdknak a mastocytomas betegekbdl nyert

mintakért.
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A szerz8k felmérték az allattulajdonosok és az allatorvosok véleményét és tapasz-
talatait a kisallat-biztositasokrél Magyarorszagon. Az eredmények azt mutatjak,
hogy az allattulajdonosok tobbsége hallott mar a kisallat-biztositasrol, de nagyon
kevesen kototték meg azt, jellemzden kutyakra. Az allatorvosok tobbsége szerint
az allattartékat az anyagiak jelentds mértékben befolyasoljak kedvenclk ella-
tadsa soran, de akik rendelkeznek kisallat-biztositassal, kdbnnyebben elfogadjak a
felajanlott kezeléseket. Az allattulajdonosok tobbsége (70%) évi max. 10 000 Ft
dsszeget lenne hajlandd kiséallat-biztositasért fizetni, ami megegyezik az allat-
orvosok tébbségének véleményével.

SUMMARY

Background: In North-America and Western-Europe more and more dogs and
cats are insured, while in Hungary just a few percent of pet owners have insurance.
Objectives: The aim of the study was to survey the pet owners’ and the veterinary
practitioners’ opinion and experience about pet insurance in Hungary.
Materials and Methods: We complied two questionnaires: one for pet own-
ers (it was available in both printed and online forms) and one for veterinarians
(only online access), and they could be filled between January and October 2017.
Altogether 343 responses from pet owners (227 online and 116 in printed forms)
and 223 from veterinarians were received from all over Hungary, and the collected
data were processed by using Microsoft Excel™ program.

Results and Discussion: The results show that the majority of pet owner
respondents was aware of pet insurance, however, just 14% percent of their pets
(prevailingly dogs) were insured, typically as part of their home insurance. Despite
the low pet insurance coverage, 42% of pet owners admitted that their pets’
acute illness or accident imposing unexpected pet health costs caused them
financial difficulties. The pet owners’ primary information source about pet insur-
ance was the Internet, only 9% of them heard about it from a vet practitioner at
first, while 80% of pet owners would prefer to be informed about pet insurance
in a veterinary clinic. Most pet owners, who had pet insurance already, agreed
to a certain extent that they more willingly accepted the treatments offered
by the veterinarian, and the pet insurance was worth it financially (in 86% and
88%, respectively). Nearly half (47%) of the veterinary respondents said that the
number of patients with pet insurance was below 1% in their practices, and 14%
of them had no insured pets at all. The vast majority (92%) of vets agreed on
that pet owners are influenced by the financial costs of the offered treatments
to a large or medium extent. The majority of pet owner respondents (70%) was
willing to pay max. 32.4 euro annually for pet insurance, which was in line with
66% of veterinary respondents’ opinion.



A KISALLAT-BIZTOSITASOK MEGITELESE ES TAPASZTALATAI

MAGYARORSZAGON

Az allatorvosok munkajuk soran sokszor szembesilnek azzal, hogy a kisallat-tu-
lajdonosok szamara anyagi nehézséget jelent kedvenclk varatlan betegsége
vagy balesete esetén a kezelések, mUtétek, a fejlettebb, de dragabb miiszeres
diagnosztikai vizsgalatok koltsége, sGt, nem egy esetben, inkdbb az eutanaziat
valasztjak. A varatlanul felmerUld nagyobb 6sszegl kiadasok problémajara meg-
oldast jelenthet az allatbiztositas. A biztositasi szerz8dés egyezség a biztositd
és a biztositast megvéasarld személy, azaz az allattartd kozott. Létrejottének
lényege, hogy a biztositast kotd személy tart attdl, hogy olyasmi torténhet ked-
venc allataval, ami jelentds allatorvosi ellatasi kdltséget eredményez. Emiatt a
szerz8d4 fél id6kozonként kisebb Osszeget fizet a biztositénak, hogy az atvallalja
az esetleges jovébeli allatorvosi ellatas anyagi kockazatat [1].

Bar a legelsd allatbiztositast Svédorszagban kototték meg haszonallatokra és
lovakra, az elsé kisallat-biztositas Nagy-Britanniaban jott |étre és 2017-ben mar a
brit kedvtelésbdl tartott allatok 25%-anak volt biztositasa [2]. Nagy-Britannidban
jelenleg a kedvenc allatok tartdi tobb tucat biztositd kdzul valaszthatnak, amelyek
kutydk és macskak mellett nyulakra is kothetdk, és az 6néalld kisallat-biztositasok
két nagy csoportba sorolhatdk: az évente megdljitanddkra és az élethosszig tar-
tdkra. Bizonyos betegségek vagy fennalld allapot kizard tényezdje lehet a biztosi-
tas létrejottének, igy korabbi sérilések, betegségek, vemhességgel kapcsolatos
problémak. ElsGsorban fiatal, egészséges allatok biztositasat 6sztonzik a biztositok
kedvezd ajanlatokkal. A biztositas koltsége valtozd, nagyban fligg az allat tartasi
helyétdl, fajatdl, fajtajatol, koratdl, és természetesen a biztositas tipusatdl. Biz-
tositas kothetd abban az esetben is, ha az allat kordbban megbetegedett vagy
megsérilt, de errdl tajékoztatni kell a biztositot és ezek a kotvényben a kizard
tényezdk kozott fognak szerepelni, azaz ezek el6forduldsa esetén nem fizet a
biztositd. Akar kutya, macska vagy nyul biztositasarél van sz, van egy minimum
és maximum életkor, amely kozott a biztositas megkothetd, amely sok esetben
a fajtatdl is fugg. Kutyak, macskak és nyulak mellett lehetdség van lovak, egyéb
emldsallatok, hullék és madarak biztositasara is [3].

Svédorszagban tobb évtizedes multra tekint vissza a kisallat-biztositas és tobb
biztositd kozul is valaszthatnak a gazdak [4]. A jelentds allatorvosi kdltségek is
dsztonzb8leg hatnak, igy igen nagy aranyd, 50% feletti a biztositott hazi kedvencek
aranya [2]. Az USA-ban az elsd kisallat-biztositast csak 1982-ben kototte Lassie-re
a Veterinary Pet Insurance Company, de 2005-re mar kozel félmillié kutya és
macska volt biztositva [2, 5]. Németorszagban szintén tobb biztositd foglalkozik
kisallat-biztositasokkal, pl. az Allianz kutyakra, macskakra is kot biztositast, baleset
és betegség esetére, sGt a biztositas kiterjed a kulfoldi utazasokra is [6].

Az Aegon biztositd, amely Magyarorszagon elséként 6néalldan is kinalt kisal-
lat-biztositast, rendelkezésilinkre bocsatotta a 2016-ban kotott hazai kisallat-biz-
tositasai statisztikait [7]:

. Kutydkra 5848 esetben kotottek biztositast, ebbdl 854 db (15%) 6néalld kisél-
lat-biztositas, mig 4994 db (85%) lakasbiztositadsban 1évd kisallat kiegészitd
biztositas volt.

. Macskakra 387 esetben kotottek biztositast, ebbdl 34 db (9%) 6nalld kisallat-
biztositds, mig 353 db (91%) lakasbiztositasban 1évé kisallat kiegészitd
biztositas volt.

Az adatokbdl lathatd, hogy tdinyomd tobbségben kiegészitd biztositasként kerllt
sor kisallat-biztositas kotésére és macskak részére jelentésen kevesebb biztositast
kotottek. Bar Magyarorszagon ennél a biztositénal kototték 2016-ban az dsszes
kiséllat-biztositas 6,2%-at, de a szerz8dések szama igy is elenyészének tlnik a
hazai kutya- és macskapopulacié milliés nagysagahoz képest, és ha a tobbi hazai
biztositot is szamitasba vesszik, amelyek lakasbiztositashoz kdothetd kiegészitd



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2022. FEBRUAR

kisallat-biztositast kinaltak (pl. Generali, Groupama, K&H, Posta, Uniqua), a teljes
hazai kisalltpopulacié par szazaléka lehetett biztositva. A kedvtelésbdl tartott
allataink alacsony biztositasi aranyanak egyik alapvetd okat a hazai kisallat-biz-
tositasi szolgaltatas fejletlenségében, hagyomanyainak hianyaban kereshetjik
az észak-amerikai és nyugat-eurdpai orszagokhoz képest, de a jovében nalunk is
gyors felfutas varhaté a kisallat-biztositasok szamaban a hazai életszinvonal és
az allat-egészséglgyi ellatas szintjének tovabbi emelkedésével.

A kutatas célja a kisallat-biztositasok megitélésének és tapasztalatainak felmé-
rése volt az allattulajdonosok és az allatorvosok k6zott Magyarorszagon.

A felmérést kllon az allatorvosoknak és az allattartdoknak sz4616 kérddivek segitsé-
gével végeztik 2017 januarja és oktdbere k6zott. Az allattulajdonosok nyomtatott
formaban a rendeldi varéban és online formaban a Facebook-on is kitolthették a
kérddivet, az allatorvosok online valaszolhattak a kérdGiv kérdéseire a Hungaro-
vet allatorvosi forumon, a Vetmail levelezd listan és a Facebook-on. Az online
kérdbivek szerkesztéséhez az onlinekerdoiv.com internetes oldalt hasznaltuk.
Az allattulajdonosi kérdGivben csak egyszer( valaszok szerepeltek, az allator-
vosi kérddivben voltak nyitott kérdések is, amelyeknél révid valaszt lehetett irni.
Az allattulajdonosok szamara készitett kérddivre 343 értékelhetd valasz érkezett
(227 online, valamint 116 nyomtatott formaban), az allatorvosok 223 kérdd&ivet
toltottek ki értékelhetd modon.

A 343 valaszadé allattulajdonos 18%-a 25 év alatti, 47%-a 25-45 év kozotti
és 35%-a 45 év feletti korosztalyba tartozott. Az allattartok foldrajzi eloszlasat
tekintve, mind a hét régiébél érkeztek valaszok, a legtobb az Eszak-Alfoldrél (45%),
ahol a kérd&ivek nyomtatott forméaban is elérhetdk voltak, valamint Kézép-Ma-
gyarorszagrol (29%), a legkevesebb a Nyugat- és Dél-Dunantlli régidkbdl (4-4%).
A K6zép-Dunantuli valaszadok ardnya 8%-ot, az Eszak-Magyarorszagi és Dél-Al-
f81di kitolt8ké 5-5%-ot tett ki. A legtobb valaszadé (42%) kisvarosban (20 000 8
alatt) éIt, mivel itt a kérd8iv nyomtatott formaban is elérhetd volt, Sket kovették
23%-ban a nagyvarosi (20 000 f3 felett), a budapesti (19%) és a kozségekben
816 (16%) allattarték. A 343 valaszadd allattartd 53%-a kutyéat, 18%-a macskat és
29%-a mindkettSt tartott, és kdzel fellk (49%) évente ketténél tobb alkalommal
jart kedvencével allatorvosnél, 28%-uk egyszer, 21%-uk kétszer és 2%-uk egy-
szer sem.

A 223 valaszadod allatorvos 60%-a kizardlag kisallatpraxist, 40%-uk vegyes pra-
xist folytatott, és 48%-uk a Kézép-Magyarorszagi régidban, 10-10%-uk Kozép-
és Dél-Dunantllon, 9%-uk az Eszak-Alféldén, 8-8%-uk Nyugat-Dunantilon és
Eszak-Magyarorszagon, 7%-uk pedig DéI-Alfoldon folytatta a tevékenységét.
A felmért allatorvosok legnagyobb része, 34%-a kisvarosban (20 000 f& alatt)
praktizalt, 27%-a Budapesten, 23%-a nagyvarosban (20 000 & felett) és 16%-a
kbzségben.

A felmérés soran vizsgaltuk, hogy az allattartok milyen déntést hoznanak ked-
vencilk varatlan betegsége vagy balesete esetén anyagi szempontbdl. Arra a
kérdésre, hogy nelbfordult-e mdr vdaratlan dllatorvosi kiadds kedvence betegsége
vagy balesete miatt”, az allatartok 83%-a igennel valaszolt (n = 343). Az igennel
valaszoldk kozil 118 fének (42%) anyagi nehézséget okozott kedvence kezeltetése
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miatt az &llatorvosi kiadas (n = 283). Ez igen nagy aranynak mondhato, és ezek-
ben az esetekben lényeges lett volna a kisallat-biztositds megléte, hogy a
lehetl legjobb ellatast kapja a kedvtelésbdl tartott allat. A brit kisallat-biztositdk
felelésségvallalasa sérlilés esetén a biztositds megkodtése utan azonnal életbe
lép, mig megbetegedés esetén a szerz8dés |étrejottétdl szamitott 14. napot
kovetden. Az allatorvosi javallatra igénybe vett kiegészitd kezelések, mint pl.
az akupunktlra, fitoteradpia, homeopatia, hidroterapia, fizioterapia kdltségeinek
fedezésére szintén lehetéség van [3].

Arra a kérdésre, hogy »ha most térténne kedvencével vdratlan betegség vagy
baleset”, hogyan dontenének, a valaszaddk 61%-a nem nézné a koltségeket,
minden vizsgalatot elvégeztetne és a legjobb kezelést kérné, 15%-uk csak a
legsziikségesebb vizsgalatot és kezelést kérné, mig 24%-uk nagyobb dsszegl
kezelést vagy mitétet nem tudna vallalni (n = 343). Vagyis a felmérésben
részt vevs allattartdk kozel kétotode esetén mindenképpen hasznos lenne
a kisallat-biztositds megkotése. Az USA-ban a kisallat-biztositasok zome a
szamos mUtét és diagnosztikai vizsgalat mellett nem csak a heveny, de az
idUlt betegségek kezelését is fizeti. Az allattartdk jellemzben kétféle kartala-
nitasi mod kozUl valaszthatnak: az egyiknél meghatarozott szazalékat kapjak
vissza az allatorvosi ellatas dijanak, mig a masiknal a biztosité altal az adott
sérilésre, megbetegedésre maghatarozott 0sszeget kapjak, fuggetlenil attdl,
mennyit fizettek az allatorvosnal. Ezt a biztositasi szerz6dés megkdtésekor
el kell dontenilk és tobbféle csomagbdl valaszthatnak az abban foglalt szol-
galtatasok alapjan [5].

Felmértlk azt is, hogy milyen a kisallat-biztositas ismertsége az allattartok
korében és milyen tapasztalataik vannak vele. Arra a kérdésre, hogy ,hallott-e
mdr On a kisdllat-biztositdsrél”, a 343 valaszold 61%-a valaszolt igennel, de csak
az 6sszes felmért allattartd 14%-a kotdtte meg (sigen, és meg is kététtem?),
47%-a nem (»igen, de nem kététtem ilyen biztositdst”). A megkérdezett tulaj-
donosok igen nagy hanyada, 39%-a nem is hallott még a kisallat-biztositasrol!
A kisallat-biztositédssal rendelkezdk 17%-anal ez 6néalld kisallat-biztositas, a
fennmaradod 83% esetében a lakasbiztositasuk része volt (n = 48).

Azoknak a valaszadé allattulajdonosoknak, akik ismerték a kisallat-biztositasi
lehet8séget, 71%-a az internetrdl, 20%-a biztositétarsasagok képviseldjétdl
és csak 9%-a (1) hallott az allatorvosi rendel&ben réla. Arra kérdésre, hogy »a
kisdllat-biztositds befolydsolnd-e déntését a felajdnlott vizsgdlatok/kezelések
elfogaddsdban” a valaszadék kozel fele (46%-a) mondta, hogy befolyasolna
dontését, mert tudna, hogy a biztositd fedezi a kdltségek egy részét, 40%-uk
dontését viszont nem befolydsolna és 14%-uk nem tudta (n = 304). Arrél, hogy
»Szivesen vennék-e, ha mdr az dllatorvosi rendelében tdjékoztatdst kapndnak
a kisdllat-biztositdsrél™, a 343 valaszold 80%-a (1) igennel vélaszolt, 7%-uk
nem szeretne a rendel8ben tajékoztatast kapni ebben a témaéaban, mig 13%-
uk nem tudott ebben a kérdésben ddnteni. Mivel ugyanezen allattartdi kor
9%-a mondta, hogy az allatorvosi rendelében értesllt a kisallat-biztositas
lehet8ségérdl, ezért elmondhatjuk, hogy jelentds igény lenne az allatorvosi
tdjékoztatasra. Az USA-ban végzett felmérések szerint az allattartok 50%-kal
tobb kisallat-biztositast kotnének, ha azt az allatorvosuk ajanlana, akar széban,
a varéban kihelyezett tdjékoztatdkban, a rendeld honlapjan 1évd ismertetd
szbvegben, ill. a biztosité honlapjahoz vezetd link megadasaval [8].

Azokat a kisallat-tulajdonosokat, akik rendelkeztek kisallat-biztositassal, a
tapasztalataikrol is megkérdeztik. Négy kategodriat tartalmazé skalan jelez-
hették, hogy mennyire értenek egyet az allitasokkal: teljesen, nagymértékben,
kismértékben értenek egyet, vagy nem értenek egyet az allitdssal (1. dbra).
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biztositdssal kapcsolatos
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FIGURE 1. Pet owners’
experiences about pet

insurance

2. ABRA. Az éves kisdllat-
biztositdsi 6sszeg nagysdga,
amit az dllattartok hajlandok
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FIGURE 2. The annual
amount of pet insurance that
pet owners are willing to pay
(n = 337)

A tulajdonosok
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tizezer Ft-ot fizetne
kis egy evben kisal
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1. allitas: ,konnyebben elfogadom az allatorvos altal ajanlott kezelést”,
2. allitas: ,dontésemet nem befolyasoljak az anyagiak”,
3. allitas: »a biztositas fedezte a koltségek nagy részét”,
4. allitas: ,Ugy éreztem, megérte biztositast kotnom”.

A North American Pet Health Insurance Association-nek [8] a kanadai és egye-
sult allamokbeli kisallat-tulajdonosok és allatorvosok kérében végzett kutatasi
eredményei azt mutattak, hogy az allattarték tobbnyire érzelmi alapon kétnek
biztositast, mert segitség szamukra (59%), kimutatja az allatok iranti szere-
tetiket (55%), felel8s allattartoknak érzik magukat (53%), megnyugtatja Sket
(49%), j6 befektetésnek tlinik (48%) és elkeriilhetd vele, hogy fajdalmas déntést
kelljen hozniuk (42%).

= 5000 Ft alatt

= 5000-10 000 Ft

» 10001-15 000 Ft
15001-20 000 Ft

= 20 000 Ft felett

P

Az allattartéi kérdGivben feltett utolsé kérdés arra kereste a valaszt, hogy
évente milyen 6sszeget lennének hajlanddk kisallat-biztositasra forditani
(2. dbra). A tulajdonosok 70%-a maximum tizezer Ft-ot lett volna hajlandd egy
évben kisallat-biztositasi dijra kifizetni, a legtdbben (39%) 5000-10 000 F kdzotti

0sszeget.
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FIGURE 3. Share of insured
pets in the veterinary
practices (n = 223)
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A felmért allatorvosi praxisok kozel felében (47%) a kisallat-biztositassal ren-
delkez8k aranya 1% (1) alatt volt, egyharmaduknal 1-10% kozott, de 14%-uknél
egyéltaldan nem fordulnak el§ kisallat-biztositassal rendelkezd péaciensek (3.
Gbra).

®mnincs = 1% alatt = 1-10% 11-25% = 26-50% = 50% felett

Avélaszadd allatorvosok 56%-a szerint nagymértékben, 36%-a szerint kozepes
mértékben, 6%-a szerint kismértékben befolyasoljak az allattulajdonosokat az
anyagiak a felajanlott kdltségesebb vizsgalatok, kezelések elfogadasaban, és
csak a megkérdezettek 2%-a szerint Iényegtelenek a koltségek a szadmukra, és
csak a kedvencUk gydgyulasa szamit (n=222). Ez az eredmény ellentmondéasban
van az az allattarték azon valaszahoz képest, miszerint 61%-uk Ggy nyilatkozott,
nem néznék az anyagiakat, hogy a legjobb kezelést adjak kedvencuik varat-
lan betegsége vagy balesete esetén. Az allattartok és az allatorvosok koézotti
eltéré megitélés valdszinl oka, hogy az allattartdk elsGsorban az érzelmeikre
hagyatkozva valaszoltak erre a kérdésre, és kozUlUk sokan valdszinlleg nincse-
nek pontosan tisztaban egy bonyolultabb m{tét vagy egy sllyos, hosszantarté
betegség kdltségeivel, mert még nem szembeslUltek vele. Az dllategészséglgyi
ellatas koltséges és ez csak még kifejezettebbé valik, mikor specialistak vagy
strg8sségi klinikak szolgalatatasait kell igénybe venni. Az allattartok koézul sajnos
kevesen ismerik a kisallat-biztositast, legtobbszor akkor hallanak réla, amikor
mar megtortént a baj, és ez persze a tovabbiakban megkotott biztositas ese-
tében kizarja a szerz8dés hatalya aldl az allat meglévd betegségét [9]. Ezért a
kisallat-biztositasrdl az Gj kisallattartét érdemes még kedvence kdlydkkoraban
tajékoztatni, az elsd oltasok idején [10].

Arra a kérdésre, hogy »,jobban elfogadndk-e a gazdik a kbltségesebb kezeléseket
és vizsgdlatokat, ha tudndk, hogy a biztosité fedezi a kéltségek egy részét”, a 222
valaszadd allatorvos tllnyomé tobbsége, 96%-a (!) igennel vélaszolt. Ez jéval
nagyobb arany, mint az allattartok esetében, akiknek csak 46%-a valaszolt igennel
hasonld kérdésre. Az eltérés magyarazata valdszinlileg a komplexebb allatorvosi
szolgaltatasok koltségeinek nem megfelelS ismeretében rejlik itt is az allattartok
részérdl. A tapasztalatok ugyanakkor azt mutatjak, hogy az USA-ban a kisallat-biz-
tositassal rendelkezd kedvenceik esetében az allattulajdonosok kutyaknal 29%-
kal, macskaknal pedig 81%-kal (1) tédbbet kdltdttek évente dllatorvosi kdltségekre,
mint a biztositassal nem rendelkezd allatok esetében [8].



4. ABRA. Az dllatorvosok
szerint a kisdllattartok dltal
a biztositdsra szant éves

6sszeg nagysdga (n = 216)

FIGURE 4. The annual
amount of pet insurance that
pet owners are willing to pay
according to the veterinary
practitioners (h = 216)
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A felmért praxisokban a biztositassal rendelkezd kisallatok 91%-a kutya, 8%-a
macska volt és 1%-ban mindkét faj egyedi kdzott voltak biztositottak (n = 198).
Ezzel 6sszefliggésben megkérdeztik az allatorvosokat, hogy mely faj részére
javasolnak a kisallat-biztositast, és 81%-uk kutyak, 19%-uk pedig macskak részére
(n = 218), tehat lényegi eltérés nincs az el8z8 kérdés valaszaihoz képest, de a
macskaknal nagyobb ndvekedési lehetdséget latnak a praktizald allatorvosok.

Kutatasunkban arra a kérdésre, hogy szokta-e javasolni a kisallat-biztositast a
gazdik szamara, a megkérdezett allatorvosok kicsivel tébb, mint fele (54%) igennel
felelt, ami nincs 6sszhangban az allattarték tapasztalataval, mivel csak 9%-uk
mondta, hogy az allatorvosi rendel8ben ajanlottak neki a kisallat-biztositast.
Az allattartok tapasztalatahoz képest joval nagyobb aranyl pozitiv allatorvosi
valasz oka az lehet, hogy egyrészt a kérdGivet kitoltd allatorvosok eleve jobban
érdeklSdtek a kisallat-biztositasi szolgaltatas irant, mint a tobbi gyakorld allator-
VoS, masrészt szerepet jatszhatott a valaszukban, hogy a tarsadalmi elvarasoknak
is megfeleljenek, amire korabbi hazai felmérésben is taladltunk példat, tébbek
kozott a klilonbozbd hatékonysagl és koltségl parazitaellenes készitmények alkal-
mazasanak kivalasztasakor [11].

Az USA-ban az allatorvosok altalaban tajékoztatjak az allattartokat a kisallat-biz-
tositasi lehetdségekrdl, és szoktak szamukra ajanlani olyan biztositét, akivel jo
tapasztalatuk volt korabban, nemcsak a biztositasi dijat figyelembe véve, hanem
a varhato kifizetések 6sszegét is. Emellett mind az allatorvosoknak, mind az
allattartdéknak tisztaban kell lennilk a biztositasban foglalt kizaré tényezdkkel
(pl. valamely 6roklott betegség), és azzal, hogy a biztositas az allat egész életére
sz6l, vagy csak az allat bizonyos koraig, valamint a biztositas éves megujitasanak
feltételeivel. Az allattartokat minél korabban érdemes tajékoztatni, még mieldtt
koltséges kezelések felmertlnének [9].

Az allatorvosokat arrdl is megkérdeztlik, hogy szerintlk ,milyen 6sszeget lennének
hajlandék fizetni a gazdik a kisdllat-biztositdsért évente” (4. Gbra). A legtdbben (39%)
5000 és 10 000 Ft kozotti 6sszeget jeldltek meg, és csak 9%-uk szerint lennének
hajlandék 15 000 Ft feletti dijat fizetni, tehat a kapott eredmény nagyon hasonlé
ahhoz, amit az allattartok adtak valaszként ugyanerre a kérdésre.

3%

= 5000 Ft alatt

= 5000-10 000 Ft

= 10 001-15 000 Ft
15 001-20 000 Ft

= 20 000 Ft felett

Az allatorvosoknak azt a nyitott kérdést is feltettlk, hogy ,hasznosnak tartja-e
On a kisdllat-biztositdst”, és ha igen, miért. A 163 valasz kdzott nagyon sok hasonlé
volt, amelyekbdl a kovetkezd érvek voltak a leggyakoribbak:

. Abiztositassal rendelkezd betegek esetében, bonyolultabb allatorvosi eset-
ben is sokkal nyugodtabban ajanlhaté fel és fogadtathatd el egy koltsé-
gesebb vizsgalat, kezelés. Tovabba a biztositassal rendelkezd kiséallatot a
biztositd altal eldirt kotelezd oltasok és féreghajtasok miatt sokkal gyak-
rabban viszik allatorvoshoz.
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. Biztonsagosabba, tervezhet8bbé valik a kisallatok tartasa soran esetlegesen
felmerUld - nem vart — anyagi kiadasok kérdése.

. Felel@sségre neveli a tulajdonosokat. Az allateledel kdltségét pl. hajlamosak
a napi vasarlasokhoz hozzaadni, ezt viszont egyértelmden, nevesitve az
allatra koltik, igy jobban tudatosul bennUk, hogy az allattartas és az allat-
egészségligyi szolgaltatasok pénzbe kerllnek.

. Bizonyos esetekben az allattulajdonosok nem tudjak vallalni a beavatkozast
az ara miatt, ilyenkor jol johet a biztositas, ezekben az esetekben az allat-
orvosnak sem kell a legolcsdbb kezelést elvégeznie.

« A kisallat-biztositas nem egy allat életét mentette mar meg, mert ha
a biztositdé nem fedezi a koltségeket, a tulajdonos a kezelés helyett az
eutanaziat valasztotta volna.

. A tulajdonosok tobb vizsgalatot kérnek, a tovabbkildés igénye a szakren-
delés (pl. csontsebészet, szemészet) felé megn.

. Koénnyebbé teszi a kommunikacidt és az egylttmikodést a gazdikkal, hiszen
anyagi oldalrdl kapnak tdmogatast a biztositotdl, igy az allatorvos képes a
szakmai oldalt teljeskorlien, alaposan ellatni.

Ami a valaszokbdl 1athatd, hogy nagyon sok eldnye lehet a kisallat-biztositasnak:
kevesebb anyagi korlat, ezaltal pontosabb diagndzis, szélesebb kor( kezelési lehe-
t3ség, igény a specializalt elldtasra, kevesebb eutanazia, valamint az allattartok az
egészséges allataikkal is tobbszor keresnék fel a rendelSt, nagyobb hangsulyt for-
ditva a betegségek megelbzésére. Nagy-Britanniaban az allattarténak, akar kutyaja,
macskaja vagy nyula van, bizonyitania kell a biztosité felé, hogy torédik az allata
egészségével; erre szolgalnak pl. az évenkénti kotelezd fogaszati szlrdvizsgalatok
[3]. A Royal Insurance Group (RSA), amely az Egyesilt Kirdlysag egyik legnagyobb
biztositasi csoportja, 2015-ben |étrehozta a szerzddott allatorvos-partnereinek
listajat, amelynek Iényege, hogy az allattarténak, ha nem sirgdsségi ellatasrél van
sz0, ezeket az allategészséglgyi ellatdkat kell felkeresnie. Ha az allattarté nem
a listan szereplS rendelébe viszi az allatat, akkor nagyobb dsszeget kell fizetnie.
A kovetkez5 18 hdnapban azt tapasztaltak, hogy az atlagos karigény 385 angol font
volt, ami lényegesen kevesebb az RSA altal 2016-ban mért 757 angol fontnal [12].

Felméréslink soran arra kérdésre, hogy esetleg miért nem tartjak hasznosnak
az allatorvosok a kisallat-biztositast, joval kevesebb, 32 valasz érkezett. A legjel-
lemz8bb valaszok a kovetkezdbk voltak:

« Magyarorszagon ma nincs kell6en megoldva a kisallat-biztositas marke-
tingje: ez nem csak az allatorvos dolga, hanem a biztositoké is.

. Hadraga allatorvosi beavatkozasra keril sor a kedvtelésbdl tartott allatnal,
akkor hasznos lehet. A vidéki praxisokban a szegényebb allattarté réteg,
akinek jol jonne a biztositdi tdmogatas, nem fog kdlteni rendszeres bizto-
sitasi dijra.

. Atulajdonosnak meg kell el8legeznie az esetenként komoly dsszeget, csak
késbbb latja viszont egy részét, esetleges Gjabb beavatkozasoknal, ez sok-
szor elgondolkodtatja a gazdat.

A biztositott allatok esetében a tetemes allatorvosi kdltségek megelSlegezésé-
nek problémajara USA-ban egyre inkabb elterjedt az a gyakorlat, hogy a kisallat-
praxis a kezelést kbvetden annak csak egy részét szamlazza ki a tulajdonos felé,
majd helyette bekildi a karigényt a biztositonak, és amikor az kiutalja az 0sszeget,
rendezik a fennmaradé részt, vagy tllfizetés esetén a kovetkezd vizitnél levonjak
ennek 6sszegét. Ezzel azt is biztositjak a rendeldk, hogy az allattarté ne mashol
keressen ellatast [8]. Nagy-Brittaniaban a karigényt az allatorvos nydjtja be és
a biztositotarsasag neki tériti meg a kezelés dijat. Vannak biztositok, amelyek a
koltségek 100%-4at fizetik, masok csak egy részét téritik meg. Kordbban nem volt
megtérithetd a vakcinazasok, ivartalanitasok koltsége, most mar egyes biztositdk
ezen beavatkozasok kdltségeit is viselik [3, 13].
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A biztositok és az allatorvosok kdzésen tehetnének azért, hogy a kisallat-biztositas
szélesebb korben elterjedjen. A kisallat-biztositas segitséget nydjt az allattartok
szamara abban az esetben, ha kedvenclket betegség vagy baleset éri. Ezért
korikben ennek a terméknek a megismertetése elésegitené, hogy anyagilag sza-
badabban donthessenek kedvencik kezeltetésérdl. Az allatorvosok szamara sem
k6zombos, hogy egy alapszintli vagy egy dragabb, bonyolultabb kezelést tudnak-e
nyUjtani az allattulajdonos szamara, ezenkivil elkerilhetd lehet az a szakmai
frusztracid, ami abbdl addédna, hogy hidba a fejlett diagnosztikai eszk6zok és a
magas szintl tudas megléte, ha a tulajdonos anyagi korlatai megkotik a gyakorld
allatorvos kezét és nem tudja megmenteni az allat életét. A kisallat-biztositasok
szélesebb korl elterjedésének elGsegitéséhez tovabbi kutatasok szlkségesek
mind az allattulajdonosok, mind az allatorvosok, mind a biztositok elvarasainak

megismeréséhez.
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Jelen tanulmanyban a szerz8k bélrendszeri karosodast jelzé biomarkerek haté-
konysagat vizsgaltak isosporiasisos kutyak bélhamkarosodasanak diagnosztika-
jaban. 30 Isospora-fertdzott és 10 egészséges kutya vérébdl végeztek hemato-
l6giai vizsgalatot, valamint az intestinalis zsirsavkots fehérje (I-FABP), a trefoil
faktor 3 (TFF3), az intestinalis alkalikus foszfataz (IAP) és az ACTG2 (gamma enteric
smooth muscle actin) szint meghatarozast. Fert8zott kutyakban ezen fakto-
rok szintje, valamint a granulocytak szama ndtt, mig a vordsvérsejtek szama, a
hematokrit- és hemoglobinérték csékkent. A vizsgalt biomarkerek hatékonynak
bizonyultak Isospora-fertézéssel jaré bélhamkarosodas kimutatasara kutyakban.

SUMMARY

This study aimed to investigate the potential efficacy of selected intestinal dam-
age biomarkers in determination of the presence of intestinal epithelial damage
in dogs with isosporiasis.

Animal material of this study consisted of 40 dogs in total, aged 2-6 months old
from different breeds, both sexes. Of these, 30 were infected with isosporia-
sis (Trial Group) and 10 were healthy (Control Group). Fatigue, depression, fever,
vomiting, abdominal pain, and mucoid to hemorrhagic diarrhea were observed
in the Trial Group. The diagnosis was confirmed by the presence of Isospora
oocytes under microscopic examination of fecal samples of dogs suspected of
being affected with isosporiasis. Blood samples were taken from all dogs via v.
cephalica or v. cephana venepunction.and hemogram analysis was performed
using autoanalyzer from blood samples with anticoagulant (K3EDTA). For bio-
marker measurements, blood samples with coagulant were used. Serum intes-
tinal-fatty acid-binding protein (I-FABP), trefoil factor 3 (TFF3), intestinal alka-
line phosphatase (IAP), and gamma-enteric smooth muscle actin (ACTG2) levels
were measured with ELISA kits. As a result of standard treatment protocol, 28 of
30 dogs with isosporiasis recovered while two of them died.

Results of hemogram analysis showed that leukocytes (WBC) and granulocytes
(Gran) levels were increased whereas erythrocytes (RBC), hematocrit (Hct), and
hemoglobin (Hgb) levels were decreased. Moreover, serum |-FABP, IAP, TFF3,
and ACTG2 levels were found to be significantly higher in dogs with isosporiasis
compared to the healthy ones.

In conclusion, this study showed a significant increase in serum |-FABP, IAP,
TFF3, and ACTG2 levels in dogs with isosporiasis. Also, these biomarkers were
found to be useful and reliable in determination of intestinal epithelial damage
caused by isosporiasis in dogs.

This manuscript was summarized from M.Sc. thesis of ibrahim Kubilay Yildiz.



BELRENDSZERI KAROSODAST JELZO BIOMARKEREK VIZSGALATA
ISOSPORA-FERTOZOTT KUTYAKBAN

Az isosporiasis, mas néven coccidiosis vagy cystoisos-
poriasis, a kutyak egyik leggyakoribb gyomor-bélrend-
szeri fert6zése, amelyet leggyakrabban Isospora canis,
|. ohioensis, I. neorivolta, és I. burrowsi fajok okoznak [1-4].
A betegség foként 2-6 hdnapos kutyakdlykdkben fordul
eld, kulonosen kébor vagy menhelyen tartott allatok
esetén, ahol a rossz higiéniai viszonyok és a zslfoltsag
novelik a betegség megjelenésének kockazatat [5-7].
A fert6zés sporulalt Isospora-oocisztak felvételével tor-
ténik, amelyekbdl az epe hatasara sporozoitdk szabadul-
nak ki, majd kezdenek szaporodni a bélben. A merogonia
a bélhdmsejtekben zajlik, a sejtek és a villusok karo-
sodasat, valamint kdvetkezményes felszivodasi zavart
okozva [4]. A fert6zés elsGsorban fiatal allatokat érint, és
vérzéses bélgyulladassal, fogyassal, kiszaradassal, vala-
mint elhulldssal jar. A vérzéses bélgyulladas hatterében
a bélhamsejtekben osztddd Isospora-merozoitak altal
okozott vékony- és vastagbélhdm-karosodas all [4, 7].

A kUldnbozd oktanl bélgyulladasok kezelési proto-
kolljanak kialakitdsdhoz napjainkban bélrendszeri karo-
sodast jelz8 biomarkereket hasznalnak, amelyekkel a
karosodas helye és sllyossaga vizsgalhat6 [8-13]. A bio-
markerek kilonb6z4, a szervezet altal szintetizalt fehér-
jék, amelyek kozUl egyesek a bélben kialakult karosodast
jelzik, mig masok ezekkel szemben latnak el védd, vagy
helyreallitd szerepet [8, 9].

Ezen biomarkerek egyike az intestinalis zsirsavk6td
fehérje (intestinal fatty-acid binding protein, |-FABP),
amely vizsgalata megbizhatd informaciét nydjt a nyal-
kahartyak karosodéasardl [8-13]. Az I-FABP a gyomor-
ban és a bélben szabadul fel, és heveny ischaemias
bélkadrosodas megallapitasara hasznalhatd [14]. Egy
masik faktor, a TFF-3 (trefoil faktor 3) esetében leir-
tak, hogy szignifikdnsan megemelkedik a szintje elha-
lasos bélgyulladadsban (necrotizing enterocolitis, NEC)
szenvedb gyerekek esetében, hasonléan az |-FABP és
az L-FABP (Liver-type fatty acid binding protein, maj
zsirsavkotd fehérje) faktorokhoz [15]. Ezentll szignifi-
kdnsan nagyobb |-FABP-értékeket irtak le gyulladasos
bélbetegségben szenveddknél, gydégyult és egészsé-
ges személyekhez viszonyitva [16]. Szintén emelkedett
I-FABP értékeket talaltak Giardia-fert6zott gyerekekben
egészséges tarsaikhoz képest [17]. Koraszuldtt borjak
I-FABP- és L-FABP-értékei nagyobbnak bizonyultak,
mint az egészséges egyedeké, figgetlenll attdl, hogy
légzési distressz szindromaval (RDS) terheltek voltak-e
[11]. Ujszulottkori hasmenéses borjak esetén szintén
szignifikdnsan emelkedik ezen két biomarker koncent-
racidja, amely aldtamasztja alkalmazhatésagukat a bél-
hamkarosodas diagnosztizalasaban [13]. GULERSOY és
mtsai parvovirussal fert8zott kutyakban vizsgaltak az
I-FABP-szintek alakulasat, és ezen betegség esetén is
szignifikdns emelkedést tapasztaltak egészséges allatok
értékeihez viszonyitva, igy a biomarker hatékonynak és

One of the most common gastrointestinal infection
that affect dogs is isosporiasis, which is known as coc-
cidiosis or cystoisosporiosis. Generally, Isospora (1) canis,
|. ohioensis, I. neorivolta, and I. burrowsi species cause
isosporiasis in dogs [1-4]. Isosporiasis is more common
in puppies aged between 2-6 months, especially among
stray dogs and at shelters where puppies live together
and where poor hygienic conditions and overcrowd-
ing pose a serious threat of occasional outbreaks [5-7].
Transmission occurs with the oral intake of sporulated
Isospora oocysts and sporozoite from oocysts opened
with the effect of bile acid which begin to multiply in the
intestines. The merogonic proliferation in the intestinal
epithelium cells causes epithelial cell destruction, loss
of villus and malabsorption [4]. The infection affects
especially younger animals causing weight loss, hem-
orrhagic enteritis and dehydration resulting in death.
The cause of hemorrhagic enteritis is a serious damage
to the small and large intestine epithelium during the
proliferation phase of Isospora sporoids [4, 7].

Recently, the localization and severity of damage caused
by different diseases and agents have been evaluated by
assessing various intestinal damage biomarkers in order
to guide treatment protocols in enteritis cases [8-13].
Intestinal biomarkers are proteins that are naturally syn-
thesized in the organism. Some of these biomarkers act
as indicators of damage in the intestines while others act
as protectors and/or repairments of the damage [8, 9].

One of these biomarkers, I-FABP is considered to be a
reliable diagnostic biomarker for determining mucosal
damage [8-13]. I-FABP, which is released from the stom-
ach and intestines, is a biomarker that can be used to
determine acute ischemic intestinal damage [14]. TFF-3
was found to be increased significantly in infants with
necrotizing enterocolitis (NEC) along with |-FABP and
L-FABP [15]. I-FABP levels were found to be significantly
higher in humans with inflammatory bowel disease
compared to the survivors and healthy individuals [16].
|-FABP level was found to be high in children with Giar-
diasis compared to the healthy ones [17]. In premature
calves with and without respiratory distress syndrome
(RDS), I-FABP and L-FABP levels were found to be higher
in both groups compared to the healthy calves [11]. It
was demonstrated that I-FABP and L-FABP increase
significantly in calves with neonatal diarrhea caused by
different infectious factors which makes these biomark-
ers very efficient in determining intestinal epithelial
damage [13]. GULERsOY et al (2020) [12] found that in dogs
with parvoviral enteritis, I-FABP levels were increased
significantly compared to healthy dogs and that [-FABP
was a useful and reliable biomarker either for determin-
ing intestinal damage and predicting mortality.

TFF-3 is considered to be the most important peptide
involved in protecting the intestinal mucosa and repair-



megbizhatdnak bizonyult a bélkarosodas, valamint a
mortalitas elérejelzésében [12].

A bélnyalkahartya védelmében, valamint karosoda-
sainak helyreéllitdsdban résztvevs legfontosabb peptid
a TFF-3 [18], amelynek szintje — hasonldan az |-FABP
és L-FABP-hez - megemelkedik NEC-ben szenvedd
betegekben a bélnyalkahartya karosodasa kovetkez-
ményeként kialakuldé gyulladasos valasz soran [15].
Leirtak tovabba a TFF-3 mennyiségének novekedését
atrézias, vastagbélgyulladasos [10], valamint koraszUlott,
RDS-es borjakban [11]. Szintén emelkedett TFF-3-érté-
keket mértek UjszUlottkori hasmenéses borjakban [13]
és parvovirusos kutyakban az egészséges egyedekhez
viszonyitva [12].

Az intestinalis alkalikus foszfatdz (intestinal alkaline
phosphatase, IAP) a kiildnbodz8 bélszakaszok kozil elsé-
sorban a patké- és éhbélben, jéval kevésbé a csips- és
vastagbélben termel&dik [19]. FG szerepe a bikarbonat
elGallitasanak és a duodenum felszini pH-janak szaba-
lyozasa, valamint a hosszU szénlancl zsirsavak felszi-
vodasanak befolyasolasa, de részt vesz az endotoxin
(lipopoliszacharid, LPS) semlegesitésében, igy helyi és
szisztémas gyulladascsokkentd hatasa is van [20]. Leir-
tak, hogy ezen biomarker szintje szignifikansan emel-
kedett vastagbél-atrézias borjakban [10], kilénbdzb
oktanu bélgyulladasos borjakban [13], tovabba human
betegekben, ahol a bélcsatornaban elhalas alakult ki [21].

A plazma intestinalis y-simaizomaktin (gamma enteric
smooth muscle actin, ACTG2) szintje szintén szignifikan-
san megnd vékony- és vastagbélgyulladasban szenvedd
gyerekekben, igy fontos szerepe lehet a bélcsatorna
kdrosoddsanak kimutatdsaban [22]. Ezen tUl Escheri-
chia coli-val fertézott [13], valamint koraszulott, RDS-es
borjak [11] esetében is leirtak a biomarker szignifikansan
nagyobb mennyiségét. Ez utdbbi esetben az RDS-es
allatok ACTG2-szintje nagyobb volt a nem koraszUlott, és
a koraszUlott, nem RDS-es csoport értékeinél is, amely-
nek hatterében feltehetben a bélcsatorna ischaemiaja
és hypoxiaja allt [11].

Jelen vizsgalat célja az volt, hogy a fenti, bélrendszeri
karosodast jelz8 biomarkerek szintjét és diagnosztikai
alkalmazhatdsagat vizsgalja egy Uj terlleten: Isospora-fer-
t6z6tt kutyak bélhamkarosodasanak kimutatasaban.

A Kisérleti Csoportba 6sszesen 30, tulajdonosnal él1d,
2 és 6 honap kozotti életkorl, vegyes fajtaju és nemdi
kutya kerult. Ezen allatok mindegyike nyalkastol véresig
terjedd sllyossagl hasmenéssel kerllt be a kisérletben
részt vevs klinikara vizsgalat és gydgykezelés céljabdl,
majd mindegyiklUknél Isospora-fertézést diagnoszti-
zaltak. Tovabbi bevonasi kritérium volt még a kdzepes
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ing damage of the gastrointestinal tract [18]. It has been
reported that TFF-3 concentrations increase together
with I-FABP and L-FABP after inflammatory response
caused by intestinal mucosal damage in patients with
NEC [15]. YiLDIZ et al (2018) [10] found that TFF-3 levels in
calves with atresia-colitis were significantly higher com-
pared with the healthy ones. TFF-3 level was reported to
be high in premature calves with RDS (YiLbiz et al., 2019).
Also, Ok et al (2020) [13] found that the level of TFF-3
in calves with neonatal diarrhea caused by different
infectious agents was significantly higher than that of
the healthy calves. GULERSOY et al (2020) reported that
TFF-3 levels increased significantly in dogs with parvo-
viral enteritis compared to healthy dogs [12].

Intestinal alkaline phosphatase (IAP) is expressed in
large quantities in the duodenum and jejunum in the
gastrointestinal tract, but much less in the ileum and
colon [19]. The main functions of IAP in the gastrointes-
tinal tract are regulation of bicarbonate secretion and pH
on the surface of the duodenum, adjusting the absorp-
tion of intestinal long-chain fatty acids, detoxification
of endotoxin lipopolysaccharide (LPS), which has local
intestinal and systemic anti-inflammmatory effects [20].
Serum IAP level was found to be significantly higher in
calves with atresia coli compared to the healthy ones
[10]. McLacHLAN et al (1993) [21] reported significantly
higher levels of IAP in patients with intestinal necrosis.
Ok et al (2020) [13] found a significant increase in IAP level
in calves with enteritis caused by different etiological
agents. Plasma ACTG2 has been reported to increase
significantly in infants with enterocolitis and may be a
useful marker for diagnosing intestinal muscle damage
[22]. Serum ACTG2 levels of neonatal calves infected with
E. Coli were reported to be significantly higher than the
healthy ones [13]. In premature calves with RDS, ACTG2
levels were found to be higher compared both to the Con-
trol group and the non-RDS group and this was attributed
to hypoxic ischemia in the intestines caused by RDS [11].

Therefore, this study aimed to investigate the efficacy
of selected intestinal damage biomarkers in determina-
tion of the presence of intestinal epithelial damage in
dogs with isosporiasis.

The Trial Group of the present study consisted of 30
owned dogs, aged 2-6 months from different breeds and
sexes. All were admitted to the clinic for diagnosis and
treatment for mucoid to hemorrhagic diarrhea. The dogs
in the Trial Group were diagnosed with isosporiasis. Only
dogs with a moderate dehydration (8-10%) and confirmed
isosporiasis were included. The purpose of selection of
dogs with isosporiasis with 8-10% dehydration was the
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fokl (8-10%-0s) dehidracié megléte a fert8zott alla-
toknal, amely mar valdszinlsitette ezen egyedéknél az
elégtelen keringésbdl fakadd ischaemias karosodast a
bélcsatornaban. A kontrollcsoport allatai (6sszesen 10)
klinikai és laboratériumi vizsgalatok alapjan egészsé-
gesnek bizonyult, hasonld kor(, fajtajd és nema kutyak
voltak.

A kisérleti csoport allatainak korel6zményébe felvételre
kerUlt a koruk, fajtadjuk, nemuk, valamint a tineteik meg-
jelenésének ideje, tovabba sor kerilt rutin klinikai vizs-
galatukra is. Az isosporiasis megallapitasa az allatoktol
vett bélsarminta mikroszkdépos vizsgalataval tortént,
Fulleborn-féle flotaciés maédszerrel, az Isospora-oocys-
ték jelenléte alapjan. A differencialdiagnézis szempont-
jabdl szoba jovs egyéb, nyalkas-véres hasmenést okozd
betegségek (parvovirusos bélgyulladas, szopornyica,
giardiosis) kizardsa antigén-gyorstesztekkel tortént a
kutyak bélsarmintajabdl (CPV/CCV/Giardia Ag Rapid Test,
Vet Expert®, Lomianki, Lengyelorszag), és az allatok
csak ezen tesztek negativ eredménye esetén kerilhettek
be a kisérleti csoportba.

A kontrollcsoport allatai szintén tulajdonosnal é16 kutyak
voltak, a kisérleti csoporthoz hasonlé kor, fajta és nem
eloszlassal, amelyeket rutin ellendrzés vagy vakcina-
zas céljabol vittek be a klinikara. Ezen kutyak esetén is
tortént klinikai vizsgalat, valamint kiegészité laborato-
riumi tesztek (hematoldgia, mikroszkdépos bélsarminta
vizsgalat, antigén gyorsteszt), amelyek minden esetben
negativ eredményt adtak, vagyis ezen csoport allatai
egészségesek voltak.

A hematoldgiai értékek és biomarkerszintek vizsgalata
céljabdl az Isospora-fert6zott allatok vérvételére a keze-
lésiik el&tt és utan keriilt sor (0. és 7. nap), a v. cephalica
és a v. saphena-bdl, véralvadasgatlét tartalmazd, és
attél mentes vérvételi csdvekbe egyarant. Az egész-
séges kutyakbol csak egyszer tortént vérvétel, szintén
véralvadasgatlés és anélklli csévekbe. A K,EDTA-s vér-
vételi csovek tartalma kerllt hematoldgiai vizsgalatra,
amelyre a mintavétel utani 5-10 percben kerilt sor.
Az alvadasban nem gatolt csovek 15 perces szobah§-
mérsékleten vald tarolas utan centrifugalasra kerlltek
(5000 rpm fordulatszamon, 10 percig), majd az igy nyert
szérumot -20°C-on fagyasztva taroltak a biomarkerek
meghatarozasaig.

Az isosporiasisos kutyak kezelése standard klinikai proto-
koll szerint tortént, amely folyadék- és elektrolitpotlasbdl

probable ischemic damage due to the inadequate micro-
circulation of the intestines as a result of fluid loss. The
Control group consisted of 10 dogs from similar ages,
breeds and sexes which were determined to be healthy
as a result of clinical and laboratory examinations.

Anamnestic data included age, breed, sex and duration of
the clinical symptoms. Routine clinical examinations of
all the dogs were performed. The diagnosis of isosporiasis
was made by observing the isospora oocytes in micro-
scopic examination of feces samples of the dogs in the
Trial Group using the Fulleborn flotation technique, which
is one of the methods of parasitologic examination. In
the differential diagnosis, parvoviral enteritis, distemper
virus infection and giardiasis, which may cause mucoid
to hemorrhagic diarrhea, were considered and a rapid
fecal antigen test (CPV/CCV/Giardia Ag Rapid Test, Vet
Expert®, Lomianki, Poland) was performed from feces
samples of the dogs in the Trial Group. All were deter-
mined to be negative.

The Control Group consisted of owned dogs from ages,
breeds and sexes which were similar to the dogs of
the Trial Group. All were admitted to the clinic either
for routine check-up or vaccination. As a result of clini-
cal and laboratory examinations including hemogram,
microscopic feces examination and rapid antigen test
applications, they were determined to be healthy. No
isospora oocytes were observed in the microscopic feces
examination.

Blood samples with and without anticoagulants were
taken from dogs which were diagnosed with isosporiasis
both for hemogram and intestinal biomarker measure-
ments before and after treatment (day 0 and 7) from v.
cephalica or v. cephana venepunction. Blood samples with
and without anticoagulants were taken from the healthy
dogs only once. Tubes with K.EDTA were used for hemo-
gram measurement. Anticoagulant-free gelatinous tubes
were used for serum collection. Hemogram analysis was
performed within 5-10 minutes after sampling. After the
sampling, blood samples in anticoagulant-free gelatinous
tubes were kept at room temperature for 15 minutes and
centrifuged at 5000 rpm for 10 minutes. Their sera were
extracted and stored in a freezer at -20°C for the day of
biomarker measurement.

A standardized treatment protocol was administered
to the dogs with isosporiasis. The treatment protocol
consisted of fluid-electrolyte therapy, anticoccidial drug



(Ringer-Laktat és 5% dextrdz, (Polyfleks Polypharma®,
Isztambul, Torokorszag), iv., 3 napig) coccidiumellenes
terapiabdl (szulfadimidin-trimetoprim, Ba-sulfa®, Bavet,
Isztanbul, Térokorszag), 50 mg/kg, im., 6 napig), valamint
kiegészits kezelésbdl: 3 mg/ttkg B-vitamin komplex (Bero-
vit B12® Ceva, Isztanbul, Torékorszag); 1 mg/kg K-vitamin
(Hemadur- K®,Alke, Isztanbul, Torokorszag); és 10 ml/kg
aminosav-, asvanyianyag- és vitamintartalmu infGzié (Dup-
halyte®, Zoetis, Isztanbul, Torokorszag, szintén 6 napig)
allt. A hasi fajdalom enyhitésére butilszkopolamin-bromid
positum Boehringer Ingelheim, Uj-Zéland) alkalmaztak 3
napig, 0,1 ml/ttkg dézisban. Ezen felll 6 napon keresztil
probiotikus Saccharomyces boulardii (Reflor®, Biocodex,
Isztanbul, Torokorszag) torzset is kaptak az allatok szajon
at a bélmikrobidta helyreallitasa céljabol.

A hematoldgiai vizsgalat (fehérvérsejt-, granulocyta-,
lymphocyta-, vorosvérsejt- és vérlemezkeszam, vala-
mint hemoglobin- és hematokritértékek meghataro-
zasa) MS4e automataval tortént (CFE 279®, Hematology
Analyzer, Melet Schlosing Laboratories, Franciaorszag)
a K,EDTA-s csévekbe vett vénas vérbdl.

A szérum |I-FABP, TFF-3, IAP, és ACTG2 szintjeinek meg-
hatarozasa kutya-specifikus ELISA-kitekkel (Bioassay
Technology Laboratory, Sanghaj, Kina) tértént a gyarté
elGirasa szerint. Az elsé harom paraméter esetén a vizs-
géalaton bellli és vizsgalatok kozotti variacidés koeffici-
ens (CV) értékei rendre £8% és £10% voltak. Az I-FABP
mérése esetén (katalégusszadm: EO304Ca) a legkisebb
kimutathatdé koncentracié (minimal detectable con-
centration, MDC) értéke 0,12 ng/ml, a kimutathatdsagi
hatarok pedig 0,3-90 ng/ml koézott alakultak. A TFF-3
meghatarozasanal (kataldgusszam: E0436Ca) az MDC
0,022 ng/ml, a hatarok pedig 0,5-30 ng/ml voltak. IAP-
nal (katalégusszam: E0438Ca) az MDC 0,26 ng/ml, a
hatarok 0,5-150 ng/ml k6zo6tt voltak. ACTG2 (katalégusz-
szam: EO437Ca) esetén a vizsgalaton bellli és vizsga-
latok k6zotti CV rendre 8% és £ 10% volt, mig az MDC
értéke 0,053 ng/ml, a hatarok pedig 0,1-40 ng/ml.

Az adatok statisztikai elemzése SPSS 22.0 (IBM®, USA)
szoftverrel zajlott. Az adatok paraméteres vagy nem-
paraméteres mivoltanak meghatarozasa Kolmogorov-
Smirnov-teszttel, elemzésik pedig ANOVA és post-hoc
Tukey-teszttel tortént. Az adatok bemutatasa atlag *
szoras formaban torténik. A prébak soran p < 0,05 értékek
esetén kerllt sor statisztikai szignifikancia megallapi-
tasara.
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administration and a supportive therapy. As a fluid-elec-
trolyte therapy, lactated ringer’s along with 5% dextrose
solutions (Polyfleks Polypharma®, Istanbul, Turkey) were
given for 3 days via IV route. As an anticoccidial drug,
combination of trimethoprim sulfadimidine (Ba-sulfa®,
Bavet, Istanbul, Turkey) was applied for 6 days at a dose of
50 mg/kg via IM route. Also, supportive therapy included
B complex vitamin (Berovit B12® Ceva, istanbul, Turkey)
at a dose of 3 mg/kg, amino acids, minerals and vitamins
(Duphalyte®, Zoetis, Istanbul, Turkey) at a dose of 10 ml/
kg and vitamin K (Hemadur- K®,Alke, Istanbul, Turkey) at
a dose of 1 mg/kg administrations for 6 days. The com-
bination of butylscopolamine bromide and metamizole
sodium (Buscopan®, Compasitum Boehringer Ingelheim,
New Zealand) was used for 3 days at a dose of 0.1 ml/
kg to relieve abdominal pain. In addition, probiotic Sac-
charomyces boulardii (Reflor®, Biocodex, Istanbul, Turkey)
was given orally for 6 days to normalize intestinal flora.

Hemogram parameters including WBC, RBC, Hgb, Hct,
and PLT were measured on the MS4e autoanalyzer (CFE
279®, Hematology Analyzer, Melet Schlosing Laborato-
ries, France) from the venous blood samples collected
with K,EDTA containing tubes.

The concentrations of serum [-FABP, TFF-3, IAP, and
ACTG2 biomarkers were measured according to the man-
ufacturer’s instructions (Bioassay Technology Laboratory,
Shangai-China) using commercial ELISA kits specific to
dogs. For |-FABP (Cat. No: E0304Ca), intra-assay (in-
study) and inter-assay variation coefficients (CV) were
£8% and £10%, minimum detectable concentration
(MDC) was 0.12 ng/mL and detection limit range was 0.3
ng/mL-90 ng/mL. For TFF-3 (Cat. No: EO436Ca), intra-assay
and inter-assay variation coefficients (CV) were £8% and
£10%, minimum detectable concentration (MDC) was
0.022 ng/mL and detection limit range was 0.5-30 ng/mL,
respectively. For IAP (Cat No: E0O438Ca), intra-assay and
inter-assay variation coefficient (CV) were £ 8% and £10%,
minimum detectable concentration (MDC) was 0.26 ng/
mL, and detection limit range was 0.5 ng/mL-150 ng/mL.
For ACTG2 (Cat. No E0437Ca), intra-assay and inter-assay
variation coefficient (CV) for was 8% and £ 10%, minimum
detectable concentration (MDC) was 0.053 ng/mL, detec-
tion limit range was 0.1 ng/mL-40 ng/mL, respectively.

All data were evaluated by using SPSS 22.0 (IBM®, USA)
statistical software. Kolmogorov-Smirnov test was used
to determine whether the data were parametric or non-
parametric. The results of the study were presented as
mean * standard error (mean * SE). Also, the data were



BELRENDSZERI KAROSODAST JELZO BIOMARKEREK VIZSGALATA
ISOSPORA-FERTOZOTT KUTYAKBAN

Az isosporiasisos kutyak klinikai vizsgalata soran a
kovetkezs tinetek kerlltek megallapitasra: testtomeg-
vesztés, gyengeség, elesettség, emelkedett testhd-
mérséklet (21 esetben >39,1 °C), sdpadt nyalkahartyak,
hanyas, kiszaradas, hasi fajdalom, valamint nyalkas-
t6l véresig terjedd sllyossagl hasmenés. A kezelés 2.
napjara ezen tlunetek egy része szignifikadns javulast
mutatott, ideértve a ndvekvd étvagyat, a fokozddéd
érdeklédést a kdrnyezet felé, valamint a hanyas és
hasmenés csokkent el6fordulasat. Az 5. napra az alla-
tok klinikailag gyogyultnak lettek nyilvanitva, bélsaruk
visszanyerte az egészséges konzisztenciajat. A kezelés
végére Osszesen 28 allat teljesen gydgyultan kerUlt
elbocsatasra a klinikardl. Egy allat hullott el a keze-
Iés utani 24. 6raban, egy masik pedig a 60. 6raban. A
kezelés 7. napjan a gyogyult allatoktol vér- és bélsar-
mintavétel tortént, az eldbbi hematoldgiai és biomar-
ker-vizsgalatra, utobbi pedig mikroszképos elemzésre
Isospora-oocystak kimutatasa céljabol.

A szérum |-FABP-szintje az isosporiasisos kutyakban
szignifikansan magasabb volt a kezelés elStt, mint az
egészséges allatoké, majd a kezelés végére szignifi-
kdnsan csokkent, és igy a csoportok kozotti kildonbség
megszint (1. tdbldzat, Abra). Hasonléan az I-FABP-ér-
tékekhez, a fertdzott kutyak IAP-szintje is szignifikan-
san magasabb volt a kontrollnal kezelés elbtt, majd a
kilonbség a kezelés végére ezen esetben is eltlint (1.
tablazat, Abra). Ezzel szemben a TFF-3 és ACTG2 ese-
tén a kezelés eldtt nem volt kilonbség a két csoport
értékeiben, ugyanakkor a kezelés végére a fert6zott alla-
tok értékei szignifikdnsan megemelkedtek (1. tablazat,
Abra). Ezen tGlmen&en a kezelés utan az egészséges
kutyakéhoz képest emelkedett ACTG2-értékek voltak
megfigyelheték (1. tablazat, Abra)

A fert6zott allatok fehérvérsejt- és granulocytaszama a
kezelés elbtt és utan egyarant szignifikdnsan nagyobb
volt az egészséges egyedekhez képest, de a kezelés
végére ezen értékeik csokkentek (2. tdbldzat). Ezzel
szemben a vordsvérsejtek szama, valamint a hemo-
globin- és hematokritérték szignifikdnsan kisebb volt
az isosporiasisos kutyadkban kezelés elStt és utan is a
kontrollcsoporthoz viszonyitva. A lymphocytak és a vér-
lemezkék szama ugyanakkor nem tért el a két csoport
kozott (2. tablazat).

evaluated by ANOVA and post hoc Tukey test. The value
of p < 0.05 was considered statistically significant.

Anorexia, stagnation, weakness, depression, increased
body temperature (in 21 cases, >39.1 °C), pallor of the
mucous membranes, vomiting, dehydration, abdominal
pain, mucoid to hemorrhagic diarrhea were determined
as a result of clinical examination of the dogs with iso-
sporiasis. On the 2" day of the treatment, increase in
appetite, interest in the environment, decrease in the
frequency of vomiting and diarrhea and a significant
clinical improvement were observed. On the 5% day
of the treatment, the feces had completely solidified,
returned to its normal consistency and the dogs were
recovered clinically. At the end of the treatment, 28 dogs
were fully recovered and discharged from the clinic.
One dog died at the 24™ hour and another one died at
the 60" hour during the treatment protocol. On the 7t"
day of treatment, blood and feces samples were taken
from the dogs that recovered. The feces samples were
evaluated microscopically for the presence of isospora
oocysts and no oocysts were observed.

While it was determined that the serum |-FABP level of
dogs with isosporiasis before the treatment was statis-
tically significantly higher than that of healthy dogs, no
statistical difference was determined after the treatment
(Table 1, Figure). Moreover, it was observed that the serum
I-FABP level before the treatment decreased statistically
significantly after the treatment. Even though signifi-
cantly higher serum IAP level of dogs with isosporio-
sis before the treatment was observed, no statistical
difference was determined after the treatment (Table
1, Figure). While the pre-treatment serum TFF-3 levels
of dogs with isosporiosis were not statistically different
compared to healthy dogs, a significant increase was
determined after the treatment (Table 1, Figure). The
pre-treatment serum ACTG2 level of dogs with isosporio-
sis was not statistically different compared to the healthy
dogs whereas a significant increase was determined
after the treatment.In addition, increased post-treat-
ment serum ACTG2 level was observed compared with
the healthy dogs (Table 1, Figure).

It was determined that the levels of WBC and granulo-
cytes pre- and post-treatment of dogs with isosporiasis
were statistically significantly higher compared with the
healthy ones (Table 2). After the treatment, there was
a reduction in the levels of these parameters. It was



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2022. FEBRUAR

determined that the levels of RBC, Hgb, and Hct in dogs
with isosporiasis pre- and post-treatment decreased
significantly compared with the healthy ones. In terms
of lymphocytes and PLT levels, no statistical differences
were determined (Table 2).

1. TABLAZAT. A szérum I-FABP, IAP, TFF3 és ACTG2 biomarker szintjei egészséges és isosporiasisos kutydkban, kezelés elétt

és utdn (Gtlag * szérds). Control: kontroll - egészséges dllatok, Pre-treatment: fertézétt dllatok kezelés eldtt, Post-treatment:

fert6zott allatok kezelés utdn

TABLE 1. Serum I-FABP, IAP, TFF3 and ACTG2 levels in the healthy and diseased dogs before and after treatment (mean *+ SE)

1-FABP (ng/mL) 2,42 + 0,41b

IAP (ng/mL) 2,94 + 0,23b
TFF-3 (ng/mL) 2,02 + 0,12b
ACTG2 (ng/mL) 14,95 + 0,82b

5,36 * 0,36a 3,40 £ 0,48b
4,66 = 0,21a 3,72 £ 0,28ab
2,73 + 0,12ab 2,84 + 0,25a
16,12 + 0,17b 18,62 * 0,60a

I-FABP: Intestinal-fatty acid binding protein, IAP: Intestinal alkalen phosphatase, TFF3: Trefoil factor 3, ACTG2: Gamma-intestinal smooth muscle actin
a, b : Means in the same row with different letters differed significantly (p £ 0.05)
a, b: A sorokban szerepld szamok utani eltérd betlik szignifikdns kllénbséget jeldlnek (p £ 0,05)

2. TABLAZAT. Hematoldgiai értékek egészséges és isosporiasisos kutydkban, kezelés elétt és utdn (Gtlag * szérds). Control:

kontroll - egészséges dllatok, Pre-treatment: fertézott dllatok kezelés eldtt, Post-treatment: fertézott dllatok kezelés utan

TABLE 2. The hemogram parameters in healthy dogs and dogs with isosporiosis before and after treatment (Mean * SE)

WBC ( x103/uL) 8,95 + 0,52b
Lymph. ( x103/uL) 5,47 + 0,47a
Gran. (103/uL) 2,78 + 0,38b
RBC ( x108/uL) 6,69 + 0,36a
Hgb (g/dL) 13,31 * 0,79a
Het (%) 50,10 * 3,02a

PLT (x103/uL) 107,60 + 25,12a

15,22 + 1,27a 13,95 + 0,98a
6,69 * 0,73a 6,29 = 0,57a
6,83 £ 0,92a 4,93 £ 0,52ab
4,73 £ 0,22b 5,29 £ 0,21b
8,64 + 0,41b 10,36 + 0,46b
34,25 + 1,59b 40,76 + 2,05b

167,10 £ 17,01a 141,82 * 14,10a

WBC: Leukocytes/Fehérvérsejtszam, Lymph: Lymphocytes/Lymphocytaszam, Gran: Granulocytes/Granulocytaszam, RBC: Red blood cells/

Vordsvérsejtszam, Hgb: Hemoglobin, Hct: Hematocrite/Hematokrit, PLT: Trombocyte/Vérlemezkeszam
a, b : Means in the same row with different letters differed significantly (p £ 0.05)
a, b: A sorokban szerepld szamok utani eltéré bet(ik szignifikans kilénbséget jeldlnek (p ¢ 0,05)

ABRA. A szérum I-FABP, IAP, TFF3 és ACTG2 biomarker szintjei
egészséges és isosporiasisos kutydkban, kezelés elbtt és utdn
Control: kontroll - egészséges allatok, Pre-treatment: fertézott al-
latok kezelés el6tt, Post-treatment: fert&zott allatok kezelés utan
I-FABP: Intestinal-fatty acid binding protein, IAP: Intestinal alkalen
phosphatase, TFF3: Trefoil factor 3, ACTG2: Gamma-intestinal
smooth muscle actin

FIGURE. Serum I-FABP, IAP, TFF3 and ACTG2 biomarker levels in
healthy dogs and dogs with isosporiosis before and after treatment
|-FABP: Intestinal-fatty acid binding protein, IAP: Intestinal alkalen
phosphatase, TFF3: Trefoil factor 3, ACTG2: Gamma-intestinal
smooth muscle actin
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a, b : Means marked with different letters above the columns differed significantly (p £ 0.05)

a, b: Az oszlopok feletti eltéré bet(ik szignifikdns kilénbséget jeldlnek (p ¢ 0,05)



BELRENDSZERI KAROSODAST JELZO BIOMARKEREK VIZSGALATA
ISOSPORA-FERTOZOTT KUTYAKBAN

Jelen vizsgalat soran Isospora-fertdzott kutyak bélrend-
szeri karosodasa kerUlt vizsgalatra egyes bélkarosodéasra
specifikus biomarkerekkel. Jelenleg a szakirodalomban
ezen terlletrdl korlatozott mennyiségl informacid all
rendelkezésre, igy a kapott eredmények méas fajokkal,
elsGsorban human adatokkal hasonlithatok dssze.

A biomarkerek, mint az I-FABP, TFF3, ACTG2, IAP, CLDN
(claudin) és az LP (leptin), elsésorban a bélhdmsejtek
altal szintetizalt fehérjék, amelyeknek fontos szerepe
van a nyalkahartya karosodasanak kimutatasaban.
Akut ischaemias bélgyulladas esetén a bélhamsejtek
I-FABP-leadasa nd, amelynek kdvetkeztében a vérben
megemelkedik ezen paraméter szintje [14]. NEC-ben
szenvedd gyerekek esetén azt talaltak, hogy az I-FABP-,
L-FABP- és TFF-3-szintek szignifikdnsan megemelkedtek
[15]. THUILS és mtsai leirtak azt is, hogy NEC-ben elhunyt
betegek szérum I-FABP- és TFF-3-értékei szignifikdnsan
nagyobbak voltak azokénal, akik tulélték a betegséget.
Azt is megallapitottak, hogy ezen biomarkerek meg-
bizhatéan alkalmazhatok a NEC diagnosztizalasara [23].
ABDEL-HAIE és mtsai szintén szignifikansan magasabb
szérum I-FABP-szinteket taldltak NEC-beteg UjszUlot-
tekben, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a bio-
marker hasznéalhaté lehet a betegség korai diagndzisara,
valamint a progndzis meghatarozasara [24]. CouraL és
mtsai NEC-ben szenveds gyerekek vizeletében talaltak
szignifikadns I-FABP-, L-FABP-és TFF3-emelkedést, kll6-
nosen azokban, akiknél septicaemia is kialakult. Megal-
lapitottak, hogy ezen biomarkerek vizsgalata jelentdsen
hozzajarulhat a NEC noninvaziv diagndzisdhoz, valamint
megfeleld kezeléséhez [25]. NG és mtsai leirtdk, hogy
az |-FABP, amely egy bélbarrier fehérje, hatékony, Uj
biomarker koraszulottek korai NEC-diagndzisaban [26].
Ugyanakkor az I-FABP nem volt alkalmas hasi kompart-
ment szindromas betegekben a hasi szerveket érinté
komplikacidk rizikéjanak megallapitasara [27]. Giardia-
sisos gyerekekben szintén magasabb I-FABP-szinteket
tapasztaltak egészséges tarsaikhoz viszonyitva [17]. YiL-
DIz és mtsai vastagbél-atrézias borjakban taladltak emel-
kedett I-FABP- és L-FABP-értékeket, amit az elzardédas
eldtt felgyllemld bélsar altal okozott bélfali nyomas
kovetkezményeként kialakuld ischaemias karosodasnak
tulajdonitottak. Megéllapitottak tovabba, hogy az L-FABP
egy megbizhatd diagnosztikai marker [10].

Kisérletesen kivaltott heveny ischaemias bélkaroso-
dasban az I-FABP szintén megbizhaté bélkarosodast jelzé
biomarkernek bizonyult emberekben [14, 28]. HOLMES
és mtsai akut bélgyulladas és ischaemia esetén talal-
tak szignifikansan emelkedett szérum- és vizelet
I-FABP-szinteket, és megallapitottdk, hogy ezen bio-
marker hasznalhatd lehet az ischaemia és gyulladas
okozta bélkarosodéas korai diagndzisara [29]. Akut hasi

In this study, damage of the intestines in dogs with
isosporiasis and its severity were demonstrated by using
intestine-specific damage biomarkers. However, since
the available publications about the current subject in
dogs are quite limited, the present results are discussed
mostly on the basis of the literature from the other
species, especially humans.

Biomarker proteins such as I-FABP, TFF3, ACTG2, IAP,
CLDN, and LP are mostly synthesized by enterocytes and
are clinically important for the detection of intestinal
mucosal damage. Intestinal fatty acid-binding proteins in
enterocytes cause an increase in the blood |-FABP level
by releasing I-FABP from the enterocytes into the blood
in cases of intestinal damage caused by acute ischemic
enteritis [14]. It was demonstrated that I-FABP, L-FABP
and TFF-3 levels increase significantly in infants with NEC
[15]. THulLs et al (2010) [23] showed that serum |-FABP
and TFF- 3 levels in patients with NEC were significantly
higherin those who died of the disease compared to the
survivors. Also, it was reported that these biomarkers
were highly reliable in the determination of the presence
of NEC. Moreover, ABDEL-HAIE et al (2017) [24] reported
that the serum I-FABP level increased significantly in
neonatal infants with NEC and could be a useful bio-
marker for early diagnosis and prediction of the prog-
nosis of the disease. CouraL et al (2020) [25] determined
a significant increase in urine |-FABP, L-FABP, and TFF3
levels in infants with NEC, especially in those who devel-
oped sepsis, and reported that these biomarkers could
contribute significantly as a noninvasive diagnosis and
for adequate management of NEC. NG et al (2020) [26]
have revealed that I-FABP, one of the intestinal barrier
proteins, is a useful novel unique biomarker for the early
diagnosis of NEC in preterm infants. However, it was also
reported that I-FABP as a biomarker has no significance
in determining the risk of complications that may develop
in the abdominal organs of people due to abdominal
compart syndrome [27]. I-FABP level was found to be
higher in children with Giardiasis compared to the healthy
ones [17]. YiLbiz et al (2018) [10] indicated that the serum
|-FABP and L-FABP levels increased significantly in calves
with atresia coli compared to the healthy calves and this
increase was attributed to the content which accumu-
lated ahead of the obstruction that had caused ischemic
damage by compressing the intestinal wall. As a result, it
was reported that L-FABP is a reliable diagnostic marker.

In the determination of the experimentally induced
acute intestinal ischemic damage in humans, |-FABP
was reported to be a reliable intestinal damage bio-
marker [14, 28]. HoLMmEs et al (2001) [29] reported that the
blood and urine I-FABP level in acute intestinal inflam-
mation and ischemia were increased significantly and



panaszokkal kérhazba kerll6 betegek esetén a szérum
I-FABP-szintje szintén megbizhatd paraméternek bizo-
nyult a vékonybelet érinté ischaemia rizikdjanak meg-
allapitasara [30].

Allatorvosi teriileten kélikas lovak esetén irtak le,
hogy a vér és a peritonealis folyadék |-FABP-szintjének
mérése hasznalhatd a prognézis, valamint egy eset-
leges hasi mitét szikségességének megallapitasara
[31]. Ezen tUl sertésekben is azt talaltak, hogy a plazma
I-FABP-szintje szignifikansan emelkedik kisérletesen
kivaltott bélkarosodas esetén, és hogy ezen biomar-
ker mennyisége megbizhatd paraméter a kadrosodas
meghatarozasara, valamint a bélcsatorna egészségének
monitorozasara [32].

Lovak és sertések mellett borjakban is azt tapasztal-
tak, hogy az I-FABP- és L-FABP-szintek szignifikdnsan
emelkednek Ujszulott, kildnbozs fertdzb oktanli hasme-
néses borjakban, tovabba, hogy a mérésik hasznalhaté
a bélham karosodasanak meghatarozasara [13]. Ezen tul
GULERSOY és mtsai emelkedett |-FABP-értékeket mértek
parvovirusos bélgyulladasban szenvedd kutyakban az
egészséges egyedekhez hasonlitva, és a biomarkert
megfeleldnek talaltdk a bélkarosodas és a mortalitas
eldrejelzésére [12].

Jelen vizsgalatban Isospora-fertézott kutyak esetén a
kezelés elStt mért I-FABP-szintek szignifikdnsan maga-
sabbak voltak az egészséges allatokhoz viszonyitva,
majd a biomarker szintje szignifikansan csokkent és a
kezelés végére a csoportok kozotti kiildnbség eltlint (1.
tablazat). Az eredmények alatamasztjak, hogy az I-FABP
megbizhatbéan hasznalhatd paraméter a bélrendszeri
karosodas meghatarozasara, ahogy az a korabbi tanul-
manyokban is megallapitasra kertlt [10-14, 17, 24, 26, 30,
32]. Az Isospora-fertdzott kutyak vérében mért emelke-
dett I-FABP-szintek mogott feltételezhetden a bélham-
sejtek szerkezeti kdrosodasa allt, amelyet az él6skodd
okozott, és amelynek kdvetkezményeként a biomarker
a sejtekbdl a keringésbe kerilt [17]. A kezelés hatasara
csbkkend |-FABP-szintek pedig a karosodott hamréteg
regeneracidjaval fliggtek 6ssze, amely 6sszhangban all
az irodalmi adatokkal [14, 23]. A bélkarosodast jelzd bio-
markerek vizsgalatat els6ként GULERSOY és mtsai végez-
ték kutydkban a bélkarosodas megallapitasa céljabdl
[12]. Ebben a kutatasban parvovirusos bélgyulladasban
kialakuld bélkarosodas mérésére az |-FABP megfeleld
biomarkernek bizonyult. Jelen vizsgalat soran az I-FABP
isosporiasisos kutyak bélkdrosodasanak kimutatasara
is alkalmasnak mutatkozott, igy a kapott eredmények
o0sszhangban allnak a korabbi, kutyakrdl sz416 publika-
ciéval [12].

Az IAP-nek jelentds és Osszetett szerepe van a bél-
csatorna természetes védekezd folyamataiban. A bél-
hamsejtek kadrosodasa esetén felszabadul az apikalis
mikrovillusokbdl, részt vesz a baktériumok nyalkahartya
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that this biomarker could be used as an indicator for
early diagnosis to determine the damage to the intes-
tines as a result of ischemia and inflammation. It was
reported that serum |I-FABP measurement was a reli-
able parameter for assessing the risk of ischemia in
the small intestine in people who were admitted to
the hospital with acute abdominal complaints [30]. It
was expressed that blood and peritoneal fluid I-FABP
measurement can be used to determine the neces-
sity of abdominal surgery and for the prognosis in the
treatment of horses with colic [31]. It was determined
that plasma I-FABP in experimentally induced intestinal
damage in pigs increased significantly and thus, I-FABP
was a reliable parameter that could be used both for
determination of intestinal damage and for monitoring
intestinal health [32].

It has been shown that I-FABP and L-FABP increase
significantly in calves with neonatal diarrhea caused by
different infectious factors. For this reason, these bio-
markers could be very useful and reliable in determining
intestinal epithelial damage [13]. In addition, GULERSOY
et al (2020) [12] found that I-FABP level significantly
increased in dogs with parvoviral enteritis compared with
the healthy ones and that I-FABP was determined to be
a useful and reliable biomarker for determining both for
intestinal damage and mortality prediction. In the pres-
ent study, it was determined that pre-treatment serum
|-FABP level of dogs with isosporiasis was significantly
higher than that of the healthy ones while no statisti-
cal difference was determined in terms of post-treat-
ment. However, it was observed that serum |-FABP level
decreased significantly compared to the post-treatment
level (Table 1). As reported by many researchers [10-14, 17,
24, 26, 30, 32], it was demonstrated also in this study that
I-FABP was a useful and reliable biomarker in determin-
ing intestinal damage due to various causes. The main
reason for the elevated level of I-FABP in the blood in
case of intestinal damage was thought to be the release
of I-FABP by enterocytes into the circulation as a result
of disruption of the structure of intestinal enterocytes by
isospora species [17]. The reason of the decreased |-FABP
level after the treatment was considered to be related to
the repair of damaged epithelial as a result of treatment.
This finding was consistent with the previous [14, 23].
The first study about the efficacy of intestinal damage
biomarkers in determining intestinal damage in dogs was
conducted by GuLERsoY et al (2020) [12]. In their study, it
was reported that significant damage of the intestines
occurred in cases of parvoviral enteritis and thus, I-FABP
was determined to be a useful diagnostic biomarker for
detecting this damage. In the present study, a signifi-
cant damage to the intestines in isosporiasis of dogs
was evident and |-FABP, one of the intestinal damage
biomarkers, was determined to be a useful diagnostic
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lemben, valamint hozzajarul az LPS detoxikalasahoz,
és a bélmikrobiéta homeosztazisanak fenntartasahoz
[19, 20, 33]. Szignifikdnsan magasabb IAP-szintek voltak
mérhetdk a bélcsatorna elhaldasa esetén emberekben
[21], Gjszulott borjak kulonbozb oktanld bélgyullada-
sanal [13], valamint vastagbél-atrézias borjakban [10].
Jelen vizsgalat sordn isosporiasisos kutyak kezelés eldtti
szérum |AP-szintjei szignifikdnsan magasabbak voltak
az egészséges egyedekhez képest, amely kilonbség
a kezelés végére mar nem volt meg (1. tablazat). Ezen
eredmények 0sszhangban vannak a szakirodalmi ada-
tokkal [10, 13, 21]. Az emelkedett IAP-értékek mogott fel-
tételezhetben a faktor fokozott, védekezd céll leadasa
all a bélhdmsejtekbdl, ideértve a baktériumok transz-
lokacidjanak gatlasat, az LPS detoxikalasat, valamint a
bélmikrobidta homeosztazisdnak fenntartasat [19, 20,
33]. IAP alkalmazasaval védd hatast lehet elérni embe-
rekben NEC ellen [34], a faktor parenteralis beadéasa
pedig csokkentette szepszisben szenvedd emberek és
egerek szervi kdrosodasainak mértékét [35, 36].

A TFF-3 azon biomarker-fehérjék koézé tartozik, ame-
lyeket a bélhamsejtek a karosodott nyalkahartya helyre-
allitasanak érdekében szekretalnak. Ezen faktor szerepe
a szoveti karosodasok javitasa, a regeneracio segitése
[37]. A TFF-3-at tartjak a legfontosabb fehérjének a bél-
nyalkahartya védelmében és a bélcsatorna karosodasai-
nak helyreallitasaban [18]. A bélnyalkahartya karosodasa
esetén a bélhamsejtek TFF-3 szekrécidja novekszik a
regeneracié érdekében, amely a faktor emelkedett plaz-
maszintjéhez vezet. NEC-ben szenveds$ betegekben a
bélnyalkahartya kadrosodéasa okozta gyulladasos valasz
soran a TFF-3 szintje — hasonldéan az L-FABP és |-FABP
értékeihez - megemelkedik [15]. Ezen tdl a fehérje
plazmakoncentracidja szignifikdnsan nagyobb fekélyes
vastagbélgyulladasban szenved6 embereknél az egész-
ségesekhez képest, amely aldatamasztja, hogy a TFF-3
hasznalhaté biomarkerként a nyalkahartya kadrosodasa-
nak és gyogyulasanak értékelésére [38].

YiLpiz és mtsai emelkedett TFF-3-szinteket mértek
atrézias borjakban az egészséges egyedekhez képest
[10]. Enhez hasonldan GULERSOY és mtsai a faktor meny-
nyiségének szignifikdns emelkedését irtak le parvo-
virusos bélgyulladasban szenvedd kutydkban a nem
fertézott tarsaikhoz képest. Ezen megfigyelés alapjan
a TFF-3 - hasonlbéan az |-FABP-hoz - megbizhatdan
hasznalhatonak bizonyult a bélkarosodas kimutatasaban
és a mortalitas elGrejelzésében [12]. Hasonlé megallapi-
tasra jutottak Ok és mtsai, akik a TFF-3, I-FABP, L-FABP
és IAP alkalmazhatésagat irtak le kilonb6z6 oktanl bél-
gyulladasok okozta bélkarosodas diagnosztikajaban [13].

Jelen vizsgalat soran az Isospora-fertézott kutyak
kezelés elbtti TFF-3-szintjei nem tértek el szignifikan-
san az egészségesekhez képest, ugyanakkor a kezelés

biomarker in determining the damage in accordance
with the findings reported by GuLERSOY et al (2020) [12].

Intestinal alkaline phosphatase, which plays an impor-
tant role in the intestinal defence mechanism, is involved
in the prevention of bacterial translocation [19] by being
released from apical microvillus in enterocyte damage,
in the detoxification of endotoxin lipopolysaccharides, in
maintaining normal homeostasis of intestinal microbial
and inhibiting translocation of bacteria into the intesti-
nal mucosal barrier [20, 33]. McLacHLAN et al (1993) [21]
reported significantly higher levels of IAP in people with
intestinal necrosis. Ok et al (2020) [13] showed a signifi-
cant increase in IAP levels in enteritis in neonatal calves
due to different etiological agents. YiLbiz et al (2018) [10]
determined that the level of IAP increased significantly in
calves with atresia coli. In the present study, it was deter-
mined that the pre-treatment serum IAP level of dogs
with isosporiasis was significantly higher than the healthy
ones whereas no statistical difference was determined
in the level of post-treatment (Table 1). Our results are in
accordance with the results of previous reports [10, 13, 21].
The reason of the increase in serum IAP level in dogs with
isosporiasis was thought to be related to prevent bacte-
rial translocation into the mucosal barrier by increasing
IAP release of enterocytes for defensc purposes, to pro-
vide detoxification of endotoxin lipopolysaccharides that
may damage the organism, and also to maintain normal
homeostasis of intestinal microbiota [19, 20, 33]. Our find-
ings are in accordance with the earlier results that IAP
application provides a protective effect on human NEC
[34] and parenteral IAP administration reduces organ
damage in human and mice with sepsis [35, 36].

Enterocytes secrete some proteins, so-called intes-
tinal biomarkers, to repair the damage to the intestinal
mucosal barrier due to various causes. Of these, TFF-3 has
different functions. These functions are repairing tissue
damage while the normal epithelial cells remain stable
by limiting mucus production stimulation and ensur-
ing the healing of gastrointestinal damage [37]. TFF-3 is
considered to be the most important peptide involved
in protecting the intestinal mucosa and repairing dam-
age to the gastrointestinal tract [18]. In cases of intesti-
nal mucosal damage, TFF-3 level elevation is caused by
increased release from enterocytes for repair purposes.
It was reported that TFF-3 concentration increased along
with L-FABP and I-FABP after inflammatory response
caused by intestinal mucosal damage in patients with
NEC [15]. In addition, compared with the healthy individu-
als, TFF-3 levels were found to be significantly higher in
people with ulcerative colitis and thus, TFF-3 may serve
as a potential biomarker in the evaluation of mucosal
damage recovery [38].

YiLbIz et al (2018) [10] found that serum TFF-3 levels in
calves with atresia were higher than the healthy ones.



végére a faktor mennyisége szignifikansan megemelke-
dett (1. tdblazat). Ezen megfigyelés dsszhangban van a
szakirodalmi adatokkal, ahol leirtak a TFF-3 koncentracid
szignifikans emelkedését kilonboz6 oktanl bélgyullada-
sokban [10, 12, 13, 15, 37, 38]. A vizsgalat soran tapasztalt
TFF-3-emelkedés feltehet8en az Isospora altal okozott
vékony- és vastagbélkdrosodassal szembeni javitd
mechanizmusok kdvetkezménye. Ennek hatterében az
all, hogy a bélhdmsejtek altal szekretalt TFF-3 szerepet
jatszik a karosodasok helyredllitasaban és a nyalkahar-
tya-barrier integritasanak fenntartadsaban a mucinnal
egyutt [18, 37]. A jelen vizsgalatban tapasztalt enyhe
kezelés elbtti, és jelentds kezelés utani TFF-3-szintemel-
kedés (1. tablazat) vélhetéen a gyulladas kdvetkeztében
karosodott nyalkahartya helyreéallitasat szolgalja. Ezen
tapasztalatok 0sszhangban vannak TRAN és mtsai mun-
kajaval, ahol a bélcsatornaban alkalmazott rekombinans
TFF-3 hatékonynak bizonyult patkanyok gyulladasos bél-
betegségének kezelésében [39].

Az ACTG2 egy intestinalis simaizomaktin, amely csak
a bélcsatorna simaizomszovetében taladlhaté meg.
Ischaemias vagy elhalasos bélgyulladasban, amikor ez a
simaizom jelentdsen karosodik, a leadott ACTG2-szintje
megnd a vérkeringésben. Minél sdlyosabb a bélcsatorna
karosodasa, annal nagyobb a szérum ACTG2-koncent-
racidja [40-42]. Az ACTG2-szintje, hasonldéan az |-FABP-
hoz, szignifikansan megemelkedett NEC-ben szenvedd
emberekben, és ischaemias-reperflzids bélkarosodasu
patkanyokban. Ez alapjan az ACTG2 hasznalhaté biomar-
ker lehet a bélcsatorna simaizom karosodasanak meg-
hatarozasara [22]. Ok és mtsai szignifikdnsan magasabb
szérum ACTG2-szinteket mértek E. coli hasmenéses
borjakban a kontroll csoporthoz képest [13], mig YiLDIz
és mtsai RDS-es borjakban irtak le a faktor mennyisé-
gének emelkedését a kezelés elbtti allapothoz képest
a kezelés végére [11].

Jelen vizsgalat soran az isosporiasisos kutyak kezelés
el6tti ACTG2-szintje nem klillonb6zott az egészséges alla-
tokétdl, ugyanakkor a kezelés végére szignifikans emel-
tablazat). Ezen tapasztalat 6sszehangban van a korabbi
publikaciok adataival, ahol magasabb ACTG2-szinteket
mértek kilonb6zd oktand bélgyulladasos esetekben [11,
13, 22, 40-42]. Az Isospora-fertézott kutyakban megfigyelt
ACTG2-emelkedés feltehetéen annak a kdovetkezménye,
hogy a parazita a nyalkahartyarétegen atjutva a bélcsa-
torna izomszovetét is karositani tudta. A kezelés végén is
fennmaradd emelkedett ACTG2-szintek arra utalhatnak,
hogy a rendelkezésre all6 rovid alatt még nem zajlott le
a karosodott szbvetek helyreallitasa. Ezen eredmények
6sszhangban vannak YiLbiz és mtsai [11], valamint Ok
és mtsai [13] tapasztalataival, ahol koraszulott, RDS-es
borjak esetében szintén magas ACTG2-koncentracio volt
mérhetd a kezelésik utan is.
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GULERSOY et al (2020) [12] found that TFF-3 levels increased
significantly in dogs with parvoviral enteritis compared
with the healthy dogs and that is why, TFF-3 along with
I-FABP, were determined to be useful and reliable bio-
markers for determining intestinal damage and predict-
ing mortality. In determining intestinal damage caused
by enteritis caused by different etiological agents, Ok et
al (2020) [13] found that TFF-3 was a reliable and use-
ful diagnostic biomarker together with |-FABP, L-FABP
and IAP, as well. In this study, while the pre-treatment
serum TFF3 level of dogs with isosporiasis was not sta-
tistically different in comparison with the healthy ones,
a significant increase was determined in terms of post-
treatment level (Table 1). Many researchers [10, 12, 13, 15,
37, 38] reported that TFF-3 level increased significantly in
enteritis or enterocolitis due to different causes, which
was confirmed by the presence of significant increase in
post-treatment TFF-3 level in the present study. The rea-
son of the increased TFF3 level was interpreted as a result
of repair response to the damage caused by isospora
species in the small and large intestine. It was expressed
that TFF3 is secreted from enterocytes to repair the dam-
age and maintain the integrity of the intestinal mucosal
barrier [37]. TFF-3 and mucin protect the intestinal epi-
thelial barrier together [18]. In this study, a mild increase
before treatment and the high presence of TFF-3 after
treatment (Table 1) was thought to ensure the repair of
the mucosal epithelial barrier of the intestines in enteritis
or enterocolitis. These findings were consistent with the
study of TRAN et al (1999) [39] where recombinant TFF-3
applied luminally was determined to be effective in the
healing of inflammatory bowel disease in rats.

ACTG2, which is an intestinal smooth muscle actin, is
found only in enteric muscle tissues. In cases of ischemic
or necrotic enteritis, where significant damage develops
in intestinal smooth muscles, ACTG2 is released into the
circulation and thus, its serum level increases. It has been
reported that the higher serum ACTG2 level, the more
severe intestinal damage develops [40-42].

ACTG2 and I-FABP levels increased significantly in
humans with NEC and in rat with ischemic-reperfusion
intestinal damage. That is why ACTG2 may serve as a
useful and reliable biomarker for determining intestinal
muscle damage [22]. Ok et al (2020) [13] found that the
serum ACTG2 level in calves with E. coli diarrhea was sig-
nificantly higher than those in the Control group. YiLDIz
et al (2019) [11] demonstrated that the ACTG2 level in
calves with RDS significantly increased after treatment
compared to the values of pre-treatment.

In the present study, pre-treatment serum ACTG2 levels
of dogs with isosporiasis were not statistically differ-
ent than healthy ones. However, a significant increase
was observed after treatment. Moreover, a significant
increase was determined in pre-treatment serum ACTG2
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Osszegezve a fentieket, jelen vizsgalatban megalla-
pitasra kerllt, hogy a szérum I-FABP-, IAP-, TFF3- és
ACTG2-szintjei szignifikdnsan emelkednek isosporiasisos
kutyadkban. A tapasztaltak alapjan ezen paraméterek
hatékonynak és megbizhaténak mondhatdk a bélham-
kdrosodas mértékének meghatarozasara Isospora-fer-
tdzésben szenvedd kutyaknal.
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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k ismertetik a sertések reprodukcidos és |égzbszervi szindromajat okozo
virusanak (porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) Ujge-
neracidos DNS-szekvenaladson alapuld tipizalasaval kapcsolatos megfigyelései-
ket. Roviden felvezetik azt a diagnosztikat érintd problémat, ami e kézlemény
megirasdhoz vezetett. Ismertetik az amplikon-mélyszekvenalas maddszertani
megkozelitéseit a PRRSV molekularis azonositasi munkafolyamataban. Megal-
lapitjak, hogy a fenti mddszerek segitségével a természetes kbzegben kialakult
kevert fert6zésekbdl sikeresen azonosithatbak a klilonb6zd virusvariansok. Vége-
zetUl felhivjak a figyelmet a sertéstelepeken egyidejlileg keringd vakcinavirusok
és vad tipusU torzsek pontos ismeretének fontossagara.

SUMMARY

Background: The global emergence of porcine reproductive and respiratory
syndrome (PRRS) has led to great economic losses in all affected countries.
To control the disease in Hungary, a National PRRS Eradication Program has
been commenced. The program requires extensive monitoring of the PRRS virus
(PRRSV) by serological and virological methods. Sanger sequencing of selected
genomic regions is a basic method to identify and characterize circulating
PRRSV strains.

Objectives: During the national elimination program in 2016, conventional
sequencing approaches failed to identify the causative strains in numerous
clinical specimens. An amplicon deep sequencing protocol was introduced to
overcome the issues related to Sanger sequencing.

Materials and Methods: PRRSV-1 (n = 187) and PRRSV-2 (n = 13) positive
samples were used in this study. The authors compared two amplicon deep
sequencing protocols and the more robust method was chosen to sequence
either ORF5 or ORF7 products on an lon Torrent PGM platform.

Results and Discussion: Based on initial sequencing results the conventional
(i.e. fragmentation and adapter ligation based) library preparation method was
used in this pilot study. The majority of samples contained one sequence vari-
ant of PRRSV, whereas a minority of specimens (n = 5), that originally could not
be sequenced by the Sanger method, were classified as mixed infections with
different PRRSV strains of major and minor variants. We conclude that amplicon
deep sequencing is a useful alternative to Sanger sequencing when multiple
strains (e.g., at some point of the PRRS elimination process) co-circulate in
swine farms.
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A sertések reprodukcids és |égz8szervi szindromaja (porcine reproductive and
respiratory syndrome, PRRS) kiemelked8 gazdasagi kartételt kivaltd, virusos
eredetli megbetegedés. A fertézést nagy ragalyozdoképesség jellemzi. A PRRS
allomanyon belll tdlnyomorészt kdzvetlen érintkezéssel és levegd Gtjan ter-
jed, a sertéstelepek kozotti terjedésben pedig az élGallat-forgalom mellett
ragalyfogd eszkdzok és izeltlablak is részt vehetnek [1]. A hazisertések min-
den korl egyede fogékony a fert6zéssel szemben. LégUti tlinetek barmelyik
korcsoportban jelentkezhetnek, ami fiatal allatoknal csdkkent testtomeg-gya-
rapodassal, mig kocaknal sllyos szaporodasbioldgiai zavarokkal tarsulhat [2].
Tartésan fennalld megbetegedés esetén szamolni kell a masodlagos fertdzések
kialakulasanak lehetdségével, ami tovabb néveli a PRRS okozta nagymértékd
gazdasagi veszteséget.

A PRRS kiemelkedé
gazdasdgi kartételt
kivalté, virusos eredeti
megbetegedés

Hazdnkban a PRRS
megjelenését el6sz6r
sertésvérmintdak

szeropozitivitdsa jelezte

az 1990-es években

A PRRS-mentesitési
program jévoltdbdl
2018-ra tiz megye
teljes terliiletét és
tovabbi 11 jardst
PRRS-t6l mentesnek
nyilvanitottak

A mentesités sordn
gyljtétt mintakbél a
szerz6k nagy szému

ORF5 szekvencidt
hataroztak meg

A tlnetegylttes kérokozd fajai a Betaarterivirus suid 1 és a Betaarterivirus
suid 2 (PRRSV-1 és PRRSV-2) az Arterividirae csalddba tartozd burkos virusok
(https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/positive-sense-rna-
viruses/w/arteriviridae). A PRRSV pozitiv, egyszall RNS genommal rendelkezik,
ami hozzavetdlegesen 15 kbp hosszlsagl. Osszesen 10 nyilt leolvasasi keretérdl
(open reading frame, ORF) kettd nem-szerkezeti fehérjéket kédold poliprotein
és nyolc szerkezeti fehérje irédik at [3].

A virus kUlonbo6zd valtozatainak jellemzésére jelenleg az ORF5 és ORF7 szek-
venciakat hasznaljak. Az ORF5 kddolja a 5-6s glikoproteint, mig az ORF7 a
nukleokapszid fehérjét. A filogenetikai elemzések alapjan mindkét virusfajt
leszarmazasi vonalakra és szubtipusokra lehet elklléniteni [4-6]. A rekombi-
nacié és a nagy mutacios rata kovetkeztében kialakult genetikai valtozatossag
megneheziti a PRRSV ellen irdnyuld védekezést [6].

Hazankban a PRRS megjelenését el8szor sertésvérmintak szeropozitivitasa
jelezte az 1990-es években [7]. A kdvetkezd évek sordn a PRRSV hazai eléfordu-
ldsa szamottevdvé valt, mindekdzben pedig a cirkulald torzsek genetikai diver-
zitdsa folyamatosan ndtt. Magyarorszagon a jelentds gazdasagi karok enyhitése
és a hazai sertésagazat nemzetkozi versenyképességének fokozasa érdekében
2010-ben elindult és 2014-t8l hatalyba Iépett a PRRS Nemzeti Mentesitési
Terv (tovabbiakban PRRS-NMT). A mentesitési program jovoltabol 2018-ra tiz
megye teljes terlletét és tovabbi 11 jarast PRRS-t46l mentesnek nyilvanitot-
tak, ami egylttal a nagylétszamu allomanyok 75%-at is magéaba foglalta [8].
A PRRS-NMT érdekében folyamatosan végzett diagnosztikai monitoringvizs-
galatok jelentésen hozzajarultak egy olyan naprakész hazai PRRSV-virustérkép
megalkotdsahoz, amelynek a segitségével lehetdvé valt az Gjonnan jelentkezd
jarvanykitorések teljes kérl nyomonkovetése [9].

A PRRS-mentesitésben résztvevd hazai allategészségligyi diagnosztikai
laboratériumok adott sertéstelepen a PRRSV jelenlétére vonatkozd informéaciot
gyljtenek szeroldgiai tesztek és/vagy a virus jelenlétének kdzvetlen bizonyité-
kaként elfogadott molekularis diagnosztikai mddszer, a reverz transzkripciot
kovetd polimeraz lancreakcié (RT-PCR) segitségével. Ezt kdvetSen szlkség
szerint megéllapitjak az ORF5 és/vagy az ORF7 régié nukleotidszekvenciajat a
vad tipusu és a vakcinatorzsek elkllonitésének, tovabbéa az azonositott térzsek
eredetének és terjedésének nyomon kdvetése céljabél. Hagyoméanyos (Sanger)
szekvenalasi eljarast alkalmazva a torzsazonositas konnyen beépithetd a mun-
kafolyamatokba. Azonban az allomanyok és egylttal az egyedek lehetséges
kevert fert6zése esetén, valamint a mentesités azon fazisaban, amikor a vad- és
vakcinavirusok egylttesen jelen vannak az alloméanyban, a szekvenciaeredmé-
nyek kiértékelése nehézkessé vagy éppen lehetetlenné valik. Koinfekcié esetén
a torzsek azonositasa hagyoméanyos megkdzelités szerint molekularis kldéno-
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zassal lehetséges, amelynek soran a kapott PCR-terméket vektorba klénozzak,
majd reprezentativ szamu koldniabdl Sanger-szekvenaldassal meghatarozzak a
plazmidba épult DNS-szakasz nukleotidsorrendjét. A diagnosztikaban, de még
inkdbb a jarvanylgyi nyomozas esetén, ez a mdodszer kevéssé célravezetd,
hiszen az eljaras id6- és koltségigényes. Ennek feloldasara szamos szerzd
javasolja az Ujabb, nagy ateresztbképességl szekvenald késziulékek nyljtotta
elényodket [10]. A diagnosztikdban az Gjgeneracids szekvenalads (next genera-
tion sequencing, NGS), azon belll is az amplikon-mélyszekvenaldas ma mar
nélkilozhetetlen a személyre szabott gydégyaszatban a human onkoldgia és
genetika terlletén, jarvanylgyi felmérésekben és kérokozdk azonositasaban
egyarant [11-19]. Manapsag, szolgaltatotdl és az adatfeldolgozas mértékének
figgvényében az NGS-alapl amplikonszekvenalas koltségei kozelitik a San-
ger-szekvenalas koltségeit [20].

2016 folyaman a hazai PRRS-mentesitéssel 0sszefliggésben végzett rutin
diagnosztikai munka soran novekvd szamuU esetben jeleztek Sanger-szekven-
alasbdl szarmazé értelmezhetetlen adatokat. A jelenség tisztazasa érdekében
és egy elbzetes tanulmany erejéig hat hdénapon keresztll a PCR-termékek
Sanger-szekvenalasa helyett GUjgeneracids szekvenald platformot alkalmaztunk.
Mivel az NGS rutin allategészséglgyi diagnosztikaba torténd integralasa egyre
kozelibbé valik, a szerzék fontosnak érezték, hogy gondolatébresztd szandékkal
tapasztalataikat kozzé tegyék a hazai allatorvos kollégak szamara.

ANYAG ES MODSZER

MELYSZEKVENALAS - MODSZERTANI MEGKOZELITESEK

A tanulmanyhoz gy(jtott mintdk minden esetben kllonb6z6 allategyedekbdl
szarmaztak. A savomintakbdl az RNS kivonasa a QlAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen) segitségével tortént.

Az adott célrégid mélyszekvenaldsat NGS-technolbégiaval hajtottuk végre.
Minden NGS-késziilék egy Ggynevezett DNS-kdnyvtar elkészitését igényli (Iépé-
sei fliggnek az adott NGS-rendszertdl), ami tartalmazza a szekvenalni kivant
DNS-szalakat, ill. az azokhoz kapcsolt egyéb, a késziulékkel kompatibilis adap-
tereket és vonalkddokat. Ezt a folyd vizsgalatok mentén két megkozelitésben
végeztik (1. dbra).

Hagyomdnyos kényvtdrkészités (I. mddszer): Az |. mddszer soran az ORF5
nested PCR elsd korét és az ORF7 régiét One-Step RT-PCR kittel (Qiagen) sza-
poritottuk fel. Az ORF5 nested PCR masodik kéréhez a TopTag DNS polimerazt
(Qiagen) hasznaltuk. Az alkalmazott primerparokat az 1. tdbldzatban foglal-
tuk 6ssze. A PCR-termékek (amplikonok) tisztitdsat oszlopos, kereskedelmi
forgalomban kaphaté kittel végeztik (Gel/PCR DNA Fragments Extraction
Kit, Geneaid). Ezt kdvet8en az enzimatikus fragmentalast és az lon Torrent
adapterek kapcsolasat a NEBNext Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set
for lon Torrent kit és az lon Xpress Barcode Adapters (New England Biolabs)
felhasznalasaval végeztik el. A DNS-kdnyvtarak klonalis amplifikaciéja az lon
PGM Hi-Q View OT2 Kittel tortént. Ez a PCR-hez hasonld termociklusos modszer
jelen esetben 200 bp hosszUsagu, mikrogyongy felszinén rogzitett kdnyvtar
DNS-ek klonalis amplifikalasara szolgal egy, a célra fejlesztett készUiléken (lon
OneTouch v2). B8vebb informéaciét az olvasd a https://www.thermofisher.com
honlapon talal.

PCR-alapt kényvtdrkészités (Il. moédszer): A Il. mdédszer esetében a PRRSV
RNS-r8l reverz transzkripcidéval cDNS készult (SuperScript™ [ll, Invitrogen™),
majd az adott régidk felszaporitdasa Phusion DNS polimeraz enzimmel (Thermo
Scientific™) valésult meg, konvencionalis PCR-rel. A PCR soran a célrégibra
(ORF5 és ORF7) specifikus primereket Ggy médositottuk, hogy azokat lon Tor-



VIROLOGIA

1. ABRA. Az esettanulmdnyban
alkalmazott DNS-kényvtdrkészitd
modszerek sematikus dbrdazoldsa

FIGURE 1. Schematic
representation of the applied
DNA library preparation methods
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rent-specifikus adapterekkel és az egyedi azonositast biztositd vonalkdd szek-
vencidkkal egészitettik ki (fizids primerek; 1. tdblazat). Ennél a médszernél egy
|épésben, PCR segitségével allithatd el az lon Torrent rendszerrel kompatibilis
kényvtar. Az igy kapott DNS-kényvtarat az IA 500 kit segitségével klonéalisan
amplifikaltuk. Ez a mddszer izotermalis korlUlmények kozott zajlik, szobah6-
mérsékleten, azaz nem igényli specialis készulék hasznalatat a mikrogyongy
felszinen rogzitett kdnyvtar DNS-ek klonalis felerdsitéséhez. Rdadasul idében
gyorsabb és akar 500 bazispar hosszu kdnyvtarak is készithetdk.

Akar az l-es, akar a ll-es mddszerrel tortént a konyvtarkészités, végll a
klonalisan amplifikalt konyvtar DNS-t hordozd gyéngyodket lon OneTouch ES
készllékkel dlusitottuk, majd ellciét kbvetben lon 314-es vagy lon 316-0s chip
fellUletére szélesztettlk.

L. médszer 11, médszer
NEBNext® Fast DNA Fragmentation and Library Prep Flziés primer amplifikdcié és IA 500 Kit
Set for Ton Torrent (PCR-en alapszik)
p ldson és. liedld
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1. TABLAZAT. A hagyomdnyos (I. médszer) és a PCR-alapd (II. médszer) DNS-kényvtdrkészité médszer oligonukleotid-szekvencidi

Félkovér betltipussal az adapter szekvenciakat emeltik ki. A vonalkdéd-szekvenciak (xxxx) 12 bazis hosszlsaglak és a mintak

egyedi azonositasat biztositjak

TABLE 1. Oligonucleotide sequences of the conventional (method I.) and the PCR-based (method II.) DNA library preparation

method

The adapter sequences were marked with bold type characters. The 12 bp long barcode sequences (xxxx) are unique identifiers

of the samples
‘ Célrégid ‘

ORF7 R

Szekvencia (5" - 3')

: CAGCCAGTCAATCARCTGTG
: TCGCCCTAATTGAATAGGTG

1. kor R

|. mbdszer

F: GTTGCTSCATTTCMTGACAC
: TATGTIATGCTAAAGGCTAGCAC

ORF5
2. kor

: CAATGAGGTGGGCIACAACC
: ATCGTCTAGGCCTCCCATTG

o M oM

: CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXxxxxCAGCCAGTCAATCARCTGTG
: CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCGCCCTAATTGAATAGGTG

ORF7

w
o m

: CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCAGCCAGTCAATCARCTGTG
: CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXXxxXTCGCCCTAATTGAATAGGTG

Il. mddszer

: CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXXxXxXATGAGATGTTCTCACAAATTGGGGCG
: CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCGAAGT

ORF5

o M oM

: CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATATGAGATGTTCTCACAAATTGGGGCG
: CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXXXXTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCGAAGT

A nyers szekveniaadatok
elemzését kévetden
filogenetikai
vizsgalatokat végeznek

A NYERS SZEKVENCIAADATOK FELDOLGOZASA

Az lon Torrent késziulékkel generéalt szekvenciaszakaszok feldolgozasat a kisérleti
tanulmany ideje alatt CLC Genomics Workbench v7 szoftver segitségével végeztik.
Jelen tanulmany irasakor az adatokat Ujra elemeztik a Geneious 9.1.8-as verzi-
0szamu szoftverrel. A végsd szekvenciak meghatarozasat a két PRRSV prototi-
pustorzs (PRRSV-1: Lelystad, PRRSV-2: VR2332) ORF5 és ORF7 régidjahoz torténd
illesztéssel végeztlk a Geneious program sajat algoritmusanak alapbeallitasaival.
Az egypontos nukleotidvariacid (SNV) gyakorisdgat a szoftver beépitett opcidjat
alkalmazva hataroztuk meg, 1%-o0s gyakorisadgi hatarértékkel. A kevert fertézés
jelenlétére utald SNV eloszlas esetén a Bowtie illesztéprogramot alkalmazva par-
huzamosan tobb referencidhoz Ujra illesztve hataroztuk meg a kérdéses mintaban
talalhaté szekvencia valtozatokat.

FILOGENETIKAI ELEMZES

Az ORF5 és ORF7 szekvenciadkat (beleértve a PRRSV-1 és PRRSV-2 reprezentativ
torzseinek, ill. a génbankban megtalalhatd vakcinatorzsek szekvencidit is) az
AliView programmal rendeztik 6ssze [21]. A filogenetikai rekonstrukciok a MEGA
10.1.8 verzidszamu programmal késziltek. A mintak és a vakcinatdrzs-szekvenciak
paronkénti 6sszehasonlitasat és a nukleinsavsorrend szazalékos egyezésének
abrazolasat a MEGA 10.1.8 és az SDTv1.2 programokkal végeztik [22, 23]. A szek-
venciak kozotti rekombinécidét az RDPS (Beta 5.05) programmal elemeztik [24].

DEFINiICIOK

Szekvenciaread - az NGS futtatas eredményeként kapott nyers nukleotidszekven-
cia-szakasz/toredék; szekvendldsi mélység — mérészam az atlagos szekvencia-
read-mennyiségre, amely a referenciaszekvencidhoz illesztés soran rafekszik
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A sikeresen dsszedllitott
szekvencidkhoz térténé
illesztéskor megfigyelt
szekvendldsi mélység
10x és 8080x k6z6tt
mozgott, a lefedettség
100%-o0s volt

A médszerrel egy idében
tébb virusvaltozattal
fert6zott sertésbaol
szdrmazoé mintdakat

is azonositottak
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arra, vagyis a célrégié (itt: a szekvenalt gén) nukleotidjaira esd readek atlagos
mennyisége; lefedettség - a célrégid (itt: a szekvenalt gén) sikeresen megszek-
venalt hanyada; major varidns és minor varians — az az NGS adatokbdl 0sszealli-
tott szekvencia, amit a szekvencia readek legnagyobb része, ill. kisebb hadnyada
képvisel; kiméra szekvencia - a PCR soran keletkezé fals termék, amely egynél
tobb templatszekvencia tulajdonséagait hordozza.

EREDMENYEK

AMPLIKON-MELYSZEKVENALAS

A diagnosztikai PCR soran nyert termékekbdl (ORF5 n =182, ORF7 n=10) a hagyo-
manyos konyvtarkészitési médszerrel (I. médszer) mintanként atlagosan 12 903 db
szekvenciaread (minimum-maximum: 161-39 764) kihozatalt kaptunk, 141 bp atla-
gos hosszUsaggal. A szekvenciareadek atlagosan 67%-at (minimum-maximum:
0-98%) PRRSV specifikus szekvencia readek tették ki (2. dbra). Az ORF5 gén ese-
tében a PRRSV-1 (n =169) és PRRSV-2 (n =13) mintak tobbségének (80% és 77%)
nukleotidsorrendjét meg lehetett hatarozni; a tobbi esetben a PCR-termékek
eltérd, azaz nem a célgén szekvenciajat tartalmaztak. Az ORF7 génre 10 mintat
dolgoztunk fel, amelyek egy kivétellel elemezhetd szekvenciaadatot eredmé-
nyeztek. A sikeresen dsszeallitott szekvenciakhoz torténd illesztéskor megfigyelt
szekvenalasi mélység 10x és 8080x kozott mozgott, a lefedettség 100%-0s volt.
Mivel a heti gyakorisaggal végzett szekvenalast a futé PRRS-mentesitési program
Utemtervéhez igazitottuk, a szekvenalasi mélység nagyban fliggott attdl is, hogy
hany minta kerllt a szekvenald berendezésbe.

A faziés primerrel (Il. médszer) feler8sitett PRRSV-1 PCR-termékek (ORF5
n =5, ORF7 n =5) szekvenéalasa soran mintanként atlagosan 208 db szekvencia-
read-et kaptunk. A szekvenalasi mélység atlagosan 60x (minimum-maximum:
7-132x) volt (2. dbra). A Il. mddszerrel kapott atlagos szekvenciareadhossz 212 bp
volt (ORF5 esetén 214 bp, mig ORF7 esetén 211 bp). Ez a vartnal rosszabb ardnynak
bizonyult és még a 606 bazispar nagysagl ORF5 régidnal is mintanként atlagosan
minddssze Ot darab szekvencia read érte el az 500 bp hosszlsagot és csupan
egyetlen szekvenciareadhossza haladta meg jelentésen a gyarilag vart értéket
(ez 604 bazis hosszUsagl volt).

EGYEDI ES KEVERT FERTOZESEK ELKULONITESE
Az ORF5 és ORF7 gén meghatarozasakor 159 minta esetén egy-egy végss szek-
venciat kaptunk, ezek egyedi fertGzésre utaltak.

Ot minta (3%) esetében viszont két-harom kiilonboz8 génvaridnst azonosi-
tottunk az egyedi mintdkban. Harom ORF5 és két ORF7 gén (mintaazonositdk
- ORF5: 38, 120, 122, ORF7: 1, 8) esetén a szekvenciareadek kiilénb6z8 referenci-
dkhoz torténd parhuzamos illesztése soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy
a kérdéses mintak eltérd PRRSV-torzsekkel fertdzott sertésekbdl szarmaztak.
Az Osszeadllitott szekvencidk alapjan a 38-as és 120-as mintak ORF5 génjeiben egy-
egy major és két-két minor varians, a tobbiben egy-egy major és minor varians volt
(3. dbra). A kevert mintakban az illesztett szekvenciareadek alapjan a major és minor
varidnsok aranya hozzavet8legesen 7:1 volt (minimum - maximum, 3,3:1 - 17,5:1).

Fontos megjegyezni, hogy a harom kUlénbo6zd varidanst hordozd 120-as szamu
mintaban az egyik minor variansnal bioinformatikai mddszerek lehetséges rekom-
bindcids eseményt jeleztek. A rekombinaciés eseményben az adatok szerint a
mintadban azonositott major és a masik minor varians vehetett részt. Ugyanakkor
az a lehet8ség sem zarhatd ki teljesen, hogy a PCR soran keletkezett kiméra
szekvenciat azonositottunk. Mivel PCR-eredet({ kiméra szekvenciakat nem keres-
tlnk szisztematikusan a mintadkban, ezért a kérdéses rekombinacids szignalt
fenntartasokkal kezeltUk.
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FIGURE 3. Representation of the deep sequencing data regarding the PRRSV variants identified in the coinfected samples
A., Ratio of the PRRSV specific deep sequencing reads to the identified coinfected PRRSV variants
B., Sequencing depth of the coinfected PRRSV variants regarding the ORF5 region

C., Sequencing depth

of the coinfected PRRSV variants regarding the ORF7 region
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FILOGENETIKAI ELEMZES

Az ORF5 gén Az ORF5 gén filogenetikai elemzése alapjan megallapitottuk, hogy a PRRSV-1
filogenetikai elemzése minték az 1-es szubtipushoz tartoztak (4. dbra). BaLka és mtsai (2018) [4] altal
alapjan megadllapitottdk, meghatarozott csoportok kozill az alabbiakban helyezkedtek el a mintaink:
hogy a PRRSV-1 Porcilis, 1e, 1f (Lelystad), 1b, Amervac, Reprocyc, 1g és 3d (nem ko6z46lt adat).

mintdk az 1-es A PRRSV-1 eredetli ORF5 gének 13,6%-a az 1g csoporthoz, 8,3%-a az Amer-
szubtipushoz tartoztak vac vakcinatorzs-eredet( klddhoz, mig legnagyobb részik (61,4%) a Porcilis

PRRS vakcinaeredetl szekvencidkat magaba foglal6 kladba tartozott. A Porcilis
klddba tartozd mintak 92,6%-a (75 db) legalabb 99%-0s hasonlésdgot mutatott
a Porcilis vakcina ORF5 szekvenciaval.
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A kevert fert6zésben résztvevs variansok szekvenciait kiemeltik

FIGURE 4. Phylogenetic tree based on PRRSV-1 and PRRSV-2 ORF5 sequences
The PRRSV variants of the coinfected samples sequenced by the authors are coloured
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Az ORF5 génszekvenciak elemzésekor azonositott kevert fert6zések bizonyos
variansai (38 major, 120 minor b, 122 minor) Porcilis vakcinaeredet( torzseknek
bizonyultak (>98%-0s hasonldsag), egy részik (120 major, 120 minor a, 122
major) kézeli rokonsdgot mutatott az Amervac vakcinatdrzzsel (2. tdbldzat, 5.
dbra) [25]. A 38-as minta mindkét minor variansa valdszinlleg vad tipus( torzs
volt, mivel ugyanabbdl az évbdl, de kiilonb6z6 hazai telephelyekrdl szarmazd
torzsekkel mutattak a legkdzelebbi rokonsagot (1e klad).

Az ORF7 génszekvencidk elemzése szerint hét minta a Porcilis vakcinatorzzsel,
két minta az Amervac vakcinatdrzzsel tartozott kdzds kladba (nem kozolt adat).

Szdmos vakcinaeredetli A kevert fert6zést mutatdé ORF7 szekvenciak variansai kozul az egyikrdl
szekvenciat is (1 major) nem volt megallapithatd, hogy Porcilis vakcinaeredet(i-e, mivel az
azonositottak ORF7 szekvenciaazonossag alapjan nem megkilonboztethetd a Lelystad torzs-

t8l (amely egy vad tipus( referencia PRRSV-1 torzs) (2. tabldzat, 5. dbra) [25].
Az 1-es minta minor és a 8-as minta major szekvenciavariansai feltételezhet8en
Amervac vakcina eredetliek voltak (2. tdblazat). A 8-as minta minor variansa
egyik vakcinaval se mutatott kézeli rokonsagot.

A PRRSV-2 eredetl ORF5 génszekvenciak elemzése soran megallapitottuk,
hogy hét minta Ingelvac® PRRS MLV vakcinavirus-eredet(i volt (100% nukleotid-
azonossag). Harom minta pedig 98,3% nukleotidazonossagot mutatott egy
maésik, 2017-ben hazankban izolalt amerikai tipusd PRRSV-2 mintaval (5. dbra).

2. TABLAZAT. A kevert fertézésben résztvevd azonositott PRRSV-1 varidnsok és az é18, attenudlt vakcinatérzsek kozotti
nukleotidazonossdg (%)

Félkovér betlitipussal kiemelve a >98%-0s azonossagok

TABLE 2. Nucleotide identity (%) values between the identified coinfected PRRSV variants and modified live vaccine strain sequences

>98% nucleotide identities are bold type characters

Porcilis Amervac Reprocyc Suvaxyn
120 major 92,9 95,2 89,9 89,1
120 minor a 96,4 96 91,1 89,3
120 minor b 99 94,4 89,4 88,9
1o 122 major 92,9 95 89,6 88,8
% 122 minor 99,2 94,2 89,6 89,1
38 major 98,8 94,6 89,9 89,4
38 minor a 91,7 89,9 87,6 86,8
38 minor b 92,4 89,3 86,8 85,6
1 major 99,7 96,8 96,1 94,2
N 1 minor 96,4 99,4 96,1 92,5
g 8 major 96,1 99 95,8 92,2
8 minor 90,9 91,2 91,2 88,3
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MEGVITATAS

Bizonyos diagnosztikai munkafolyamatokban az Gjgeneraciés DNS-szekvenalasi
modszerek létjogosultsaga folyamatosan nd [26-30]. Az elmdlt évek soran a hazai
PRRS mentesitésben ennek a mddszernek a virusgenomok meghatarozasaban
volt szerepe, hiszen a teljes genom PCR-rel torténd felerGsitése majd a PCR-ter-
mék(ek) NGS-médszerrel torténd szekvenalasa id8 és koltségek tekintetében is
hatékonyabb megkozelitést nyljtott a hagyomanyos szekvenalassal szemben
[31-33]. A szerzdk jelenlegi tanulmanyat az a diagnosztikai megfigyelés ihlette,
hogy a PRRSV ORF5 gének Sanger-szekvenalassal végzett meghatarozasa rendre
értékelhetetlen eredményeket szolgaltatott, amely jelentdsen nehezitette a
Nemzeti PRRS Mentesitési Terv azon igényét, hogy valés idében megtorténjék
a hazankban keringd torzsek genetikai jellemzése. Munkacsoportunk alternati-
vat kinalt egy, a mentesitésben részt vevd intézmény szamara és egy elbzetes
tanulmany erejéig forrast biztositott a vizsgalatokhoz.

A mobdszertani részben vazolt szekvenalasi protokollok kozil az alkalmasabb
kivadlasztasa érdekében néhany mintan eldzetesen, analitikai célbdl 6sszehasonlitd
vizsgalatokat végeztiink (nem ko6zdlt adatok). Hosszltavon mind kdltséghatékony-
sag, mind folyamatoptimalizalas szempontjabdl elényds lett volna, hogy a flzids
primerekkel végzett amplifikdlads és a kapott termék kdzvetlen szekvenalasa (Il.
modszer) mikodjon. Annak ellenére azonban, hogy egészen hosszi (500-600
bazis kozotti) egyedi szekvenciareadeket is generaltunk a Il. mdédszerrel, az ilyen
hosszUsagl szekvenciarészletek szama elenyészd volt, ami perspektivikusan
nem feltétlenUl nyUjt a szekvenalasi hibak ellensulyozasara alkalmas szekvenalasi
mélységet. Lehetségesnek tlnik, hogy a klonalis amplifikacidé és a mintaddsitas
tovabbi finomitast igényelt volna, azonban a mddszer optimalizalasara finanszi-
rozasi okokbél végll nem kertlt sor.

A metodikai megkozelitéstilleten a sajat eredmények és a szakirodalmi adatok
Osszevetése utan a kovetkez8 megallapitasokra jutottunk. Ugyanazt az izotermalis
konyvtarkészitd kitet alkalmazva BARONE és mtsai (2015) a mi eredményeinkhez
hasonld atlagos hosszlsagl szekvenciaread-kihozatalt kaptak [34]. A fGzids pri-
mereken alapuld mddszert alkalmazd szerz8k mind a szekvenciareadek atlagos
hosszaban, mind a szekvenalds kihozataldban jobb eredményekrdl szamoltak
be [35, 36]. Az eltérések hatterében nemcsak az allhat, hogy a konyvtarkészités
kémiaja a kitek Ujabb verzidiban jelentésen javulhatott, de ramutat arra is, hogy
a kérdéses modszerek adaptalhatdésaga eltérd laboratériumi kdrnyezetben nem
egyszeri feladat.

Az emlitettek figyelembevételével elbzetes tanulmanyunkban az |. mddszer-
ként jeldlt eljarast alkalmaztuk. Noha ez a mddszer valamelyest kdltségesebbnek
bizonyult ahhoz képest, mintha Sanger-szekvenalasi szolgaltatast vettik volna
igénybe valamely hazai partnernél, nem tartjuk kizartnak, hogy egy NGS-amp-
likonszekvenéalason alapulé virusdiagnosztikai és virusazonositasi rendszer kolt-
séghatékony modon mikddtethets lenne, hasonldan a kilonb6z8 szolgaltatok
altal kinalt bakterialis 16S rRNS amplikon-mélyszekvenalas alapl metagenomikai
vizsgalatokhoz. Mindez azonban megfelel§ szamd mintat is feltételez, amelyet
az allategészséglgyben talan csak egy Ujabb jarvanylgyi kezdeményezésben
inditott mentesitési program lesz képes biztositani.

Az 0sszességében 192 db minta szekvenalasara kiterjedd elézetes tanulmany
soran a mintak 3%-anal figyeltink meg kevert fertézést. Az NGS-technoldgia
segitségével nem csak a kUlonbozb torzsek és az egyedi variansok jelenlé-
tére, hanem a mintaban az egymashoz viszonyitott megkdzelité aranyukra is
kovetkeztethetlink, ahogy azt kordbbi megfigyelések is alatamasztjak [37-40].
Az NGS-amplikonszekvenalas a kevert fertézések azonositasaban messze fellltel-
jesit a Sanger-szekvenalashoz képest. A Sanger-szekvenalassal kapott kromato-
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grammok ugyanis vagy értelmezhetetlenek az atfedd hullamok miatt vagy elfe-
dik a kevert fertézéseket. EI6bbi jelenség akkor all fenn, ha a kevert szekvenciajd
mintaban kozel azonos az eltérd tdrzsek aranya, utobbi akkor lehetséges, ha a
minor varians aranya lényegesen kisebb, mint a major variansé és emiatt jelenléte
a kromatogrammban nem kimutathato.

Kevert fertézés leginkabb ott varhatd, ahol é16 virust tartalmazd vakcina alkal-
mazéasaval folyik a mentesités és igy a telepen mind a vakcina, mind a telepi
vadvirus jelen van. Adataink mindezt aldtdmasztani latszottak. A kevert fert8zést
mutaté mintdk mindegyike hordozott valamilyen vakcinaeredet( varianst. Az ORF5
120-as és 122-es mintakban kisebb aranyban volt megtalalhatd Porcilis eredetl
varians, mig az ORF5 38-ban major variansként jelent meg. A masik jelentds hazai
jelenléttel biré vakcinatorzset (Amervac) az ORF7 8-as mintaban major variansként
azonositottuk, minor variansként pedig az ORF7 1-ben jelent meg.

Az altalunk jellemzett szekvenciak beillesztése az orszagos PRRSV-térképbe a
kozeljovében meg fog torténni. Jelen tanulmanyban nem volt célunk a jarvany-
Ugyi hattéradatok kiértékelése. igy csupan annyi észrevételt teszink, hogy a
feldolgozott mintak nagyobb része Porcilis vakcinaeredetlinek bizonyult, a kevert
fert6zésként azonositott esetek pedig arrdl drulkodtak, hogy némely sertéstele-
pen egyidejlileg tobb vakcinatorzs is keringhet. Mindezt érdemes folyamatosan
figyelemmel kisérni, annal is inkabb, mert nemrég olyan PRRSV-1-tdrzseket is
azonositottak, amelyek két kildnb6z8 vakcinatorzs rekombinacidjaval alakulhattak
ki, sGt, az egyik ilyen esetben a rekombinans torzs sdlyos jarvanykitorést okozott
[41, 42].

Osszességében megallapithatd, hogy az amplikonalapU Gjgeneraciés szekve-
nalas alkalmazasa sikeresen alkalmazhaté kevert PRRSV-fertézések azonosita-
sara, azonban a gyorsabb, s egyben egyszerlibb DNS-konyvtarkészitési mddszer
tovabbi finomitast és alternativ platformokra (pl. lllumina, Oxford Nanopore)
torténd adaptalast igényel a kdzeljovében.

KOSZONETNYILVANITAS

JAKAB SzILVIA munkajat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacidés alapbdl finan-
szirozott Innovaciés és Technoldgiai Minisztérium Kooperativ Doktori Program
Doktori Hallgatéi Oszténdij Programja tdmogatta.

Phylogeny-based evolutionary, demographical, and geographical

reproductive and respiratory syndrome virus between pigs and
farms and impact on vaccination. Vet. Res. 47:108

2. Maclachlan NJ, Dubovi EJ (2016) Fenner’s Veterinary Virology,
5th ed. Academic Press

3. Dokland T (2010) The structural biology of PRRSV. Virus Res
154:86-97

4. Balka G, Podgérska K, Brar MS, Balint A, Cadar D, Celer V,
Dénes L, Dirbakova Z, Jedryczko A, Méarton L, Novosel D, Petrovié
T, Sirakov |, Szalay D, Toplak I, Leung FCC, Stadejek T (2018) Gene-
tic diversity of PRRSV 1 in Central Eastern Europe in 1994-2014:
origin and evolution of the virus in the region. Sci Rep 8:1-12

5. Shi M, Lam TT-Y, Hon C-C, Murtaugh MP, Davies PR, Hui
RK-H, Li J, Wong LT-W, Yip C-W, Jiang J-W, Leung FC-C (2010)

sissection of North American Type 2 porcine reproductive and
respiratory syndrome viruses. ) Virol 84:8700-8711

6. Murtaugh MP, Stadejek T, Abrahante JE, Lam TTY, Leung FCC
(2010) The ever-expanding diversity of porcine reproductive and
respiratory syndrome virus. Virus Res 154:18-30

7. Hornyak A, Palfi V, Karakas M (1997) Porcine reproductive and
respiratory syndrome szeroldgiai felmérése Magyarorszagon
[Serological investigation of porcine reproductive and respira-
tory syndrome in Hungary]. In Abstract Book of the Academic
Reports of the Veterinary Committee of the Hungari. Hungarian
Academy of Sciences, Budapest

8. Szabd I, Molnar T, Nemes |, Abonyi T, Terjék Z, Balint A (2019)
PRRSV eradication on large-scale fattening pig farms in Hungary
between 2014 and 2019. Acta Vet Hung 67:529-542



9. Szabd PM, Szalay D, Kecskeméti S, Molnar T, Szabd |, Balint
A (2020) Investigations on spreading of PRRSV among swine
herds by improved minimum spanning network analysis. Sci
Rep 10:19217

10.Sikkema-Raddatz B, Johansson LF, de Boer EN, Almomani
R, Boven LG, van den Berg MP, van Spaendonck-Zwarts KY, van
Tintelen JP, Sijmons RH, Jongbloed JDH, Sinke RJ (2013) Targeted
next-generation sequencing can replace Sanger sequencing in
clinical diagnostics. Hum Mutat 34:1035-1042

11. Sato M, Hosoya S, Yoshikawa S, Ohki S, Kobayashi Y, Itou T,
Kikuchi K (2019) A highly flexible and repeatable genotyping
method for aquaculture studies based on target amplicon
sequencing using next-generation sequencing technology.
Sci Rep 9:1-9

12.Tsuda M, Kaga A, Anai T, Shimizu T, Sayama T, Takagi K,
Machita K, Watanabe S, Nishimura M, Yamada N, Mori S, Sasaki
H, Kanamori H, Katayose Y, Ishimoto M (2015) Construction of
a high-density mutant library in soybean and development of
a mutant retrieval method using amplicon sequencing. BMC
Genomics 16:1-18

13.Arulandhu AJ, van Dijk J, Staats M, Hagelaar R, Voorhuijzen
M, Molenaar B, van Hoof R, Li R, Yang L, Shi J, Scholtens I, Kok
E (2018) NGS-based amplicon sequencing approach; towards
a new era in GMO screening and detection. Food Control
93:201-210

14.Maloney JG, Molokin A, Santin M (2019) Next generation amp-
licon sequencing improves detection of Blastocystis mixed
subtype infections. Infect Genet Evol 73:119-125

15. Ogorzaly L, Walczak C, Galloux M, Etienne S, Gassilloud B,
Cauchie H-M (2015) Human adenovirus diversity in water sam-
ples using a next-generation amplicon sequencing approach.
Food Environ Virol 7:112-121

16.Konig K, Peifer M, Fassunke J, Ihle MA, Kinstlinger H, Heydt C,
Stamm K, Ueckeroth F, Vollbrecht C, Bos M, Gardizi M, Scheffler
M, Nogova L, Leenders F, Albus K, Meder L, Becker K, Florin A,
Rommerscheidt-Fuss U, Altmuller J, Kloth M, NUrnberg P, Hen-
kel T, Bikar SE, Sos ML, Geese W), Strauss L, Ko YD, Gerigk U,
Odenthal M, Zander T, Wolf J, Merkelbach-Bruse S, Buettner R,
Heukamp LC (2015) Implementation of amplicon parallel sequ-
encing leads to improvement of diagnosis and therapy of lung
cancer patients. ) Thorac Oncol 10:1049-1057

17. Chang F, Li MM (2014) Clinical application of amplicon-based
next-generation sequencing in cancer. Cancer Genet. 206:413-
419

18.Jo Y, Choi H, Kim S-M, Kim S-L, Lee BC, Cho WK (2017) The
peppervirome: natural co-infection of diverse viruses and their
quasispecies. BMC Genomics 18:453

19. Bull RA, Eltahla AA, Rodrigo C, Koekkoek SM, Walker M,
Pirozyan MR, Betz-Stablein B, Toepfer A, Laird M, Oh S, Heiner
C, Maher L, Schinkel J, Lloyd AR, Luciani F (2016) A method for
near full-length amplification and sequencing for six hepatitis
C virus genotypes. BMC Genomics 17:247

20. Paparini A, Gofton A, Yang R, White N, Bunce M, Ryan UM
(2015) Comparison of Sanger and next generation sequencing
performance for genotyping Cryptosporidium isolates at the 18S
rRNA and actin loci. Exp Parasitol 151-152:21-27

21.Larsson A (2014) AliView: a fast and lightweight alignment
viewer and editor for large data sets. Bioinformatics 30:3276-
3278

22. Kumar S, Stecher G, Li M, Knyaz C, Tamura K (2018) MEGA
X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis across Computing
Platforms. Mol Biol Evol 35:1547-1549

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2022. FEBRUAR

23.Muhire BM, Varsani A, Martin DP (2014) SDT: A virus classifi-
cation tool based on pairwise sequence alignment and identity
calculation. PLoS One 9:108277

24.Martin DP, Varsani A, Roumagnac P, Botha G, Maslamoney
S, Schwab T, Kelz Z, Kumar V, Murrell B (2021) RDP5: a computer
program for analyzing recombination in, and removing signals
of recombination from, nucleotide sequence datasets. Virus
Evol 7:87

25.Balint A, Molnar T, Kecskeméti S, Kulcsar G, Soés T, Szabd
PM, Kaszab E, Fornyos K, Zadori Z, Banyai K, Szabé | (2021)
Genetic variability of prrsv vaccine strains used in the National
Eradication Programme, Hungary. Vaccines 9:849

26.Mechanic LE, Chen HS, Amos ClI, Chatterjee N, Cox NJ, Divi RL,
Fan R, Harris EL, Jacobs K, Kraft P, Leal SM, McAllister K, Moore
JH, Paltoo DN, Province MA, Ramos EM, Ritchie MD, Roeder
K, Schaid DJ, Stephens M, Thomas DC, Weinberg CR, Witte JS,
Zhang S, Zollner S, Feuer EJ, Gillanders EM (2012) Next genera-
tion analytic tools for large scale genetic epidemiology studies
of complex diseases. Genet Epidemiol 36:22-35

27. Belak S, Karlsson OE, Leijon M, Granberg F (2013) High-throug-
hput sequencing in veterinary infection biology and diagnostics.
OIE Rev Sci Tech 32:893-915

28. Yska HAF, Elsink K, Kuijpers TW, Frederix GWJ, van Gijn ME, van
Montfrans JM (2019) Diagnostic yield of next generation sequ-
encing in genetically undiagnosed patients with primary immu-
nodeficiencies: a systematic review. J Clin Immunol 39:577-591

29.Dunne WM, Westblade LF, Ford B (2012) Next-generation
and whole-genome sequencing in the diagnostic clinical mic-
robiology laboratory. Eur ) Clin Microbiol Infect Dis 31:1719-1726

30. Vinksel M, Writzl K, Maver A, Peterlin B (2021) Improving
diagnostics of rare genetic diseases with NGS approaches. )
Community Genet 12:247-256

31.Balka G, Wang X, Olasz F, Balint A, Kiss |, Banyai K, Rusvai
M, Stadejek T, Marthaler D, Murtaugh MP, Zadori Z (2015) Full
genome sequence analysis of a wild, non-MLV-related type 2
Hungarian PRRSV variant isolated in Europe. Virus Res 200:1-8

32.Balint A, Balka G, Horvath P, Kecskeméti S, Dan A, Farsang A,
Szeredi L, Banyai K, Bartha D, Olasz F, Belak S, Zadori Z (2015)
Full-length genome sequence analysis of a Hungarian porcine
reproductive and respiratory syndrome virus isolated from a pig
with severe respiratory disease. Arch Virol 160:417-422

33.Marton S, Szalay D, Kecskeméti S, Forrd B, Olasz F, Zadori
Z, Szabd |, Molnar T, Banyai K, Balint A (2019) Coding-complete
sequence of a vaccine-derived recombinant porcine reproduc-
tive and respiratory syndrome virus strain isolated in Hungary.
Arch Virol 164:2605-2608

34. Barone JC, Saito K, Beutner K, Campo M, Dong W, Goswami
CP, Johnson ES, Wang ZX, Hsu S (2015) HLA-genotyping of cli-
nical specimens using lon Torrent-based NGS. Hum Immunol
76:903-909

35.Monteiro M, Baptista MS, Séneca J, Torgo L, Lee CK, Cary SC,
Magalhdes C (2020) Understanding the response of nitrifying
communities to disturbance in the McMurdo Dry Valleys, Antarc-
tica. Microorganisms 8:404

36.Nuppunen-Puputti M, Kietavainen R, Purkamo L, Rajala P,
Itdvaara M, Kukkonen |, Bomberg M (2021) Rock surface fungi
in deep continental biosphere—exploration of microbial com-
munity formation with subsurface in situ biofilm trap. Micro-
organisms 9:64

37.Qiu P, Stevens R, Wei B, Lahser F, Howe AYM, Klappenbach
JA, Marton MJ (2015) HCV genotyping from NGS short reads and



VIROLOGIA

its application in genotype detection from HCV mixed infected
plasma. PLoS One 10:e0122082

38. McNaughton AL, Sreenu VB, Wilkie G, Gunson R, Templeton
K, Leitch ECM (2018) Prevalence of mixed genotype hepatitis C
virus infections in the UK as determined by genotype-specific
PCR and deep sequencing. ) Viral Hepat 25:524-534

39.Grubaugh ND, Gangavarapu K, Quick J, Matteson NL, De Jesus
JG, Main BJ, Tan AL, Paul LM, Brackney DE, Grewal S, Gurfield
N, Van Rompay KKA, Isern S, Michael SF, Coffey LL, Loman NJ,
Andersen KG (2019) An amplicon-based sequencing framework
for accurately measuring intrahost virus diversity using Primal-
Seq and iVar. Genome Biol 20:8

40. Hebeler-Barbosa F, Wolf IR, Valente GT, Mello FC do A,
Lampe E, Pardini Ml de MC, Grotto RMT (2020) A new method
for next-generation sequencing of the full hepatitis b virus
genome from a clinical specimen: impact for virus genotyping.
Microorganisms 8:1391

KEZDETI TAPASZTALATOK AZ AMPLIKON-MELYSZEKVENALAS PRRS-
MENTESITESI PROGRAMBA TORTENO INTEGRALASAVAL KAPCSOLATBAN

41.Eclercy ), Renson P, Lebret A, Hirchaud E, Normand V, And-
raud M, Paboeuf F, Blanchard Y, Rose N, Bourry O (2019) A field
recombinant strain derived from two type 1 porcine reproductive
and respiratory syndrome virus (PRRSV-1) modified live vaccines
shows increased viremia and transmission in SPF pigs. Viruses
11:296

42. Kvisgaard LK, Kristensen CS, Ryt-Hansen P, Pedersen K,
Stadejek T, Trebbien R, Andresen LO, Larsen LE (2020) A recombi-
nation between two Type 1 porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV-1) vaccine strains has caused severe
outbreaks in Danish pigs. Transbound Emerg Dis 67:1786-1796

Kozlésre érk.: 2021. okt. 15.

CordenVET

@ Allatorvosi Labordiagnosztika

Szogaltatasaink:

tars- és haszondllatok laboratdriumi

vizsgalata

ingyenes mintaveteli csovek biztositasa

ingyenes mintaszallitds az orszag nagy

részerél

folyamatosan béviil6 vizsgdlati paletta

gyors eredménykozlés
havi kedvezmények
terapids szaktanacsadas
mikrobioldgiai vizsgalatok
Keresse bizalommal
szakembereinket
+36 30 287 2991
www.cordenvet.hu
vet@corden.hu




A szuper allatlaboratorium receptje

Hogy mi kell egy kivald allatorvosi laboratérium miko-
déséhez? Kiemelt szaktekintélyekbdl allé orvosi stab,
tobb évtizedes labordiagnosztikai tudas és tapasz-
talat, elhivatott, dinamikus, lelkes és nagy szakmai
gyakorlattal biré csapat. Mivel a Corden International
/Magyarorszag/ Kft. 18 éve mikodik a human labordi-
agnosztika piacanak meghatarozé szerepl8jeként, igy
laboratériumi szakértelem birtokdban és rendkivili

orvosgardaval 5 évvel ezelStt Uj lUzletagként allatorvo-
sok és allatklinikak szamara nydjtott laborszolgaltatast
inditottak el.

A labordiagnosztika az allatgybgyaszat szerves része,
ugyanlgy, ahogy a human gybégyaszatban is |1étfontos-
sagl. A jol felallitott diagndzishoz elengedhetetlen a
pontos és gyors laboratériumi vizsgalat. 2017. jaliusa-
ban DR. JERZSELE Akos Ph.D. egyetemi docens és DR.
SzaBO NIKOLETTA irdnyitasaval elindult a CordenVET.
A vizsgalati paletta az elmult években szépen bdviilt,
ugyanigy fejlédott és korszer(isodott a géppark is.
Az innovativ fejlédés mellett a laboratdérium szerves
része maradt a mikroszkdép hasznalata. A mikroszkdpos
vizsgalatokat Szasd doktornd sajat maga végzi. A leg-
tobb ezzel a moddszerrel vizsgéalt minta feldolgozasa
allatorvosi vonalon nincs automatizalva, ezért allatoknal
a vér, bélsar, vizelet, bérkaparék vizsgalatara a legjobb
maodszer még mindig a mikroszkop.

Az évek soran nemcsak az infrastruktira fejlddott
és novekedett a kérhetd vizsgalatok szdma, hanem a
vizsgalhato allatfajok szama is bdévilt. A kisallatok min-
tain kivil egzotikus allatok és haszonallatok vér- és
vizeletvizsgalata is lehetséges. A CordenVET a Magyar
Lovas Szovetséggel is kapcsolatban all, igy a Nemzeti
Lovardabdl rendszeresen érkezik vizsgalatkérés.

A mar két éve hGzddd vilagjarvany miatt a Corden-
VETnek is valtoztatni kellett a megszokott, ismeretek
bévitését segité programjain és a korabban nagy nép-
szerliségnek 6rvendd személyes tovabbképzések avilag-
halon keresztll, webinarium keretein belll folytatodtak.
JErzsELE doktor Ur és SzaBd doktornén kivil méas ven-
dégelbadok is tartottak el6adasokat kilonféle témako-
rokben, mint a lovak lazas betegségei, a kutyakat érintd
szivférgesség aktualis vizsgalatai és gydgyszerezési
ajanlasa, vagy az atopias dermatitis kezelése. A webi-
narok is kozkedveltek az allatorvosok, allatorvostan-
hallgatok korében. Az itt elhangzd hasznos informacidk
nagy segitséget nyljtanak a diagndzis felallitasaban, a
helyes gyogykezelés kivalasztasaban.

A CordenVET a laborszolgaltatasok mellé szamos

kényelmi kedvezményt is biztosit, ami nagy segitség
az allatorvosok szamara. Nemcsak a szikséges min-
tavételi eszkdzokkel 1atjak el a partnereket, de igény
esetén a mintavételhez szakmai tanacsot is nyUjtanak.
A rugalmas logisztikai szolgaltatasnak kdszonhetden
konnyedén gyljtik be a mintakat az orszag nagy részé-
rél, igy azok mielébb feldolgozasra is kerllnek. Céljuk,
hogy a gyors leletkiadassal minél elébb pontos diagnd-
zishoz segitsék az allatorvosokat és megkezdddhessen
a kezelés. A leletek értékeléséhez pedig leletkonzulta-
cié is kérhetd DR. JERZSELE AKOStOl.

A lendUlet toretlen. Erre az évre is terveben van sza-
mos Uj vizsgalat bevezetése, webinariumok szervezése
és a konferencidkon valé személyes jelenlét, ahol min-
den felmerulé kérdésre valaszt kaphatnak a laboratori-
ummal kapcsolatban.



VAN MEG MIT MONDANUNK:

.....
Vop

=, o

LAPOZZON BELE
TOVABBI FOLYOIRATAINKBA IS!

agrarlapok.hu

N 4

Archiv lapszamok és el&fizetési informaciok a www.agrarlapok.hu oldalon.



