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Sziiletésének 140. évforduléja alkalmabél
dr. Berrar Mihalyra emlékeziink

DR. BERRAR MIHALY 1884-ben sziletett Tiszaburan, am ko-
zépiskolas éveit mar Aradon toltétte. Evfolyamanak legjobb
tanuldi kozé tartozott, amely jeles érettségi eredményében
is megmutatkozott. Ezt kovetéen, mig legtobben tisztviseldi,
ill. kereskeddi palyat valasztottak, BERRAR egyedUliként az
allatorvosit, igy tehat 1902-ben beiratkozott az akkori nevén
Magyar Kiralyi Allatorvosi F8iskolara.

Mar a fGiskolai évek alatt, hallgatdoként is aktiv résztvevdje
volt az ifjusagi életnek, igy lehetett alelndke az akkor alapi-
tott Ifjlsagi Kérhazegyesiiletnek, majd elndke az Allatorvos-
tan-hallgatdk Kérének, ill. tarselndke az Egyetemi és Fdiskolai
Diakszovetségnek.

1906-ban jeles értékeléssel kapta meg allatorvosi oklevelét,
amely utan pr. FARKAS GEzA orvosdoktornak lett tanarsegédje.
5 évvel késébb megszerezte az allatorvos-doktori fokozatot
summa cum laude mindsitéssel. Ezekben az években nemcsak
szellemileg, de fizikailag is kozel volt a féiskolahoz, mivel a ko-
rabeli lakdsjegyzékekbdl kiderll, hogy a Rakdczi Gt 57/B szam
alatt élt, néhany perc sétanyira munkahelyétdl.

Ismereteinek gyarapitasa céljabol 1909-1910-ben tanulma-
nyutakat tett tobbek kozt Németorszagba, Franciaorszagba,
Egyiptomba, Indidba, Kinaba, Japanba, Amerikaba és Angliaba
is. Utjai soran tanulmanyozta a helyi allatorvosi intézeteket
és azok gyakorlati munkajat. Hazatérve ,életvegytani kutata-
sokat folytatott, vizsgalatainak eredményeit hazai és kulfoldi
folybiratokban megjelent munkaiban ismertette.” (MAL, 1929)

gy megszerzett széles kor(i tudasanak birtokaban a se-
bészet terlletén tevékenykedett tovabb, kiilonds figyelmet
szentelve az allatorvosi szemészetnek. Ebben a témaban irt
dolgozatai atfogd szaktudast mutatnak, vizsgalatainak ered-
ményei szamos kérdésre valaszt adtak. Allatorvosi ismereteit
bdévitette azon iddszak is, amelyet az elsd vilaghaborliban az
egyik hadikérhaz allatorvos fénokeként toltott el.

1913-t0l Ot éven at volt a sebészeti klinikan tanarsegéd DRr.
PLOsz BELA mellett, majd 1917-t8l segédtanarként folytatta
allatorvosi palyafutasat, végil 1919-ben a szemvizsgalat mod-
szerei tanszakbol magantanari képesitést szerzett. 1922-ben
rendkivili tagja lett az Orszagos Egészséglgyi Tanacsnak is,
majd 1924-ben nyilvanos rendes tanarra nevezték ki.

»Széleskord, alapos képzettségének, kivald szakavatottsaga-
nak, gazdag gyakorlati ismereteinek és gyakorlati érzékének
bizonyitéka az allatorvosi sebészetet és szemészetet magaban
foglald, két kotetre kiterjedd kivald kényve.” (MAL, 1929)

Elete utolsé par évében is az egyetem fejlédésén faradozott,
hisz az akkor épulofélben 1évé sebészeti klinika tervezésének
is aktiv részese volt. Tartalmas életpalyaja azonban korai halala
miatt (1929) sajnos derékba tort.

sNeve, szelleme munkaiban él...” (MAL, 1929)
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Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus altal okozott hirtelen
elhullas és vetélés kocakban - az elso
dokumentalt eset Magyarorszagon

Masodkozlés — Transboundary and Emerging Infectious
Diseases, Albert et al., 2024. First published: 23 July 2024
(https://doi.org/10.1155/2024/4008946)

Albert Ervin'?, Kis Istvan Emil', Kiss Krisztian3, K-Janosi Katalin",
Matheus de Oliveira Costa*?®, Tolnai Gyorgy®, Biksi Imre’

OSSZEFOGLALAS

A Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (SEZ) kéroktand jarvanyok mar az
1970-es évek Ota sllyos karokat okoznak a délkelet-azsiai és a kinai sertésagazatban.
Az elmilt évtizedben Eszak-Amerikaban is lefrtak mar a baktérium &ltal okozott
septicaemia miatti, jelentds mortalitassal jard eseteket. Eurdpaban ez idaig mind-
ossze két, hasonld tinetekkel jard SEZ oktanU jarvanykitorésrdl szamoltak be. A
szerzOk esetleirasukban a kelet-kozép-eurdpai régid elsé dokumentalt SEZ okozta
jarvanykitorését ismertetik, amely soran egy nyugat-magyarorszagi okoldgiai gaz-
dalkodasu sertéstelepen kocak vetélését és hirtelen elhulldsat tapasztaltak.

SUMMARY

Background: Outbreaks of Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (SEZ) - a zoo-
notic pathogen - have caused severe epidemics in the pig sector since the 1970s in
South-Eastern Asia, especially in China and more recently in North America. Cases of
high mortality caused by peracute septicaemia were all attributed to strains of a highly
virulent clonal lineage belonging to the sequence type (ST) 194. In Europe, only two out-
breaks have been reported with similar features, but caused by other sequence types.
Case description: In August 2023 afebrile disease with abortion and subsequent deaths
were observed among sows kept on a small-scale organic pig farm in West Hungary.
Materials and Methods: Serum samples from affected sows were serologically
tested and microagglutination tests as well as real-time PCR tests were carried out
to exclude common infectious agents causing abortion and sudden death. Organs
collected from selected animals were examined with the routine bacteriology as well
as with the routine abortion panel of the Production Animal Diagnostic Centre (U8,
Hungary). Two selected strains were whole genome sequenced and tested for antibiotic
susceptibility against 19 antimicrobial agents.

Results and Discussion: Clinical signs, pathological lesions, and microbiological
findings were suggestive of septicaemia of bacterial origin caused by SEZ. According
to the results of the routine laboratory testing no other relevant infectious agents than
SEZ were involved. Whole genome sequence analysis assigned the examined strains,
unrelated to any of the European isolates. A sudden weather change and subsequent
extremely high average daily temperature before the outbreak could be identified as
the only predisposing factor. The abrupt antibiotic treatment and applied biosecurity
measures can help to restrict and terminate the outbreak. To our knowledge, this
is the first report on abortion and lethal septicaemia in sows from the Eastern part
of Central Europe, especially Hungary. The results call attention to the potential of
non-ST194 SEZ strains to cause outbreaks on pig farms.


https://doi.org/10.56385/magyallorv.2024.10.579-587
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STREPTOCOCCUS EQUI SUBSP. ZOOEPIDEMICUS ALTAL
OKOZOTT HIRTELEN ELHULLAS ES VETELES KOCAKBAN

A Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (SEZ) egy Gram-pozitiv, B-hemolizalo,
szeroldgiailag a Lancefield C csoportba tartozé baktérium, amely a legtébb meleg-
vérl emlbsfajban - kdztlk az emberben is - a nyalkahartydk kommenzalistajaként
lehet jelen [1]. A baktérium széles gazdaspektrummal rendelkezd opportunista
korokozénak tekinthetd, amely elsGsorban lovakban okozhat orrgyulladast, tudé-
és mellhartyagyulladast, valamint placentitist, tovabba csikok septicaemiajanak
és izUletgyulladasanak kéroktanaban is eldfordulhat [2, 3]. Ezenkivul a kdéroko-
z6t izoldltdk mar kutyak elhulldssal jard, heveny vérzéses tlddgyulladasabdl
[4], valamint macskak, tengerimalacok és 1dmak véraramfertézésébdl is [5-7].

A SEZ emellett jelentds zoonotikus potenciallal is rendelkezik, az elmUlt évtizedben
jelentésen emelkedett a dokumentalt human esetek szdma [8, 9].

A SEZ a sertések nyalkahartyain eléforduld normal mikrobidta részét képezi [1],
azonban bizonyos torzsei jelentds elhulldssal jard jarvanyokat is okozhatnak [10].
Kina Szecsuan tartomanyaban 1977-ben dokumentaltak az elsd, virulens SEZ-t6rzs
altal okozott jarvanykitorést, amely soran tobb, mint 300 000 sertés hullott el [11].
A kérokozo azdta is jelen van a délkelet-azsiai régidéban [12], ugyanakkor 2019-ben
mar Kanadaban és az USA-ban is dokumentaltak jelentds gazdasagi karokkal jaré
SEZ okozta jarvanykitoréseket [10, 13].

A jelentds mortalitassal jard jarvanykitorések esetén a hirtelen elhullast altalaban
nem elézték meg klinikai tinetek [10, 13]. Az érintett allatok legyengultek, esetenként
ataxias tUneteket mutattak, elfekldtek, majd nehezitett Iégzés mellett elhullottak.
Ugyanezek a tinetek néhany koca esetében a vetélést kovették [10, 13, 14]. Sertések
kisérleti SEZ-fert6zése soran levertséget, emelkedett 1égzésszamot, valamint nehéz-
|égzést és lazat figyeltek meg [15, 16).

A természetes fertdzés kdvetkeztében elhullott allatok boncolasa soran rendsze-
rint szepszisre utalé elvaltozasokat allapitottak meg [13]. A leggyakoribb elvaltoza-
sok a nyirokcsomdk megnagyobbodasa és vorosesbarna elszinezddése, a vérzéses
nyirokérgyulladas [13] és a Iépmegnagyobbodas voltak [17]. Gyakran egy vagy tébb
savoshartyara kiterjedd fibrines gyulladast, orrgyulladast, tid6- és epehdlyagfal-
vizenydt, sokizileti gyulladast, tidd- és horgSgyulladast, szivbelhartya- és lagyagy-
burok-gyulladéast irtak le [10, 12, 13, 18, 19].

A bakterialis eredet( jarvanykitorések vizsgalata soran a korokozé evollcids eredetének
és terjedésének nyomon kovetése gyakran genomikai modszerekkel, pl. a multildkusz
szekvencia-tipizalassal (MLST) torténik. Az MLST-adatbazis alapjan, az izolatumok ugyan-
azon szekvenciatipushoz torténd hozzarendelése aldtdmaszthatja azok szoros evollcids
kapcsolatat, ezek mellett utalhat a gazdaallat vagy a fert6zési hely preferenciaira is [20].

A nagyaranyl elhulldssal jaré észak-amerikai és kinai esetekbdl izolalt SEZ-t6rzsek
mindegyike a 194-es szekvenciatipusba (ST) tartozott [13, 17]. A szekvenciatipus extrém
virulenciajat kisérleti fertdzésekkel is igazoltak [16], valamint genomanalizis segitségével
ki [17, 21]. Ugyanakkor a nem-ST194 torzsek is képesek sllyos megbetegedést eldidézni
sertésekben sporadikus esetek, ill. izolalt jarvanykitorések forméajaban [14, 17, 19]. SEZ
okozta jarvanykitoréseket Eurépaban is leirtak az elmult években, azonban egyik kitorés-
bdl izolalt torzs sem tartozott a magas patogenitasi 194-es szekvenciatipusba [19, 22].

A szerzbk jelen esetleirasban els6ként ismertetnek Kelet-Ké6zép-Eurdépaban kocak
vetélésével és hirtelen elhulldsaval jaré SEZ okozta jarvanykitorést egy nyugat-ma-
gyarorszagi okoldgiai gazdalkodasu sertéstelepen.

2023 augusztusaban egy nyugat-magyarorszagi organikus sertéstelepen egyes
kocadk lazas megbetegedését, vetélését és/vagy elhulldsat észlelték. Az dkoldgiai
mindsitésének megfelelSen a sertéstelepen kombinalt tartast alkalmaztak, ahol
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minden allatcsoportot fedetlen kifutdban és szalmaval almolt, fedett kutricaban
helyeztek el. A fialastél a befejezésig minden kor- és termelési csoportot ugyan-
abban a gazdasagban neveltek, beleértve a kocakat (n = 184), a kanokat (n = 4),
a kocasuld8ket (n = 15) és a karanténba érkezett tenyészsildéket (n = 83) is. A
vemhes kocéakat egy istalléban, 12 csoportban tartottak, kutricanként legfeljebb
16 allatot helyeztek el. A lefialt kocakat utddaikkal egyltt négy hétig két kulon-
allo, 32 f6s fiaztatéban tartottak. Ezt kovetden a kocakat és utddaikat a neveldbe
helyezték at, ahol csoportonként 4-5 kocat tartottak, amig a malacokat 7 hetes
korban el nem valasztottak. Az elvalasztas utan a hizlaldaba kerUltek az allatok,
ahol nagyjabdl az 50 kg-os testtémeg eléréséig maradtak, miel6tt Ausztriaba
szallitottak Gket végsd hizlalasra. Az allatok mozgatasa folyamatos volt a kilon-
b6z8 részlegek kozott. A telepen évente dtlagosan 4-5 (~2,5%) koca vetélt és 5-6
(~3%) koca hullott el.

A szopds malacok kivételével minden termelési csoportot Erysipelothrix rhusio-
pathiae (ER, sertésorbanc) elleni vakcindzasban részesitettek: a kocadkat minden
laktacid soran, egy héttel a valasztas eldtt, a kocasillddket 6 héttel és 2 héttel
az elsé termékenyitésik eldtt, a kanokat félévente, a ndvendék malacokat pedig
életik 8-10. hetében. A sertés-parvovirus (PPV1) elleni vakcinat a kocdknak és
kocasulddknek az orbanc vakcinaval kombinalva adtak. A malacokat Mycoplasma
hyopneumoniae, sertés-circovirus (PCV2) és Lawsonia intracellularis ellen is vak-
cinaztak életlk elsé négy hetében. Az F4* és F18* Escherichia coli elleni vakcinat
5-7 nappal az valasztas elStt adtak a malacoknak.

A telepen organikus igazolassal rendelkezé takarmanyt etettek, ill. a jogsza-
balyi kereteknek megfelelé gyégyszereket (2018/848/EPR), valamint tisztité- és
fertStlenitészereket alkalmaztak (2021/1165/EC) [23, 24].

A lehetséges hajlamositd tényezbk keresése érdekében adatokat gyUjtottink
a hirtelen valtozasokrél, az Gj allatok bevezetésérdl és az esetleges iddszakosan
el8forduld betegségek elzményeirdl. A takarmanyozas, a vizellatds vagy mas
relevans tartastechnoldgiai paraméterek valtozasait és a szélsdséges idgjarasi
korilményeket mind potencialis stressztényezbéként vettik figyelembe. Az idGjarasi
adatokat a Magyar Meteoroldgiai Szolgalat adatbazisabdl kértik le (https://odp.
met.hu/climate/observations_hungary, utoljara megtekintve: 2024. februar 22.).

Az érintett kocakbdl szarmazd szérummintak vizsgalatat a Nemzeti Elelmi-
szerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségligyi Diagnosztikai lgazgatésaganak
(Budapest) laboratériumaban végezték. A szérummintak ELISA-vizsgalata ser-
tés-herpeszvirus 1 (SuHV-1, Aujeszky-betegség virusa), Brucella suis, valamint
a sertés reprodukcidés és |égzdszervi szindréma virus (PRRSV) elleni antitestek
jelenlétének kimutatdsara irdnyult, emellett mikroagglutinacids teszttel (MAT)
Leptospira-fajok elleni antitestek jelenlétét vizsgaltak. Ezeken tul PCR-teszteket
is végeztek a PRRSV, az afrikai sertéspestis virusa és a sertés-teschovirus (fertéz8
sertésbénulas virusa) kimutatasara.

Egy kivalasztott koca szervkollekcidjanak (has(ri és mellkasi szervek), vala-
mint egy masik koca két vetélt magzatanak kérbonctani és rutin mikrobiol6-
giai vizsgalatat az Allatorvostudoméanyi Egyetem, Haszonallat-Diagnosztikai
Kozpontjaban (UllE, Déra major) végeztik el. A koca szervkollekcidjat és a
vetélt magzatok 6sszevont mintait valds idejd PCR-teszttel vizsgaltuk PRRSV,
PCV-2, PCV-3, Leptospira-fajok, SuHV-1, PPV1, Gldsserella parasuis és Brucella
suis jelenlétére.

A rutin aerob bakterioldgiai vizsgalat soran izolalt baktériumtorzsek faj-
szintl meghatarozasa az alap biokémiai vizsgalatokat és a Gram-festést kdve-
t8en API 20 Strep (bioMérieux, Belgium) teszt segitségével tortént. Végul a
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Streptococcus equi két alfajat, a subsp. zooepidemicust (SEZ) és a subsp. equit
(SEE) egy PCR-vizsgalattal kildnitettik el [25].

Ezeken kivil az szM gén variansanak kimutatasara iranyulé valés idejli PCR-vizs-
galatot is elvégeztink, amely gén a sertésekbdl izolalt rendkivil virulens SEZ
ST194-torzsekre jellemzd [26].

Két reprezentativ izolatum (S23-21852 és S23-21854) antibiotikumérzékenységi
vizsgalatat és teljesgenomszekvencia-analizisét is elvégeztik (1. tdbldzat). Az
antibiotikumérzékenységi vizsgalatot 19 antimikrobialis szer esetében vizsgaltuk
kereskedelmi forgalomban kaphatd, leves-mikrohigitasos rendszer (AST-MIC;
Merlin Diagnostika GmbH, Berlin, Németorszag) segitségével. A vizsgalt antibio-
tikumok és az eredmények teljes listdja a 2. tdbldzatban talalhatd.

1. TABLAZAT. A sertéseredet(i mintGkbél izoldlt Streptococcus equi subsp. zooepidemicus-térzseken végzett vizsgdlatok ésszefoglaldsa

TABLE 1. Summary of findings from ancillary tests following post-mortem sampling

Torzs szama Eredet Kataldz teszt API 20 Strep anngsE -

S23-21851 magzati tudd negativ

S23-21852 magzati tudd negativ B3 SEZ SEZ igen igen
S$23-21853 koca, maj negativ it) SEZ SEZ nem nem
S$23-21854 koca, lép negativ B SEZ SEZ igen igen

SEZ - Streptococcus equi subsp. zooepidemicus; AST — antibiotikum érzékenység vizsgalat;

SEE - Streptococcus equi subsp. equi; WGS - teljesgenom szekvenciaanalizis

2. TABLAZAT. Az antibiotikumérzéke

nységi vizsgdlatok ésszefoglald eredményei

TABLE 2. Summarized results of antibiotic susceptibility testing

Antibiotikum S23-21852 Antibiotikum
Ampicillin E E Gentamicin E E
Cefquinom E E Gentamicin (nagy dézis) E E
Ceftiofur E E Neomicin I I
Cefazolin E E Nitrofurantoin E E
Klindamicin E E Oxacillin E E
Cefoxitin E E Penicillin G E E
Doxiciklin 5 E Rifampicin E E
Enrofloxacin R ] Trimetoprim/sulfmetoxazol E E
Eritromicin E E Tetraciklin 1 I
Florfenicol E E Vankomicin E E

E - érzékeny; | - kdzepesen rezisztens; R - rezisztens.
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A két kivalasztott SEZ-izolatum (S23-21852 és S23-21854) teljesgenomszek-
vencia-analizisét a Biomi Kft. végezte (G6ddll8, Magyarorszag) [27]. A nyers
adatokat egy online platform segitségével elemeztik és torzsfat készitettlink
[28]. A torzsfa készitésébe bevontuk a nyilvdnosan elérhetd genomokat (n = 34),
valamint egy korabbi kanadai tanulméanybdl szarmazé torzsek (n = 2) [13], ill. a
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kdozelmultban kitért hollandiai jarvany soran izolalt (n = 1) SEZ-t6rzs genomjait
is [22]. A filogenetikai fat az iTOL-ban [29] vizualizaltunk és annotaltunk. A teljes
genomok multilokusz-szekvenciatipizalasat és a koradbban leirt 14 feltételezett
virulencia-determinans [30-32] keresését nukleotid BLAST segitségével végez-
tik el [28]. A kivalasztott genompaéarok atlagos nukleotid azonossagat (Average
Nucleotide ldentity — ANI) az OrthoANI Calculator segitségével szamitottuk ki
[33]. A lehetséges rezisztencia determinansok jelenlétét a ResFinder 4.5 webes
eszkdzzel vizsgaltuk [34].

Ajarvany 2023 augusztusanak masodik felében zajlott. A kitorés két hete alatt a
kocakon kivlul egyetlen mas termelési csoport sem volt érintett. A beteg kocak
lazasak (> 40 °C) voltak, a hatso testfél gyengesége és bénulas, vetélés, valamint
légzési zavarok, tovabba teljes elfekvés volt megfigyelhetd az elhullas eldtt. A
jarvany kitorése soran dsszesen 5 (2,7%) koca vetélt el és 8 (4,3%) koca hullott
el, ami megegyezett az allomanyra jellemzé atlagos éves vetélési arannyal, ill.
meghaladta az éves atlagos elhullasi aranyt.

A beteg allatokat azonnal elkllonitették és 5 napon at egyedileg minden kocanak
20 mg/ttkg adagban amoxicillin-trihidratot adtak szdjon at (Amoxide 800 mg/g AUV
por, Dunavet-B, Dunafdldvar, Hungary). A teljes tenyészallomany kezelést kapott.
SzUkség esetén parenteralisan ugyanezt a hatbanyagot adtak a nem taplalkozé
allatoknak (Veyxyl LA 200 inj., Veyx-Pharma, Schwarzenborn, Németorszag), szintén
5 napig. Kozvetlenll a betegség kitdrése utan a gazdasagban a dolgozdk, a telepre
belépd latogatdk és a jarmdivek fokozott fertdtlenitését, valamint a forgalom korla-
tozasat és ellenGrzését is bevezették. A dolgozok és latogatdk kézhigiénidjat etanol
alapl kézfertStlenitdkkel és germicid szappanokkal fokoztak, tovabba fertdtlenitd
szdnyegeket helyeztek el minden atjardban. A jarmUvek fertStlenitése kerékmosdk
és fert8tlenits kapuk segitségével tortént, amelyekben kvaterner ammaéniumsokat
és glutaraldehidet tartalmazé készitményt (Perfect Kombicid, Alpha-Vet Allatgyd-
gyaszati Kft., Székesfehérvar, Magyarorszag) hasznaltak. Ugyanezt a készitményt
alkalmaztak az istallok és mas helyiségek fellleteinek fertdtlenitésére, nagynyomasu
mosdval torténd tisztitads utan. Valamennyi jarvanylgyi intézkedést fenntartottak
a mikrobioldgiai vizsgalatok negativ eredményéig.

A nyolc elhullott koca kozul 6t dllatot a gazdasagban boncoltak fel. Avemhes kocak
méhében a vemhesség késdi fazisaban elhullott magzatokat talaltak, tovabba
néhany esetben a tid8allomany tomottségét irtak le. Egy allatban sllyos mell- és
hashéartyagyulladas volt tapasztalhatd. Ez utébbi allat szerveit a Haszonéallat-Diag-
nosztikai Kézpontba (Ull8, Déra major) kiildték tovabbi makroszképos vizsgalatra,
amelynek soran sulyos foku, diffuz, fibrines has- és mellhartyagyulladast, Iépmeg-
nagyobbodast, kruppos bronchopneumoniat tapasztaltunk. A szervgyUjteményhez
kUldott két magzatban csak bronchopneumoniara utalé elvaltozasok voltak. A tobbi
elhullott allaton nem végeztettek tovabbi diagnosztikai vizsgalatokat, mivel az ot
elhullott vemhes koca kozUl négynek a korbonctani lelete negativ volt.

A szerolégiai (SUHV-1, brucellosis, PRRS, leptospirosis) és a PCR (PRRSV, afri-
kai sertéspestis virus és sertés teschovirus) vizsgalatok negativ eredménnyel
zarultak mindegyik esetben. A vetélt magzatok dsszevont mintajanak valds idejd
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PCR-vizsgalatainak eredményei szintén negativ eredményt hoztak PRRSV, PCV-2,
PCV-3, Leptospira-fajok, Aujeszky-betegség virusa, PPV1, Gldsserella parasuis és
Brucella suis tekintetében.

A rutin bakteriolégiai tenyésztés soran négy mintabol (kocalép és -maj, két vetélt
magzat tideje) aprd, kerek, szirkésfehér és nyalkas, 3-hemolizald baktériumtelepek
néttek szintenyészetben. A rutin biokémiai vizsgalatok és Gram-festés alapjan az
izolalt baktériumtorzsek a Streptococcus nemzetségbe tartoztak. Az APl 20 Strep
biokémiai kittel és a SEZ-SEE PCR-rendszerrel végzett vizsgalatok alapjan mind a
négy izoldtum Streptococcus equi subsp. zooepidemicus-nak bizonyult (1. Tdbldzat).

A két vizsgalt torzs érzékeny volt a legtobb antibiotikumra, beleértve a béta-lakta-
mokat is. Neomicinnel és tetraciklinnel szemben kdzepes rezisztenciat tapasztaltunk
mindkét esetben, mig enrofloxacinra az egyik térzs mérsékelten érzékeny, a masik pedig
teljes rezisztencidt mutatott a hatéanyaggal szemben (2. Tdbldzat), annak ellenére, hogy
a genomokban nem azonositottunk a rezisztenciaért felelds ismert génszakaszokat.

A S23-21852 és S23-21854 SEZ-izolatumok parban végzett teljesgenom-0sszeha-
sonlitasa sordn 100%-o0s atlagos nukleotidazonossagi (ANI) pontszdmot mutattak,
és mindkettd az MLST 138-as szekvenciatipusba tartozott. A filogenetikai elemzés
egyértelmien elkilénitette ezeket a tdrzseket méas sertésizolatumoktdl (Abra), ideértve
a délkelet-azsiai és észak-amerikai epizootikus jarvanykitoréseket okozd ST194-t6rzsek
torés soran izolalt torzsek csak 97,01%-0s homoldgiat mutattak az ATCC 35246 (ST194)
tipustorzzsel. A szekvenciaanalizis soran vizsgalt izolatumok nyers adatai elérhetdk
az NCBI Sequence Read Archive adatbazisban a PRJNA1086057 projektszam alatt.

A 14 feltételezett virulenciagén kozul, amelyek vélhetéen az ST194-torzsek
kiemelked§ virulencidjaban szerepet jatszanak, néhany hianyzott a vizsgalt
SEZ-izolatumokbdl, ill. egyes esetekben mas varians volt kimutathatd. Ez 6ssz-
hangban volt az ST194 tipuslU szM PCR-negativ eredményével, amely mbdszert
kordbban a rendkivil virulens SEZ kimutatdsara javasoltdk sertésekben [26].

A rendelkezésre all6 SEZ-tOrzsek teljes genomijainak filogenetikai analizise alap-
jan készitett torzsfan a vizsgalt izolatumok egyértelmiien elkllonlltek a tobbi
sertéseredet izolatumtdl, beleértve az erGsen patogén 194-es szekvenciatipusu,
a dél-kelet dzsiai és észak-amerikai endémias jarvanykitorésekbdl izolalt torzseket
is (Abra).

A Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (SEZ) els8sorban a lovak, kutyak és
macskak korokozdjaként ismert. A baktérium el8fordulhat sertések manduldjaban
és nyalkahartyain is, hordozasanak mértéke azonban nem ismert, és az altala
okozott klinikai megbetegedés is ritkanak tekinthetd.

A jelent8s mortalitadssal jaré epizootias jarvanyokat minden esetben a 194-es
szekvenciatipusba tartozé SEZ-torzsek okoztak, azonban ezt a varidanst Eurbpaban
még nem azonositottak. A két eurdpai jarvanykitorés soran izolalt torzsek ettdl
eltérd, tavoli szekvenciatipusokhoz tartoztak [19, 22]. A magyarorszagi jarvany
soran izolalt torzsek genomikai elemzése megerdsitette, hogy a kérokozd egy
nem-ST194-es tipusl SEZ-t6rzs.

Az emlitettek miatt rendkivil fontosnak tartottuk, hogy részletesebben meg-
vizsgaljuk ezt a nyugat-magyarorszagi, organikus sertésfarmon tortént, vetéléssel
és hirtelen elhullassal jaré kisebb jarvanykitorést, hogy hozzajaruljunk ezzel egy
Gdjonnan megjelend sertéspatogén jobb megismeréséhez. Tudomasuk szerint ez
az elsé, sertések SEZ-fertdzésével kapcsolatos esetleiras Kelet-Kozép-Eurdpaban.

Ajelen jarvany soran megfigyelt klinikai tinetek és a betegség lefolydsa megegyez-
tek az erdsen virulens SEZ-torzsek altal okozott megbetegedésekkel kapcsolatban
leirtakkal: az érintett allatok altalanos allapotanak gyors romlasa, laz, étvagytalansag,



MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2024. OKTOBER

ABRA. A magyarorszdgi jarvanykitérés sordn izoldlt és nyilvénos adatbdzisokbdl elérhetd SEZ- és SEE-térzsek teljes
genomszekvencidjanak filogenetikai 6sszehasonlitdsa

FIGURE. Phylogenetic comparison of SEZ whole genome sequences obtained from the outbreak described in this study and other
SEZ and SEE isolates from public databases
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légzési zavar, ataxia és elfekvés, egyes esetekben vetélés, majd a megbetegedett
kocak hirtelen elhulldsa [11, 13, 15]. Természetesen ezek mas |ényeges kérképek (pl.
klasszikus és afrikai sertéspestis, PRRSV, Aujeszky-betegség, egyéb eredet(i sep-
ticaemidk stb.) esetén is kialakulhatnak. Ugyanakkor ezek a kérokozék hajlamositd
tényezdként is szerepelhetnek a korabban leirt aspecifikus klinikai kép kialakitasaban.
Jelen esetben az elvégzett laboratériumivizsgalatok kizartak az el6bbiekben felsorolt
kérokozdk jelenlétét, ill. a vetélésekben rendszerint szerepet jatszd egyéb patogének
el6fordulasat. A helyszini boncolasok kevéssé kérjelzé értékl leletei 6sszhangban
voltak mind a rendkivll virulens 194-es szekvenciatipusl észak-amerikai torzsek és
az ezekkel nem rokon (nem-ST194-es) eurépai SEZ-térzsek altal okozott jarvanyok
soran tapasztaltakkal is, és 0sszességében szepszisre utaltak [14, 19, 22].

A jarvany soran izolalt torzsek genomikai elemzése megerdlsitette, hogy a leg-
tobb SEZ-izoldtummal dsszevetve a vizsgalt kdérokozdé nem-ST194 tipusl volt és
csupan néhany altaldnos virulenciamarkerrel rendelkezett [6, 17].
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A SEZ okozta fert6zések kialakulasaban és sllyossagaban jelentds szerepe van a
kiils8 stresszfaktoroknak (pl.: a héstressz, a szallitas [2]) vagy méas hajlamositd ténye-
z8knek (pl.: a vizellatas akar rovid ideig tartd zavara). A jarvany 2023. augusztus 15-e
és 31-e kozott zajlott. Ebben az id6szakban egy erds melegfront utan, tobb egymast
kovets napon az atlaghdmérséklet 25°C felett volt, valamint a maximum hémérséklet
is meghaladta a 30 °C-ot. Az ilyen mérték( hirtelen idGjarasvaltozas és az azt kovetd
tartds hdstressz a jarvany kitdorésének kulcsfontossagl hajlamosito tényezdjének
tekinthetd, mivel mas stressztényez&t nem lehetett azonositani. Hasonld hajlamositd
tényez4t azonositottak a németorszagi jarvany hatterében is, ahol a szell6zés nem
biztosithatta a megfelel§ légcserét a forrd nyari korilmények kozott [19].

A fertbzés forrasat ebben a jarvanyban nem vizsgaltuk, mivel a SEZ opportunista
patogénként is jelen lehet a sertések nyalkahartyainak normal flérajaban. Ugyanakkor
a kérokozét a sajatos tartasi korilmények miatt mas gazdafajok, pl. kutyak, macskak
és ragcsalok is behurcolhattak az allomanyba.

Az érintett allatok azonnali elkildnitése alapvets fontossagl a SEZ-jarvanyok meg-
fékezésében, mivel a klinikai vizsgalatok alapjan a kérokozé atviteléhez kdzvetlen
érintkezés szikséges [15]. Az azonnali izolacié hatékonysagat alatamasztotta a beteg
allatok kis szadma a jarvany soran. A masik kulcsfontossagl tényezd a jarvany kor-
latozasaban a megfeleld antimikrobialis terapia késlekedés nélkili alkalmazasa. Az
amoxicillin-trihidrat alkalmassagat a késSbbi gydgyszerérzékenységi vizsgalatok is
alatamasztottak. SEZ-fert6zés esetén a penicillin-szarmazékok és a cefalosporinok
is hasznalhatdk, mivel az izolatumok érzékenynek bizonyultak ezekre a szerekre is,
valamint korabbi jarvanykitorések soran is sikerrel alkalmaztak ezeket a hatéanyago-
kat [10, 13, 19]. A megbetegedési és elhullasi arany csokkentése mellett a helyesen
megvalasztott antimikrobialis terapia segiti az allomany szerokonverzidjat, ezaltal a
kezelt dllatok nem jelentenek veszélyt a naiv, egészséges allatokra [35]. Az alkalmazott
amoxicillines kezelés hataséara és a jarvanylgyi intézkedések kdvetkeztében a jarvany
gyorsan véget ért és azdta nem észleltek tovabbi megbetegedést.

A tanulmany eredményeit aldtamasztd adatok az aldbbi linken érhetdk el:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1155/2024/4008946 (Supporting Infor-
mation). A magyarorszagi jarvanykitorés soran izolalt Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus torzsek szekvencia adatai az NCBI Sequence Read Archive adat-
bazisaban a PRJNA1086057 hozzaférési szammal érhetdk el.

A szerz8k kdszonetlket fejezik ki Csuka EpiTnek és Vu AeNEsnek a kivald technikai
segitségért, valamint DR. JuLia GILBERTNek a kézirat angolnyelv( valtozatanak nyelvi
lektoralasaért. A tanulméanyt az Allatorvostudomanyi Egyetem, Stratégiai Kutatasi
Alapja tdmogatta (tdmogatasi szam: SRF-001)
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A szerz8k beagle kutyaktdl gyljtott ejakulatumok mélyh(tés eldtti és utani prog-
ressziv motilitasi adatait dolgoztak fel, amelyeket klilonb6zs higitdkkal fagyasztot-
tak le. Vizsgaltak, hogy van-e hatasa a kilonb6z6 készitményeknek a felolvasztas
utani sperma mindségre, ill. arra is keresték a valaszt, hogy a sperma mintak
progressziv motilitdsanak melyik h{tési fazisban van prediktiv értéke a felol-
vasztas utani mindség tekintetében. Eredményeik alapjan a CaniRep Uppsala
Equex Il. készitménnyel lehetett a legjobb felolvasztas utani motilitasi értékeket
elérni. A h{tott fazis értékei mutattak nagyobb korrelacidt a felolvasztas utani
eredményekkel.

SUMMARY

Background: Semen freezing in many animal species, as well as in humans, has
become a successful assisted reproductive technique in recent decades. Canine
semen freezing and the use of artificial insemination with frozen-thawed semen
have become popular tools among breeders.

Objectives: Our aim was to evaluate five freezing mediums based on post-thaw
progressive motility parameters. We intended to find relationship between the
motility results of fresh, chilled, and frozen-thawed semen to evaluate the prog-
nostic value of the fresh semen’s progressive motility on the post-thaw quality
of dog semen.

Materials and Methods: Seven clinically healthy Beagle dogs were used and
five semen freezing mediums (Steridyl, Triladyl, Steridyl + Equex paste, CaniRep
Uppsala Equex Il, CaniPro Freeze A & B) were examined in this experimental
design. The 2nd fraction of the ejaculates was collected by digital manipulation.
The assessment was based on volume, color, morphology, and motility (CASA
system) parameters. Fifty-eight dog semen samples were frozen and evaluated
in this study.

Results and Discussion: The mean progressive motility values were similar
among the fresh semen groups based on extenders (79.6 to 81.7%). After freezing
and thawing, we observed significantly higher mean progressive motility results
with CaniRep extender (66.8%) compared to Triladyl (39.6%), Steridyl + Equex
paste (37.0%), and CaniPro Freeze (40.0%) (p = 0.0316). However, the difference
between the CaniRep and Steridyl groups' post-thaw progressive motility para-
meters was not statistically significant (66.8 vs. 48.9%). The highest progressive
motility result was achieved with CaniRep freezing medium (66.8%). With this
extender, 80% of the post-thaw samples were of good quality (250% progressive
motility). The post-thaw quality of canine semen can be better predicted from
the motility results of chilled semen than from the fresh semen. The motility of
post-thaw samples was significantly dependent on the extender used (p = 0.0316).
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KUTYASPERMA MELYHUTESE, FAGYASZTOOLDATOKKAL VEGZETT
OSSZEHASONLITO VIZSGALATOK ELOZETES EREDMENYEI

A spermafagyasztas szamos allatfajban és az emberben is ma mar napi szinten
gyakorolt és sikeresen alkalmazott asszisztalt reprodukciés eljaras. A gyakorlati
allattenyésztésben, dsszehasonlitva a klilonb6z4 allatfajok adatait; leggyakrabban
a bikasperma fagyasztasara kerUl sor. A tejeld szarvasmarha tenyésztésében a
vildgon szinte kizardlag fagyasztott bikaspermaval végzik a mesterséges termé-
kenyitést. Lényegesen kevésbé elterjedt a gyakorlatban a mélyh(tott sperma-
nak az alkalmazasa I6ban és kiskérddz8kben. Ezekben a fajokban a fagyasztott
sperma esetében a mesterséges termékenyités pontos iddzitése és az alkalma-
zandd technika kivitelezésével kapcsolatban jelentkezd nehézségekkel magya-
razhatd, hogy a mélyh{tott termékenyitd anyag hasznalata kevésbé elterjedt.

Kancanal, ha fagyasztott spermaval inszeminalnak, a termékenyitést az ovulaci-
6hoz minél kdzelebbi idépontban (néhany éraval az ovulécid eldtt vagy utan; kb.
6 Ora) kell elvégezni, hogy maximalis esélyt biztositsunk a termékenyiléshez.
Juhban a fagyasztott spermas termékenyitésnél az ondét kdzvetlenil a méhbe
kell bejuttatni (Gn. intrauterin termékenyités), amihez laparoszkdépos technikat
kell alkalmazni. Ennek a nyakcsatorna zart anatémiai struktdréja az oka, ami nem
teszi lehetdvé juhban - még ivarzaskor sem - a katéter transzcervikalis beveze-
tését. Kecskében nyitottabb a nyakcsatorna, igy jo eséllyel alkalmazhatd az Un.
transzcervikalis technika.

Kutyak esetében az ondd mélyhiitése és felolvasztasa, majd mesterséges
termékenyitésre vald felhasznalasa az elmult évtizedekben intenziven kutatott
terlUletté valt, ami tobb okra vezethetd vissza. Egyrészt a tenyésztdk és a szak-
emberek felismerték a fagyasztott sperma alkalmazasaban rejld, a genetikai
elérehaladast, a tenyésztést segitd lehetéségeket. Masrészt ma mar rendelke-
zéslinkre all az Un. endoszkdpos transzcervikalis intrauterin inszeminalasi tech-
nika (Transcervical Insemination, TCI), amivel a fagyasztott/felolvasztott ondot
kozvetlenUl a szuka méhébe tudjuk bejuttatni. A TCl eljarasnal endoszkdp segit-
ségével egy specialis, vékony katétert vezetlnk — a nyakcsatornan keresztil - a
méhbe, majd ezen keresztll befecskendezzlk a felolvasztott ondét a méhbe. Az
intrauterin spermabevitelnek kdszonhetden jelentésen javulnak a vemhesilési
eredmények a fagyasztott sperméas termékenyitéseknél. Ez a technika ma mar
a rendelkezéslinkre all, igy a tenyészt8k és hobbi kutyatartdk részérdl megélén-
kUlt az érdeklédés a mélyh{tott termékenyitd anyag felhasznalasa irant. Ennek
koszonhetd, hogy az elmilt évtizedekben egy intenziven kutatott terlletté valt
a kutyasperma mélyh(tése és tartds tarolasa, valamint a fagyasztott onddénak
a gyakorlatban vald alkalmazasa. Mélyh(itott spermanak hagyomanyos techni-
kaval (intravaginalis inszeminalas) torténd felhasznalasakor gyenge vemhesulési
eredmények érhetdk el kutydban (hasonldéan a juhban tapasztaltakhoz), ami
nyilvan nem segitette a mdodszer terjedését [1, 2]. Az elmUlt két évtized intenziv
fejlesztémunkaja eredményeként tobb olyan fagyasztdoldat jelent meg a piacon,
amelyeket kimondottan kutyasperma mélyh(tésére ajanlanak. Ugyanakkor, mas
fajokban sikeresen alkalmazott mélyh{it8oldatokkal is torténtek/torténnek igéretes
probalkozasok (pl. bika) [3, 4].

A kutyak himivarsejtjei adltalaban jol fagyaszthatdak, kdszénhetben a spermiu-
mok sejthartya-tulajdonsagainak, ugyanis nagy bennik a koleszterin/foszfolipid
aranya és a tobbszordsen telitettlen zsirsavak (polyunsaturated fatty acid, PUFA)
aranya [5, 6]. A himivarsejtek tébb szempontbdl is a szervezet kllénleges sejtjei.
Mozgasképességlk révén 6nallé helyvaltoztatasra képesek, minimalis citoplazma-
tartalommal rendelkeznek, mivel annak nagy részét fejlédésiik (spermatogenesis)
soran elveszitik. A sejthartyadjuk a klilonbozd feladatok ellatasa érdekében - elhe-
lyezkedéstdl fligg8en - klldnleges tulajdonsdgokat szerez meg (specializalddik),
hogy a termékenyulés sikeres legyen (kapacitacid, hiperaktiv motilitasi képesség
megszerzése, akroszéma reakcio).
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Fagyasztas soran sok negativ hatas éri az onddsejteket, ilyen az ozmotikus
stressz, a hidegsokk, a jégkristalyok altal okozott fizikai sérilések, ill. az oxidativ
stressz [7, 8]. Annak érdekében, hogy minél tdbb spermium tllélje a fagyasztas/
felolvasztas folyamatat, valamint a =196 °C-on torténd tarolast, véddanyaggal
kiegészitett fagyasztooldatot kell hasznalni a mélyh{tésnél. A spermiumok mély-
hiitésére hasznalt oldatok altaldban glicerint tartalmaznak védéanyagként. Mas
anyagok is megtaldlhatdk bennik, mint pl. puffer a megfelelS pH biztositasahoz,
cukrok, aminosavak, lipidek a spermiumok taplalasdhoz, antibiotikumok, antioxi-
dansok. Ki kell emelni a membranvéds anyagok jelenlétét (pl. lipoproteinek), hiszen
a spermiumok esetében a plazmamembran védelme a termékenyitéképesség
megdrzése szempontjabdl kiemelt jelentéséggel bir. A spermafagyasztd-oldatok
leggyakrabban tojassargajat tartalmaznak (20%), aminek kdéztudottan nagy a
lipoprotein-tartalma és mellette mas, a sejtek védelme és taplalasa szempont-
jabdél hasznos anyagokat is tartalmaz [9].

Mindegyik faj esetében megfigyelhetd, hogy kb. 10-20%-ban eléfordulnak
olyan egyedek, amelyek sperméaja nem megfeleld hatékonysaggal fagyaszthatd,
aminek a hatterében egyedi érzékenység allhat [7, 9, 10]. Az egyes allatfajokra
kifejlesztett higitok sokszor nem csak az adott fajoknal hasznalhatdak sikerrel,
hanem mas allatfajnal is. Tobb munkacsoport, kozottlk SzAsz és mtsai (2005)
is sikeresen fagyasztottak kutyasperméat bikara toérzskényvezett készitménnyel,
a Triladyllal [11-13]. A bikara torzskdnyvezett készitmények, pl Triladyl, Steridyl
hasznalhatdak mas kérddzs fajok, és egyéb allatfajok spermajanak fagyaszta-
sahoz is, pl dromedar, zsiraf, vizi bivaly, gazella [14-17] , vagy akar 16hoz [18] is.
Vadon él16 allatok, pl voros farkas vagy barna medve szaporitbanyagat is lehet
mélyhUteni kutyaknak gyartott készitménnyel [19, 20], ill. Steridyllel sikeresen
mélyh(totték a javai leopard spermajat is [21]. Azt fontos megjegyezni, hogy
mélyh(Utés eldtt mindig meg kell vizsgalni az adott mintat annak érdekében,
hogy tisztaban legylnk annak mindségével és megallapitsuk, hogy alkalmas-e
fagyasztasra [22-27].

Vizsgalataink célja volt, hogy a fagyasztasi/felolvasztasi folyamat soran tobb
alkalommal meghatarozva a kutyaspermiumok progressziv motilitasi értékeit,
dsszehasonlitsuk tobb, kereskedelmi forgalomban elérhetd spermafagyaszté-ol-
dat hatékonysagat.

Emellett vizsgaltuk, hogy a mélyh(tési folyamat melyik pontjan mért motilitasi
értékek (friss/nativ vagy 3-5 °C-ra h(itott) korreladlnak legjobban a felolvasztas utani
eredményekkel, azaz birnak leginkabb jelentdséggel a fagyasztas/felolvasztas
utani eredmény eldrejelzése szempontjabdl.

A vizsgalatban hét, 4-6 év kozotti beagle fajtaju kan kutya vett részt. A sperma-
donor kutyak az Allatorvostudomanyi Egyetem gyakorlati oktatasi célbdl tartott
allatai voltak. Engedélyszam: PE/EA/1331-7/2019. A kutyak a vizsgalatok idején
egészségesek voltak. Egyedi kifutds kennelben voltak tartva, zart épuletbe vald
bejutasi lenetdséggel, napi tébbszori séta biztositva volt nekik. Napi 2x kaptak
eleséget és a vizhez ad libitum hozzafértek.

A spermavétel kézi stimulacidval tortént KutzLER és ROBERT munkait figyelembe
véve [28, 29], amelynek soran a spermiumokban gazdag masodik frakciét gyUj-
tottlk. A spermavétel utan a gyUjtott mintak mindségének ellendrzését és fel-
dolgozasat 1 6ran belll elvégeztik. A gyljtott spermat folyamatosan 37 °C-os
hémérsékleten tartottuk.
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A gy(jtott spermamintak mindségének értékelésénél eldszor az ondd szinét,
konzisztenciajat és térfogatat ellendriztik. A normalis, opalos, szlrkés-fehér
szinl és 0,5 ml-nél nagyobb térfogatld mintak kerlltek tovabbi feldolgozasra.
ElsG |épésként CASA-rendszerrel vizsgaltuk a friss mintdban a spermiumok
mozgésat (CASA-1vizsgélat). A CASA-rendszer magéaban foglal egy faziskont-
raszt mikroszkdpot, valamint egy specialis szoftvert, ami képes objektiven
elemezni a mozgd objektumok, esetlinkben a spermiumok mozgasat, érté-
kelni/jellemezni a mozgasi tulajdonsagokat. A CASA-programmal hataroztuk
meg az ejakulatumban taladlhatd progressziv, elérehaladd mozgast végzd
spermiumoknak az aranyat. A WHO spermiummotilitasi mindsitési eldirdsait
kovetve az onddsejtek a VAP (Velocity along the Average Path, atlagos palya
mentén meért sebeség) érték alapjan kerlltek besorolasra az alabbi négy
kategodriaba.

. gyors progressziv: > 25 um/s,

. lassU progressziv: 5-25 um/s,

.« nem progressziv: <5 um,

. immotilis: egyhelyben allo.

A VAP-érték a sebességen kivll figyelembe veszi a mozgas mintazatat és
az egységnyi idén belll megtett Gtvonalat is [30]. Ha a mintaban a spermiu-
mok szadma nagy volt (a minta tal slrlinek bizonyult a CASA vizsgalathoz), 1:4
aranyban higitottuk és utana végeztlk el a motilitds vizsgalatot. A spermiumok
mozgasanak értékelése utan a nativ mintabdl kenetet készitettlink, Spermac®
(FertiPro, Beernem, Belgium) festékkel megfestettik és ezutan biraltuk a sper-
miumok morfoldgiajat. Csak azokat a mintakat fagyasztottuk, amelyekben a
progressziv motilitdssal bird spermiumok aranya minimum 70% volt, tovabba
a normélis morfoldgiaju onddsejtek aranya 80 % folott volt.

A megfelel8nek itélt mintak (n = 58) fagyasztdsra torténd el8készitése és
mélyh(tése, valamint felolvasztasa az adott fagyasztomédium hasznalati
utasitasa szerint tortént. A tesztelt, kereskedelmi forgalomban kaphatd készit-
mények a kovetkezdk voltak:

. CaniPro Freeze ASB (Minitube, Tiefenbach, Németorszag)

. Steridyl (Minitube)

. Steridyl (Minitube) + Equex paszta (Minitube)

. Triladyl (Minitube)

. CaniRep Uppsala Equex Il (CaniRep HB, Uppsala, Svédorszag)

A fagyasztomédiumok tulajdonsagait az 1. tdbldzatban foglaltuk dssze.

A tesztelt készitmények kozott taldlhatd kankutyara és bikara térzskonyvezett
készitmény, ill. 1 (Steridyl, Triladyl) és 2 |épéses (CaniPro, CaniRep) fagyasztasi
protokollal hasznalandd médium egyarant. Minden készitmény k6zds tulajdonsaga,
hogy krioprotektiv anyagként glicerint tartalmaz.

A Triladylt 1:3 ardnyban adagoltuk a desztillalt vizhez, majd 20% tojassargajat
adtunk hozza. A gyartd elbirasa szerint a Steridyl esetében 1:1,5 aranyban szUlk-
séges desztillalt vizzel feloldani a készitményt, ami mar tartalmazza a steri-
lizalt tojassargajat, aminek a koncentraciéjat a forgalmazé nem adja meg. A
Steridyl+Equex paszta csoportnal 16 uL pasztakiegészitést adagoltunk a mintak-
hoz. CaniPro-nal 20% tojassargaja-kiegészitést kell alkalmazni, mindkét oldathoz
(A8B) hozza kell keverni a meghatarozott mennyiségl tojassargajat. CaniRep
esetében nincs el6készitd munka, az oldatok felhasznéalasra készen kaphatdak,
csak melegiteni szikséges azokat.
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1. TABLAZAT. Az dltalunk felhaszndlt fagyasztémédiumok tulajdonsdgait szemlélteti az alapjdn, hogy mely dllatfajra
térzskdényvezték, hany 1épésbél all a fagyasztdsi protokoll, tartalmaz-e tojdssdrgajat és milyen krioprotektiv anyag

CaniRep esetében nyilvanos

TABLE 1. The characteristics of the used extenders according to animal species, steps of cryopreservation protocol,
egg yolk content and the type of cryoprotective agent

CaniPro Freeze AGB

Steridyl

Steridyl+ Equex paszta

Triladyl

CaniRep Uppsala Equex Il

kutya 2 igen, 20% glicerin a B oldatban
szarvasmarha 1 igen glicerin
szarvasmarha 1 igen glicerin
szarvasmarha 1 igen, 20% glicerin

kutya 2 igen, 20% glicerin A (3%), B (7%)

A gyUjtott an. friss spermamintaban, az el6zetes minéség ellendrzés utan azonnal
elvégeztik a CASA motilitasvizsgalatot (CASA-1), valamint meghataroztuk a spermi-
umok koncentracidjat. Az onddsejtek szama alapjan megtortént a minta fagyaszto-
oldattal vald higitasa, majd 4-5 °C-os h(t8pultba helyezve a mintakat megkezdddott
azok hiitése. A védBoldattal vald kezelés (ekvilibracid) idejének letelte utan ismételt
CASA motilitdsvizsgalatot végeztink (CASA-2). Ezutadn az ondémintdkat az azonos
h&fokon tarolt 0,5 ml-es miszalmakba felszivtuk és a mlszalmaéakat ultrahangos
hegesztbvel lezartuk. A spermat tartalmazé miszalmakat el6z8leg megjeldltik a
megbizhatd beazonosithatdésag céljabdl. A 2 1épéses higitdok esetében a 2. oldat
hozzdadasat egy masodik ekvilibracids szakasz kdvette a hitépultban, aminek a
végén ismét elvégeztik a spermiumok mozgasanak értékelését. A 2 1épéses higitok
esetében a 2. ekvilibracids szakasz végén mért értéket vettlk alapul az értékelésnél.
Végul a spermat betoltottik a 0,5 ml-es miszalmakba.

A mélyh(tés megkezdésekor a mUszalmak egy fémracsra kerultek, ami egy
folyékony nitrogénnel megtoltétt hungarocell dobozban volt elhelyezve. A racs 4
cm-rel a folyékony nitrogén szintje felett tartotta a miszalmakat, igy a mintak a
folyékony nitrogén gézben voltak kb. -140-150 °C-on, ahol a hasznalati utasitas
szerinti id&t toltotték (10-20 perc). Ezt kdvette a mintak folyékony nitrogénbe
helyezése és taroldsa -196 °C-on.

Felolvasztaskor a fagyasztott szalmakat a hasznalati utasitas szerint, vizfurdében
(37-38 °C) melegitettik fel (0,5-1,5 perc) és azonnal elvégeztik a CASA motilitasvizs-
galatot (CASA-3). A CaniRep médium esetén az el8irdasnak megfelel8en hasznaltunk
an. felolvaszté folyadékot (thawing medium, TM) is és azzal egyltt is megmértik
a spermiumok motilitasat. A tobbi termék mellé nem kaphatd felolvasztomédium.

Az altalunk hasznalt protokollok 6sszefoglalasat a 2. tadbldzat szemlélteti:

Az explorativ elemzéshez leird statisztikdkat és abrakat készitettink. A mintak
adtlagos progressziv motilitasi adatait linearis kevert modell illesztésével hason-
litottuk 0ssze az egyes higitdk szerint, amelyben a higité szerepelt magyarazd
valtozoként, a kutya egyedi azonositdja pedig random hatasként. Ez a mabdszer
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2. TABLAZAT. Fagyasztds- felolvasztds protokollok higiték, equilibrdciés idé, N_-gbzben téltétt id6 és felolvasztdsi
hémérséklet és idé szerint. LN, - Folyékony nitrogén

TABLE 2. Freezing-thawing protocols according to extenders, the duration of equlibration, the duration of being in
nitrogen vapour and the thawing rules

Fagyasztas- felolvasztas protokollok

Higité neve Equélj:r?ctiigz ida LN,-gdzben tolItott idd Felolvasztas
CaniPro Freeze ASB g__%%aaté;?g geerrcc 20 perc 38 °C, 1 perc
Steridyl 60 perc 20 perc 37 °C, 1,5 perc
Steridyl+ Equex 60 perc 20 perc 37 °C, 1,5 perc
Triladyl 120 perc 10 perc 37 °C, 0,5 perc

CaniRep Uppsala Equex Il. AB__%I%?{: iysp_égropzféf 10 perc 37 °C, 0,5-1 perc

figyelembe veszi az egyeden végzett tobbszori mérések kozotti korrelaltsagot.
A tobbsz6ros Osszehasonlitdsok soran a p-értékeket Tukey modszerével korri-
galtuk. A szignifikancia szintjét p < 0,05-nél hataroztuk meg. Az elemzéseket az
R statisztikai szoftver segitségével végeztik.

EREDMENYEK

Az altalunk elemzett mintak térfogata 0,75-1,5 ml k6zo6tt alakult. A mélyh(tésre
felhasznalt mintdkat (n = 58) fagyasztomédium szerinti bontasban a kiindul3si
motilitasi értékekkel és a mintaelemszammal a 3. tdbldzat szemlélteti.

3. TABLAZAT. Kiinduldsi progressziv motilitdsi értékek (Gtlag % * SE), ill. a mintaelemszdm higiténként
csoportositva. CaniRep Uppsala = CaniRep Uppsala Equex Il.-t jel6li

TABLE 3. Progressive motility results (mean % # SE) of fresh semen grouped by extenders and the number of

samples
CaniPro Freeze : Steridyl + : CaniRep
ASB Steridyl Equex Triladyl Uppsala
Atlag % * Standard hiba 80,8 * 1,5% 81,5 + 2,0% 81,7 + 2,1% 79,6 + 1,3% 80,8 £ 1,5%
Mintaelemszam 16 9 9 14 10

A CaniRep Uppsala

+ TM fagyasztéoldattal
kaptdk a legjobb
motilitasi adatokat

a fagyasztdas/
felolvasztdst kévetéen

594

Lathatd, hogy minden csoport kézel azonos kiindulasi motilitasi értékkel birt.
A mintakban a spermiumok progressziv motilitasi értékei a mélyh(tés és felol-
vasztas utan lecsdkkentek és a csokkenés mértékében a fagyasztboldatok sze-
rint eltéréseket tapasztaltunk. A kilénb6zd oldatok esetében a friss, h{tott és
fagyasztott/felolvasztott mintakban mért progressziv motilitasi értékeket (piros
= friss, zold = h(itott, kék = fagyasztott/felolvasztott mintak értékei) az 1. dbra
szemlélteti. J6l l1athatd, hogy a CaniRep Uppsala + TM fagyasztdoldattal kaptuk a
legjobb motilitasi adatokat a fagyasztas/felolvasztast kovetSen.
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1. ABRA. Higiténként csoportositva, hiitési fGzisonként szemléltetve a motilitdsadatok. Piros: friss, zéld: hiitétt, kék:
felolvasztds utdn mért motilitdsi értékek. Canipro = CaniPro Freeze A&B, Uppsala = CaniRep Uppsala Equex II. + TM
jeléli. TM = felolvaszté médium

FIGURE 1. Progressive motility results grouped by extenders. Red fresh semen, green chilled semen, blue= frozen-

thawed semen. Uppsala means CaniRep Uppsala Equex Il. with thawing medium. CaniPro means CaniPro Freeze
A&EB

A 2. dbra mutatja a kilonb6z8 kezelési csoportokban a mélyh{tési és felolvasz-
tasi technoldgia eltéré fazisaiban mért progressziv motilitasi értékek atlagait és
az azokhoz tartozd szdérasokat (= SE):

Canipro Stendyl Steridyls Equex Triladyl Uppsala
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2. ABRA. Higiténként csoportositva, hiitési fdzisonként szemléltetve a motilitdsdtiagok és a szérds. Piros = friss,
z6ld = h(tétt, kék = felolvasztds utdn. Canipro = CaniPro Freeze A§B, Uppsala = CaniRep Uppsala Equex Il. + TM
jeldli. TM = felolvaszté médium

FIGURE 2. Progressive motility results and SD grouped by extenders. Red fresh semen, green chilled semen, blue =
frozen-thawed semen. canipro means CaniPro Freeze AGB extender, Uppsala means CaniRep Uppsala Equex Il with
thawing mediumTM
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Lathatd, hogy a mélyh(itési/felolvasztasi folyamat soran a mintakban csokkent a
spermiumok mozgasa és ennek megfelel8en a kiindulasi értékhez képest gyengébb
motilitasi eredményeket kaptunk a mélyh{tés kiulonboz§ fazisaiban, igy a hitott,
ill. a fagyasztott-felolvasztott mintakban. Htott fazisban egyedil a Steridyl higitd
esetén figyelhetd meg a motilitasi értékek atlaganak novekedése, mig a fagyasz-
tott/felolvasztott stddiumban minden higitd tekintetében csdkkent értékeket kap-
tunk. J&l 1atszik, hogy a fagyasztott/felolvasztott motilitds a CaniRep Uppsala + TM
esetében a legnagyobb, vagyis ez all a legkdzelebb a kiindulasi, friss értékekhez.

Felolvasztas utani értékek tekintetében a statisztikai elemzésbdl becsllt atlagos
és standard hiba (SE) az alabbi tablazatokban lathatok. Az egyik A) verzidban a
CaniRep Uppsala médium esetén a felolvasztd folyadék nélkil mért (4. tabldzat),
a B) verzidban a felolvasztd folyadékkal mért értékek lathatdk (5. tabldzat).

4. TABLAZAT. Higiténként csoportositva felolvasztds utdn mért adatokbdl kapott motilitds dtlag és + SE. CaniRep
Uppsala médium esetén itt a felolvaszto folyadék nélkili értékekbdl becsilt atlag Iathatd. Canipro = CaniPro Freeze
ASB TM = felolvaszté médium

TABLE 4. Progressive motility results (mean * SE) after thawing grouped by extenders. CaniRep Uppsala result
without thawing medium (TM) is figured. Canipro = CaniPro Freeze ASB.

Becsllt atlag

+ (SE) 40,0 *+ 5,9% 48,9 +7,7% 37,0 +7,7% 39,6 + 6,3% 55,7 + 7,4% 0,3453

5. TABLAZAT. Higiténként csoportositva a felolvasztds uténi adatokbdl kapott motilitdsdtlag + SE. A CaniRep
Uppsala médium esetén itt a felolvasztd folyadékkal mért értékekbdl becsiilt dtlag + SE Iathatd. Canipro = CaniPro
Freeze ASB, TM = felolvasztémédium

TABLE 5. Progressive motility results (mean * SE) after thawing grouped by extenders. the result of CaniRep
Uppsala is figured with thawing medium (TM). Canipro = CaniPro Freeze ASB.

BecsUlt

. 40,0 % 5,9% @ 48,9 +7,7% 2 37,0+ 7,7% @ 39,6 *+ 6,3%? 66,8 + 7,4%° 0,0316
atlag £ SE

A verzid

Amikor a CaniRep Uppsala médium - felmelegitéfolyadék nélkuli alkalmazasaval
elért - eredményeit 0sszehasonlitottuk a tobbi fagyasztdoldattal kapott ered-
ményekkel, nem talaltunk szignifikans kilonbséget a kilonbdzd higitdkkal mért
motilitasi atlagok kozot (p = 0,3453).

B verzid

Amikor azonban a CaniRep Uppsala médium hasznéalata tarsitva volt a felme-
legité oldat (TM) alkalmazasaval a felolvasztott mintak motilitdsanak atlaga
szignifikdnsan fliggott a higitdétdl (p = 0,0316). Ahogy az a tabldzat adataibdl
leolvashatd a CaniRep Uppsala + TM higitdval kapott motilitasi atlag szignifi-
kdnsan nagyobb volt a tébbi oldat eredményénél (CaniPro Freeze ASB- vel,
Steridyl-Equex kombinéacid, ill. a Triladyl). A CaniRep Uppsala higité és a Ste-
ridyl k6zott nem bizonyult szignifikdnsnak a kiilonbség a statisztikai analizis
soran, de kézel 20%-kal jobb eredményt figyeltiink meg a CaniRep Uppsala
médium hasznalataval. A CaniRep higité kombinéalva a felolvasztomédiummal
biztositotta a legjobb progressziv motilitadst. Erdekes, hogy a felolvasztott
mintak motilitdsédnak tekintetében a CaniRep Uppsala felolvasztéfolyadékkal
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(66,8 £ 7,4%) és anélkul (55,7 £ 7,4%) mért értékei kdzott is szignifikans kilonbség
(p = 0,0112) volt mérheté.

Vizsgalataink soran kivancsiak voltunk arra is, hogy a friss, ill. a h(tott mintak
motilitdsabdl kovetkeztetni lehet-e a felolvasztas utani minéségre, igy korrelaci-
6szamitast végeztlnk az 0sszes oldattal kapott motilitasi értékek tekintetében
az egyes fazisok kozott (3. és 4. dbra).

Haya
* Baly Darizs. Hanivol = Matyi
* Bonific = George = Macsiko
P .
=
L w
£ =
-
= r=0,15
= ‘ * .
2 P=0,2744 % .
2
H el 53
g = :
z . é
=z
; .
S .
e 24 .
= .
| T : . ¢
=] .
£ : *
. .
=
g S
g F ’
17} - .
£
N
.
b |
g
060 085 or 0 080 08s 0%

Progressziv motilitds (%) - kiinduldsi, friss értékek
3. ABRA. Korreldcié vizsgdlat friss és felolvasztds utdn mért motilitdsértékek esetén. A CaniRep Uppsala Equex |I.

higité felolvasztds utdni értékeinél a felolvaszté médiummal (TM) mért értékeket vettik figyelembe, n = 58

FIGURE 3. Correlation study between progressive motility results of fresh semen samples and frozen-thawed
samples n = 58
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4. ABRA. Korreldcié vizsgdlat a hiitétt és felolvasztds utdn mért motilitdsértékek esetén. A CaniRep Uppsala Equex II.
higité felolvasztds utdni értékeinél a felolvaszté médiummal (TM) mért értékeket vettiik figyelembe, n = 58

FIGURE 4. Correlation study between progressive motility results of chilled semen and frozen-thawed semen, n = 58
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A 3. Gbrdn lathatd korrelacid a friss és a felolvasztott értékek k6zott nem szignifi-
kadns (p = 0,2744) és r = 0,15. Tehat a friss mintak progressziv motilitasi értékeinek
nincs prognosztikai jelentdsége abban a tekintetben, hogy milyen motilitast
tapasztalunk a fagyasztas/felolvasztas utan.

A 4. dbran lathatd h{tott és felolvasztott értékek kozotti korrelacid szignifikans
(p = 0,001) a korrelacidés egyutthatd értéke r = 0,44. Ez alapjan megallapithaté,
hogy a h(itott értékekbdl jobban kovetkeztethetlink a fagyasztas/felolvasztas utan
mért/mérhetd motilitdsi eredményre, mint a friss minta értékébdl, tehat nagyobb
prognosztikai er6vel bir a felolvasztas utani mindség tekintetében. A 4. abran lat-
haté fliggbleges szaggatott vonal azt szemlélteti, hogy a h(itétt dllapotban 60%
alatti motilitast mutatd mintak nagy valészinliséggel felolvasztas utan is alacsony
értékeket mutatnak. Ennek pontositasara tovabbi vizsgalatok szlkségesek.

A 6. tabldzat azt szemlélteti, hogy az egyes higitékkal milyen ardnyban sike-
rult felolvasztas utan jé mindségl, vagyis 50%-nél nagyobb motilitési értéket
mutatd mintat kapni [31]. Ugyan nem volt olyan higitd, amivel mindig ,jé” vagy
mindig »rossz” eredményeket kaptunk volna, viszont a valdszin(iség/gyakorisag

6. TABLAZAT. Felolvasztds utdni j6 minéségli mintdk szdzalékos megoszldsdt mutatia higiték szerint.

2]6” mindség: 50%-ndl nagyobb

progressziv motilitdsi értéket mutaté mintdk. TM = felolvaszté médium

TABLE 6. The percentages of good quality samples after thawing, grouped by extenders. Good quality means

50% < progressive motility. TM =

thawing medium

CaniPro Freeze ASB 31,25
Steridyl 44,44

Steridyl + Equex 44,44

Triladyl 28,57

CaniRep Equex Il + TM (Uppsala) 80,00

szempontjabdl kilonbség van a higitok kozott. CaniRep Uppsala higitd + TM esetén
80%-ban j6 minéségl, vagyis 50% folotti lett a felolvasztads utani motilitas, mig
Triladyl esetén 28,57%-ban, Steridyllel és Steridyl+Equex kombinaciéval 44,4 %-ban,
CaniPro-val 31,25%ban kaptunk jé mindségl spermét felolvasztas utan.

Vizsgalataink soran a f6 szempont a spermiumok progressziv motilitasadnak érté-
kelése volt fagyasztott/felolvasztott kutya ondé mintédkban. A kapott eredmények
alapjan osszehasonlitottuk a mélyh{téshez alkalmazott kilonboz8 fagyaszto-
oldatok hatékonysagat. A spermiumok motilitasanak vizsgalatdhoz CASA rendszert
hasznaltunk, ami objektiv vizsgalati mdédszernek mindsul. [32].

Vizsgalataink révén nyert adatokbél az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le: A
fagyasztas/felolvasztas sordn a mélyh{tés okozta stressz és mechanikai sériulések
kovetkeztében a spermiumok motilitdsa csdkken, azonban a csokkenés mértéke
eltérd lehet az alkalmazott, kilonb6zd fagyasztémédiumtdl/oldattdl figgden.
Ezért nagy jelentésége van annak, hogy melyik fagyasztd/felolvasztdoldatot
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hasznaljuk. Sikeres spermafagyasztasi programnal - gondolva az egyedek kozotti
kilonbségekre - ajanlatos tobb higitdéval Un. teszt fagyasztasokat végezni ahhoz,
hogy ki tudjuk valasztani az adott egyed esetében legjobban ,m{kodd” fagyasztd/
felolvasztomédium kombinaciot.

Vizsgalataink soradn a CaniRep Uppsala Equex Il. higitéval kaptuk a legnagyobb
felolvasztas utani progressziv motilitdsi eredményeket (66,8 + 7,4%). Tapasztalata-
ink szerint ennek a higitdnak a hasznalataval a legnagyobb annak a valészinlisége,
hogy felolvasztas utan j6 mindségl/motilitdst mintat kapunk. Mivel a spermiu-
mok mozgéasa a fertilitdssal szorosan 6sszefliggd mindségi mutatd, ezért fontos,
hogy ez az érték minél nagyobb maradjon. Az Uppsala protokoll ugyan két fazisu
higitast hasznal, ami munka- és idGigényesebb, mint az egy |épéses protokollok,
azonban ezt a tébbletmunkat és idét érdemes belefektetni, féleg, hogy nincs
szUkség higitasra, tojassargaja hozzaadasra sem, mivel a termék hasznalatra kész
formaban kaphatd. Tovabbi érv lehet a két fazisd higitas mellett, hogy PENA és
mtsai (2000) szerint is - a plazmamembran integritasat és az akroszéma éalla-
potat vizsgaltdk - jobb a kétlépéses higitast alkalmazni, mint az egylépésest, a
fagyasztas/felolvasztas soran [33].

Az Uppsalaban kifejlesztett higitd (CaniRep) dsszetevdi k6zott megtaldlhatd az
Equex, ami egy vizoldékony detergens anyag (Na-lauril-szulfat) és hozzajarul ahhoz,
hogy a spermiumok jobban ellenalljanak a fagyasztas okozta karosodéasoknak,
megdrizzék sejthartyajuk intaktsagat, épségét és a felolvasztas utani motilitasuk
se csokkenjen nagyobb mértékben, ill. a mozgasi mintazat megdrzésében is sze-
repet jatszik. Hasznalataval a hiperaktiv mozgas kialakuldsa megelézhetd [33-36].
Az altalunk hasznalt tobbi készitmény tudomasunk szerint nem tartalmaz ilyen
anyagot. Az Equex tartalmu készitménnyel jobb mindségliek lettek felolvasztas utan
a mintaink: 66,8 = 7,4% (CaniRep) vs 40,0 * 5,9 % (CaniPro), 48,9 * 7,7% (Steridyl),
39,6 + 6,3% (Triladyl), habar amikor mi adagoltuk killén az Equex pasztat, nem kap-
tunk olyan jo eredményeket, mint amikor a termékbe mar a gyartas soran belekerilt
(66,8 +7,4% (CaniRep) vs 37,0 + 7,7% (Steridyl + Equex). Ezt a paszta halmazéallapo-
tabdl eredb nehéz adagolhatésaggal és kezelhetéséggel magyarazzuk, tovabba a
CaniRep médiumban taldlhaté paszta mas forrasbdl szarmazik [37].

A tojassargaja régdta hasznalt védSanyag a higitdkban. A LINDE-FORSBERG €s mtsai
altal 6sszedllitott CaniRep médium 20% tojassargajat hasznal, ugyanuigy, mint a
Triladyl és a CaniPro. A Steridylnél nem nyilvanos a koncentraciéra vonatkoz6 adat.
A tojassargdja a sejtvédd hatasan kivil taplalja is a spermiumokat, mivel glikézt
is tartalmaz, amibdl a himivarsejtek energiahoz tudnak jutni [38]. A tojassargaja
hidegsokk elleni védelmének hatterében az LDL (low-density-lipoprotein) és fosz-
folipid (lecitin) frakci6 all [39]. Az LDL hozzatapad a sejthartyahoz és egy feliileti
filmréteget képez rajta, ezzel védve a fagyasztas okozta karosodastdl. Ezen kivUl
az LDL segiti a foszfolipidek és koleszterin beépllését a sejthartyaba még hités
soran is, ill. az ondéplazma fehérjéivel olyan komplexeket képez, amik nem engedik
ezeket a fehérjéket ,mU{kodni”, igy gatolva a lipidkiaramlast a sejthartyabdl [40, 41].

Krioprotektiv anyagként glicerin talalhaté a higitékban, amelyet 2 1épésben, emel-
kedd koncentraciéban adunk a CaniRep esetén a spermamintakhoz, a végss kon-
centracié 5%. A kutyasperma-fagyasztashoz hasznalt médiumok nagy része glicerint
tartalmaz 1-6%-ban, mivel kezdetben a bikaprotokollokat hasznaltak naluk is, innen
eredeztethetd, hogy a glicerin lett a legszélesebb kdrben hasznalt krioprotektans a
spermafagyasztasnal kutya esetében is [42, 43]. Sajnos a tobbi készitménynél csak
az tudhato, hogy szintén glicerint tartalmaznak, azonban nem nyilvanos adat annak
koncentracidja. A glicerin a koncentraciotdl és a hémérséklettdl fiiggben toxikus a
sejtekre, ezért dltaldban 3-7%-ban tartalmazzak a klilonboz8 médiumok [34, 44,
45], ill. nagyobb koncentraciéban csak hlitve adjak a spermiumokhoz.

Tobben is dsszehasonlitottak az egy, ill. két |épéses fagyasztasi protokollokat,
PENA és mtsai vizsgalataibdl az derilt ki, hogy jobb motilitasi értékeket kap-
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tak, ha a kétlépéses higitasi protokollt alkalmaztak Equex jelenlétében, mint
az egylépéses protokoll esetén [33] (I4sd kordbban). BriTo és mtsai ugyanakkor
nem talaltak kulonbséget a fagyasztott/felolvasztott mintak vizsgalata sorédn
motilitds, plazmamembran-integritads, mitokondrialis aktivitas és egyéb vizsgalt
paraméterek esetében [46]. A mi kisérleti korilményeink kdzott szintén az Equex
tartalmu, kétlépéses protokollinal kaptuk a legjobb fagyasztads utani motilitasi
értékeket (66,8 * 7,4%).

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a friss, nativ spermamintak moti-
litasi értékeinek nincs prognosztikai értéke abban a tekintetben, hogy milyen
min6ségl lesz a sperma felolvasztas utan. Viszont a 3-5 °C-ra vald h(itést kévetd
mérések mar erésebb kapcsolatot mutatnak a fagyasztas/felolvasztas utan kapott
eredményekkel. Tehat érdemes egy probahitést végezni, annak érdekében, hogy
kacsoport is foglalkozott azzal, hogy a kezdeti, friss allapotban mért min&ségi
mutatdk és a fagyaszthatdsag (kriotolerancia) kozott dsszefliggéseket taldljanak,
de egyelSre nem allnak rendelkezésre megfelel6en megbizhatd kisérleti adatok
[5, 47]. Ugyanakkor HiDALGO és mtsai hasonld tapasztalatokrél szamoltak be,
mint mi. Ok Ggy fogalmaztadk meg, hogy »ha a h{itétt sperma mintadk megdrzik a
j6 minGséguket fagyasztas elStt, akkor a mélyh(itésnek kisebb mértékben lesz
negativ hatdsa a sejtekre” [48].

TObb cikkben CaniPro Freeze esetén felolvasztas utan jobb progressziv motilitast
mértek, mint amit mi kaptunk a motilitdsvizsgalat soran. Ennek oka az lehet, hogy
azokban a vizsgalatokban centrifugaltak a spermamintakat fagyasztas eldtt, és
ezzel eltavolitottak a spermiumokra karos hataslnak vélt onddplazméat a spermiu-
moktdl [48, 49]. Amikor nem centrifugaltak le és 24 6ras tarolas utan fagyasztottak
le a mintat, felolvasztas utan 34,8 £ 11 %-os progressziv motilitast mértek, ami mar
kozelebb all a mi altalunk mért értékhez [48]. Ugyanakkor ma mar megoszlanak a
vélemények abban a tekintetben, hogy jo-e a centrifugalas, szikséges |épése-e
valdban a fagyasztasi protokolloknak, mivel az onddplazmaéaban nagyon sok olyan
Osszetevd van, ami pozitiv hatdssal van az embridok egészségére és magara a
termékenyllésre is [50-52]. Triladyl esetében tobb cikk foglalkozik kutya sperma
fagyasztassal, SzAsz és mtsainak eredményeihez hasonld értékeket kaptunk mi
is felolvasztas utan progressziv motilitas tekintetében: 39,6 + 6,3% vs 35% [11],
viszont a mi értékeink jobbak lettek mint DoBRINSKI és mtsaié 39,6 + 6,3% vs
23,8 £ 1,5 % [12]. Steridyl higitoval mélyh(itott kutyaspermaval kapcsolatos cikket
nem talaltunk, igy az eredményeinket nem tudjuk 6sszevetni masok kutatasaival.
A Steridyl ugyan nem kutyakra torzskonyvezett készitmény, mégis a mi koriimé-
nyeink k6zott hatékony fagyasztémédiumnak bizonyult kutyasperma-fagyasztas
esetén 48,9 + 7,7% atlag felolvasztds utdn mért progressziv motilasi értékével,
olyannyira, hogy a legjobb eredményt elért CaniRep higitétdél még a felolvasz-
tomédiummal kezelt mintakhoz képest sincs kdztik szignifikans kildonbség. A
szakirodalomban fellelt adatok alapjan javai leopard, 16 és vadon éI6 kér6dzbk
spermajat is sikerllt ezzel a higitéval mélyhlteni [14, 15, 18, 21]. Ezek alapjan
kimondhatjuk, hogy a Steridyl alkalmas higitdnak mutatkozik kutyaspermamintak
mélyh(tésére is.

A CaniRep médium hasznalataval kapcsolatban sok publikacid l1atott mar nap-
vilagot [2, 34, 47, 53]. Az Uppsalaban kifejlesztett higitd esetén az altalunk kapott
motilitasi értékek egyeznek a szakirodalomban taldlhaté fagyasztas/felolvasztas
utan mért motilitasi értékekkel [34]. Miis a legjobb motilitasi eredményeket ennek
a higiténak a hasznalataval kaptuk, tehat ez médium bizonyult a legjobbnak a
kutyasperma mélyh(tésével kapcsolatos 6sszehasonlité vizsgalataink soran.



1. Linde Forsberg C, Forsberg M (1993) Results of 527 controlled
artificial inseminations in dogs. ] reprod fertil Suppl 47:313-323

2. Hollinshead FK, Hanlon DW (2017) Factors affecting the repro-
ductive performance of bitches: A prospective cohort study
involving 1203 inseminations with fresh and frozen semen.
Theriogenology 101:62-72. https://doi.org/10.1016/j.theriogeno-
109y.2017.06.021

3. Sieme H, Oldenhof H, Wolkers WF (2016) Mode of action of
cryoprotectants for sperm preservation. Anim Reprod Sci 169:2-5.
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2016.02.004

4. Jang TH, Park SC, Yang JH, Kim JY, Seok JH, Park US, Choi CW,
Lee SR, Han J (2017) Cryopreservation and its clinical applications.
Integr Med Res 6:12-18. https://doi.org/10.1016/j.imr.2016.12.001

5. Schafer-Somi S, Colombo M, Luvoni GC (2022) Canine Sper-
matozoa—Predictability of Cryotolerance. Animals 12:733.
https://doi.org/10.3390/ani12060733

6. Gautier C, Aurich C (2021) “Fine feathers make fine birds” -
The mammalian sperm plasma membrane lipid composition
and effects on assisted reproduction. Anim Reprod Sci 106884.
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2021.106884

7. Holt W (2000) Fundamental aspects of sperm cryobiology: The
importance of species and individual differences. Theriogenology
53:47-58. https://doi.org/10.1016/S0093-691X(99)00239-3

8. Lucio C de F, Brito MM, Vannucchi Cl (2017) Oxidative stress
challenges during the sperm cryopreservation in dogs. 7

9. Farstad W (2009) Cryopreservation of Canine Semen - New Chal-
lenges. Reprod Domest Anim 44:336-341. https://doi.org/10.1111/
J1439-0531.2009.01418.x

10. Rota A, Rota A, Martini M, Milani C, Romagnoli S (2005) Eva-
luation of dog semen quality after slow (biological freezer) or
rapid (nitrogen vapours) freezing. Reprod Nutr Dev 45:29-37.
https://doi.org/10.1051/rnd:2005002

11. Szasz F, Gabor G, Solti L (2005) Comparative study of different
methods for dog semen cryopreservation and testing under clini-
cal conditions. Acta Vet Hung 48:325-333. https://doi.org/10.1556/
avet.48.2000.3.9

12. Dobrinski I, Lulai C, Barth AD, Post K (1993) Effects of four diffe-
rent extenders and three different freezing rates on post-thaw
viability of dog semen. ] Reprod Fertil Suppl 47:291-296

13. Silva M, Pereira R, Araujo G, Jorge Neto PN, Deco-Souza T (2018)
Comparison of three commercial dilutors in the freezing of dog
semen: sperm motility in the equilibrium period.

14.Rahman S, Rk B, Mane MA (2023) Using Commercial Cryopre-
servation of Dromedary Camel Semen Using Tris-Based Extenders
(T-BE), Free-From and Enriched With Egg Yolks. Revista Electronica
de Veterinaria 24:256-267

15. Hermes R, Lecu A, Potier R, Goeritz F, Rickard JP, Bohner J, Wed-
larski R, Hruby J, Hildebrandt TB (2022) Cryopreservation of Giraffe
Epidydimal Spermatozoa Using Different Extenders and Cryopro-
tectants. Animals 12:857. https://doi.org/10.3390/ani12070857

16. Naz S, Umair M, Igbal S (2018) Comparison of Tris egg yolk-ba-
sed, Triladyl® and Optixell® extender on post-thaw quality, Kine-
matics and in vivo fertility of Nili Ravi Buffalo (Bubalus bubalis)
bull spermatozoa. Andrologia 50:e13063. https://doi.org/10.1111/
and.13063

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2024. OKTOBER

17. Garde J, Soler A, Cassinello J, Crespo C, Malo A, Espeso G, Gomen-
dio M, Roldan E (2003) Sperm Cryopreservation in Three Species
of Endangered Gazelles (Gazella cuvieri, G. dama mhorr, and G.
dorcas neglecta). Biol reprod 69:602-11. https://doi.org/10.1095/
biolreprod.102.012914

18. Nikitkina E, Musidray A, Krutikova A, Anipchenko P, Plemyas-
hov K, Shiryaev G (2020) Efficiency of Tris-Based Extender Ste-
ridyl for Semen Cryopreservation in Stallions. Animals 10:1801.
https://doi.org/10.3390/ani10101801

19. Lockyear KM, Goodrowe KL, Waddell WT, MacDonald SE (2009)
Comparison of different osmolalities and egg-yolk composition
in processing media for the cryopreservation of red wolf (Canis
rufus) sperm. Theriogenology 71:469-479. https://doi.org/10.1016/].
theriogenology.2008.07.030

20.Gomes-Alves S, Alvarez M, Nicolas M, Lopez -Uruefia E, Mar-
tinez-Rodriguez C, Borragan S, de Paz P, Anel L (2014) Use of
commercial extenders and alternatives to prevent sperm aggluti-
nation for cryopreservation of brown bear semen. Theriogenology
82:469-474. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2014.05.015

21. Mulia BH, Widianti A, Manansang J, Setiadi DR, Yoelinda VT,
Nugraha TP, Karja NWK, Arifiantini Rl (2021) Establishment of
semen collection technique using electroejaculator and semen
cryopreservation of Javan leopard (Panthera pardus melas Cuvier,
1809). Vet World 14:3156-3163. https://doi.org/10.14202/vet-
world.2021.3156-3163

22.Root Kustritz MV (2007) The value of canine semen eva-
luation for practitioners. Theriogenology 68:329-337.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2007.04.017

23.Brito LFC, Althouse GC, Aurich C, Chenoweth PJ, Eilts BE, Love
CC, Luvoni GC, Mitchell JR, Peter AT, Pugh DG, Waberski D (2016)
Andrology laboratory review: Evaluation of sperm concentration.
Theriogenology 85:1507-1527. https://doi.org/10.1016/j.theriogeno-
logy.2016.01.002

24.Hesser A, Darr C, Gonzales K, Power H, Scanlan T, Thompson
J, Love C, Christensen B, Meyers S (2017) Semen evaluation and
fertility assessment in a purebred dog breeding facility. Ther-
iogenology 87:115-123. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.
2016.08.012

25.Graham JK, Mocé E (2005) Fertility evaluation of frozen/thawed
semen. Theriogenology 64:492-504. https://doi.org/10.1016/j.ther-
iogenology.2005.05.006

26.Rijsselaere T, Van Soom A, Tanghe S, Coryn M, Maes D, de Kruif
A (2005) New techniques for the assessment of canine semen qua-
lity: A review. Theriogenology 64:706-719. https://doi.org/10.1016/].
theriogenology.2005.05.021

27. Larsson B, Rodriguez-Martinez H (2000) Can we use in vitro
fertilization tests to predict semen fertility? Anim Reprod Sci
60-61:327-336. https://doi.org/10.1016/S0378-4320(00)00089-0

28.Kutzler MA (2005) Semen collection in the dog. Theriogenology
64:747-754. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.05.023

29.Robert MA, Jayaprakash G, Pawshe M, Tamilmani T, Sathiyaba-
rathi M (2016) Collection and evaluation of canine semen-a review.
International Journal of Science, Environment and Technology
1586-1595

30.WHO laboratory manual for the examination and processing
of human semen. https://www.who.int/publications-detail-redi-
rect/9789240030787. Accessed 11 May 2023


https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2017.06.021
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2017.06.021
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2009.01418.x
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2009.01418.x
https://doi.org/10.1556/avet.48.2000.3.9
https://doi.org/10.1556/avet.48.2000.3.9
https://doi.org/10.1111/and.13063
https://doi.org/10.1111/and.13063
https://doi.org/10.1095/biolreprod.102.012914
https://doi.org/10.1095/biolreprod.102.012914
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2008.07.030
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2008.07.030
https://doi.org/10.14202/vetworld.2021.3156-3163
https://doi.org/10.14202/vetworld.2021.3156-3163
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.01.002
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2016.01.002
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.
2016.08.012
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.
2016.08.012
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.05.006
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.05.006
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.05.021
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.05.021

KUTYASPERMA MELYHUTESE, FAGYASZTOOLDATOKKAL VEGZETT
OSSZEHASONLITO VIZSGALATOK ELOZETES EREDMENYEI

31. Tichy A, Schafer-Somi S (2019) Canine post-thaw sperm quality
can be predicted by using CASA, and classification and regression
tree (CART)-analysis. Polish J Vet Sci 22:51-59

32.Glnzel-Apel AR, Glnther C, Terhaer P, Bader H (1993) Com-
puter-assisted analysis of motility, velocity and linearity of dog
spermatozoa. ) Reprod Fertil Suppl 47:271-278

33.Pefa A, Linde-Forsberg C (2000) Effects of Equex, one- or
two-step dilution, and two freezing and thawing rates on post-
thaw survival of dog spermatozoa. Theriogenology 54:859-875.
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(00)00397-6

34.Rota A, Strom B, Linde-Forsberg C, Rodriguez-Martinez H (1997)
Effects of equex STM paste on viability of frozen-thawed dog
spermatozoa during in vitro incubation at 38 °C. Theriogenology
47:1093-1101. https://doi.org/10.1016/S0093-691X(97)00066-6

35.Pefa Al, Lugilde LL, Barrio M, Herradén PG, Quintela LA (2003)
Effects of Equex from different sources on post-thaw survival,
longevity and intracellular Ca2+ concentration of dog spermato-
zoa. Theriogenology 59:1725-1739. https://doi.org/10.1016/S0093-
691X(02)01233-5

36.Schafer-Somi S, Binder C, Burak J, Papadopoulos N, Ilas J, Boer-
sma A, Aurich C (2021) Using egg yolk in a TRIS-Equex STM paste
extender for freezing of dog semen is superior to egg yolk plasma,
also after addition of lecithin and catalase. Cryobiology 100:63-71.
https://doi.org/10.1016/j.cryobiol.2021.03.009

37. Recent Advances in Small Animal Reproduction. https://www.
canirep.com/recent-advances-in-small-animal-reproduction/.
Accessed 13 Oct 2023

38.Ponglowhapan S, Essén-Gustavsson B, Linde Forsberg C (2004)
Influence of glucose and fructose in the extender during long-term
storage of chilled canine semen. Theriogenology 62:1498-1517.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2004.02.014

39.Trout SW (2013) Evaluation of Different Concentrations of Egg
Yolk in Canine Frozen Semen Extender. Thesis, Virginia Tech

40. Bergeron A, Créte M-H, Brindle Y, Manjunath P (2004) Low-
Density Lipoprotein Fraction from Hen’s Egg Yolk Decreases the
Binding of the Major Proteins of Bovine Seminal Plasma to Sperm
and Prevents Lipid Efflux from the Sperm Membrane. Biol Reprod
70:708-717. https://doi.org/10.1095/biolreprod.103.022996

41. Manjunath P, Nauc V, Bergeron A, Ménard M (2002) Major
Proteins of Bovine Seminal Plasma Bind to the Low-Density
Lipoprotein Fraction of Hen’s Egg Yolk1. Biol Reprod 67:1250-1258.
https://doi.org/10.1095/biolreprod67.4.1250

42 .Futino D, Mendes M, Matos W, Mondadori R, Lucci C (2010)
Glycerol, Methyl-Formamide and Dimethyl-Formamide in Canine
Semen Cryopreservation. Reprod Domest Anim 45:214-220.
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2008.01208.x

43.Silva AR, de Cassia Soares Cardoso R, Uchoa DC, MacHado
da Silva LD (2002) Effect of Tris-Buffer, Egg Yolk and Glycerol on
Canine Semen Freezing. Vet ) 164:244-246. https://doi.org/10.1053/
tvjl.2002.0704

44.Cseh S (2020) Allatorvosi androldgia. Allatorvostudoményi Egye-
tem, Budapest

45.Pefa A, Johannisson A, Linde-Forsberg (1999) Post-thaw evalua-
tion of dog spermatozoa using new triple fluorescent staining and
flow cytometry. Theriogenology 52:965-980. https://doi.org/10.1016/
S0093-691X(99)00186-7

46.Brito MM, Lacio CF, Angrimani DSR, Losano JDA, Dalmazzo A,
Nichi M, Vannucchi Cl (2017) Comparison of Cryopreservation Pro-
tocols (Single and Two-steps) and Thawing (Fast and Slow) for
Canine Sperm. Animal Biotechnology 28:67-73. https://doi.org/10.
1080/10495398.2016.1203797

47. Schafer-Somi S, Kluger S, Knapp E, Klein D, Aurich C (2006)
Effects of semen extender and semen processing on motility
and viability of frozen-thawed dog spermatozoa. Theriogenology
66:173-182. https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2005.10.022

48. Hidalgo M, Portero JM, Demyda-Peyras S, Ortiz |, Dorado |
(2014) Cryopreservation of canine semen after cold storage in a
Neopor box: effect of extender, centrifugation and storage time.
Vet Rec 175:20-20. https://doi.org/10.1136/vr.102010

49.Karger S, Geiser B, Grau M, Burfeind O, Heuwieser W, Arlt SP
(2016) Prognostic value of a pre-freeze hypo-osmotic swelling
test on the post-thaw quality of dog semen. Anim Reprod Sci
166:141-147. https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2016.01.015

50.Bromfield JJ (2014) Seminal fluid and reproduction: much
more than previously thought. ] Assist Reprod Genet 31:627-636.
https://doi.org/10.1007/s10815-014-0243-y

51. Schjenken JE, Robertson SA (2020) The Female Response to
Seminal Fluid. Physiol Rev 100:1077-1117. https://doi.org/10.1152/
physrev.00013.2018

52.Gilbert RO, Suarez SS (2013) Canine seminal plasma:
Transport medium or signaling agent? Vet ] 195:131-132.
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2012.12.009

53.Colombo M, Morselli MG, Franchi G, Schafer-Somi S, Luvoni
GC (2022) Freezability of Dog Semen after Collection in Field
Conditions and Cooled Transport. Animals (Basel) 12:816.
https://doi.org/10.3390/ani12070816

Kozlésre érk.: 2024. aug. 23.


https://doi.org/10.1016/S0093-691X(02)01233-5
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(02)01233-5
https://www.canirep.com/recent-advances-in-small-animal-reproduction/. Accessed 13 Oct 2023
https://www.canirep.com/recent-advances-in-small-animal-reproduction/. Accessed 13 Oct 2023
https://www.canirep.com/recent-advances-in-small-animal-reproduction/. Accessed 13 Oct 2023
https://doi.org/10.1053/tvjl.2002.0704
https://doi.org/10.1053/tvjl.2002.0704
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(99)00186-7
https://doi.org/10.1016/S0093-691X(99)00186-7
https://doi.org/10.1080/10495398.2016.1203797
https://doi.org/10.1080/10495398.2016.1203797
https://doi.org/10.1152/physrev.00013.2018
https://doi.org/10.1152/physrev.00013.2018

145. [ 603-614.

Short-Term Effects

of rhG-CSF Use on
Serotonin Concentration
in the Treatment of
Feline Panleukopenia

B. B. EROL
E. GULERSOY?
E. KORAL?

1. Selguk University, Faculty of
Veterinary Medicine, Department
of Internal Medicine,

42250 Konya, Térékorszdg

2. Harran University, Faculty of
Veterinary Medicine, Department
of Internal Medicine,

63200 Sanliurfa, Térékorszdg

3. Petcode Animal Hospital,
Isztanbul, Térékorszdg

*e-mail: egulersoy(@harran.edu.tr

https://doi.org/10.56385/magyallorv.2024.10.603-614

Az rhG-CSF hasznalatanak

a szerotoninkoncentraciora
gyakorolt rovid tavu hatasai

a macska panleukopeniajanak
kezelésében

Biisra Burcu EROL', Erdem GULERSOY?*, Erman KORAL?

OSSZEFOGLALAS

A macskak panleukopenidja jelentds, féként fiatal és nem oltott macskaknal
jelentkezd ferté6zd megbetegedés. A hagyomanyos kezelések sikerességi aranya
kevesebb mint 50%. A virus a csontvel8i progenitorsejteket tdmadja meg, és
kifejezett hatassal van az 6sszes myeloid sejtvonalra, ami panleukopeniat ered-
ményez. A kezelés egyik alappillére az immunstimulacié. Jelen tanulmanyban a
szerz8k célja az volt, hogy megvizsgaljak a rekombinans human granulocytakol6-
nia-stimulalé faktor (rhG-CSF, filgrasztim) hasznalatanak rovid tava hatasait pan-
28 macskat vontak be a vizsgalatba, ebbdl 14-en kaptak normal kezelést, mig a
tobbiek a normal kezelés mellett naponta kétszer 5 pg/ttkg adag filgrasztimot
is. 24 Ora elteltével kiértékelték a klinikai és vérvizsgalati paramétereket, vala-
mint a szérum szerotoninkoncentraciéjat. A filgrasztimmal kezelt csoportban a
kapillaris-Gjratel8dési idé hosszabb volt (p < 0,0001), ill. a granulocytaszam és a
szérum szerotoninszintje magasabb volt, mind az elsé vizsgalathoz, mind a nor-
mdl kezelési csoporthoz képest (p < 0,05). Ebbdl kdvetkeztetve megallapitottak,
hogy a filgrasztim beadéasa serkenti a csontvel§ progenitorsejtjeit, enyhitve az
immunszuppressziot és megemelve a szérum szerotoninszintjét. A szerotonin
szintek kiértékelése betekintést nyljthat a szervezet gyulladasos allapotaba, és
prognosztikai indikatorként szolgalhat a kezelésre adott valasz monitorozasaban.

SUMMARY

Feline panleukopenia (FP) is a highly contagious disease in cats, particularly affec-
ting young and unvaccinated ones. Conventional treatments have a success rate
below 50%. FPV severely impacts progenitor cells and all myeloid populations,
leading to panleukopenia, making immune stimulation vital for treatment. This
study aimed to evaluate the short-term effects of recombinant human granu-
locyte colony-stimulating factor (rhG-CSF, filgrastim) on FP and update treatment
protocols by assessing serum serotonin concentrations. 28 cats were treated: 14
with standard treatment and 14 with standard treatment plus filgrastim at 5 mcg/
kg twice daily. After 24 hours, granulocyte and serum serotonin concentrations
in the Filgrastim group were higher than those in both the first admission and
Standard treatment groups (p < 0.05). It was concluded that the administration of
filgrastim stimulates blood progenitor cells, alleviates immunosuppression, and
increases serum serotonin concentrations. Assessing serotonin concentrations
may provide insights into inflammation and serves as a prognostic indicator for
treatment response.
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AZ RHG-CSF HASZNALATA A MACSKA PANLEUKOPENIAJANAK

KEZELESEBEN

A macskakat érinté jelentds megbetegedés, a macska
panleukopenia (feline panlekuopenia, FP), vildgszerte
dokumentalt. A macskapanleukopenia-virus (FPV) egy
burok nélkuli, egyszald DNS orokitéanyagot tartalmazd
virus [1]. Az FP valdszinlileg az egy évnél fiatalabb
macskakat érinti leginkabb, de barmilyen életkorban
el6fordulhat nem megfelel8en oltott vagy oltatlan egye-
dekben [2]. Fiatal, oltott macskakat tarté haztartasokban
is jelentettek elhullast, valdszinlleg nagy mennyiségi
virusnak vald kitettség miatt. A beteg macskak 30-50%-a
intenziv kezelés esetén is elpusztul [3]. A kezelés célja az
immunrendszer stimulaldsa és az aktivimmunitas el4-
segitése [4]. A kezelés els§ Ot napjat tUléls, FP-vel kezelt
macskak, altalaban felépllnek, bar a gydgyulas gyakran
hosszabb ideig tart, mint a kutyak esetében a parvovi-
rusos enteritis esetén [5]. Egy 244 FP-s macskaval vég-
zett vizsgalatban 51,1%-o0s talélési aranyrdl szamoltak
be [2]. Csak kevés tanulmany szamol be rekombinans
humaén granulocytakoldénia-stimulalé faktor (rhG-CSF)
alkalmazéasardl macskaknal. A filgrasztim egy rhG-CSF,
amely el8segiti a leukocytdk korai felszabaduldsat. E
tanulmanyok eredményei ellentmondéasosak voltak, de
arrol szamoltak be, hogy a filgrasztim noveli a leukocy-
taszamot kllénféle macskamegbetegedések esetén. Az
egyik tanulmany arrél adott szamot, hogy a filgrasztim
egészséges és neutropenias macskaknal valo alkalma-
zasa esetén az egészséges macskak leukocytaszam-no-
vekedése nagyobb volt, mint a neutropenias macskaké,
és a 10 neutropenias macskabdl csak 1 pusztult el [6].
Egy masik tanulmany jelentds novekedést mutatott a
leukocytaszamokban a filgrasztim hasznalata utan FP-s
macskaknal az egészséges macskakhoz képest [7]. Egy
876 macskan végzett friss tanulmanyban az all, hogy
az FP-s macskak talélési aranya nem nétt a filgrasztim
hasznalataval [3].

A biomarkerek felfedezése olyan hatékony jeldltek
azonositasat eredményezheti, amelyek elbrejelz6ként
szolgalhatnak betegségek és egészséglgyi allapotok
esetében, meghatarozhatjak a terapias paramétereket,
és szamos mas alkalmazasi lehetl8séget taldlhatnak
az orvostudomanyban [8]. A szerotonin egy, kildnb6z6
allatfajoknal megtaladlhatdé neuromodulator, am pontos
funkcidja még nem teljesen ismert [9]. A szerotonint a
keringd vérlemezkék és a belek enterochromaffin sejtjei
szabaditjak fel [10], és nemrégiben pro-inflammatorikus
mediatorként azonositottak; azonban a szerotonin sze-
repe a virusreplikaciéban vagy virusos betegségekben
még nem tisztazott [11].

Bar megbizhatd tanulmanyok vannak az FP diagno-
zisanak optimalizalasardél, specifikus gydgyszereket az
FPV kezelésére még nem fejlesztettek ki [12]. Figye-
lembevéve az FP-ben megfigyelt bélkarosodast és akut
gyulladast [13], a szérumszerotonin-szintek értékelése
értékes betekintést nyljthat az akut gyulladasos alla-

A significant disease that affects cats, Feline Panleu-
kopenia (FP) has been documented all over the world.
Feline Panleukopenia Virus (FPV) is a non-enveloped,
single-stranded DNA virus that is the causative agent
[1]. FP most likely affects cats younger than 1 year
of age, but it can occur in inappropriately vaccina-
ted or unvaccinated cats of all ages [2]. Also, deaths
among kittens have been reported in households of
fully vaccinated kittens, possibly due to exposure to
large amounts of virus. It was reported that despite
intensive treatment, 30-50 % of diseased cats die [3].
The goal of the treatment is to stimulate the immune
system and facilitate active immunity [4]. Cats with FP
that survive the first five days of treatment generally
recover, although recovery is often more prolonged
than it is for dogs with parvoviral enteritis [5]. In a
study with 244 cats with FP, it was reported that the
survival rate was 51.1% [2]. Limited number of studies
has reported using recombinant human granulocyte
colony-stimulating factor (rhG-CSF) in feline patients.
Filgrastim is a rhG-CSF the induces early release of
leukocytes. The results of these studies were contro-
versial, but filgrastim has been reported to increase
leukocyte count in a variety of feline diseases. In a
study, it was reported that as a result of filgrastim use
in healthy and neutropenic cats, the increase in leu-
kocyte count was higher in healthy cats than the cats
with neutropenia and only 1 out of 10 neutropenic cats
died [6]. Another study reported a significant increase
in leukocyte counts following the use of filgrastim in
cats with FP compared to healthy cats [7]. In a more
recent study conducted on 876 cats, it was reported
that the survival rate in cats with FP did not increase
with the use of filgrastim [3].

The discovery of biomarkers can result in the iden-
tification of effective candidates that may serve as
predictors of diseases, medical conditions, define
therapeutic parameters, and find various other appli-
cations in medicine [8]. Serotonin serves as a neuro-
modulator found across various animal phyla, yet its
precise function is not fully understood [9]. Serotonin
is released from circulating platelets and enterochro-
maffin cells of the intestines [10], and it has recently
been associated as a pro-inflammatory mediator;
however, the role of serotonin in viral replication or in
viral diseases has not been adequately discussed [11].

Although, there are reliable studies on the optimiza-
tion of FP diagnosis, specific drugs to treat FPV have not
been developed yet [12]. Given the intestinal damage
and acute inflammation observed in FP [13], evaluating
serum serotonin levels may offer valuable insights into
the acute inflammatory state, immune response, and
the extent of intestinal damage. Considering the con-
troversial results of studies using rhG-CSF in cats and



potba, azimmunvalaszba és a bélkarosodas mértékébe.
Mivel macskaknal a rnG-CSF hasznéalataval kapcsolatos
tanulmanyok ellentmondasos eredményeket hoztak, de
az immunstimulacié fontossaga a kezelésben ismert, e
tanulmany célja az volt, hogy a szérumszerotonin-szin-
tek valtozasainak értékelésével megvizsgalja a rnG-CSF
hasznalatanak rovid tavu hatasait FP esetén. EzenkivUl
a vizsgalat célja volt a kdvetési és kezelési protokollok
atdolgozasa, valamint a filgrasztim FPV altal indukalt
immunszuppresszidra gyakorolt hatasainak vizsgalata.

A tanulmaéany protokolljat a Selcuk Egyetem Allatorvosi
Kardnak Helyi Etikai Bizottsdga hagyta jova (jévahagyasi
szam: 2020/41). Az allatok kezelési eljarasait az Helyi
Allatkisérleti Etikai Bizottsag ajanlasai szerint végez-
ték. Ezenkivll a tanulmanyba bevont dsszes macska
tulajdonosa tajékoztatas utan beleegyezését adta, a
szikséges engedélyeket beszerezték.

A vizsgalt populacié dsszesen 28, féként keverék macs-
kabél allt (16 n8stény, 12 him), amelyek 2-6 hénaposak
voltak, és akiknél olyan klinikai tinetek fordultak eld
mint az étvagytalansag, gyengeség, hanyas, hasmenés,
&z és kiszaradas, amelyek FP jelenlétére utalhattak.
Mindegyiket a Selcuk Egyetem Allatorvosi Karanak Allat-
korhazaba vittlk diagnodzis és kezelés céljabdl. Az dsszes
macska klinikai vizsgalatat és vérvizsgalati elemzését
elvégeztlik. A klinikai vizsgalatok megkezdése eldbtt, a
stressz elkerllése érdekében minden macska korulbelll
15 percet kapott, hogy megszokja a klinikai kornyeze-
tet. Ezenkivil a macskak vizsgalatanak kérnyezetében a
stresszt kivalté egyéb macska- vagy kutyaillat elkerilése
végett a vizsgaldasztalt és a felszereléseket fertStle-
nitettik.

A 1égzési és pulzusszamot, a testhdmérsékletet és a
kapillaris-Gjratel8dési idSt (capillary refill time, CRT)
mértik, valamint a sziv és a tudd hallgatézasat és a
tapinthatd nyirokcsomok értékelését végeztik el. Vénas
vérmintakat vettlink (1-3 ml K,EDTA-val ellatott cs6-
vekben vérvizsgalati elemzéshez és antikoagulans nél-
kUli szérumcsovekben szérumszerotonin mérésekhez)
minden macskatdl a vena cephalica vénapunkciéval. Az
Osszegyljtott vérmintak egy részét vérvizsgalati elem-
zésre hasznaltuk. A tobbit centrifugéltuk (5000 x g,
5 percig), a szérumot kivontuk és Eppendorf-csdvekbe
helyeztik a szerotonin méréséhez, amit -20 °C-on tarol-
tunk a mérés napjaig (korilbelll 5 nappal a mintavétel
utén). A tanulmany keretében a vérmintakat az elsd
vizsgalatkor és a kezelési protokoll utan 24 oraval vették.

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2024. OKTOBER

recognizing immune stimulation as pivotal in treatment,
this study aimed to investigate the short-term effects
of rnG-CSF use in FP by evaluating alterations in serum
serotonin concentration. Additionally, the investigation
included updating follow-up and treatment protocols,
and examining the impacts of filgrastim use on FPV-in-
duced immunosuppression.

The study protocol was approved by the Faculty of Veteri-
nary Medicine, Selcuk University Local Ethics Committee
(Approval number: 2020/41). All of the animal handling
procedures were performed following the recommen-
dations of the Local Ethics Committee on Animal. Also,
informed consent was given to the owners of all the cats
enrolled in the study and permissions were obtained.

The animal material consisted of a total of 28 cats
(16 females, 12 males), mostly of mixed breed, aged
2-6 months, with clinical findings such as anorexia,
weakness, vomiting, diarrhea, fever and dehydration
that would make one suspect the presence of FP. All
were admitted to Selcuk University Animal Hospital of
Veterinary Faculty for diagnosis and treatment purposes.
Clinical examinations and hemogram analyses of all the
cats were performed. Before the onset of clinical exam-
inations, approximately 15 minutes were given to all the
cats to get acquainted with the clinical environment in
order to avoid stress. Also, in order to avoid any other cat
or dog odor that could trigger stress in the environment
where the cats were examined, the examination table
and equipments were disinfected.

Respiratory and pulse rates, body temperature and gin-
gival capillary refill time (CRT) measurements, along
with heart and lung auscultations and palpable lymph
node evaluation were performed. Venous blood sam-
ples (1-3 mL, using tubes with K,EDTA for hemogram
analysis and serum tubes without anticoagulant for
serum serotonin measurements) were obtained from
all the cats via vena cephalica venepuncture, in a time
not exceeding 20 minutes. A portion of the collected
blood samples were used for hemogram analysis. The
rest was centrifuged at 5000xg for 5 mins, the serum
was extracted and transferred to Eppendorf tubes for
serotonin measurement, and stored at -20 °C until the
day of measurement (approx. 5 days following sam-
pling). Within the scope of the study, blood samples
were taken at the first admission and 24 hours after
the treatment protocol. Hemogram analysis included
leukocyte (WBC), monocyte, granulocyte, lymphocyte,
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KEZELESEBEN

A pocH-100i hematoldgiai analizatorral (Sysmex, Japan)
végzett vérvizsgalati elemzés kitért az 6sszfehérvérsejt-
szam, monocyta, granulocyta, lymphocyta, vorosvérsejt
(RBC), atlagos vorosvértest-térfogat (MCV), hema-
tokrit (Hct), 4tlagos vordsvértest-hemoglobin (MCH),
hemoglobin (Hb) és vérlemezke (PLT) mérésekre.

A klinikai vizsgalatok és vérvizsgalati elemzés alapjan
FP-gyanus macskaktdl vattapalcaval analis vagy rek-
talis bélsarmintakat vettink. A vattapalcakat elészor
steril izotonias oldattal nedvesitettik meg. Az olyan
esetekben, amikor nem volt bélsar az anusban és a
perineumban, a mintat rektalisan vettlk. A diagnézishoz
gyenge-kdzepes érzékenysége (50-80%) és jo-kivald
specificitasa (94,2-100%) miatt az IDEXX SNAP Parvo
(IDEXX Westrbrook, ME, USA) tesztet hasznaltunk [14].

Az FP gyanujanak bevonasi kritériumai a klinikailag jel-
lemz8 tinetek jelenléte (letargia, hasmenés, hanyas és
laz hianya kolyokmacskaknal; étvagytalansag, letargia,
hypoerxia, hanyas és hasmenés id8sebb macskaknal)
és a laboratériumi eredmények megvaltozasa (anaemia,
leukopenia, thrombocytopenia), valamint IDEXX SNAP®
Parvo teszttel kapott pozitiv bélsareredmény volt
[15]. Az Gsszes vizsgalatba bevont macskat teszteltik
FelV és FIV fertdzésekre (IDEXX SNAP FIV/FelLV Combo
Test, IDEXX Laboratories) gyors diagnosztikai teszt-
készletek hasznalataval, amelyek a FelV p27 antigént
(98,6%-0s érzékenység és 98,2%-os specificitas) és a FIV-
ellenanyagokat (93,5%-0s érzékenység és 100%-o0s spe-
cificitds) mérték. Az 6sszes macskat egyszer teszteltik,
és a negativ/gyanUs FP-eredményeket mutatd, valamint
a FelV- vagy FIV-pozitiv macskakat kizartuk a vizsgalatbél.
Ezenkivil az 6sszes macska mikroszkdépos bélsarvizsgalatat
elvégeztik, és nem talaltunk parazitakat és/vagy petéket.

A szérumbdl torténd szerotoninmérést a gyartdk utasi-
tésai szerint végeztik macskaspecifikus kereskedelmi
enzimhez kotott immunszorbens vizsgalati (ELISA) kész-
let hasznalataval (Elabscience, Texas, USA). A szerotonin
intra- és interassay variaciés egyltthatéjat (CV) 8%-nak
és £ 10%-nak jelentették, és a minimalis kimutathat6
koncentracié (MDC) 9,38 ng/mL volt. A detektalasi tar-
tomany 15,63-1000 ng/mL volt.

Az 6sszes macska Ringer-laktatot (Polifleks, Polifarma,
Torokorszag) kapott 30-40 ml/ttkg iv. dézisban folya-
dékterdpiaként, aminosav-kiegészitést 10 ml/kg IV
(Duphalyte, Zoetis, Spanyolorszag) parenteralis tapla-
las részeként, antibiotikumokat (amoxicillin/klavulansav

erythrocyte (RBC), mean corpuscular volume (MCV), hae-
matocrit (Hct), mean corpuscular haemoglobin (MCH),
hemoglobin (Hb) and platelet (PLT) measurements using
pocH-100i hematology analyser (Sysmex, Japan).

Fecal samples were obtained with anal or rectal swabs
from cats suspected of FP as a result of clinical exam-
inations and hemogram analysis. At first, swabs were
wetted with sterile isotonic solution and the sample
was taken rectally in cases where there was no feces
in the anus and perineum. Due to its low-to-moderate
sensitivity (50-80%) and good-to-excellent specificity
(94.2-100%), the IDEXX SNAP Parvo test was used for
diagnosis [14].

Inclusion criteria to suspect FP were the presence of
clinically coherent findings (lethargy, absence of diar-
rhea, vomiting and fever in kittens; presence of anorexia,
lethargy, hyporexia, vomiting and diarrhea in older cats)
and altered laboratory findings (anemia, leukopenia,
thrombocytopenia) along with positive fecal IDEXX
SNAP® Parvo test result [15]. All cats included in the
study were examined for FeLV and FIV (IDEXX SNAP FIV/
FelLV Combo Test, IDEXX Laboratories) using rapid diag-
nostic test kits measuring p27 antigen for FelV (sensi-
tivity of 98.6% and specificity of 98.2%) and antibodies
for FIV (sensitivity of 93.5% and specificity of 100%).
All cats were tested once and cats with insufficient/
suspicious results were excluded. Also, the cats that
tested positive for FeLV or FIV were excluded from the
study. Moreover, microscopic fecal examinations of all
the cats were performed and no parasites and/or eggs
were found.

Serotonin measurement from serum supernatants was
made according to the manufacturers’ instructions
using feline specific commercial enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA) based test kit (Elabscience,
Texas, USA). The reported intra-assay and inter-assay
coefficient of variation (CV) for serotonin was 8% and
£ 10%, respectively, and the minimum detectable con-
centration (MDC) was 9.38 ng/mL. The detection range
was 15.63 ng/mL-1000 ng/mL.

All cats recieved Lactated Ringer (Polifleks, Polifarma,
Turkiye) 30-40 ml/kg IV as part of fluid therapy, amino
acid supplementation 10 ml/kg IV (Duphalyte, Zoe-
tis, Spain) as part of parenteral nutrition, antibiotics
(amoxicillin/clavulanic acid 10 mg/kg IM once a day



10 mg/ttkg im. naponta egyszer (Synulox, Zoetis, Spa-
nyolorszag) ceftriaxonnal kombinalva (25 mgtt/kg iv.
naponta kétszer (Unacefin, Yavuz ilac, Torokorszag)),
antiemetikumot (maropitant 1 mg/ttkg sc. naponta
egyszer (Cerenia, Zoetis, Spanyolorszag)), H2 receptor
antagonistat (ranitidin 3 mg/ttkg iv. naponta kétszer
(Ulcuran, ABFAR, Térokorszag)) és B-vitamint (1-2 ml iv.
naponta egyszer (Nervit, Vetas, Torokorszag)) a kérhazi
kezelés elsd 24 6rajaban [16). Ezen kezelési protokoll
mellett az 5 pug/ttkg sc. rhG-CSF-t (Neupogen, Amgen
Inc., USA) a Filgrasztim csoportnak naponta kétszer
adtuk be [17].

A torzitas csokkentése érdekében a felvétel randomi-
zalt, kettSs vak mddszerrel tortént. A kezelési protokol-
lok alapjan a normal kezelést kapd macskakat Normal
kezelési csoportnak (n = 14), a kezelés mellett filgrasz-
timot is kapd macskakat Filgrasztim csoportnak (n = 14)
neveztlk el. A kdrhazba vald elsd vizsgalatot 0. éraként
hataroztuk meg.

A statisztikai elemzéseket statisztikai szoftverrel (SPSS
25.00 for Windows, USA) végezték. Az adatok elosz-
lasi mintajanak vizsgalatdhoz az egy mintas Kolmog-
orov-Smirnov-tesztet hasznaltak. A nem-paraméteres
adatokat median és tartomany formajaban mutattuk
be. Az adatok elemzését a csoportok kdzott egyutas
varianciaanalizissel (ANOVA) vagy Kruskal-Wallis-teszttel
végeztlk, az eloszlasi mintatdl figgéen. Minden elem-
zésnél a p < 0,05 értéket tekintettlk szignifikansnak.

Az anamnesztikus adatok szerint az 6sszes vizsgalt egyed
kereskedelmi forgalomban 1évd szaraz macskaeledellel
taplalt benti macska volt. Néhany egyed (a 28-bél 13)
menhelyrél kerllt 6rokbefogadasra. A 28 macskabdl 4-et
csak egyszer oltottak be, 12 macskat féregtelenitettek.
Az FP-s macskak atlagos testtomege 1,15 (0,65-1,5) kg, a
tinetek atlagos id8tartama pedig 3 (2-5) nap volt.

A foginyen mért CRT hosszabb volt a Filgrasztim csoport-
ban, mint a 0. éraban, mint a Normdl kezelési csoport-
ban (p < 0,0001). A csoportok kdzdétt mas fizikai vizsgalati
paraméterekben nem mutatkozott kiilénbség (p > 0,05).
A fizikai vizsgalat eredményei az 1. tdbldzatban lathatdk).

Az elsd vizsgalat (0. 6ra) eredményeihez képest a
Filgrasztim csoport fehérvérsejtszam-, lymphocyta-
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(Synulox, Zoetis, Spain) in combination with ceftriaxone
25 mg/kg IV twice a day (Unacefin, Yavuz ilac, Turkiye)),
antiemetic (maropitant 1 mg/kg SC once a day (Cere-
nia, Zoetis, Spain)), H, receptor antagonist (ranitidine
3 mg/kg IV twice a day (Ulcuran, ABFAR, Tirkiye) and
vitamin B (1-2 ml IV once a day (Nervit, Vetas, Turkiye))
within the first 24 hours of hospitalization [16]. In addi-
tion to this treatment protocol, 5 mcg/kg SC rhG-CSF
(Neupogen, Amgen Inc., USA) was administered to the
Filgrastim group twice a day [17].

To reduce bias, enrollment was done in a randomized
double-blinded manner. Based on treatment protocols,
the cats receiving standard treatment were defined as
Standard treatment group (n = 14) and the cats recei-
ving filgrastim in addition to standard treatment were
defined as Filgrastim group (n =14). The first admission
to the hospital was defined as O™ hour.

Statistical analysis was performed using statistical
software (SPSS 25.00 for Windows, USA). One sample
Kolmogorov-Smirnov test was utilized to examine the
distribution pattern of data. Non-parametric data were
presented as median and range. Data analysis of the
groups was performed with one-way analysis of variance
(ANOVA) or Kruskal-Wallis test depending on the distri-
bution pattern. A p < 0.05 was considered significant in
all analyses.

Anamnestic data revealed that all of the investigated
cats were indoor cats and fed commercial dry cat food.
Some of the cats (13 out of 28) were adopted from a
shelter. 4 out of 28 cats had been vaccinated only once
and 12 cats had been dewormed. The mean body weight
of cats with FP was determined as 1.15 (0.65-1.5) kg and
the average duration of symptoms was 3 (2-5) days.

Gingival CRT was longer in the Filgrastim group than in
the O™ hour and Standard treatment group (p < 0.0001).
No difference was determined between other physical
examination parameters among the groups (p > 0.05).
Physical examination findings are presented in Table 1.

Compared to the results of the first admission (0™ hour),
WBC, lymphocyte and MCV levels of the Filgrastim
group were statistically different and higher (p < 0.016,
p < 0.035 and p < 0.025, respectively). The granulocyte
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1. TABLAZAT. Fizikai vizsgdlati eredmények

TABLE 1. Physical examination findings

Légzésszam 66 67 71 0.786
(Iélegzetvétel/perc) (48-80) (46-84) (40-88) ’
Pulzusszam 143 136 130 0.061
(szivverés/perc) (136-158) (100-160) (96-160) !
P o 39,7 39,4 39
Testh8mérséklet (°C) (39,2-40,1) (37,5-40,2) (37,8-40,5) 0,103
1 2 3
CRT (mp) (1-2) (1-a)> (2-4)° 0,0001

CRT: kapillarisGjratelédési id8. a, b: tesztet hasznaltak a két adatcsoport k6zotti kapcsolat vizsgalatara. Statisztikai kilonbség
volt megfigyelhetd a és b kozott, de nem volt kiildnbség a és ab, valamint b és ab kézott (p < 0,05; Kruskal-Wallis-teszt)

CRT: Capillary refill time. a, b: ab test was used to explore the relationship between two datasets. Statistical difference was
observed between a and b but there was no difference between a and ab and b and ab (p < 0.05; Kruskal-Wallis test)

és vorosvértest-térfogat- (MCV) szintje szignifikansan
nagyobb volt (rendre p < 0,016, p < 0,035 és p < 0,025).
A Filgrasztim csoport granulocyta-szintje szignifikansan
nagyobb volt, mint a 0. 6raban és mint a Normdl kezelési
csoportban (p < 0,005). A vérvizsgalati eredmények a
kovetkez6 a 2. tdbldzatban lathatok.

A Filgrasztim csoport szérumszerotonin-koncentraci-
Oja statisztikailag szignifikdnsan nagyobb volt, mint a
0. 6rai és a Normdl kezelési csoporté (p < 0,001). Nem
volt statisztikai kiilonbség a Normdl kezelési és a 0. érai
koncentraciok 6sszehasonlitadsakor. A szérumszeroto-
nin-szinteket a 3. tdbldzat mutatja be.

A virusos betegségek kiulondsen jelentések macskak-
nal [18]. A macskak virusos megbetegedései kbzil az FP
egy Ujra megjelend kérokozdénak tekinthetd [13]. Mivel
az FP kezelésére még nem fejlesztettek ki specifikus
gybégyszereket, a kezelés az egyes macskak betegsé-
gének sUlyossagahoz igazitott tdmogatd kezelésen
alapul [12]. A jelen tanulmanyban a naponta kétszer,
5 ug/ttkg-os dbézisban adott filgrasztim 24 6ras hatéa-
sait vizsgaltuk fizikalis vizsgalati paraméterekre,
vérvizsgalati elemzésre és a szérumszerotonin-kon-
centracidkra a normal kezelés mellett. Ennek ered-
ményeként megfigyeltik, hogy az 5 pg/ttkg sc. BID

level of the Filgrastim group was statistically different
and higher than both the 0" hour and Standard treat-
ment groups (p < 0.005). Hemogram findings are pre-
sented in Table 2.

The serum serotonin concentration of the Filgrastim
group was statistically different and higher than the
O™ hour and Standard treatment groups (p < 0.001). No
statistical difference was detected when comparing the
Standard treatment and 0" hour concentrations. Serum
serotonin levels are presented in Table 3.

Viral diseases are particularly significant in feline
medicine [18]. Among the viral feline diseases, FP is a
re-emerging pathogen [13]. Since specific drugs have not
been developed yet to treat FP, treatment is based on
supportive measures tailored to the severity of the dis-
ease in each cat [12]. In the present study, the 24-hour
effects of filgrastim administration at a dose of 5 mcg/
kg twice a day in addition to standard treatment on
physical examination parameters, hemogram analytes
and serum serotonin concentrations were investigated.
As a result, it was observed that 5 mcg/kg SC BID fil-
grastim use mobilizes haematopoietic precursors. High
serotonin levels are associated with the recruitment of
innate immune cells, such as neutrophils, to injured
or inflamed tissue. Considering the low platelet count,



2. TABLAZAT. Vérvizsgdlati eredmények

TABLE 2. Hemogram findings

Fehérvérsejtszam

0,8
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2,9

5,02

(x10°/L) (0,33-6,07)° (1,19-5,94) (0,43-9,3) 0,016
Lymphocyta 0,46 2,12 2,18 0,035
(x 10°/L) (0,26-2,48)° (0,41-3,34)® (0,34-4,64) !
Monocyta 0,03 2,12 2,18 0.760
(x 10°/L) (0,02-2,44) (0,41-3,34) (0,34-4,64) ’
Granulocyta 0,29 0,92 2,18 0,005
(x 10°/L) (0,05-1,49)° (0,2-2,16)° (0,07-6,43)° !
RBC 6,69 8,85 8,77 0.416
(x10%/L) (3,75-11,66) (3,67-12,83) (4,54-12,52) !
39,9 45,45 47,55
Mcv (fl) (30-48,4)° (36-52,9) (41,3-56,4)° Gfere
28,1 43,55 40,95
o, ’ 1 )
Het (%) (17,1-52) (15,4-64,2) (19,1-70,6) 0:186
13,55 11,9 12,35
MCH (pg) (10,1-16,9) (9,6-15,4) (7,2-16,9) el
9,6 12,75 11,25
Hb (g/dL) (3,8-16) (4-17,4) (6,2-15,9) 0,556
97,5 81 58,5
3
PLT (m/mm?3) (14-143) (42-273) (18-185) O

Fehérvérsejtszam: Leukocyta, RBC: vorosvérsejt, MCV: atlagos sejttérfogat, Hct: Hematokrit, MCH: Atlagos sejthemoglobin-
tartalom, Hb: Hemoglobin, PLT: Thrombocyta; a, b: az ab tesztet hasznaltak a két adatkészlet kozotti kapcsolat vizsgalatara.
Statisztikai kiilénbség volt megfigyelhetd a és b kdzott, de nem volt kiildnbség a és ab, valamint b és ab kdzott (p < 0,05;

Kruskal-Wallis-teszt)

WBC: Leukocyte, RBC: Erythrocyte, MCV: Mean corpuscular volume, Hct: Hematocrit, MCH: Mean corpuscular haemoglobin,
Hb: Hemoglobin, PLT: Platalet. a, b: ab test was used to explore the relationship between two datasets. Statistical difference
was observed between a and b there was but no difference between a and ab and b and ab (p < 0.05; Kruskal-Wallis test)

filgrasztim hasznéalata mobilizalja a hematopoietikus
prekurzorokat.

A magas szerotoninszint dsszefligg az olyan veleszu-
letett immunsejtek, mint a neutrophilek sérilt vagy
gyulladt szovetbe torténd kivandorlasaval. Figyelembe
véve az alacsony thrombocytaszamot, az FP esetekben
a szerotonin eredete valdszinlleg inkabb enterochro-
maffin sejtekbdl szarmazik [19]. Arra a kdvetkeztetésre
jutottunk, hogy a filgrasztim alkalmazéasa az FP kezelé-
sében immunstimulacidt okoz, amely javithatja a tal-
élési aranyt, igy a szérum szerotoninkoncentracidjanak

the origin of serotonin in FP cases may be enterochro-
maffin cells rather than platelets [19]. It was concluded
that the administration of filgrastim in the treatment
of FP causes immune stimulation, which may improve
survival rate, resulting in elevation of serum serotonin
concentration and thus, evaluation of serotonin may
have prognostic value in monitoring the response to
treatment.

FPV is transmitted via the faecal-oral route, initially
replicates in tissues of the oropharynx and is then dis-
tributed via a cell free viraemia to virtually all tissues
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3. TABLAZAT. Szérum szerotonin szint

TABLE 3. Serum serotonin levels

Sf’;rirtir:m 166,88 271,27
(13,1-495,51)° (132,3-386,75)°
(ng/mL)

484,79

(160-996,81)? 0,001

a, b: az ab tesztet hasznaltak a két adatkészlet kozotti kapcsolat vizsgalatara. Statisztikai kilonbség volt megfigyelhetd
a és b kdz6tt, de nem volt kiildnbség a és ab, valamint b és ab kdzott (p < 0,05; Kruskal-Wallis-teszt)

a, b: ab test was used to explore the relationship between two datasets. Statistical difference was observed between
a and b but there was no difference between a and ab and b and ab (p < 0.05; Kruskal-Wallis test).

emelkedését eredményezi, kbvetkezésképp a szeroto-
nin értékelése prognosztikai értékkel birhat a kezelésre
adott valasz nyomon kovetésében.

Az FPV nyéllal és bélsarral terjed, kezdetben a torokta-
jék nyalkahartyajaban szaporodik el, majd sejthez nem
kotott viraemiaval szisztémas fert8zést okozva gya-
korlatilag minden szoévetbe eljut [20]. Az FP soréan laz,
anorexia, gyengeség, dehidratacié és depresszid [éphet
fel [20]. A hanyas a legtobb esetben megfigyelhetd, de
gyakran el6fordulhat, hogy nem jelentkezik hasmenés
[22]. Bar az FP klinikai megnyilvanulasai széles skalan
mozognak, a rutinszer( klinikai vizsgalatok és a vérvizs-
galati elemzés megkoénnyithetik a szovédmeények, pl.
a betegséghez kapcsoldédd szervi elégtelenség diag-
ndzisat, és elbre jelezhetik a haldlozast és a kdérhazi
tartézkodas iddtartamat [23]. A jelen tanulmanyban
statisztikai kildnbséget taldltak a CRT-értékek kozott a
Filgrasztim csoport és a Normdl kezelési csoport kdzott
az elsé felvételt kovetd 24 6ras dsszehasonlitasban
(p < 0,0001). A panleukopenias macskak révidult CRT-je
az els@ vizsgalatkor dsszefligghet az FP-vel kapcsolatos
szepszissel és az ezt kovetd periférids vazodilatacié-
val, amely hyperaemias nyalkahartydhoz, majd vaso-
constrikciéhoz vezet [13]. Ezenkivil az 1 masodpercnél
rovidebb CRT hyperdinamikus allapotra utalhat, amely
Osszefliggésben lehet a szisztémas gyulladassal, sokkal,
h&gutaval vagy hyperthermiaval. A jelen tanulmanyban
megfigyelt meghosszabbodott CRT a filgrasztim alkal-
mazasa altal okozott immunaktivaciora vezethetd vissza.
Ez az immunaktivacid csokkent periférias perflaziéval jar,
ami a proinflammatorikus citokinek és katekolaminok
szintjének ndvekedéséhez vezet. Ezek a tényez8k hozza-
jarulnak a hemodinamikai valtozok rendellenességeihez
és a folyamatban |évé szisztémas gyulladashoz [24].

Az rhG-CSF serkenti a neutrophil prekurzorok és az
érett neutrophilek talélését, differencialédasat, proli-
ferdcidjat és funkcidjat. Kimutattak, hogy az rhG-CSF
hatékony a sUlyos idilt human neutropenia kezelésé-
ben [27]. A jelen tanulmanyban az FP-ben szenvedd

causing a systemic infection [20]. During the course of
FP; fever, anorexia, weakness, dehydration and depres-
sion can be present [20]. Vomiting manifests most of
the time. However, most cases may not show diarrhea
[22]. Even though FP has wide variety of clinical man-
ifestations, routine clinical examinations, along with
hemogram analysis, can facilitate the diagnosis of com-
plications such as disease-related organ failure and
predict mortality and duration of hospitalization [23]. In
the present study, a statistical difference in CRT value
was determined between the Filgrastim group and the
Standard treatment group in the comparison 24 hours
after the first admission (p < 0.0001). Shortened CRT of
the panleukopenic cats at first admission may be related
with septicemia associated with FP and the subsequent
peripheral vasodilatation leading to hyperaemic mucosa
followed by vasoconstriction [13]. In addition, a CRT of
less than 1 second is suggestive of a hyperdynamic state
which can be associated with systemic inflammation,
distributive shock, and heat stroke or hyperthermia. The
prolonged CRT observed in the present study may be
attributed to immune activation caused by filgrastim
administration. This immune activation is associated
with low peripheral perfusion, leading to increased lev-
els of proinflammatory cytokines and catecholamines.
These factors contribute to abnormalities in hemody-
namic variables and ongoing systemic inflammation [24].

Filgrastim or rhG-CSF is a glycoprotein that stimulates
bone marrow production of granulocytes and stem cells
and releases them into circulation [25]. As a therapeutic
tool, rhG-CSF exogenously stimulates haematopoietic
precursors to increase the number of circulating neutro-
phils [26]. rnG-CSF stimulates the survival, differentia-
tion, proliferation and function of neutrophil precursors
and mature neutrophils. rhG-CSF has been shown to be
effective for the treatment of severe chronic neutrope-
nia in human [27]. Filgrastim administration to cats with
FP in the present study resulted in a numerical increase
in total WBC count compared to standard treatment and



macskaknal a filgrasztim alkalmazasa a teljes fehérvér-
sejtszam novekedését eredményezte a normal kezelés-
hez képest, és statisztikailag szignifikdns ndvekedést
a granulocytaszamban (p < 0,035). Ezekkel az adatok-
kal 0sszhangban a Filgrasztim csoport megnovekedett
granulocytaszama magyarazhatd az rhG-CSF azon
képességével, hogy 24 6réaval a beadas utan mobili-
zélja a hematopoietikus ssejteket. Ezek az eredmények
dsszhangban voltak a korabbi tanulméanyok adataival,
amelyek szerint az rhG-CSF 24 6raval a beadas utan
serkenti a funkcionalis neutrophilek termelddését és
felszabadulasat a csontvelSben [28]. Az olyan értékek,
mint az MCH, MCV és MCHC klinikai jelentésége abban
rejlik, hogy ezek hasznalhaték az anaemia osztalyo-
zasara és a sejtmorfoldogia értékelésére, kilondsen a
hematopoietikus valasz értékelésében az FPV affinitas
kontextusaban. Az olyan értékek, mint az MCH, MCV és
MCHC klinikai jelentGsége az anaemia osztalyozasara és
a sejtmorfoldgia értékelésére vald hasznalhatdésagukban
rejlik, kilondsen a hematopoietikus valasz értékelésé-
ben az FPV-affinitas kontextusaban. A jelen tanulmany
Filgrasztim csoportjanak magasabb MCV-szintje 6ssze-
flgghet a hematopoietikus progenitorsejtek periférias
vérbe torténd mobilizalasaval [29]. Ezért bar a filgrasztim
FP-ben szenvedd macskaknal immunstimulaciéval vald
tGlélésre gyakorolt hatasa ellentmondasos, a filgrasztim
alkalmazasa az FP eseteknél csokkentheti a DNS-virusok
nem citopatogén vagy gyengén citopatogén hatasait
a vérsejt progenitorokra, valamint a neutrophil granu-
locyta 8ssejtek pusztulasat [30].

A szerotonin pontos mikédése még mindig nem telje-
sen ismert [9]. Bar a test szerotoninjanak nagy részét a
bél enterochromaffin sejtjei termelik [31], a vérlemezkék
képesek szerotonint felszabaditani a sérilések és gyul-
ladasok helyén [32]. Az utébbi id6ében a szerotonin és a
stressz, valamint az immunrendszer kozotti kapcsolatot
vizsgaltak, és jol ismert tény, hogy a stressz befolya-
solja az immunfunkciét [33]. Egyes tanulmanyokban a
virusfertdzéseket, pl. a macskaherpeszvirust a stressz
mérésére hasznaltdk. Emellett arrél szamoltak be, hogy
a stressz sllyosbithatja mind az FelLV, mind az FIV fer-
tdzés klinikai lefolyasat, és immunszuppresszid révén
hajlamosithatja a macskat mas virusos betegségekre,
pl. FP-re [5, 34]. Korabbi tanulmanyok szerint az akut
fluoxetin-adagolas ndveli a szerotonin koncentracidjat
és serkenti a leukocyta-endothel interakcidt in vivo, ami
arra utal, hogy a szerotonin aktiv szerepet jatszik az akut
gyulladasban [35]. Ezért javasolt megvizsgalni, hogy az
elsd vizsgalatkor mért kis szerotoninszintek az FP kiala-
szerepet. Figyelembe véve az anamnézisbdl szarmazd
adatokat (a macskak életkora 4 és 6,5 hénap kozotti,
egyedili macskaként élnek a hdztartdsban), hogy nem
tortént szallitas, sziletés vagy Uj haziallat hazahozatala,
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a statistically significant increase in granulocyte count
(p < 0.035). In line with these data, the increased gran-
ulocyte count of the Filgrastim group can be explained
by the ability of rhG-CSF to mobilize hematopoietic
stem cells within 24 hours after the administration.
These findings were consistent with the data reported
in previous studies that rnG-CSF stimulates the produc-
tion and release of functional neutrophils in the bone
marrow 24 hours after administration [28]. The clinical
significance of analytes such as MCH, MCV, and MCHC
lies in their use for classifying anemia and evaluating
cell morphology, particularly in assessing hematopoi-
etic response in the context of FPV affinity. The higher
MCV level of the Filgrastim group of the present study
may be associated with the mobilization of blood pro-
genitor cells into the peripheral blood [29]. Therefore,
although the effect of filgrastim on survival in cats with
FP with immunostimulation is controversial, the use of
filgrastim in cases of FP may reduce the noncytopathic
or poorly cytopathic effects of DNA viruses on blood cell
progenitors and the destruction of polymorphonuclear
leukocyte stem cells [30].

The exact function of serotonin is still not completely
understood [9]. Although most of the body's serotonin
is produced by intestinal enterochromaffin cells [31],
platelets can release serotonin at locations of injury
and inflammation [32]. More recently, the relationship
between serotonin and stress and immune status has
been investigated and it is a well-known fact that stress
affects the immune function [33]. In some studies, viral
infections such as feline herpesvirus were used as a
measurement of stress. Also, it was reported that stress
may exacerbate the clinical course of both FelLV and FIV
infection and may predispose the cat to other viral dis-
eases such as FP by causing immunosuppression [5, 34].
In previous studies, it was reported that acute fluoxetine
administration increases serotonin concentrations and
stimulates in vivo leukocyte-endothelial interaction,
indicating that serotonin has an active role in acute
inflammation [35]. Thus, it is recommended to investi-
gate whether low serotonin levels at the first admission
are more effective in the emergence of FP or the severity
of its clinical manifestation. Considering the anamnestic
data (ages of the cats ranging from 4 to 6.5 months,
living in a single cat household), the absence of any
transport, any birth and bringing home a new pet, col-
lection of blood samples with minimum patient stress,
lower serum serotonin levels of the cats with FP may be
associated with immunosuppression and the effects of
viral disease [36]. The elevated serum serotonin levels of
the panleukopenic cats after filgrastim administration at
a dose of 5 mcg/kg SC twice a day of the present study
can be explained by the induction of immune response,
presence of acute inflammation, diarrhea being a less
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és a vérvétel minimalis stresszel jart; az FP-s macs-
kak kisebb szérumszerotonin-szintje dsszefligghet az
immunszuppresszidval és a virusos betegség hatésaival
[36]. A jelen tanulmanyban a filgrasztim 5 pg/ttkg SC
dézisdnak napi kétszeri adagoldsa utan az FP-s macskak
megndvekedett szérum szerotoninszintje magyarazhaté
az immunvalasz indukéalaséaval, az akut gyulladas jelen-
létével, a hasmenés ritkabb eldfordulasaval kolyokmacs-
kaknal FP esetén, valamint az enterochromaffin sejtek
karosodasanak hianyaval [15]. Ezért, mivel a filgrasztim
alkalmazasa noveli a granulocyta- és Gssejttermelést,
a megnovekedett szerotonin-koncentraciék felhasznal-
hatok az immunvalasz értékelésére virusos betegség
jelenlétében.

Szamos olyan esetet jelentettek human gyégyaszat-
ban, ahol a granulocytakolénia-stimulalé faktor (G-CSF)
thrombocytopeniat okozott, bar a mechanizmus nem
ismert [37]. Felvetették, hogy a G-CSF-kezelésben
részesuld betegeknél a thrombocytopenia oka 6ssze-
figgésben lehet a megakariocytakban a proliferaciéval
kapcsolatos gének csdkkent kifejez6désével, mig egy
masik tanulmany azt feltételezte, hogy a befecsken-
dezett G-CSF a thrombocytakon jelen |évé receptorokra
reagal és befolyasolja az érett alakokat [38]. Ezért, bar
a filgrasztim alkalmazasa immunstimulaciot biztosit,
a mellékhatasokat figyelembe kell venni. Ezenkivll a
tanulmany korlatai a kovetkezdk: a kezelés rovid kovetési
idészaka, valamint az, hogy a bélkarosodas jelenlétét
nem értékeltik kdrszbvettannal vagy bélspecifikus bio-
markerekkel.

Az immunszuppresszidé a macskak virusos betegségei-
nek legpusztitdbb kovetkezménye. Jelen tanulmanyban
a filgrasztim alkalmazéasa FP-ben szenvedd macskaknal
24 6ran belll novelte a teljes fehérvérsejtszamot, a
granulocyak szamanak novekedése miatt. A filgrasz-
tim altal a vér progenitor sejtjeinek stimulacidja altal
kivaltott immunvalasz a szérum szerotonin koncent-
rdcidjanak novekedését okozta. A szerz8k arra a kovet-
keztetésre jutottak, hogy a filgrasztim alkalmazéasa az
FP esetek kezelésében javithatja a tGlélési aranyokat,
és a szérum szerotonin koncentracidjanak valtozasainak
nyomon kovetése hasznos lehet a kezelés elérehalada-
sanak monitorozasaban.

common finding in kittens with FP and the absence of
intestinal enterochromaffin cell damage [15]. Therefore,
since filgrastim administration increases granulocyte
and stem cell production, increased serotonin concen-
trations can be used to evaluate the immune response
in the presence of viral disease.

Several cases of granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) causing thrombocytopenia have been reported
in human medicine, although the mechanism is not
known [37]. It has been suggested that the cause of
thrombocytopenia in G-CSF-treated patients is related
to under expression of proliferation-related genes in
megakaryocytes, while another study postulated that
injected G-CSF responds to receptors present on plate-
lets and affects mature platelets [38]. For this reason,
although filgrastim administration provides immune
stimulation, side effects should be taken into consider-
ation. Apart from this, the limitations of this study are:
short treatment follow-up period and the fact that the
presence of intestinal damage was not evaluated his-
topathologically or with intestine-specific biomarkers.

Immunosuppression is the most devastating consequ-
ence of feline viral diseases. In the present study, fil-
grastim administration in cats with FP increased the
total WBC count via granulocytosis in a 24 hour period.
The immune response caused by filgrastim stimulation
of blood progenitor cells caused an increase in serum
serotonin concentrations. It was concluded that admi-
nistering filgrastim in the treatment of FP cases may
enhance survival rates and monitoring alterations in
serum serotonin concentration could be beneficial for
monitoring treatment progress.
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OSSZEFOGLALAS

Az eurépai muflon (Ovis aries musimon) hazankban csaknem 13 ezres allomannyal
rendelkezik és jelentds vadgazdalkodasi értéket képvisel. Mivel az itt é16 muflonok
genetikai vizsgalatarél nem all rendelkezésre adat, a szerz8k kiléonb6z8, megbiz-
hatéan tipizalhatdé markertipus alkalmazhatésaganak felmérését tlizték ki célul. A
kutatashoz 80 darab, a Cevidae csaladjabdl szarmazd tetramer szerkezet{ nuklearis
mikroszatellita-markert teszteltek, ill. szekvenaltak a mitokondrialis kontrollré-
gidt. Tiz egyed vizsgalata alapjan harom polimorf mikroszatellita-lokuszt és egy
haplotipust kaptak, amely alapjan a vizsgalt magyarorszagi allomany vélhetéen
kicsi genetikai diverzitassal rendelkezik.

SUMMARY

Background: The European mouflon (Ovis aries musimon) boasts a population of
almost 13,000 in Hungary and holds significant value in game management due
to its game meat and horn trophies. Since there is no data on genetic investiga-
tions of the mouflons in this region, the authors initiated this survey to test the
usability of various markers.

Objectives: The authors aim to evaluate cross-specific (Cevidae) tetranucleotide
microsatellite markers capable of monitoring diversity and individual identifica-
tion. Additionally, they plan to assess maternal lineage diversity based on the
mitochondrial control region sequence.

Materials and Methods: In this preliminary study, the authors examined ten
mouflon individuals from the Pilis mountain region. The tested 80 tetranucleotide
microsatellites originating from the suborder Ruminantia. Published PCR protocols
were available for all markers in the original species, which were adapted and opti-
mized for mouflon samples. Subsequently, these PCR fragments were analyzed
by capillary electrophoresis, and polymorphic markers were identified. Regarding
the mitochondrial marker, the sequence of almost the entire control region was
determined using the Sanger method using primers previously described in sheep.
Results and Discussion: Only 20 microsatellite markers provided PCR products
of sufficient quality and quantity, resulting in the detection of three polymor-
phic markers with two alleles each. Regarding the mitochondrial control region,
only one haplotype was identified. Our pilot study demonstrates the feasibility
of cross-species markers and their primers in mouflon. Consistent with other
international research on the species, our results suggest a potential low genetic
variation in the Hungarian population, likely due to a genetic bottleneck, founder
effect, and inbreeding. Given the limited number of polymorphic markers and
allele polymorphism, the current set should be supplemented with more poly-
morphic markers from closely related species, and testing of mouflon samples
from different regions is important.
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VADON EL® ALLAT SEJTMAGI ES MITOKONDRIALIS GENETIKAl MARKEREK
TESZTELESE HAZAI MUFLONOKBAN (OVIS ARIES MUSIMON)

Az eurbpai muflon eredetét illetéen toébb bizonytalansag all fenn. A tudomany
jelenlegi alldsa szerint a hazi juh (Ovis aries) egy visszavadult alfaja [1-4], amely
feltehetéen 5-6 ezer évvel ezeldtt, mint sz48rds juh, kiszorult a tenyésztésbdl.
Egyes kutatasok azonban kiilénallé fajként (Ovis musimon) hivatkoznak ra [5-8],
amely kialakuldsanak része lehetett egy mara kihalt, eddig ismeretlen juh fajjal
vald hibridizacidé [1].

A hegyvidéki Szardinia és Korzika kivételével Eurébdban nem Sshonos muflont
1732-t68l telepitették a kontinensre, orszagunk mai tertletére pedig el6szdr 1901-

Hazénk mai teriiletére ben kerllt Gyimesrdl Fuzérradvanyba [9, 10]. Egészen 1942-ig a tovabbi telepitésre
elészor 1901- ben hasznalt egyedek is mind ezen allomanybdl kerlltek ki [11], ekkor a hazai muflo-
kerliiltek muflonok nok szama elérte a kb. kétezret [9]. A masodik vilaghaborit kévetden azonban az

egyedszam kb. 50-100 egyedre esett vissza [9, 11]. A helyzet javitasa érdekében
indult betelepitéseknek koszonhetden, a '70-es években a muflonallomany komoly
novekedésnek indult [9]. Napjainkban az orszag valamennyi kézéphegységében
eléfordul [12, 13], a populéacidék azonban altalaban szigetszerlen vannak jelen [13]
és a vérfrissités hidnya miatt az dllomany beltenyésztéses leromlasnak van kitéve.
Egy franciaorszagivizsgalat soran azt taldltadk, hogy mind a mufloncsigak mérete,
mind az egyedek testtdmege csdkkenést mutatott az évtizedekkel korabbi alla-
potokhoz viszonyitva, és ennek okaként a nem szakszer( vadaszatot, azaz a jo
genetikai allomanyU allatok kilovését jeldlték meg [14]. A muflonvadaszatra vald
kereslet Magyarorszagon is folyamatosan nd. Tréfedja mellett a hisa és a bére

Jelenleg a hazai is hasznositasra kerll, azonban a legnagyobb értéket az allat jellegzetes csiga
dllomany 12-13000 alakl visszahajld szarva, az Ggynevezett mufloncsiga képezi [15, 16]. Az alloma-
egyedre tehetd nyunk 1997 6ta folyamatosan novekszik - 10 ezer koruli példanyszamrél 12-13

ezer példanyra emelkedett -, ezzel parhuzamosan a vadaskerti elejtések szama
szintén egyre tobb [12].

EDDIGI GENETIKAI KUTATASOK MUFLONBAN ES MAS ROKON FAJOKBAN
A kezdeti, vércsoportantigének és fehérjék azonositasan alapuld kutatasokat [17-21]
mar az ezredforduld elStt felvaltottak a DNS-szintl vizsgalatok [22]. A muflonok-
ban tortént eddigi genetikai tesztek nagyrészt Eurdpéban [1, 23-29], azon belll
is Franciaorszagban [22, 30-41], Szardinian [14, 35, 36, 42-44], és Cipruson [45,
46] koncentralédtak. Ezen kivil Amerikabdl [47, 48] és Azsiabdl [1, 28, 29, 49-52]
is rendelkezink szamos, muflonokon végzett genetikai kutatassal. A kilénbozé
genetikai markerekkel végzett széles spektrumd, klulénbozd céll kutatast az
1. tdbldzatban foglaljuk dssze.

Az allomanyok genetikai 0sszetételének ismerete lIényeges informacidkkal szol-
gal az alloméanyok dinamikajaval, fennmaradasaval és talélésével kapcsolatban,
ill. hozzéajarul a populacidk fenntarthatd kezeléséhez, és az emberi tevékenységek
negativ hatadsainak minimalizaldsdhoz. A genetikai diverzitas kapcsolatban lehet
egyes betegségek megjelenésével és a populacidk szaporodasbioldgiai mutatdival,
a jerkék és anyajuhok termékenységével, valamint megvilagitjak egyes gének orok-
|6désének mechanizmusait. Az igazsagugyi célbdl végzett vizsgalatok kiemelkedd
fontossaglak lehetnek a muflonokat érinté vadorzas és élelmiszer-hamisitasi
Ugyekben. Az 6sszehasonlité genetikai vizsgalatok muflonok és juhok k6zott hoz-
zajarulnak a genetikai hasonlésagok és kulonbségek feltarasahoz, a koztuk lévd
hibridizaciés hatasok, valamint az alfajok/fajtak kialakuldasanak megértéséhez.

GENETIKAI MARKEREK KIVALASZTASA

A kUlénbozd céll genetikai vizsgalatokhoz leggyakrabban a nuklearis mikrosza-
tellitdkat (STR: short tandem repeat) és a mitokondrialis kontrollrégiot vizsgaljak
(1. tdbldzat). Gyakori el&forduldsuk és a kevesebb genotipizaldsi hiba miatt mik-
roszatellitdkon belll, kilondsen igazsagligyi célokra, javasolt a négy bazispar
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1. TABLAZAT. Genetikai vizsgdlatok muflonban és rokonfajokban

TABLE 1. Genetic studies in mouflon and related species

Vizsgalt markerek Vizsgalt fajok Vizsgalat célja

Mikroszatellitak

EM, CipM, készali kecske,

fajmegdrzés,
parazita rezisztencia,

[14, 22, 25-27, 31, 37-40,

h&ziasitott juhfajtak igazsagulgyi vizsgalatok, 43-50]
introgresszid, hibridizacio
P L ) . arazita rezisztencia,
MHC gén EM, haziasitott juhfajtak P : . [34, 39]
fajmegorzés
EM, haziasitott juhfajtak, kanadai Y kromoszémahoz kotott
Y-STR, Y-SNP, SRY frottuntata, | e . [24]
vadjuh, urial, argali oroklodés, introgresszio
MT1 melatonin- i
h EM szaporodasbioldgia [42]
receptor gén
Endogén retrovirus . . . . L
EM, haziasitott juhfajtak introgresszio, hibridizacid [26, 27]
markerek
MRNS, mikroRNS EM, haziasitott juhfajtak termékenység [80]

SNP-k (kazein
génekben, teljes
genomban)

EM, AM, muflon-juh hibridek,
haziasitott juhfajtak

fajtak eredete, introgresszid

[28, 51, 52, 78]

Mitokondrialis DNS
(Cytb, kontroll régié,
12S rRNS)

EM, CipM, KorM, k&szali kecske,
zerge, urial, argali, haziasitott
juhfajtak

hasvizsgalat, fajmmegdrzés,
igazsagulgyi vizsgalatok

[14, 23, 35, 40, 41, 44-46]

Teljes genom
szekvenalas

EM, AM, urial, szibériai juh,
alaszkai vadjuh, argali

genomi informaciék kutatashoz

[1, 29]

EM: eurépai muflon, AM: azsiai muflon, CipM: ciprusi muflon, KorM: korzikai muflon

EM: European mouflon, AM: Asian mouflon, CipM: Cypriot mouflon, KorM: Corsican mouflon

Az adott faj genetikai
diverzitdsanak
felmérésére alkalmas
markerkészlet
fejlesztésének elsé
lépése a lokuszok
keresése

ismétlédésl tetranukleotidokat alkalmazni [53-57]. Az ennél rovidebb ismét-
|6d6 egységeket tartalmazé di- és trimer mikroszatellitdk kevésbé egyértelmdien
meghatarozhatdk, mivel nagyobb valdszinliséggel eredményeznek miterméket
a PCR-reakcié soran [53, 56]. Az adott faj genetikai diverzitasanak felmérésére
alkalmas markerkészlet fejlesztésének elsé 1épése a lokuszok keresése. Ez tortén-
het a célfaj genomszekvenciajanak vizsgalataval [57], vagy korabbi publikaciéban
mas, rokon fajokra leirt markerek kivalasztasaval [43, 54, 56, 58, 59]. Ezt kdvetden
tesztelni és optimalizalni kell a PCR- programot, hogy a célfajban is specifikus,
megfelelé mennyiségl és specificitast eredményt kapjunk. Mivel sem a muflonra
sem a hazi juhra nem all rendelkezésre tetramer mikroszatellita-markerszett,
a kozelebbi rokonfajokban pedig szinte kizardlag csak dinukleotid mikroszatel-
lita-markereket alkalmaznak, igy a szarvasfélék csalddjaba (Cervidae) tartozd
tavolabbi rokonfajoknal leirt primerparokat valasztottunk tesztelésre. A taxonon
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belll a markerek primerkotd régidja gyakran konzervalt, ennek készénhetben
pedig sok primerpar tobb fajban is fel tudja sokszorositani ugyanazt a szakaszt.
Ehhez egy korabbi kézleményben publikalt 80 darab markert kivantuk elsé kérben
tesztelni, mivel ezek mar legalabb két szarvasfajra mikodtek, utalva konzervativ
jelleglkre, valamint mindhez rendelkeztiink a szikséges jeldlt primerekkel és
kiinduldsi PCR-protokollal [60]. A mitokondréalis kontrollrégié vizsgéalatara a hazi
juhban (Ovis aries) m(ikddd primerparok tesztelését terveztik.

ANYAG ES MODSZER

MINTAGYU)TES ES DNS-KINYERES

Avizsgalatokhoz 10 muflonegyedtdl szarmazd izom- vagy sz8résblr-szovetmintat
hasznaltunk fel, amelyek 2019 és 2023 k6zott kerultek kildvésre a Pilisi Parkerdd
Zrt. terlletén. A DNS kinyerése FavorPrep™ Tissue Genomic DNA Extraction Mini
Kittel (Favorgen Biotech Corp, Ping-Tung, Taiwan) tértént a gyartd altal megadott
protokoll szerint. A DNS tisztitasat kdvetéen annak minéségét 150 Volton 40 percig
futtatva GelSafe (Danagen, Barcelona, Spanyolorszag) gélfestékkel festett 1%-os
agardzgélen elektroforézissel ellendriztik. Az egyedeket kétfajta markertipussal,
nukleéaris mikroszatellitdkkal és a mitokondrialis kontrollrégiéval vizsgaltuk.

MIKROSZATELLITA-VIZSGALATOK
A 80 STR marker tesztelését elsd kdrben a hozzajuk leirt PCR beallitdsok alapjan
kiséreltik meg [60]. Amennyiben a kapott termék minSsége (pl.: melléktermék
jelenléte) vagy mennyisége nem volt megfeleld, abban az esetben az eredeti
protokollt mddositottuk. Ehhez kiilonb6z6 anellaciés hdmérsékleteken teszteltlk
a PCR soran sokszorositott fragmenseket, segitve igy a hdmérsékleti optimum
megallapitasat. A tovabbi vizsgalatokban alkalmazott két optimalizalt protokoll
kizarélag az primertapadasi hémérsékletben tér el: 60 (mp) masodperc 94 °C-on,
majd 32 ciklus 30 mp denaturacié 94 °C-on, 60 mp primertapadas 58 °C vagy
63 °C-on, 40 mp elongéacid 72 °C-on, ezt kdvetden pedig 20 perc végss elongacid
72 °C-on. Az optimalizalt PCR-t kovet8en az allélek elvalasztasa és detektalasa
kapillaris elektroforézissel ABI Prism3500 GeneticAnalyzer készlléken (AppliedBi-
osystems, Foster City, USA), GeneScan™-500 LIZ™ méret standard segitségével
tértént. Ehhez a termékek floureszcens jeldlésére volt szikség, amihez az Ggyne-
vezett ,farkazasos” jelolési modszert alkalmaztuk [61]. Az eredmények kiértékelé-
sére az OSIRIS programot 2.16 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/osiris/) hasznaltuk.
A leolvasott allélhosszak alapjan a GenAlEx v6.5 szoftver segitségével meg-
hataroztuk a genotipusokat, ill. a poliporfizmust mutaté lokuszok esetében a
megfigyelt és vart heterozigozitast [62, 63].

MITOKONDRIALIS KONTROLLREGIO VIZSGALATA

A kontroll régié sokszorositasara a korabban hazi juhokra leirt primereket (MtOA_
F15400 5'-ACACCCAAAGCTGAAGTTCTAC-3' és MtOA_R592 5- AGAAGGGTATAAAG-
CACCGCC -3") és a hozza tartozé PCR-protokollt alkalmaztuk [64, 65].

A sikeres amplifikaciét kévetben a PCR-termékeket GenElute™ PCR Clean-Up
Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) segitségével tisztitottuk, majd mindkét
iranyban szekvenaltuk a BigDye® Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kittel (App-
liedBiosystems, Foster City, USA). A szekvenalt termékek kimutatasa ABI Prism
3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) késziléken
tortént. A forward és reverz szekvenciakat illesztettlk és szikség esetén kor-
rigaltuk a Sequencher™ 5.4.6 szoftver (Genes Codes Corp, Ann Arbor, Ml, USA)
segitségével. A konszenzus szekvencidkat ezutan a GenBankban (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) tarolt mas kutatdsokbdl szdrmazd szekvencidkkal
hasonlitottuk &ssze.
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EREDMENYEK

A mikroszatellitdk tesztelése soran a 80 darab markerbdl 20 eredményezett
megfeleld mindségl és mennyiségl terméket az optimalizalt PCR beallitdsokat
kovetden (2. tdbldzat). A kapillaris-elektroforézises detektélassal az egyik marker
(ApoV43) hdrom termékcsicsot eredményezett, amelyet a PCR beéllitadsok valtoz-
tatasaval sem tudtunk kiklUszobdlni, igy ezt a lokuszt kivettik az elemzésekbdl.

A megmaradt 19 markerbdl harom bizonyult polimorfnak két-két alléllal
(2. tdbldzat). A tiz egyedbdl ezek alapjan két-két genetikai profil egyezett. A var-
hatd heterozigozitas 0,18 és 0,49 koz6tt, mig a megfigyelt heterozigozitas 0,2 és
0,5 kozott alakult.

A kontrollrégié esetében mind a tiz egyed ugyanazt a haplotipust mutatta,
amelyet PP782052 kddszammal feltdltdottink a GenBank adatbazisaba. A Gen-
Bankban elérhetd szekvencidkkal vald 6sszehasonlitds sordn harom 100%-o0s
egyezést taldltunk, amelyek kozil kett8 (AY091487 és HM236185) németorszagi
eurbépai muflonokbél, mig a harmadik (KF938360) egy kazahsztani 4zsiai muflon-
bél lett kimutatva.

2. TABLAZAT. A muflonokban miksdé 20 keresztspecifikus marker adatai

TABLE 2. Data of 20 cross-specific markers operating in mouflons

Jeldlés Anell. T Na Ho He Eredeti faj Ref.
C229 A 63 °C 2 0,20 0,18
T108 c 63 °C 1 0,00 0,00 [56]
Cervus elaphus
T156 C 63 °C 1 0,00 0,00
T507 D 63 °C 1 0,00 0,00
Mgou19 A 58 °C 1 0,00 0,00 )
Mazama gouazoupira [81]
Mgou21 C 58 °C 1 0,00 0,00
OheH B 58 °C 1 0,00 0,00
Ohel A 58 °C 2 0,50 0,49 Odocoileus hemionus [53]
OheK D 58 °C 1 0,00 0,00
C105 C 58 °C 1 0,00 0,00 )
Cervus canadensis [58]
T115 A 63 °C 1 0,00 0,00
Capcap15 C 63 °C 1 0,00 0,00 Capreolus capreolus [57]
SBTDO4 A 58 °C 1 0,00 0,00 . ‘ A A
Odocoileus hemionus sitkensis [82]
SBTDO6 B 58 °C 1 0,00 0,00
ApoV43 A 58 °C 1 0,00 0,00
ApoV47 B 63 °C 1 0,00 0,00
ApoV53 D 63 °C 1 0,00 0,00
Axia porcinus [83]
ApoV94 D 58 °C 2 0,20 0,42
ApoV135 B 58 °C 1 0,00 0,00
ApoV145 D 58 °C 1 0,00 0,00

“: a markerek fluoreszcens jeldlése a [61] alapjan tortént, T: anellaciés hémérséklet, Na: allélok szama, Ho és He: megfigyelt és
vart heterozigozitas, Ref: a markereket el8szor leird cikkek referenciai és a szarmazasi faj

“: fluorescent labeling of the markers was done according to [61], T: annealing temperature, Na: number of alleles, Ho and He:
observed and expected heterozygosity, Ref: references of the articles describing the markers for the first time and the species

of origin
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MEGVITATAS

A kutatas keretein belll olyan rendelkezésre 4116, rokon kérédzbfajokban mikodd
mitokondrialis és nuklearis markereket teszteltlink, amelyek potencialisan alkal-
masak lehetnek a muflon populéaciék diverzitasanak felmérésére, monitorozasara,
ill. az egyedi és anyai leszarmazasi vonalak azonositasara.

A nuklearis mikroszatellitdknal a 80 vizsgalt markerbdl minddssze 20 adott
megfeleld PCR-terméket az optimalizacidé utan, amely a markerek forrasfaja és
a muflon ko6zotti genetikai eltéréseknek tudhaté be. Ezen mutacidk a primerkotd
régid szekvenciajanak megvaltozasat és ezaltal a primer DNS-hez valé kétédésének
optimum valtozasat okozhatjak [66, 67]. A tiz egyeden 19 markerbdl kapott poli-
morfizmmusadatok alapan a vizsgalt muflonok csekély genetikai diverzitassal ren-
delkeznek, hasonléan mas, szigetszerlen izolalt muflonpopulacidk vizsgalatanak
eredményeihez [34]. Azonban azzal a megfigyeléssel is szamolni kell, hogy a
hosszabb repeticiés (tetra-, penta-, hexamer) egységekbdl allé mikroszatellitak
kisebb mértékl polimorfizmussal rendelkezhetnek a di-, ill. trimer szerekezet(
tarsaiknal [53]. A viszonylag nagyobb tavolsdg a muflonok és a szarvasfélék —ame-
lyekbdl a tesztelt markerek szarmaztak — kozott, szintén magyarazhatja, hogy a
szarvasokban valtozatossagot mutatd lokuszok muflonban limitélt polimorfizmust,
ill. monomorf (egy allélos) tulajdonsagot mutatnak.

A mitokondrialis kontrollrégié esetében minddsszesen egy haplotipust talaltunk
mind a tiz vizsgalt egyednél. Kis haplotipusdiverzitas-eredményeket kaptak mas
orszagokban végzett hasonlé jellegl kutatasok is [14, 24]. Mivel a kontrollrégid
mint mitokondrialis marker anyai 6roklédésU, igy a ndivarl egyedek migracids
képessége jelenti az egyetlen atmozgasi lehetdséget a populacidk kézott [30,
38]. A legtobb kérddzdre jellemzben féként a himek vandorolnak, igy az eltérd
anyai vonalak keveredése egymashoz kozeli populacidk kozott sem feltétlenUl
megy végbe [30, 38]. A valtozatossagot igy fOként a beltenyésztés mértéke és
az alapitd egyedek kezdeti valtozatossaga alakitja ki, amelyek kdzul egyikrdl sem
allt rendelkezésre informacié.

Az 6sszességében kimutatott csekély genetikai valtozatossag mogott azon-
ban tobb egyéb tényezd egylttes hatdsa allhat. llyen pl. a faj viszonylag nagy
terllethlisége [68-71]. Bar a kosok nagyobb migraciés hajlandésagot mutatnak a
jerkéknél, ennek mértéke mégis kicsi mas fajokhoz viszonyitva [72-74]. A muflon
mas populacidiban tobb kutatas is azt mutatta ki, hogy a ndivarl egyedek azon
a terlleten maradnak, ahol nevelkedtek, mig a himek a szaporodasi idészak alatt
kis mértékben ugyan, de atvandorolhatnak egyik teriletrdl a masikra a parzasi
kényszer miatt [14, 30, 38]. Abban azonban eltérés lehet, hogy egyes populacidk
kosai mekkora tavolsagot hajlanddak atmozogni két el&fordulasi terilet kozott.
Magyarorszagon az allomany altalaban szigetszer( elterjedést mutat [13], amely
a kulonféle betelepitések soran alakult ki [9-11, 75]. Bar a szamara kedvezé éléhe-
lyeken a szabadjara engedett egyedek képesek fennmaradni és gyarapodni, a
tapasztalat azt mutatja, hogy az Uj terlletek meghdditasara kevéssé képesek [9].
A masik ok az alapité egyedek kis szama lehet, ami telepitésenként legtébbszor
csak par tucat egyedet jelentett [11], és azok is sokszor hasonldan kis kezdeti
szambol felgyarapitot forraspopulaciokbdl szarmaztak [76], ezzel tovabb csok-
kentve a génallomany valtozatossagat. A ma Eurépaban megtalalhaté muflonok
szinte kizardlag Szardiniardl és Korzikardl szarmaznak [77]. A korabbi Habsburg
birodalomhoz tartozd legtobb terlletre Németorszagbdl vitték be a fajt [11],
igy ennek az alapité populacidonak a sz(ikos készleteib8l meritett a magyar és a
feltételezhet8en a tobbi kornyékbeli populacid is [9, 11], rdadasul az eredetinek
szamito szardiniai és korzikai populaciok genetikai valtozatossaga is kicsi jelenleg
[14, 78]. Ugyanakkor a napjainkban fellelhetd valtozatossag nem feltétlen arulkodik
a telepitési hullamok soran meglévé génkészletrdl. Az eredeti él8helyén védelmet
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élvez( faj tobb konzervaciot célzé kutatas alanya [14, 40, 43, 78], és ezek alapjan
mindkét szigeten a tllvadaszat és terilletvesztés kovetkeztében egy vagy tobb
genetikai beszlikilésen (Gn. palacknyak-hatds) ment at a populédcié, amelyek
pontos idejét nehéz megallapitani.

A muflon ezen faktorok és kombinacidik eredményeképpen a nemzetkdzi vizs-
galatok alapjan kisebb genetikai diverzitast mutat méas vadaszhatd fajokhoz képest
[53, 56, 57]. Ez megneheziti a megfeleld, polimorf markerek szelekcidjat, de nem
teszi lehetetlenné, és semmiképp nem indokolatlanna. Eppen a faj besz{kilt
genetikai valtozatossaga szorgalmazza még inkdbb a széleskorl vizsgalatara és
monitorozasara alkalmas markerkészlet kifejlesztését, amely segitségével akar
telepitési tervek is kidolgozhatdak a jovében. Az eddigi 19 m{koédd markert érde-
mes ezért mas populacidkban is tovabb vizsgalni, mivel a kismérték( atjaras miatt
az egyes populaciékban monomorf lokuszok polimorfak lehetnek a terlletenként
eltérd allélfixacid miatt. A jovSben szintén fontos lenne tovabbi, kdzelebbi rokon
fajokbdl szarmazd tetramer szerkezet( mikroszatellitak tesztelése.

KOSZONETNYILVANITAS

A tanulméany az Allatorvostudoméanyi Egyetem Budapest stratégiai kutatasi alapja
(SRF-001 sz. tdmogatas) tdmogatasaval készUlt. Kdszonettel tartozunk ANTALNE

GY6RI ERIKANak és ANTAL ISTVANNak az illusztracidoként felhasznalt fényképekért.
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A szerz8k szakirodalmi adatok alapjan bemutatjak a nyugat-nilusi virus altal oko-
zott fertdzésre adott immunvalasz legfontosabb elemeit. A nyugat-nilusi virus
(Orthoflavivirus nilense — West Nile virus — WNV) az Orthoflavivirus nemzetségbe
sorolt szUnyog terjesztette pozitiv szimpla szalld RNS-virus. A kérokozé minden
évben jelentds szamu idegrendszeri megbetegedést okoz emberekben és lovak-
ban, emiatt napjainkban az egyik legfontosabb, agyvelégyulladast okozd arbo-
virusként tartjak szamon vildgszerte. A virus széleskor( el6fordulasa és az altala
jelentett ndvekvd fenyegetés ellenére is szamos kérdés all fenn a fertdzések
klinikai manifesztacidjanak tekintetében.

SUMMARY

West Nile virus (WNV) is a single-stranded positive-sense RNA virus of the Flaviviri-
dae family within the Orthoflavivirus genus. It was first isolated in 1937 in Uganda
from a febrile woman and was considered a pathogen with minor significance
until the late 1990s. The outbreaks in 1996 in Romania, and 1999 in the United
States, respectively, have profoundly changed the perspectives around West Nile
virus. Today, the pathogen is endemic on all continents of the world, except for
Antarctica, and is considered one of the most important encephalitic arboviruses
worldwide. West Nile virus causes a significant number of human and equine neu-
rological cases every year by re-emerging in endemic areas and emerging in new
territories. In humans approximately 80% of the infections remain asymptomatic,
20% of the patients develop flu-like symptoms and less than 1% develop neuro-
logical signs. In horses, 80-90% of the infections are asymptomatic and 10-20%
of the infected animals develop neurological disease, ranging from mild ataxia
to recumbency. West Nile virus has become an important threat to the whole
world, but the clinical manifestation of the infection is still not understood. In
the past 20 years, many research have been made in the area of cellularimmune
response to WNV infection. It is assumed that the cellular immune response
plays an important role in the manifestation of the clinical disease. Exacerbated
citotoxic T-cell response, as well as delayed regulatory T-cell response was shown
to play a role in the development of severe neurological form, however the regu-
latory mechanisms behind these pathways are still not clear. The first part of our
review provides a summary of the innate- and cellular immune response during
and following WNV infections in horses and humans.
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VIROLOGIA

A nyugat-nilusi virus (Orthoflavivirus nilense - West Nile virus — WNV) a Flaviviridae
viruscsaladba sorolt Orthoflavivirus nemzetség tagja [1]. A kdrokozot el8szor az afrikai
Uganda nyugat-nilusi tartomanyaban izolaltak 1937-ben [2]. A nyugat-nilusi virust
az 1990-es évek kdzepéig minimalis kockazati besorolasi kérokozoként tartottak
szamon, hiszen csupan sporadikusan okozott tiinetmentes vagy enyhe tlnetek-
ben megnyilvanulé fertézést emberekben, lovakban és madarakban [3]. Az 1996-0s
romaniai, majd az 1999-es amerikai jarvanykitorés azonban alapjaiban megvaltoz-
tatta a nyugat-nilusi virus fertézés jelentette veszélyrdl kialakult gondolatokat [4, 5].

NYUGAT-NiLUSI VIRUS FERTOZESRE ADOTT IMMUNVALASZ I. RESZ:
VELESZULETETT ES SEJTHEZ KOTOTT IMMUNVALASZ

A legutébbi
jelentés
WNV-jarvany
2018-ban zajlott
Eurépdaban

és hazdnkban

Az elmult két évtizedben jelentds mértékl emelkedés volt megfigyelhetd az
emberekben és a lovakban eléforduld, WNV okozta idegrendszeri megbetegedések
incidenciajaban [6]. Napjainkban az Antarktisz kivételével a korokozd a Fold minden
kontinensén endémiassa valt, emiatt a legelterjedtebb és az egyik legfontosabb,
agyveldgyulladast okozd arbovirusként tartjak szamon [7, 8]. Magyarorszagon a
virust elsd alkalommal 2003-ban izolaltdk madarakbdl [9], majd lovakban okozott
idegrendszeri tlinetek hatterében elsdként 2007-ben azonositottak [10]. A leg-
utdébbi, megelsz8 évek atlagat maghaladd esetszamokkal jaré eurdpai jarvany-
kitorés 2018-ban zajlott, tdbb, mint 1500 human és 250 Ibmegbetegedéssel;
Magyarorszagon 225 emberi és 118 |besetet regisztraltak ebben az évben. Ezt
kovet8en, 2019 és 2022 kozott kisebb jarvanykitorések voltak megfigyelhetdek
Olaszorszagban, Spanyolorszagban és Gorégorszagban. Hazankban 2019 és 2022
kozott a 2018-as jarvanykitoréshez képest az esetszamokban jelentds vissza-
esés volt tapasztalhatd. A tavalyi évben azonban ismét jelentésen emelkedett a
korabbi évekhez képest az idegrendszeri tinetekben megnyilvanuld fertézések
szama hazankban lovakban és emberekben is [6]. A magyarorszagi esetszamokat
a Tablazat foglalja 6ssze. A hullamzd WNV-fertdzés okozta esetszamok kivaldan
jelzik az orthoflavivirus-fert6zések kiszamithatatlansagat, a hatékony védekezés
érdekében pedig elengedhetetlen mind a virus, mind a kérokozéra adott immun-
valasz mélységekbe mend ismerete.

TABLAZAT. Magyarorszdgi WNV-esetszémok 2018-2023

TABLE. WNV case numbers in Hungary 2018-2023

_

Lo
2018 215 91
2019 36 7
2020 3 1
2021 7 3
2022 3 3
2023 29 26
JARVANYTAN

Az Orthoflavivirus nemzetségbe tobb, mint 70, vektor kozvetitette kérokozd tartozik

[11], amelyek a terjesztés moddja szerint tovabbi harom alcsoportba sorolhatdak

A WNYV az [12]. Az els6 csoportba a szUnyog terjesztette virusok, pl. a nyugat-nilusi virus,

Orthoflavivirus valamint a hazankban szintén endémiasan el&forduld, lovakat és embereket is

nemzetségbe fertézni képes Usutu virus tartozik. A masodik csoport a nemzetségbe sorolt

tartozé, szunyog
terjesztette virus

kullancs terjesztette kérokozdkat foglalja 6ssze, ide sorolandd a Magyarorszagon
szintén endémias, lovakat és embereket is fertézni képes kérokozd, a kullancsen-
cephalitis virus; végul pedig az ismeretlen vektor altal terjesztett csoport [12].
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Ezen felll, az orthoflavivirusok antigéntulajdonsagaik alapjan szerokomplexekbe
is csoportositanddak. A két legnagyobb szerokomplex, a japan encephalitis virus
komplex (nyugat-nilusi virus, Usutu virus stb.), valamint a kullancsencephali-
tis virus komplex (kullancsencephalitis virus, Powassan virus, louping ill virus)

(1. ébra) [13].

Mammalian tick-borne virus
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1. ABRA. Orthoflavivirus nemzetség [12]

FIGURE 1. Orthoflavivirus genus [12]

A nyugat-nilusi virus
szunyogok és madarak
kézo6tti enzootids
ciklusban cirkulal

Filogenetikai vizsgéalatok alapjan a nyugat-nilusi virus esetében 9 leszarmazasi
vonalat (lineage) kildnboztetnek meg. Emberekben és allatokban a klinikai tiinetek
hatterében csak az 1-es vagy 2-es leszarmazasi vonalba sorolt torzseket irtak le
[14]. Az eurdpai jarvanykitorésekért 2004 6ta a lineage 2 torzsek feleldsek [15], habar
a lineage 1 torzsek is jelen vannak a kontinensen, tébbnyire Spanyolorszagban,
Franciaorszagban és Olaszorszagban jelentenek eseteket sporadikusan [16-18].

A nyugat-nilusi virus szinyogok és madarak kdzotti enzootias ciklusban cirkulal.
Az emberek és a lovak a szUnyogcsipést kovetden fertézddnek, azonban a rovid
ideig tartd, alacsony titerl vireamia alkalmatlanna teszi ezeket a fajokat a tovabbi
vektorok fertézésére [19]. Emberekben a fertézések tdbb, mint 80%-a tinetmen-
tesen zajlik, nagyjabdl 20%-ban alakulnak ki enyhe, influenzaszer( tinetek és
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kevesebb, mint 1%-ban idegrendszeri tinetek. A neuroldgiai tinetek nagyobb
valészinlséggel jelentkeznek idGsebb, vagy immunszupresszalt betegekben [20].

Lovak esetében Lovak esetében a fertdzott allatok 10%-anal jelentkeznek idegrendszeri tinetek,

a fertézétt allatok ezért a fajt egyes kutatdk a nyugat-nilusi virusra fogékonyabbnak tartjak [21]. A
10%-dndl jelentkeznek WNV-fertézések szoros dsszefliggést mutatnak a vektorok aktivitasaval, amely
idegrendszeri tliinetek a betegség szezonalitasaban nyilvanul meg. A kontinentélis éghajlaton a nyu-

gat-nilusi virus szezonja augusztus és november kozott jellemzé [22]. Azonban a
klimavaltozas a vektorok szamara kedvezd éghajlati feltételeket teremtve, ill. az
egyre névekvs urbanizacio eldrelathatdlag a WNV-szezon tér- és idébeli terjedését
fogja eredményezni [23, 24].

Az orthoflavivirusok pozitiv szimpla szald RNS-virusok [11]. A viralis genom egy
hosszU nyilt leolvasasi keretet (open reading frame) kédol, amely a sejtben egy
szimpla polipeptiddé transzlalédik, ez ko- és poszttranszlacidsan 10 fehérjére
hasitodik: 3 strukturalis proteinre (capsid (C) fehérje, membran (prM/M) fehérje
és envelope (E) fehérje), amelyek a virionok felépitésében jatszanak szerepet,
tovabbd 7 nem-strukturdlis proteinre (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B, és
NS5), amelyek a virélis replikdcidban, valamint a gazdaszervezet immunvalaszanak
moduldlasaban tdltenek be fontos szerepet (2. dbra) [25-27].

2. ABRA. Nyugat-nilusi virus morfolégidja [25]

FIGURE 2. Morphology of West Nile virus [25]

Immunoldgiai szempontbdél mégis az E protein a legfontosabb, amely a virus
sejtfelszini receptorokhoz vald kapcsoldodasaért, ezaltal a sejtbe jutadsaért felel. Ez
a protein azonban a virusra specifikus és az Orthoflavivirus nemzetségre jellemzé
epitépokat egyarant hordoz. Ennek kdvetkeztében a genusba sorolt 6sszes virus
antigénrokonsagban all az E fehérjék aminosavszekvencidinak kisebb-nagyobb
mérték(i hasonldségai kovetkeztében: szerokomplexen kivil 40-44%-0s, azonos
szerokomplexbe sorolt virusok kézott 60-70%-0s aminosavsorrend-egyezést
irtak le [28-31].
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KORFEJLODES

Egy korabbi publikacié ad mélyebb attekintést a fertSzés korfejlédésérdl [32],
amelynek jelen dsszefoglaléban kizardlag az immunvéalasz szempontjabdl [énye-
ges, rovid ismertetésére kerll sor.

A szlnyogcsipést kdvetden, a virus a szervezetbe jutva a keratinocytakban és a
Langerhans-sejtekben (a bdr antigénprezentald, Un. dendritikus sejtjei) replika-
16dik. Az utdbbi sejttipussal a kbérokozd eléri a lokalis nyirokcsomot, majd onnan
a vireamia soran a periférids szervekbe és a kdzponti idegrendszerbe szérddik [8,
33, 34]. Lovakban a vireamia az inokulaciét kovets 1-6. napon alakul ki, amely atla-
gosan 3 napon at tart, a virustiter 10" és 10° PFU/mI (plaque forming unit) ko6zott
mozog [8]. A virus kbzponti idegrendszerbe torténd bejutasanak maodja egyelbre
tisztazatlan, tobb tedria is felmerilt ezt illetéen [34]. Az elsG ezek kdzul a hema-
togén sz6rddas lehetdsége, amelynek sordn a patogén a fertdzott vérsejtekkel
jut a kozponti idegrendszerbe (KIR) [35]. Mas feltételezések szerint a kérokozé
passziv migracidval jut at a gyulladasos citokinek kdvetkeztében ateresztébbé valt
vér-agy gaton [36]. A ,,trdjai falé” mechanizmus szerint, a kdrokozé a fagocitak
fagoszomajaban tulélve jut a KIR-be [37]. VégUl, a transzneuronalis mechanizmus
lehet8sége, amely szerint a virus a szervezetbe jutds helyérdl retrograd és vagy
anterograd axonalis transzporttal vandorol az idegrendszerben [38]. A kbzponti
idegrendszerbe jutva a virus a neuronokban, az astrocytdkban és a microglia-
sejtekben is képes replikalddni. Lovak kisérleti WNV-fertézése soran a kdzponti
idegrendszerben a virus koncentraciéja 10*-10%8 PFU/mI. Az anatémiai lokalizaciot
tekintve leggyakrabban a gerincveld lateralis és ventralis szarva érintett, az agyban
a thalamusban, a basalis ganglionokban, a kdzépagyban és az utbagyban fordulnak
el§ leginkabb elvaltozasok [8]. A neuroldgiai tiineteket a virus direkt hatésa, vala-
mint a fertézésre adott immunvalasz soran fellépd sejtkarosodasok okozzak [33].

IMMUNVALASZ - ANTIVIRALIS IMMUNVALASZ,
KULONOS TEKINTETTEL A NYUGAT-NILUSI VIRUSRA

VELESZULETETT IMMUNVALASZ

A velesziletett immunitas a fertdzés korai szakaszanak kontrollalasaért felelds
[33]. Az ide tartozd sejteken a patogénre jellemz8 molekularis mintazat (Pathogen
Associated Molecular Pattern — PAMP), valamint a veszélyre jellemz8 molekularis
mintazat (Damage Associated Molecular Pattern - DAMP) felismerésére alkalmas,
an. mintazatfelismerd receptorok (Pattern Recognition Receptors- PRR) talal-
hatdak [39, 40]. A nyugat-nilusi virus a szervezetbe jutast kovetéen mint obligat
intracellularis kérokozd, a keratinocytakban és Langerhans-tipusU dendritikus
sejtekben replikalddik, ezt kdvetGen DAMP-ok keletkezése mellett kijut a sejtbdl,
majd Ujabb sejteket fertéz meg. A PAMP-ot és DAMP-ot az antigénprezentald
sejtek és neutrophil granulocytak ismerik fel. Ez gyulladdsos kemokinek és cito-
kinek (I-es tipusU interferonok, IL-1, IL-6, TNFa) termelését eredményezi [40, 41].
WANG kutatadsaban az IL-6 és TNFa mennyisége hozzajarult a nyugat-nilusi virus
fert6zott egerek vér-agy gatjdnak megnovekedett dteresztSképességéhez, amely
korrelalt az idegrendszeri tinetek kialakulasaval [42]. Az I-es tipusl interferonok
kozé sorolt két legfontosabb citokin az interferon-alfa (IFNa) és interferon-béta
(IFNB), amelyek termel6dése mar a fertézést kovetd néhany 6ran belll megin-
dul [43]. Ezek a citokinek segitik a T-sejtek klonalis expanzidjat, ill. az effektor
funkcidok kialakulasat. Tovabba, a sejtek altal termelt I-es tipusU interferonok
hatasara csokken a szomszédos sejteken a virus sejtbe jutdsdhoz szlkséges
fehérjék expresszidja, ezaltal a virus replikacidja, ill. a kdzponti idegrendszerbe
torténd szérédasnak lehetSsége [42-45]. Erdekesség, hogy QIAN kutatasaban
az idGsebb donorok vérében nyugat-nilusi virus fertézést kdovetden csdkkent
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interferon-I-valasz volt megfigyelhetd. A kutatdk e jelenség hatterében a kor els-
rehaladtaval felléps fokozott oxidativ stressz okozta csokkent IFN-1 génexpressziot
feltételezik, amely szerepet jatszhat a nagyobb valészinliséggel kialakuld sUlyos kli-
nikai manifesztaciéban, ill. a vakcindzasokra adott csokkent valaszkészségben [46].
Egy viszonylag Uj tanulméanyban az I-es tipusU interferonok elleni auto-antitestek
mennyiségét vizsgaltak idegrendszeri tiinetekben megnyilvanuld WNV fert8zésen
dtesett betegekben. A paciensek 40%-&bdl mutattak ki az eldbb emlitett ellen-
anyagokat, amely aldtamasztja az |-es tipusU interferonok nélklldzhetetlenségét
a hatékony antiviralis immunreakcidban [47]. Lovakban erre iranyuld vizsgalatokat
még nem végeztek.

A veleszlletett immunvalasz a fert6zés korai szakaszanak limitalasa mel-
lett, az adaptiv immunreakcid kialakitasaban is fontos szerepet jatszik. A lokalis
antigénprezentald sejtek aktivalodasa kovetkeztében a citokin- és kemokinter-
melés mellett, a dendritikus sejtek fokozzak a CCR7-kemokinreceptor expresszi-
nyirokéren torténd vandorlas soran a dendritikus sejt fenotipusos és funkcionalis
érési folyamaton esik at. Ennek soran kifejezettebbé valik nydlvanyos jellege, és
megvaltozik sejtfelszini receptorkészlete: elvesziti PRR-jeit, és felszini ko-stimu-
laciés molekulakat expresszal. Emellett, a fagocitalt kérokozd lebontasa és MHCI
és |l receptorokon torténd prezentalasa is lezajlik, amely lehetdvé teszi a T-sej-
tek aktivalasat a nyirokcsomoban. A T-sejtek aktivacidjahoz 3 feltétel teljesulése
szikséges: T-sejtreceptor (T cell receptor, TCR) aktivaldsa a megfelel antigén-
nel, ko-stimulaciés molekuldk (Gn. B7-fehérjék), valamint a megfeleld citokinek
jelenléte [39, 44, 48]. ZIMMERMAN kutatdsaban a WNV gatolta a dendritikus sejtek
ko-stimulaciés molekuldinak expresszidjat, valamint a citokintermelést, a kontroll
csoporthoz képest [49]. Ez vezethet tobbek koz6tt a rendellenes T-sejtvalaszhoz
és kovetkezményes immunpatoldgias folyamatokhoz.

SEJTHEZ KOTOTT IMMUNVALASZ A PERIFERIAN

sejt-populacidok kialakuldsat eredményezi, amelyek meghatarozott feladatokat
latnak el a cellularis immunvélasz részeként. Az MHCII receptoron prezentalt
antigénhez az ennek felismerésére alkalmas TCR-rel rendelkez6 CD4+ ThO sejt
kapcsolddik, ez a megfeleld ko-stimulacidés molekulak jelenlétében a T-sejt akti-
vacibdjat és osztddasat eredményezi. Az antigén aktivalt CD4+ T-sejtek klUlonb6zd
szubpopulacidkra (Th1, Th2, Th17, Th9, Tfh, Treg) differencialédnak, amelynek iranyat
féként a dendritikus sejt altal termelt citokinek hatarozzak meg. Intracellularis
korokozéval torténd fert6z6dés esetén I-es tipusu interferonok és IL-12 jelenlété-
ben a Th1-sejt szubpopulacié dominal, amelyek nagy mennyiség( IL-2-t, IFNy-t és
TNFa-t termelnek. Az IFNy a fagocitaaktivitast fokozva az intracellularis kérokozok
eliminaladsaban, valamint a Thi1-sejtvalasz fokozasaban jatszik szerepet, az IL-2 a

A Th2 sejtek az extracellularis kérokozék elleni védekezés mellett, a B-sejtek
aktivalasban nélkllozhetetlenek. A Th17 sejtek a gyulladas fenntartadsaban jatszanak
szerepet. A Tfh- (follicularis T-helper) sejtek citokinek és ko-stimulaciés molekulak
termelése mellet a B-sejtreakcidt segitik a masodlagos nyirokszervek csirakoz-
pontjaban, ezzel hozzajarulva a kdrokozd specifikus ellenanyagok termeléséhez.
Végul, a Treg-sejtek, az immunvalasz kontrollalasaért felel6s szubpopulacid, az
immunvalasz szabalyozasa, ezaltal az immunpatolégias folyamatok megel&zésében
nélkiulozhetetlenek [39, 44, 48-52].

Az antigénprezentald sejteken vagy a fert6zott sejteken 1évé MHCI-receptoron
prezentalt peptidekhez a CD8+ T-sejtek TCR-jei kapcsolédnak. A naiv CD8+ T-sejtek
a megfeleld ko-stimulacidos molekuldk, valamint [L-12 és |-es tipusl interferonok és
|[L-2 jelenlétében aktivalddva osztdédnak és citotoxikus T-sejtekké differencialddnak.
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Az aktivalt citotoxikus T-sejtek a Th1-sejtekhez hasonldan nagy mennyiség( IFNy-t
és TNFa-t termelnek, amelyek a virus nem-citolitikus Gton torténd kontrollalasaért
felelnek. A citotoxikus T-sejtek tovabba granzimet és perforint tartalamazd vezi-
kulumokat is képeznek, amelyek felszabadulasa a szomszédos sejtek apoptosisat
idézi el6. Emellett, az aktivalt citotoxikus T-sejtek az idegen peptidet prezentald
sejtek Un. extrinsic Gton torténd apoptosisat is képesek eldidézni a Fas ligand
(FasL) és Fas receptor kapcsolédasa révén [39, 44, 48].

SE)JTHEZ KOTOTT IMMUNVALASZ A KOZPONTI IDEGRENDSZERBEN
Az aktivalt T-sejtek a nyirokcsomot elhagyva az efferens nyirokereken keresz-
tUl a fertézés helyére vandorolnak, WNV-fertézés esetén ennek fontos részét
képezi a kbzponti idegrendszer. A virus direkt sejtkarositd hatasa kovetkeztében
a neuronok gyulladasos citokineket (I-es tipusl interferonok, IL-1, IL-6) és kemo-
kineket termelnek. Ezek, ill. a virus sejtbdl torténd kiszabaduldsa soran keletkezd
PAMP-ok és DAMP-ok aktivaljak a microgliasejteket, valamint az astrocytakat.
Az sejtek aktivaldsa még tobb gyulladasos citokin (I-es tipusl interferonok és az
IL-1 csaladba tartozé citokinek), valamint kemokin termelését valtja ki, emellett a
microgliasejteken fokozddik az MHC-receptorok expresszidja. A gyulladas kévetkez-
tében a KIR kapillarisok endothelsejtjein N8 az adhézidés molekulak kifejezédése.
A parenchymaban termelt kemokinek (CCL2, CCL5, CXCL10) az endothelsejtek
luminalis oldalahoz kotddve a leukocytak kilépését teszik lehetdévé [53-58]. Nyu-
gat-nilusi virus fert6zés esetén az eddigi tanulmanyok az elébb emlitett valamely
kemokin termelésének hidnyaban a KIR-be torténd csokkent leukocytavandorlas
kovetkeztében nagyobb viruskoncentracidt és sllyosabb elvaltozasokat figyeltek
meg a fertdzott egerek KIR allomanyaban a kontroll csoporthoz képest [59-61].
Szintén a kemokinek fontossadgat tamasztja ald GLAss kutatdsa: a tUnetekben
megnyilvanulé WNV-fertézésen atesett emberekben nagyobb aranyban taldltak
mutacidét a CCL5 receptor (CCR5) génjében, amely feltehetdleg a leukocytak koz-
kovetSen az immunsejteket a perivascularis térben a lokalis antigénprezentalé
sejtek re-aktivaljak, amelyek a T-lymphocytak parenchymaba |épését és effektor
funkcidit szabalyozzak [53, 54, 56, 57]. DURRANT kutatasaban az APC-k ko-stimulaciés
receptorainak expresszidja és az IL-1-receptor kdzotti 6sszefliggés fontossagara
mutatott rda WNV-fert8zés esetén: IL-1R1-/- egérben a KIR-ben |év4 lokalis APC-
ken csokkent ko-stimulacids receptorok mennyisége rendellenes helper T-sej-
taktivacidhoz és kdvetkezményesen kevésbé hatékony citotoxikus T-sejtvalaszt
valtott ki a KIR-ben. Az agyvel§ dllomanyaban a citotoxikus T-sejtek szama ugyan
a kontroll csoportéval azonos volt, azonban az IL-1R1 -/- egerekben fokozott
viruskoncentracié és neuroinflammacid volt megfigyelhetd. Ezzel szemben a
periférian a viraemia mértéke valtozatlan volt. Tehat az IL-1 citokinek a KIR-ben a
T-lymphocyték virusellenes hatékonysagat szabalyozza, a rendellenes T-sejtvalasz
pedig immunpatoldgids folyamtokhoz vezethet [63]. Egy masik tanulmanyban
ugyan eltéré mechanizmus altal, de hasonld kdvetkeztetésekre jutottak a kutatdk:
az IL-113 szabalyozza a perivascularis térben a lokalis APC-k altal termelt CXCL12
kemokin mennyiségét, és ezaltal befolyasolja a CXCR4-t expresszald T-lymphocy-
megfelelen aktivalt T-sejtek CXCR4 recpetoranak expresszidja, ezaltal CXCL12-
hoz vald kapcsoldédasa csokkent, igy a parenchymaba tudtak vandorolni. IL-113
hianyaban azonban a nem megfelelGen aktivalt T-sejtek is képesek voltak az agy
allomanyaba Iépni, amely szintén hozzajarulhat az immunpatoldgias folyamatok
kialakulasahoz [64].

A perivascularis térben torténd reaktivaciot kdvetden az immunsejtek a KIR
parenchymajaba |épnek, ahol virusellenes effektor funkcidkat latnak el, amely
célja a patogén hatékony eliminéaldsa a terminéalisan differencialédott idegsejtek
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karosodasanak minimalizalasa mellett. A kézponti idegrendszerben az effektor
immunsejtfunkciok csokkenése vagy szabalyozatlansaga sllyos kdvetkezményeket
vonhat magaval [48, 55]. A nyugat-nilusi virus kozponti idegrendszerbdl térténd
eliminécidja, ezaltal a fertézés kontrolldldsa féként a citotoxikus T-sejtek révén
torténik. Azokban a fert6zott egerekben, amelyek nem rendelkeztek az emlitett
lymphocyta-szubpopulaciéval vagy MHCI receptorokkal, nagyobb viruskoncentra-
cidt mértek a kbzpontiidegrendszerben, és a mortalitasi arany is megnovekedett,
a kontroll csoporthoz képest. A citotoxikus T-lymphocytdk hidnyaban a fertézést
talélt allatok kozponti idegrendszerébdl hetekkel késdbb is izolalni lehetett a virust
[64]. A citotoxikus T-sejtek tehat limitaljak a WNV replikacidjat, valamint eliminaljak
a kérokozot a kozponti idegrendszerbdl és megakadalyozzak a perzisztens fert6zés
penzidval fertézott MHCI receptorral és CD8+ T-sejtekkel nem rendelkezd (32-m-/-)
egereket. Alacsony viruskoncentracid esetén a 32-m-/- egerek agyabdl a virust 3
nappal korabban lehetett izolalni, nagyobb viruskoncentracid, és tobb fert6zott
neuron volt megfigyelhet8, nagyobb aradnyl (80%) mortalitdst eredményezve
a kontroll csoporthoz képest (20%). Nagyobb koncentracidji virusszuszpenzid
esetén azonban ez megfordult: a kontroll csoportban 100%-o0s, a 32-m-/- ege-
rekben 80%-o0s elhulldsi aranyt irtak le. A nagyobb koncentréaciéja virusszusz-
penzi6 esetén tapasztalt eredmények magyarazataul a CD8+ T-sejtvalasz soran
kialakulé immunpatolégias folyamatokat, ill. a 32-m-/- egerekben ezek hidnyat
feltételezték a kutatdk [65]. Perforin és FasL hianyaban nagyobb viruskoncentraciot
és mortalitasi ratat irtak le WNV fert6zott egerekben [66]. SHRESTHA kutatasaban
a perforinnel nem rendelkez$ egerekben nagyobb viruskoncentracidot mértek a
kozponti idegrendszer allomanyaban, valamint a tGléld allatokban Iényegesen
hosszabb ideig volt jelen a virus a kdzponti idegrendszerben, a kontroll csoport-
tal szemben [67]. Ezek a kutatasok egyértelmiien alatdmasztjak az citotoxikus
effektor T-sejtek szerepét a nyugat-nilusi virus okozta fertdzés kontrollalasaban.
Ugyanakkor megemlitendd, hogy mas virusfertézések esetén, pl. Sindbis virus,
lymphocytds choriomeningitis virus a perforin hianyaban, mig a szintén Ortho-
flavivirus genusba sorolt Murray Valley encephalitis virus esetén a FasL hidanyaban
valtozatlan morbiditdas mellett csékkent sllyossagl klinikai tuneteket irtak le,
amely az effektor T-sejt funkcidk immunpatoldgias folyamatokhoz valé hozzaja-
rulasat feltételezi [68, 69].

A WNV-fertézés nem citolitikus Gton torténd kontrollalasa az effektor sejtek
altal termelt IFNy és TNFa virusreplikaciét gatold hatasan keresztul valdsul meg.
Az IFNy szerepe a KIR-ben WNV-fertdzés esetén ugyanakkor megkérddjelezhetd:
ugyan in vitro tizedére csdkkenti a virus replikaciéjat, in vivo nem befolyasolta a
fert6zés kimenetelét [70]. WANG tanulmanyaban a TNFa a vér-agy gat permea-
bilitdsanak fokozasa révén hozzajarult a WNV-fertdzés sllyosabb klinikai mani-
fesztacidjanak kialakuldsahoz [42]. Ezzel szemben egy késébbi tanulmanyban a
TNFa-t neutralizdld ellenanyagok jelenlétében vagy a TNFa receptor hidnyaban
nagyobb eséllyel alakultak ki idegrendszeri tinetek [71]. Szintén a TNFa WNV-fer-
t8zés hatasara kialakulé hatékony immunvalaszban betdltott szerepét tamasztja
ald az infliximabbal (anti-TNFa monoklonélis ellenanyag) kezelt rheumatoid
arthritisben szenvedé human paciens esete, aki sllyos idegrendszeri tineteket
produkalt nyugat-nilusi virus okozta fert6zést kovetSen [72]. TNF-R1-/- egerekben
a periférian a T-sejtvalasz nem tért el a kontroll csoportétdl, azonban a kdzponti
idegrendszerben nagyobb volt a virus koncentracidja és kisebb volt a CD8+ T-sej-
tek szama [71]. Ennek hatterében feltehetlleg a TNFa-szignal hianyaban kisebb
mennyiségben termelt CCL5 és CXCL10, valamint az endothelsejteken az adhézids
molekuldk csokkent mérték( expresszidja allhat [71, 73].

A kdzponti idegrendszer dllomanyaban zajlé hatékony citotoxikus T-sejtfunkci-
Okhoz elengedhetetlen a helper T-sejtekkel torténd megfeleld egylttmikodés.
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A helper T-sejtekkel vagy MHCII receptorokkal nem rendelkez WNV-fertézott
egerekben csokkent a citotoxikus T-sejtek aktivacidja és kisebb IgG ellenanyag-
szintek voltak mérhetbek. A periférian a viraemia mértéke valtozatlan volt a
két csoport kozott, ellenben a kdzponti idegrendszerben nagyobb volt a virus
koncentracidja, amely nagyobb ardnyl mortalitast eredményezett a kontroll
csoporthoz képest [74]. BRIEN kutatdsaban a helper T-sejtek nyugat-nilusi virus
fert6zott egerek agyaban tandsitott direkt citotoxikus hatasardl szamol be [75].
Egy masik tanulmanyban a tinetekben megnyilvanuld WNV fertézott emberek
vérmintaiban nagyobb aranyban izolaltak Tim-3-at expresszald helper T-sejteket,
amely a sejtes immunvalaszért felel8s citokinek (IFNy) negativ szabalyozdja-
ként funkcional [76]. A helper T-sejtek szubpopulacidjat képezik a regulaciés, an.
Treg-sejtek, amelyek az immunvalaszt szabalyozzak, tobbek k6zott a citotoxi-
kus T-sejt reakcid kontrolldlasaval. LANTERI tanulmanyaban a tinetmentes és a
klinikai tinetekben megnyilvanulé paciensek vérmintaiban hasonlitotta 6ssze
a regulaciés T-sejtek koncentraciéjat WNV-fertdzést kovetden. A tinetmentes
emberek mintaiban nagyobb reguldciés T-sejtmennyiséget mért, amely ered-
mény felveti a lehet8ségét a helper T-sejt szubpopulacié szerepének a sulyos
klinikai manifesztacid megelézésében. Nyugat-nilusi virus fert6zott egerekben a
tinetmentes csoportban szintén nagyobb a T-sejtek mennyisége a tlinetes cso-
porthoz képest, valamint a regulacios T-lymphocyta funkcidkat gatolva a fertézést
kovetSen rovid id8vel sulyos klinikai tinetek alakultak ki 93%-o0s elhulldsi arany
mellett. Tovabbi érdekesség, hogy a tinetmentes allatokban forditott aranyossag
volt megfigyelhetd a regulacidés T-sejtek és a citotoxikus T-sejtek szama kozott.
Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy WNV fertdzés esetén a regulacids
T-lymphocytak klinikai manifesztaciéban betoltott szerepe a citotoxikus T-sejtek
szabalyozasa révén az immunpatoldgias folyamatok gatlasaval magyarazhaté
[77]. GRAHAM kutatasaban a regulacids T-lymphocytak CD8+ T-sejteket szabalyozd
hatadsara mutatott rd a kdzponti idegrendszerben: a tinetmentes egerek agya-
ban nagyobb regulaciés T-sejmennyiséget, ill. a fert8zés elérehaladtaval (ferts-
zést kovetd 14. napon) kisebb citotoxikus T-sejtszamot figyeltek meg [78]. JAMES
tanulmanyaban nem taladlt kildnbséget a regulacidés T-lymphocytak ardanyaban
a tinetmentes és tlnetekben megnyilvanuld WNV-fertézésen atesett betegek
mintaiban, azonban az utdbbi csoport regulaciés T-sejtjei nagyobb mértékben
expresszaltak CTL-4-et (T-sejtfunkcidt gatld molekula) [79]. Ezek az eredmények,
a korabban emlitett idegrendszeri tinetekben megnyilvanuld fertézések soran
potencialisan fellépd rendellenes citotoxikus T-sejtvalaszokat figyelembe véve,
még inkabb alatdmasztjak a hatékony, de ugyanakkor megfeleléen szabalyozott
immunvalasz fontossagat a nyugat-nilusi virus fert6zés soran.

Az effektor T-lymphocytakat a szervezet az immunvalasz lezajlasat kovetben
apoptosis révén tavolitja el. Ezzel szemben a patogénspecifikus membodria T-sej-
tek kilonb6z8 szubpopulaciéi hosszu ideig fennmaradnak. Ezek a sejtek a naiv
T-lymphocytakhoz képest |Iényegesen hosszabb élettartamuak, a specifikus
antigénnel taldlkozva gyorsabban és hatékonyabban aktivalédnak, akar APC-k
hianyaban is, és feltehetéleg hosszl tavid védelmet nyljtanak az adott kdérokozo-
val szemben [80-83]. A nyugat-nilusi virus fertézést kovetéen kialakuld membdria
T-sejtekrdl, ill. ezek masodlagos fertézések elleni védelemben betdltott szerepérdl
sem emberekben, sem lovakban nem rendelkezlnk informaciéval.

Osszegezve tehat, a cellularis immunvéalasz nélkiildzhetetlen szerepet télt be
a nyugat-nilusi virus kozponti idegrendszerbdl torténd eliminalasaban, ugyanak-
kor, a rendellenes T-sejtvalasz nagy valdszinliséggel hozzajarul a sllyos klinikai
manifesztacidohoz.
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BopAl EMESE és BAKOS ZOLTAN UjszUlott csikok légcsdat-
mérdjét hataroztak meg ultrahangvizsgalat segitségével.
A megfelel6 méretli endotrachealis tubus kivalasztasa
Gjszulott csikdk inhalacidos anesztézidjahoz gyakran
bonyolult feladat. A human gyakorlatban sikeresen
alkalmaznak ultrahangvizsgalat soran végzett mérést
a gége- és a légcséatmérdk meghatarozasahoz, igy a
megfeleld légcsbtubus kivalasztasahoz. A munkajuk
célja az volt, hogy felmérjék, csikbkban alkalmazha-
té-e az ultrahanggal torténd mérés a gége és a légcsd
atmérdinek meghatarozasara, és az igy kapott adatok
mennyire tUkrozik a valésagot. A 2023-as szezonban a
Légydgyaszati Tanszék és Klinikara érkezé 10 Gjszulott
csikot (életkor: 0-32 nap) vizsgaltak. Feljegyezték a csi-
kok fajtajat, korat, nemét, testtomegét, ill. a vemhesség
hosszat. Megmérték a csikbk marmagassagat, ovmé-
retét, testhosszat, hathosszat, a nyak korméretét két
ponton, valamint a nyak hosszat dorsalisan az orrtél a
marig, valamint ventralisan az orrtdl a mellkasbejaratig.
Ezutan elvégezték a felsd Iégutak ultrahangvizsgalatat 6
MHz-es linearis vizsgaldfejjel, melynek soran megmér-
ték a gége és a légcsd atmérdit. A mérést a gége esetén
egy ponton, a legszélesebb sikban, a légcséét pedig
harom ponton, az atlas szarnyanak vonalaban, a nyak
kozepén és a mellkasbejaratban végezték. A valamilyen
egyéb ok miatt boditott vagy altatott csikokrdl latero-la-
teralis rontgenfelvételeket is készitettek, hogy a kilon-
b6z8 képalkotasi eljarasokkal nyert mérési adatokat is
dssze tudjak hasonlitani. Két esetben CT-vizsgalatot is
végeztek a pontos mérésekhez, valamint az elhullott
csikdk gége- és légcsbatmérdit lemérték kipreparalva
az adott pontokon, és 0sszehasonlitottak az eredmé-
nyeket, hogy képet kapjanak az ultrahangos méréseik
megbizhatdsagardl. Az eddigi eredményeik alapjan az
ultrahangvizsgalattal végzett mérések alkalmasak az
GjszUlott csikok gége- és légcsdatmérdinek meghata-
rozasara, igy a modszer segitséget nyljthat a megfe-
lel6d méretl légcsdtubus kivalasztasahoz. Az eljaras jol
alkalmazhato klinikai kortlmények kozott, hiszen gyors,
nem invaziv, és nem szikséges hozza boditas, igy rossz
altalanos allapotban [évé egyedeken is biztonsadgosan
elvégezhetd. Az idei szezonban tovabbi csikokat szeret-
nének bevonni a mérésekbe, hogy tovabb pontositsak
a mérési modszert, emelve annak megbizhatésagat,
valamint esetleges dsszefliggéseket keressenek a fel-
vett testméretek és az atmérdk kozott. A hallgatdsag
kérdést tett fel a legcaudalisabban elvégzett mérési
ponttal kapcsolatban, amely valaszbél kiderllt, hogy
ennek klinikai jelentésége lehet tracheostomia esetén.
A gége atmérdjének mérésérdl ugyancsak elhangzott
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kérdés, valaszaban az elGadd kitért arra, hogy a gége
hypoplasiaja ritka, igy a Iégcs6tubus méretét altalaban
a légcsd atmérdje limitalja.

Boros KoPPANY, SUE DYsoON és NAGY ANNAMARIA angol
telivér versenylovak elllsd cstdizlleteinek képalkotd
diagnosztikai vizsgalatardl készitettek egy longitudinalis
tanulmanyt. Aktivan versenyzd angol telivér versenylovak
elllsd csudizUleteinek képalkotd diagnosztikai moédsze-
rekkel detektalhatd elvaltozasairdl 6sszehasonlitd, ill.
longitudinalis adatok még nem allnak rendelkezésre. A
vizsgalat célja angol telivér versenylovak elllsé csudizi-
leteiben detektalhatdé adaptiv és patoldgias jellegl
komputertomografids (CT-), magneses rezonancias
(MRI-), és rontgenelvaltozasok leirdsa a versenytréning
kezdetét kovetd két évben volt. A kutatasba 40, a galopp
tréning kezdetén allé sadntasdagmentes, egyéves angol
telivér lett bevéve. Egy kezdeti vizsgalatot kdvetSen
tovabbi négy alkalommal végezték el a lovak fizikalis
vizsgalatat, szubjektiv és objektiv sdntasagvizsgalatot,
az elllsd csudizlUletek CT-, MRI- és rontgenvizsgalatat.
Ezt egy alkalommal a hatulsd cstdizlletek alléhely-
zetl CT-vizsgalataval egészitették ki tiz 16 esetében.
Az els@ vizsgalat képalkotd diagnosztikai felvételeinek
szubjektiv, valamint az elsd harom vizsgalat esetében a
harmas metacarpalis csont (Mclll) sagittalis taraj CT-el-
valtozasainak szubjektiv és objektiv kiértékelése meg-
tortént. A tovabbi felvételek elemzése folyamatosan
zajlik, kUl6nds tekintettel a proximalis szezdmcsontok,
a metacarpalis condylusok és a csidcsont proximalis
részének elvaltozasaira. Emellett az elllsd és hatulsé
csldizlletekben taldlhatd elvaltozasok dsszehasonli-
tasais folyamatban van. Az elsé vizsgalat soran készilt
CT-felvételeken osteochondrosisra utalé hipoattenuald
elvaltozas volt azonosithaté a Mclll sagittalis tarajaban
33/80 (41,3%) végtagon. Gyakori volt a denzitas noveke-
dést jelzd enyhe hiperattenudcid a metacarpalis con-
dylusok trabecularis csontjanak dorsomedialis (36/80)
és palmarolateralis (25/80) részén. Focalis elvaltozas
volt detektalhaté a csiidcsont (n =19) és a Mclll (n =11)
subchondralis csontjaban. Kitagult ércsatornak voltak
lathatdk a metacarpalis condylusokban 57/80 végtagon
és a proximalis szezdmcsontokban minden végtagon.
A Mclll sagittalis taraj CT-elvaltozasok nyomon koveté-
sével a csontdenzitads ndvekedése volt detektalhatd a
tréning elsd hat hénapjaban, valamint a hipoattenuald
elvaltozasok gyoégyulasra valé hajlama volt megallapit-
hato a lovak kétéves koraban is. Kovetkeztetésképpen,
fiatal angol telivér lovak elllsé csudizileteiben gya-
koriak a modern képalkoté diagnosztikai eljarasokkal
detektalhatd elvaltozasok, ezeknek kis része képez-
hetd le rontgenfelvételeken. Az elvaltozasok nyomon
kovetése szlkséges a klinikai jelentéség, valamint a
korfejlddés megitéléséhez. A hallgatdésag kérdést tett

fel az MRI-vizsgalatokrél, amelyek kGlon publikacié-
ban fognak megjelenni. A szerzdk valaszukban arra is
kitértek, hogy mivel low-field MRI-t hasznéaltak, bizo-
nyos elvaltozasok nem voltak detektalhatdok, amelyek
CT-vel azonban igen. A hallgatésag és a szerz8k kozott
diszkusszid alakult ki a sdntasag diagnosztikajarél,
amelynek a legmegbizhatébb mddszere a szerz8k sze-
rint tovabbra is a diagnosztikai érzéstelenités, azonban
egyre tobb és megbizhatdébb mesterséges intelligencia
altal hasznalhatdé modszert is ismertettek. A kutatas az
FK 138825 szamu projekt a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési
és Innovacids Alapbdl biztositott tamogatassal, az FK_21
»OTKA” Fiatal kutatoi kivaldésagi program finanszirozasa-
ban valdsult meg. Munkajukat az NKB kutatasi palyazat
tamogatta. A kutatas a Kulturalis és Innovaciés Minisz-
térium UNKP-23-5 kédszam Uj Nemzeti Kivaldsag Prog-
ramjanak a Nemzeti Kutatési, Fejlesztési és Innovacios
Alapbdl finanszirozott szakmai tdmogatasaval készilt.
NAGY ANNAMARIA Bolyai Janos tudomanyos 6sztondijban
részesult.

LAczkd LEHEL, SoLYmMos! NORBERT, LAczkd LAszLO és
NEMETH TIBOR a sebészi terapia hatékonysagat vizs-
galtak pre- és posztoperativ klinikai és radiolégiai adatok
elemzésével Hansen | tipusU porckorongsérves kutyak-
ban. A kutyak leggyakoribb gerincbetegsége a Hansen
| tipusU porckorongsérv, amely 3,5% prevalenciaval
fordul eld. A betegség degenerativ jellegl, amelynek
koroktanat sikerllt kordabban megismerni. A prospektiv
kutatas célja volt, hogy bizonyitsa vagy céafolja a nagy
felbontoképességl képalkotd eljarasokkal meghataro-
zott gerincvelS-kompresszid mértékének prognosztikai
faktorként valé alkalmazhatdésagat. Tovabbi szempont-
ként vizsgaltak a gerincsérv korszerl mitéti ellatasa-
nak hatékonysagat a pre- és posztoperativ morfoldgiai
és neuroldgiai klinikai adatok valtozasa alapjan. Hipo-
tézisként feltételezték, hogy pozitiv korrelacié all fent
a gerincsérv volumene altal kialakitott kompresszid
sllyossaga és a preoperativ neuroldgiai statusz kozott,
ill. a dekompresszié mértéke és a posztoperativ neurolé-
giai statusz kozott. A vizsgalatba bevont esetek feltétele
volt, hogy a neuroldgiai diagnédzis kizarélag chondro-
dystrophias kutyak thoracolumbaris gerincszakaszt
érintd Hansen | tipusy IVDD legyen. Konkurens neu-
roldgiai vagy ortopédiai betegségek kizarasra kerulltek.
Mindegyik esetben a fizikalis neuroldgiai kategorizalast
kovetben CT- és MRI-vizsgalatokat egyarant végeztek,
majd a diagndzist kovetben azonnali dekompresszids
m{itéti beavatkozast (hemilaminectomia) végzett
ugyanaz a tapasztalt ortopédsebész (MKOE-tag). Ezt
kovet8en tovabbi tulajdonosi beleegyezésre a m(tétet
kovetSen kontroll CT- és MRI-felvételek készUltek. A
képalkotd vizsgalatok méréseit pre- és posztoperativ is
elvégezték, és azok szamszer( értékeit vetették dssze



a pre- és posztoperativ klinikai statuszt jellemzd ada-
tokkal (pl. médositott Frankel-skala, onallé vizeletiri-
tés visszatérésig eltelt napok szama stb.). Szignifikans
dsszefliggést taldltak a preoperativ myelonatméré (CT)
és az 6nalld vizeletlrités visszatéréséig eltelt napok
szama kozott (p = 0.625, p = 0.01282): minél nagyobb a
preoperativ atmérs (azaz minél kisebb mértékl a komp-
resszid), annal rovidebb idS alatt normalizalodik a vizele-
tlrités. Egy korabbi kutatasban dsszefliggést igazoltak a
rosszabb klinikai stadiumok (MFS) és kés8bb visszatérd
onalld vizeletUrités és jaras kozott. Ugyanakkor bizonyi-
tast nyert azis, hogy az 6nallé vizeletUrités és az 6nalld
jaréképesség visszatérése eltérd idépontban kovetkezik
be, amit a kutatasuk is megerdsit. Ebbdl kifolydlag a CT
altal meghatarozott kompresszid csak kdzvetett mddon
lehet alkalmas megbecsilini a jaroképesség visszatéré-
sének valoszinlsithets idGpontjat. A hallgatésag kérdést
tett fel arrdl, hogy milyen eséllyel alakul ki Gjabb sérv a
mUtétet kovetSen és ez mennyire befolyasolna a klinikai
tlneteket. A szakirodalmi adatok alapjan erre kevés az
esély, azonban ezek megléte csak kontroll MRI segitsé-
gével lett volna pontosan megmondhato.

SZELENYI ZOLTAN, LIPTHAY ILDIKO, SANTA ATTILA, LENART
LEA, REPAsI ATTILA és Szencl OTTé egy vemhességi
gyorsteszt altal adott vemhességi eredmények érté-
kelését vizsgaltak. A tejtermeld szarvasmarha-allo-
manyokban tapasztalhatdé termeléskoncentracid Uj
kihivas elé allitja a gyakorlatban dolgozé szakembere-
ket. A megnodvekedett munkamennyiség egyrészt hosz-
szU tavon egészségkarosodast okozhat, elsésorban a
szarvasmarha- és |6praxisban dolgozd allatorvosoknak,
masrészt a kapacitasi probléméak miatt a vemhesség-
vizsgalati modszerek folyamatos felllvizsgalatat igényli.
Munkajuk célja egy Uj vemhességvizsgalati teszt gya-
korlati alkalmazasanak validalasa volt, az eredmények
Osszehasonlitasa a transrectalis ultrahangvizsgalatok
eredményével a vemhesség korai szakaszaban. Egy-
szer és tObbszor ellett allatok vemhességvizsgalatat
végezték el egyrészt transrectalis ultrahangvizsgalat-
tal, masrészt egy vemhességi gyorsteszt (Alertys On
Farm Test) segitségével, amely teszt a laterdlis difflzid
elvén mikodik. 637 allat kerllt vemhességvizsgalatra, a
vemhességi ultrahangvizsgéalatokat a termékenyitéstdl
szamitott 28-35. napon végezték, ugyanaznap, amikor a
vemhességi gyorstesztet is. A megerdsité vemhességi
diagndzis a termékenyitéstdl szamitott 57-64. napon
tortént, transrectalis tapintdsos vizsgalattal. Tovabbi
adatokat gyUjtottek az ellés sorszamardl, az ellésrdl és a
termékenyitésrdl. Avemhességi gyorsteszt pontossaga
93,1% volt, ahol is az érzékenység 98,9%, a specificitas
88,7%, a pozitiv el8rejelz8 érték 86,8%, mig a negativ
elérejelzé érték 99,1% volt. Elsé ellésl &llatokban az
érzékenység 100%, a specificitads 81,6%, mig tobbszor
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ellett allatokban az érzékenység 98,5% és a specifici-
tas 89,5% voltak. A vemhességi veszteségek mértéke a
laktacid sorszamaval novekedett. Az elsd ellés( allatok
2,6%-0s vesztesége mellett a harmadik laktacidjukat
teljesitd allatok vesztesége 17,6% volt. Az évszaknak
is volt hatasa, a tavaszi termékenyitésekbdl szarmazo
allatok gyakrabban mentek a4t a vemhesség elveszté-
sén, mint az 8sziek. Az allatorvosi munkafolyamato-
kat is értékelték. A két vemhességvizsgalati mddszer
kombinaladsaval: el6szor lateralis difflzids teszt, majd
ultrahangvizsgalattal vizsgalva az el6z6 tesztben negativ
allatokat 32 és 74% kozotti csokkenést lehetett elérni
a vizsgalt allatok szamaban. A teszt alkalmazasaval
j6 eredményeket lehetett elérni ndvendék Uszbkben,
valamint elsd laktacidjukat teljesité allatoknal, ezért a
késGbbiekben felmerll, hogy a megnovekedett aranyd
transrectalis ultrahangvizsgalatok helyettesithetdk a
vérbdl torténd rutinszerli vemhességvizsgalattal. Ered-
ményeiket azonban jelentés mértékben befolyasolta a
laktacidé sorszama, valamint allomanyszinten a vem-
hesség elvesztésének mértéke. A hallgatdésag kérdést
tett fel a vemhesulési aranyrél, amely befolyasolhatja a
teszt megbizhatdsagat. A szerzGk tapasztalatai alapjan a
vemhesulési arany megfelelt a szakirodalmi adatoknak.
A hallgatésag és a szerzdk tanacskoztak a teszt jelents-
ségérdl, amely a negativ eredmények esetében nyilvanul
meg a korai vemhesség diagnosztikanal, ugyanis ezekkel
az allatokkal kell az allatorvosnak a késébbiekben fog-
lalkozni, amennyiben ezek a tesztek nagyobb aranyban
felhasznalasra kerllnek. Kutatasukat az Allatorvostudo-
manyi Egyetem Kutatasi Palyazat No. SRF-001 palyazata
tamogatta.

Bakos Zoltan



GRASSLAND

Pannon gyepek és kapcsolddo éléhelyek hosszu tavud
megdrzésea Priorizalt Akcié Tervben foglalt
intézkedések megvaldsitasaval

grassland@hoi.hu ICRER A LIFE IP GRASSLAND-HU
o Ay (LIFE17 IPE/HU/000018) projekt

facebook.com/grasslandllfelp az Eurdpai Unid LIFE programjanak

insatgram.com/grasslandlifeip NATURA 2000 mmmoraione s tamogatasaval valosul meg.




Hirdetési

fellGletek mar
60 000 Ft-tol

Tébbszori megjelenés esetén
tovabbi engedményeket
biztositunk

Hirdessen On is a
Magyar Allatorvosok Lapja c.
tudomanyos-szakmai
folydiratban!

Most kedvezd aron tessziik kozzé hirdetését!

Felllet Méret (mm) Netté ar (Ft)
1/1 200 X 285 130 000

1/2 200 X 142 110 000

1/3 plololy @1 75 000

1/4 200 X 70 60 000

B2, B3, B4 200 X 285 155 000

PR = 100 000

1/1 tikor  1/1 kifuté 1/2 1/3 1/4
méret tikor méret méret méret

‘ 'ﬁ‘ Bdvebb informacidért keresse kollégainkat
~& , a lenti elérhetdségek barmelyikén:
Hzm OTTO Postacim: Herman Otté Intézet Nonprofit Kft.
”\[:_Z:T 1223 Budapest, Park u. 2.
T o T Telefon: 06-1/362-8100

E-mail: info(@agrarlapok.hu
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