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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

A:
as:
AGV:
ADI:

AOTKI:

BaCV:
BBTV:

CAV:
Cap:
CfCV:
DNS:
dNTP:
E. coli:
FITC:

GyV:
HGyV:
HIV:
ICTV:

IHK:
ilF:

ISH:
kb:
kDa:
LB:
ML:

mtsai.:

MRNS:

NG13:
NJ:

adenin

aminosav

avian gyrovirus (madar gyrovirus)

Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségigyi Diagnosztikai
lgazgatéség

Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatokdzpont Allatorvos-
tudomanyi Intézet

barbel circovirus (marna cicovirus)

banana bunchy top virus (banan csukcsokrosodas virus)

citozin

csirkék fert6z6 anémiajanak virusa

kapszid

catfish circovirus (les6harcsa circovirus)

dezoxinukleinsav

dezoxinukleotid-trifoszfat

Escherichia coli

fluoreszcein-izotiocianat

guanin

gyrovirus

human gyrovirus

human immundeficiencia virus

International Committee on  Taxonomy of Viruses (Nemzetkozi
Virustaxondmiai Bizottsag)

immunhisztokémiai vizsgélat

indirect immuno-fluorescence (indirekt immunfluoreszcens) vizsgalat
intergénikus szakasz

in situ DNS hibridizacié

kilobazis (ezer bazis)

kiloDalton (ezer Dalton)

Luria Broth

Maximum Likelihood analizis

munkatarsai

messenger (hirvivé) ribonukleinsav

nigériai gyermek székletébdl kimutatott virus

Neighbor-Joining analizis



NLS: nuclear localisation signal (nuklearis lokalizaciés szignal)

NS: nem strukturdlis fehérje

nt: nukleotid

ORF: open reading frame (nyilt leolvasési keret)

Ori: origin of replication (replik&cio kiindulasi pontja)

PASC: pairwise sequence comparison (paronkénti szekvencia 6sszehasonlitas)

PBS: phosphate buffered saline (foszfattal pufferelt séoldat)

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PCV: porcine circovirus (sertés circovirus)

PDNS: porcine dermatitis nephropathy syndrome (sertések dermatitisz nefropatia
tinetegylttese)

PK-15: porcine kidney cell line (sertés vese sejttenyészet)

PMWS: postweaning multisytemic wasting syndrome (malacok circovirus okozta
sorvadasa)

PRRSV: porcine reproductive and respiratory syndrome virus (sertések reprodukciés

zavarokkal és légz6szervi tinetekkel jaro szindroméjat okozo virus)
gPCR: quantitative real-time polymerase chain reaction (kvantitativ valos ideji

polimeraz lancreakcio)

RCA: rolling circle amplification (gordul6-kor alapa amplifikéacio)
RCR: rolling circle replication (gordulé-kér alapu replikécio)
Rep: replikaz

ssDNS: egyszalu dezoxiribonukleinsav

SIV: swine influenza virus (sertések influenza virusa)

STC: swine testicular cell (sertés here sejt)

Sz.: szamu

T: timin

TClIDsy: Tissue Culture Infective Dose 50 (sz6vettenyészet 50 %-at fert6z6 dazis)
TN: Tamura Analizis

TTV: Torque Teno virus

VP: virus fehérje



3. OSSZEFOGLALAS

A circovirusok kisméretli (17—26 nm), ikozahedrdlis virusok, amelyek egyszalu
(~2 kilobazis nagysadgu) DNS genommal rendelkeznek. A Circoviridae viruscsalad két
elfogadott nemzetsége a Circovirus é€s a Gyrovirus genus, mig egy harmadik nemzetség, a
Cyclovirus, elfogadas el6tt all. A Circovirus genusba a madarak virusai mellett a sertés
circovirusok tartoznak. Utébbiaknak két faja ismeretes: a korabban apatogénnek gondolt
egyes tipusu sertés circovirus (PCV1), és az elmult évtizedekben sulyos gazdasagi karokat
okoz6 PCV2. Ez utbbbit el6szor Kanadéban irtak le, és mara mar az egész vilagon elterjedt.
A PCV2 féként a vélasztasi kor kornyékén okoz jelent6s karokat, és jelenlétét szamos
betegség hatterében igazoltak.

A PCV2-nek hdrom (mas kutatasok alapjan 6t) genotipusa ismeretes. A jelenlegi
nevezéktan szerint a PCV2a, PCV2b és PCV2c genotipus elfogadott. Az észak-amerikai
kontinensen elséként kimutatott virus a PCV2a genotipusba tartozott, majd 2004-ben
megjelent a PCV2b, amit réviddel az elsé leirasa utan mind nagyobb szamban talaltak meg
vilAgszerte. Az Eurépaban azonositott elsé sertés circovirus genomszekvencia PCV2b volt,
de ugyanitt fellelhet§ a PCV2a genotipus is. PCV2c genotipust virust eddig minddssze
egyszer, Danidban irtak le. A mar ismert genotipusok koézul ma vilagszerte a PCV2b
tekintheté dominansnak. A PCV2 genomok mutacidinak vizsgalata soran felmerll a gyanda,
hogy a virusra a genetikai beszikulés jellemzd, és a PCV2b genetikailag homogénebb, mint
a PCV2a genotipus. Emellett egyes epidemiolégiai vizsgalatok alapjan a PCV2b genotipus
tinik patogénebbnek. Mas elképzelések szerint viszont a virusfertézés, a folyamatosan
valtozé sertéstartas, valamint az Uj sertésfajok megjelenése egyuttesen felelds a vildgszerte
megfigyelheté sulyosbodd Klinikai tinetekért. A virus patogenitasanak valtozékonysagara
szamos elmélet szlletett, amelyek szerint nem kizarhatd, hogy a kilencvenes évektdl
megfigyelheté globalis PCV2 terjedésért egy mindeddig ismeretlen agens a felelés, mas
elképzelések szerint viszont oka lehet az is, hogy a virus adaptacioja a sertéshez még nem
egy lezarult folyamat. A virus genetikai sokszinlisége az elmult évek adatai alapjan szikulni
latszik, ezért elképzelhet, hogy az adaptaciéo a befejezd szakaszahoz érkezett. Az egyre
elterjedtebbé valt vakcinazas azonban megvaltoztathatja ezt a folyamatot, és 0j menekulési
Kbzép-Eurdépabdl szadrmazd sertésmintdk korében. A korabban megjésolt genetikai
besziikillés ezen a teriileten megfigyelhetd, azonban munkank sordn a vakcinas védelmet
attorni latszo, a PCV2b egyik alcsoportjahoz tartozé olyan virust is kimutattunk, amelynek

terjedése vilagszerte megfigyelhetd.



A PCV-ok evolucidja eddigi ismereteink szerint rendkivil dsszetett folyamat. A velik
egy csaladba tartozé Gyrovirus genusnal kozelebbi rokonuknak tlnnek a novényeket
megfert6zd Nanoviridae csalad egyes tagjai. EvolUcios vizsgalatok szerint ezekkel egy 6stél
szarmaznak, de feltételezik, hogy a PCV-ok calicivirusoktol is kaptak genetikai anyagot. Arra
vonatkozoan vannak elméletek, hogy hogyan kerilt a virus emlésdkbe, de arrol, hogy a
sertések és madarak kdzott mi lehetett az evollcios Gt, nincsenek elfogadhatd ismereteink.
Feltételezéslink szerint a lehetséges 6si virus gazdafajaként széba johetnek a ragcsalok.
Azonban a természetes él6helyekrdl befogott ragcsalok vizsgalata soran a sertés
circovirusok feltételezhetd 6sét nem sikerllt megtaladlnunk. Ugyanakkor a sertéstelepek
kornyékérdl befogott allatokbol PCV2-t mutattunk ki, ami a korabbi vizsgalatokkal egyitt a
ragcsaldk lehetséges rezervoar szerepére utal. Ezekhez a megfigyelésekhez kapcsoléddan
egerekben vizsgaltuk a virus szaporodasat, terjesztését, és azt, hogy a terjedés kézben
milyen mérték( genetikai valtozason mennek keresztil. Kisérleteink soran a fertézott egerek
virusmentes tarsaikat nem fertézték meg, igy a virus valtozékonysagara vonatkoz6an
ezekben az allatokban nem jutottunk értékelheté eredményre. Mivel a kdzbs genetikai 6s
kilétéhez a ragcsalok vizsgalataval nem lehetett kdzelebb jutni, halakat, kétéltleket és
hulléket vizsgaltunk circovirusok jelenlétére. A feltételezett genetikai 6s helyett azonban két
halfajbol két-két circovirust sikertlt kimutatnunk és genetikailag jellemeznink. Tovabbi
felmér6 vizsgélatok soran szarvasmarha vérsavobol sikerilt PCV2 DNS-t kimutatni. Miutan a
telles genom szekvencia analizisével két, az irodalomban korabban mar sertésekbdl leirt
circovirust is talaltunk, megallapitottuk, hogy szarvasmarhakban a virus val6ban képes

reprodukciora.



4. SUMMARY

Circoviruses are small (17—26 nm) viruses with icosahedral symmetry and single
stranded DNA genomes of ~2 kilobases in length. The family Circoviridae consists of the
genera Circovirus, Gyrovirus, and a tentative Cyclovirus genus. The genus Circovirus
contains avian and porcine circoviruses. Two types of porcine circoviruses are recognized to
date: porcine circovirus type 1 (PCV1), which has been considered apathogenic, and porcine
circovirus type 2 (PCV2), which has been responsible for significant economic losses in the
past decades. PCV2, now present worldwide, was first described in Canada. This virus
causes severe damages mostly in weaning piglets, and its presence was shown in the
background of multiple diseases.

PCV2 has three (or according to some authors, five) known genotypes. Based on
current nomenclature, PCV2a, PCV2b and PCV2c genotypes are recognized. In North-
America, the very first described virus was of genotype PCV2a. In 2004, viruses of genotype
PCV2b appeared which were shortly detected in increasing numbers worldwide. The first
PCV2 genome sequence identified in Europe belonged to genotype PCV2b, but PCV2a
could also be found. Today, of all described genotypes, PCV2b is considered predominant all
over the world. Assessments of mutation rates in PCV2 genomes suggest that the genetic
diversity of the virus is decreasing, since genotype PCV2b is more homogenic, than
genotype PCV2a. Furthermore, according to epidemiologic examinations, PCV2b is
apparently more pathogenic. Other theories suggest that together with the virus infection the
constantly changing methods of pig farming and introduction of new breeds are responsible
for the more severe clinical disease observed worldwide. A hypothesis to explain the
variability in PCV2 pathogenicity is that the global spreading of the virus, starting in the
nineties, was facilitated by a yet unknown agent. Others speculate that the high variability is
due to the fact that the adaptation of the virus to the pig, as a recent host species, is at an
early stage.The apparent decrease in genetic diversity in the latter years could indicate that
this adaptation had advanced to a level where high genetic variability is no longer needed.
However, recent introduction of vaccinations could possibly interfere with this process,
directing PCV2 evolution in new escape directions. To clarify these speculations, we
performed a genetic evaluation of PCV2 present in Central Europe. The suggested decrease
in genetic diversity could be observed in this region, and as a result of our work, we also
found viruses in a cluster of PCV2b, which seem to escape vaccine protection and already
started to spread worldwide.

According to current knowledge, PCV evolution is a very complicated process. Some

members of the plant pathogen virus family Nanoviridae are more closely related to
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circoviruses than their fellow family members in the genus Gyrovirus. Evolutionary studies
suggest that nano- and circoviruses are originating from a common ancestor, and it is also
possible that PCVs acquired genetic material from caliciviruses. There are multiple
hypotheses concerning the ways of virus transmission from plants to mammals, but there are
no acceptable suggestions regarding the evolutionary pathways between birds and swine.
Our theory was that rodents could play a role as hosts of a common ancestor, but we
couldn’t detect any such virus in rodents collected from their natural habitats. However, we
were able to find PCV2 in rodents caught in areas surrounding pig farms, suggesting that
these animals might act as reservoirs for the virus. In connection to these observations, we
assessed virus multiplication and transmission in mice, and also genetic changes occuring
during these processes. In our experiments, infected mice were not able to infect their naive
cagemates, thus we could not evaluate genetic variability. Since the common ancestor virus
could not be identified by examinations of rodents, we started to investigate fish, amphibian
and reptile species for circoviruses. Instead of the supposed ancestor virus, we found and
described two new circoviruses in two fishes. In additional research, we detected circovirus
DNA in bovine sera. After sequence analysis, they turned out to be PCV2 strains already

described in pigs, and we determined that PCV2 is able to replicate in cattle.



5. BEVEZETES

A kettes tipusu sertés circovirus (porcine circovirus type 2, PCV2) altal kivaltott
megbetegedések az elmult hisz évben sulyos gazdasagi karokat okoztak a nagylzemi
sertéstelepeken. Ezek kozll a betegségek kozil a vélasztott malacok circovirus okozta
sorvadasa a legjelent6sebb, de a virust tobb mas tinetegylttes hatterében is kimutattak. A
PCV2-t elsé6ként Kanaddban azonositottak (Harding és Clark, 1996) és a virus ezt kdvetéen
gyorsan elterjedt, mara az egész vilagon jelen van.

A virus a dezoxiribonukleinsav (DNS) tartalmd virusoktdl nem megszokott, igen
magas mutéacios rataval rendelkezik, ami a genetikai sokszinliségében mutatkozik meg. Egy
igen heterogén virusfajrél van szo, amely az utdbbi hét-nyolc évben a kezdetben jellemzé
nagyfoku véltozékonysag utan egyre inkabb a genetikai beszikulés jeleit mutatja. Ez a
jelenség arra enged kovetkeztetni, hogy a PCV az (j fajhoz, vagyis a sertéshez torténd

Ve

éve indult vakcinazasok megvaltoztathatjdk, és Uj menekullési iranyba terelhetik a PCV2
evoluciéjat. A virus egyik rezervoar fajdnak tekinthetd vaddiszné fertézotisége is
befolyasolhatja ezt, f6ként olyan helyeken, ahol a nagylzemi sertéstartds nem a szigoru
szabalyok betartasdval mikodik (Turcitu és mtsai., 2011), azaz kdzvetlen vagy kodzvetett
jarvanytani kapcsolat alakulhat ki a hazi és a vadon él6 sertések kdzott.

A circovirusokat a névényi nanovirusokkal kdzos 8stél szarmaztatjak (Meehan és
mtsai., 1997; Gibbs és Weiller, 1999), de ismert, hogy egy olyan fehérje szakaszt is
hordoznak, ami az allati eredetl -calicivirusok egyik fehérje részletével mutat erds
homoldgiat. Erre alapozva azt feltételezik, hogy az utdbbi virusok is szerepet kaphattak a
circovirusok létrejéttében (Gibbs és Weiller, 1999). Annak magyardzatara, hogy hogyan
kerllt a virus a ndvényekbdl az allatokba, illetve a calicivirus szakasz hogyan épllhetett be a
genomba, szdmos elmélet Iétezik. Azokra a kérdésekre azonban, hogy az allatokban hogyan
véltozott a circovirus, hogyan jutott el a sertésbe, —ami hosszl ideig az egyetlen
circovirussal rendelkezé nem madarfajként volt ismeretes— és mely allatfaj lehetett a hid a
madarak és sertések kozott, a valasz még ismeretlen. Munkdnk célja az volt, hogy
valaszokat talaljunk a sertés circovirus evoluciéjaval kapcsolatos egyes alapvet6 kérdésekre.

A feltett kérdéseinket harom nagy egységbe foglalva mutatom be:

o Kozép-Europabol szarmazo sertésmintak circovirusainak genetikai vizsgéalata
A térségbdl gydjtott circovirusok genetikai vizsgalata és 6sszehasonlitdsa az ugyanebbél a
foldrajzi régiobdol szarmazd, 2007 elbtti szekvenciakkal, illetve a vilag mas térségeiben

megtalalhaté virusokkal. A vizsgalat célja az, hogy megdallapitsuk, a virus genetikai
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allomanya milyen valtozasokat mutat, valéban genetikai beszlkulés tapasztalhato-e, és a
bevezetett vakcindzasok milyen hatassal vannak a virus valtozékonysagara.

» Ragcsélok szerepe a circovirusok fenntartdsdban és evollcidjaban

a) Természetes él6helyekrdl befogott ragcsalok vizsgélata circovirus kimutatasa
céljabdl. A sertéstelepekrél gydijtott egerek és patkanyok vizsgalatatdl azt vartuk, hogy
bennlk sertés circovirust sikerdl kimutatni, illetve taldlunk a ragcsalékra jellemzd ,sajat”
circovirust, ami atmenetet képez a PCV-ok iranyaba. A feltételezett 6s keresése miatt
vizsgaltunk olyan ragcsaldkat is, amelyek sertésektél fliggetlen helyrél szarmaztak.

b) Laboratoriumi kisérlet egerekkel a virus terjedésére és valtozasara nézve. A
kisérletek soran az egerekben a virus megtelepedése mellett a virusszaporodast és a
sertésektdl flggetlen virusterjedés lehetéségét vizsgaltuk, azzal a szandékkal, hogy az

allatrél—allatra terjed6 virusokban esetleg fellépé genetikai valtozasokat is mérjuk.

» Circovirusok kimutatasa eddig nem vizsgalt fajokban
A kozos, akar hipotetikus genetikai 6s megtalalasa fontos célkitizésunk volt, ehhez mas
fajokban esetlegesen megtalalhaté circovirusok teljes genom-szekvencidjat igyekeztink
meghatarozni. Tekintettel arra, hogy korabban mér irtak le circovirusszerl szekvencidkat
vizmintakbol és arra, hogy a sertéstakarmanyok halakbdl szarmazé fehérjekiegészitéket

tartalmazhatnak, kézenfekvd volt, hogy halakat, kétéltleket és hilléket vizsgaljunk.
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6. |IRODALMI ATTEKINTES

6.1. A Circoviridae csalad

Jelen ismereteink szerint az allati eredetl virusok ko6zott a legkisebbek kozé tartoznak
(17—26 nm) a Circoviridae csalad tagjai. A viruscsaldd elnevezése az egyszall
dezoxiribonukleinsav (ssDNS) genom korkérds mivoltara utal. Jelenleg két, a Nemzetkozi
Virustaxonomiai Bizottsdg (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV;
www.ictvdb.org/) &ltal elfogadott és egy elfogadasra vard, harmadik genust foglal magéba a
csalad.

A Circovirus genusba szamos madarfajbdl (papagaj, kanari, galamb, siraly, holld,
hattyd, lud, kacsa, pinty, sth.) és sertéshdl kimutatott virusok tartoznak. Ezek a circovirusok
harom nagy csoportba sorolhatéak, amelyek filogenetikailag is elkilonilnek: a sertés virusai
(porcine circovirus 1 és 2, PCV1 és PCV2), a ludalaktak virusai és az egyéb madarvirusok.
A masik, Gyrovirus nembe a csirkék fert6zé anémiajanak virusat (chicken anaemia virus,
CAV) soroljak. A molekularis biologia fejlédésének eredményeképpen szamos olyan
circovirusszer(i szekvenciat fedeztek fel, amelyek a genetikai jellemzéik alapjan tagjai
lehetnek a Circoviridae csaladnak. igy kialakult egy harmadik nemzetség is, ami a Cyclovirus
genus (LiL és mtsai., 2010a) el6zetes elnevezést kapta, de a név hivatalos (ICTV)

elfogadasa még nem tortént meg.

6.1.1. Gyrovirus nemzetség

A Gyrovirus nem legismertebb és sokdig egyedilinek tartott képviseléje a CAV. A
virionja 19—26 nm méretd és negativ iranyud, korkoros (2,3 kilobazis —kb—) ssDNS
genomot tartalmaz. A genom organizaciéjaban, a nyilt leolvasési keretek (open reading
frame, ORF) helyez6désében és a replikacidé mechanizmusaban eltér a Circoviridae csalad
tobbi tagjatdl és az Anelloviridae csalad tagjaihoz hasonlit jobban (Meehan és mtsai., 1997).
Az Anelloviridae csalddot a circovirusok kozé soroltdk néhanyan, azonban jelenleg a
gyrovirusok athelyezését fontolgatjak (Biagini, 2012; Rosario €s mtsai., 2012b).

A genom harom f6 fehérjét kddol, kdzulik a virus protein 1 (VP1) jell struktarfehérje
alkotja a kapszidot. Ez a fehérje kb. 50 kiloDalton (kDa) tomegi. A VP1 karboxi-terminalis
részén a megsokszorozddassal kapcsolatos aminosavak (as) helyezkednek el, igy ez a
fehérje feltehetéen funkciondlis feladatokat is ellat. Hordoz tovabbéa egy rovid hipervariabilis
régiot is (Renshaw és mtsai., 1996), ami feltételezhetéen a patogenitdssal hozhat6
Osszefliggésbe (Simionatto és mtsai., 2006). A VP2 fehérje 24 kDa tomegUl, foszfataz

aktivitdssal bir. Ez a fehérje szintén a virusreplikacioban vesz részt. A VP3 fehérjét
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apoptinnak is nevezik, hiszen a fert6zott csirkesejtek (és human daganatos sejtvonal
sejtjeinek) apoptoziséért felelés, bar ebben részt vesz a VP2 is. A virus replikacidja az
Anelloviridae csaladba tartozé Torque teno viruséra (TTV) hasonlit (Bendinelli és mtsai.,
2001), a virus oOrokitbanyaga egy kozelitéleg 2 kb nagysagu hirvivé ribonukleinsavva
(mRNS) ir6dik at, melyen a 3 fehérje egymassal atfedésben talalhaté (Noteborn és mtsai.,
1991). Azonban a CAV esetében olyan mRNS-ek is atirédnak, amelyek csak egy fehérjét
kodolnak.

A CAV a fiatal allatokat betegiti meg, ami 2 hetes korig a fogékony allomanyokban
magas mortalitdssal jar. A virus féképp a csontvel6 hemopoetikus sejtjeit, illetve a
csecsemdmirigy T-Ossejteit tamadja meg. Vérfogyottsdg mellett thrombocytopenia,
intramuscularis vérzések jelentkeznek. A CAV képes a daganatos sejtek apoptdzisat
foszforildlassal indukalni, mig az egészséges sejtekét nem (Los és mtsai., 2009; Bullenkamp
és mtsai., 2012). Emberi székletbél is kimutattak CAV-ot (genbanki azonositd: JQ690762).

A kdzelmultban Ujabb gyrovirusokat (GyV) irtak le. Az elsé human gyrovirust (HGyV)
egészséges felnbttek boérérél mutattak ki (Sauvage és mtsai.,, 2011). Olaszorszagban
azonban beteg emberek vérében talaltak meg ezt a virust (3 vesetranszplantalt és 1 human
immundeficiencia virus —HIV— pozitiv paciens esetében (Maggi és mtsai.,, 2012). Egy
harmadik vizsgalat soran 5 hasonl6 virust mutattak ki emberi székletmintak metagenomikai
vizsgéalata soran. Az 6t virus kozul csak egy egyezett meg a korabban leirttal, ketté a CAV-ra
hasonlitott jobban, masik kettét pedig GyV3 néven, (j virusként irtdk le (Phan és mtsai.,
2012). Késdbb egy ujabb, GyV4-et is leirtak huméan és csirke eredetli mintakbdl (Chu és
mtsai., 2012). A CAV és HGyV kozo6tt a genetikai hasonlosag alacsony foku (Sauvage és
mtsai., 2011).

Az emberekbdl kimutatott Uj virusok mellett Braziliaban is azonositottak egy virust
csirke vérsavémintaban, ezt madar gyrovirus 2-nek (avian gyrovirus 2, AGV2) nevezték el
(Rijsewijk és mtsai., 2011). Ez a virus genetikailag a HGyV3-hoz hasonlit. Azéta kimutattak
Brazilian kivil Hollandidbol szarmazé baromfiban is (dos Santos és mtsai., 2012). A VP2 és
VP3 fehérjék vizsgélata jelentds virusttrzsek kozotti eltéréseket mutatott, aminek hatterében
feltehetéen a nagy fdldrajzi tavolsdg all és gyanithatéan 0Osszefligg a virulenciabel

kulonbségekkel is.

6.1.2. Circovirus nemzetség
A genushoz olyan virusok tartoznak, melyek korkérés genomjan a két f6 ORF
ellentétes irAnyd (1. abra). A két gén kozott két intergénikus szakasz (IR) van, amelyek kozdl
a hosszabb a két ORF 5’ végénél talalhatd, és egy szarhurok (stem-loop) strukturat alkot,
ami a virus replikaciojaban kulcsfontossagu. Ez a rész igen konzervativ, a szar a 8. és a 20.
nukleotid (nt) k6zott taldlhatod (altaldban 10—11 nt méretl). Ezt a hurok rész kdveti, amely
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konzervativ, 9 nt-bol all6 szakasz és hajtliszerlien visszahajlik. A szakaszon belll, ami
altaldban TAGTATTAC, ahol a T: timint, A: adenint, G: guanint, C: citozint jeldl, az els6 és a
harmadik nt véltozhat. A hurkot a masik szér rész koveti, amely a hurok el6tti szar résszel

komplementer, igy kettés hélixet képesek kialakitani.

Szarhurok O

ORF2 ORF1

1. Abra. Circovirus genom jellegzetességei.  ORF: nyilt leolvasasi keret, IR: intergénikus
szakasz, a A az els6 nt helyét jeldli.

Madarakban széles korben fordulnak eld circovirusok. Ezeket két csoportba lehet
sorolni: az Anseriformes csoportba tartoz6 circovirusok a ludalaktakban taldlhaték meg, és
sajatossaguk, hogy a szarhurok szakaszuk hurok részének harmadik nukleotidja mindig T
(ellentétben a tobbi madar circovirussal, amelyeknél ebben a pozicibban G foglal helyet),
illetve, hogy a szar rész 10 nt-bdl all. Ebbe a csoportba tartoznak a lad (Anser) circovirusai
(Todd és mtsai., 2001; Chen és mtsai., 2003; Yu-X és mtsai., 2007), a butykds hattyuk
(Cygnus olor) circovirusa (Halami és mtsai., 2008), és tobb, kacsafélébél leirt virus, pl. a hazi
kacsabol (Anas platyrhynchos domestica, Zhang és mtsai., 2009), a pézsmakacsabdl
(Cairina moschata, Hattermann és mtsai., 2003), és a mulard kacsabdl (Soike és mtsai.,
2004).

A tobbi madar circovirusai egy csoportot alkotnak. Az ide tarozé virusokat galamb
(Columbidae) és héazitydk (Gallus gallus domesticus, Li-L és mtsai., 2011) mellett
papagajokbdl (Psittacidae, Bassami és mtsai., 1998; Niagro és mtsai., 1998), pintyfélékbdl
(Fringillidae, Todd és mtsai., 2007; Shivaprasad és mtsai., 2004), seregélybél (Sturnus
vulgaris, Johne és mtsai., 2006), kanaribol (Serinus, Phenix és mtsai., 2001), siralybol
(Larus, Smyth és mtsai., 2006) és hollébdl (Corvus corax, Stewart €és mtsai., 2006) is
kimutattdk. A madéar circovirusok a legsulyosabb gazdasagi kérokat a galamb
allomanyokban okozzak, kulondsen a fiatal korosztalynal, ahol felelések az an. fiatal galamb

betegség szindroma kialakuldsaért. A betegség jelentés veszteségeket okoz a
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versenyeztetés céljabol tartott postagalambok esetében. Az &llatok teljesitménye romlik, a
madarak a masodlagos fert6zésekre fogékonyabba valnak, étvagytalanok lesznek,
lesovanyodnak, 1égzdszervi tinetek, illetve hasmenés jelentkezhetnek benniik (Csagola és
mtsai., 2012). A papagajok esetében a circovirus fert6zés latvanyos, hiszen kulonféle
tollasodasi zavar és csérelvaltozasok mutatkoznak. Hasonl6 betegségek a kakaduk kdrében
is eléfordulhatnak (Ha és mtsai., 2007; Parrish, 2011). Tollasodasi zavarok a tobbi madar
circovirus fertézés esetében is jelentkezhetnek az immunszuppresszié mellett (Todd, 2004).
Mint a circovirusoknal altalaban, korszovettani vizsgalattal a nyirokszervekben limfocita
deplécidt lehet megfigyelni. A virus a tolltiisz6k, a csér és a karmok epithel sejtjeiben is
szaporodik (Parrish, 2011).

Szunyogokbdl irtak le olyan tovabbi circovirusokat, amelyek leginkabb a madarak
circovirusaihoz hasonlitanak (Ng és mtsai., 2011).

Tisztitott viz, tengerviz és szennyviz mintdkban olyan, korkéros ssDNS-sel
rendelkezd virusokat mutattak ki, amelyek a Circoviridae csalddba tartoznak, nagyon
hasonlitanak a Rep-csalad (a circovirusok replikaz génjéhez hasonldé génnel rendelkezdk
csaladja) tagjaihoz, és a circovirusokban is fellelnetd RNS-helikaz elemet is tartalmazzak
(Rosario és mtsai., 2009; Blinkova és mtsai., 2009; Djinkeng és mtsai., 2009). A virusok e
csoportja a circovirusokéhoz hasonlé genomorganizaciét mutat, és genetikailag is rokon a

circovirusokkal.

6.1.3. Cyclovirus nemzetség

A Cyclovirus genusba sorolhatdé virusok genomja révidebb, mint a Circovirusoké,
atlagosan 1770 nt koruli (Li-L és mtsai., 2010a). Akarcsak a circovirusok, ezek is 2 f6 ORF-et
tartalmaznak, az ORF1 a replikaciéert felelés fehérjeket kddolja pozitiv iranyban, mig a
kapszidfehérje kodolasaért feleldés ORF2 negativ iranyultsaga. A 3’ végek kozott az IR
lényegesen rovidebb, mint a circovirusok esetében, eléfordul, hogy teljesen hianyzik. Az 5’
végek kozott azonban hosszabb, mint a circovirusoknal. A szérhurok hurok része a
circovirusokéhoz hasonléan 9 nt hosszlUsagu, éallanddé, TAATACTAT szekvencidval. A
Circovirus genus tagjainadl megtalalhatd, a replikdcié szempontjabol fontos konzervativ
fehérje-motivumok jelen vannak a cyclovirusokban is.

Elészor emberben talaltak olyan cirkularis ssDNS virusokat, amelyek a PCV-re
hasonlitottak leginkabb (Victoria és mtsai.,, 2009). Ezt kovetéen kezdték keresni a
cyclovirusokat (Li-L és mtsai.,, 2010a; 2011). A vizsgalatok soran kimutattdk emberi
székletben, csimpanz bélsarban, denevérekben, illetve emberi fogyasztasra szant hlisokban
(csirke, szarvasmarha, kecske) és huskészitményekben (csirke, szarvasmarha, kecske,
teve, sertés és juh), valamint szanyogokban (Ng és mtsai., 2011), szitakdtékben (Rosario és
mtsai., 2011; 2012a) és csétanyokban (Padilla-Rodriguez és mtsai., 2013).
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Az elsé megismert cyclovirus szekvenciak emberekbdl illetve csimpanzbdl, valamint
husokbol, huskészitményekbdél szarmaztak (Li-L és mtsai., 2010a). Ezek alapjan felmerulhet
a gyanu, hogy zoonotikus virusokrol van szg, azonban egyezést nem talaltak az emberekbdl
€és az étkezési célokra szant Allati termékekbdl kimutatott virusok kozott. A sertésbol
szarmazo6 mintakbol PCV2 és PCV1 mellett néhény cyclovirus kimutatdséara is sor kerult (Li-L
€s mtsai., 2011).

A denevérek az 0j virusok keresésének kedvelt alanyai, hiszen korabban keveset
vizsgalt allatfajokrol van sz6, mikozben egyre tobb, eddig ismeretlen kérokozét azonositanak
bennik. A denevérekben el8szér guanéban mutattak ki az Uj virusokat (Li-L és mtsai.,
2010b), majd tébb denevérfajbdl is leirasra keriltek tipikus cyclovirusok (Li-L és mtsai.,
2011; Ge és mtsai., 2011; Wu és mtsai., 2012). Harom esetben nem a ,klasszikus” (Li-L és
mtsai., 2010a; 2011) genomszervezddeési cyclovirust talaltak.

A viruscsalddban ez az elsé genus, amely nem-gerincesekbdl szarmazé virust is
tartalmaz. Ezek a virusok szadmos, a kordbbiakhoz képest eltérd jellegzetességet hordoznak.
Szitak6tékben leirtak egy olyan virust, amelynek a replikacids fehérjét kédold génje (rolling
circle replication initiator, Rep) a Circoviridae csaladban egyedilallé médon egy 147 nt
hosszl intront hordoz (Rosario és mtsai., 2012a). Egy csétany eredetl virusnal a Rep-
génbdl kettd taldlhatd a komplementer szalon, mig a kapszidfehérjét kodolé gén (Cap) a
pozitiv irdnyban talalhato, akarcsak a novényeket fert6z6 geminivirusok esetében (Padilla-

Rodriguez és mtsai., 2013).

6.2. Sertés circovirus

6.2.1. Egyes tipusu sertés circovirus

1974-ben PK-15 sejttenyészetbdl (pig kidney cell line, sertés vese sejttenyészet)
mutattak ki az elsé circovirust, a PCV1-et (Tischer és mtsai., 1974; 1982). Késébb a virust
sertésallomanyokban is detektéltak és virus specifikus ellenanyagokat is kimutattak (Tischer
€s mtsai., 1986; 1995b; Dulac és Afshar, 1989; Edwards és Sands, 1994; Labarque és
mtsai., 2000; Magar és mtsai., 2000). A PCV1 a szovettenyésztésnél altalanosan elterjedt,
sertés eredetd, pepszint tartalmaz6 készitményekben (Fenaux és mtsai., 2004), tovabba
fert6zott szovetek és enzimek felhasznalasaval készitett vakcindkban (Quintana és mtsai.,
2006; Victoria és mtsai., 2010; Baylis és mtsai., 2011; Ma és mtsai., 2011, Gilliland és mtsai.,
2012) is fellelheté. A virus ssDNS genomja 1758-1760 bazis hosszu. Filogenetikailag 2
csoportba oszthaté (Csagola és mtsai, 2008b).

A PCV1 természetes korulmények kozott is eléfordul sertésekben (Ellis és mtsai.,
2000; Calsamiglia és mtsai., 2002; Magar és mtsai., 2000; Labarque és mtsai., 2000). Ez,

arra vonatkoz6an, hogy a virus képes-e 6nallé terjedésre a sertésekben, nem informativ,
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hiszen az élévirusos vakcindk gyartasa soran fert6zott sejttenyészetbdl (Quintana és mtsai.,
2006) a PCV1 a vakcindba, majd a vakcindzas sordn az é&llatokba kerilhetett. Tischer és
mtsai. (1986; 1995b) azonban vaddiszndkban is kimutattak PCV1 specifikus ellenanyagokat,
majd hazai kutatok magéat a PCV1-et is azonositottak (Csagola és mtsai., 2008b). Ez alapjan
a virusrél beigazolédott, hogy képes A&llatrél &llatra terjedni, hiszen a vaddisznok
fertézottsége semmiképpen nem tekintheté vakcina eredetlinek. Sokaig a virus
megbetegitéképességével kapcsolatosan ugy vélekedtek, hogy apatogén (Tischer és mtsai.,
1986, Allan és mtsai., 1995, Puvanendiran és mtsai., 2011), de a legujabb vizsgalatok
alapjan a PCV1 a sertés magzatokat karosithatja (Saha és mtsai., 2011).

Az utébbi években a virus a vakcina kontamindciok miatt kerillt a figyelem
k6zéppontjaba, ugyanis mind sertés, mind human oltéanyagokbdl kimutattak (Quintana és
mtsai., 2006; Victoria és mtsai., 2010; Baylis és mtsai., 2011; Ma és mtsai., 2011; Gilliland és
mtsai., 2012). A legnagyobb hirverést akkor kapta, amikor kisgyermekeknek szant oralis
rotavirus vakcinaban azonositottak (Baylis és mtsai., 2011; Gillland és mtsai., 2012). A
xenotranszplantacié lehetésége a zoonotikus korokozok lehetséges korét szélesiti, tobb
olyan sertés-patogén mikroorganizmus (koztuk a circovirus) johet szoba ebbél a

szempontbol, aminek embert megbetegité képességeérél eddig nincs adatunk.

6.2.2. Kettes tipusu sertés circovirus
A Circovirus genuson belil a legnagyobb gazdasagi jelentéséggel a PCV2 bir. A
galambok circovirus fert6zéseinek is lehetnek ugyan sulyos gazdasagi vonzatai, de kozel
sem olyan mértékben, mint a kettes tipusu sertés cirvovirus el6fordulasanak. A dolgozat
elsésorban ezzel a virussal foglalkozik, igy a PCV2 tulajdonsagait részletesebben

ismertetem.

6.2.2.1.  Avirion szerkezete, ellenalloképessége

A PCV2 17 nm atmérdji, burok nélkili virus. A kapszidja 12 pentamerbdl épul fel, és
pentamerenként 5, dsszesen 60 fehérje alegységbél all (Crowther és mtsai., 2003).

A virion igen ellendlld, a 75 °C-os hémérsékletet 15 perc alatt sem vesziti el
fert6zéképességét, de 80 °C-on ennyi idé alatt inaktivalodik. Ez nem feltétlendl jelenti azt,
hogy a sertéshus készitményekben is elvesziti fert6z6képességét (O’'Dea és mtsai., 2008).
Mivel a virion nem rendelkezik burokkal, a zsiroldészerek hatastalanok, és a savas
kémhatast is jol tarik (pH 3-ig, Allan és mtsai., 1994), azonban lugokkal és oxidaloszerekkel

szemben kevésbé ellendliéak laboratériumi kdrilmények kdzott (Royer és mtsai., 2001).
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6.2.2.2. Genomszerkezet
A Circovirus genus tagjainal a genomszervezddés ellentétes iranyd ORF-eket
tartalmaz, ezért az ambisense elnevezés hasznalatos a szakirodalomban. A PCV2
1766—1768 nt hosszUsidgu genomja harom ORF-et tartalmaz: egyet (ORF1) a pozitiv
szalon, mig kettét (ORF2 és 3) a negativ szalon. A virus genomszervezddését az 2. abra

mutatja be.

CGGCAG CGGCAG CACCT CGGCAG CACCT CAGCAG
H1 H2 H3 H4

Szarhurok

1767 nt

2. Abra. PCV2 genomorganizacio. H1-H4 hexamerek (piros szinnel), kdztik a pentamerek.
IR: intergénikus régio. A nyilak a 3 ORF iranyat és megkdzelit6 elhelyezédését jelolik. A A
az 1767. és az 1. nukleotid koz6tt a hurok felhasadasi pontja.

Az ORF1 a replikaciéért felelés fehérjéket kodolja, ezért Rep-génnek is nevezik. A
MRNS az 51. és 995. nt kézotti szakaszrol irddik at (Cheung, 2003). Az ORF2 a Cap-gén,
1735—1034 nt kozoétt talalhatd és a kapszid fehérje kodolaséért felelés (Nawagitgul és
mtsai., 2000). Az ORF3 a 671—357 nt kdzott foglal helyet és olyan fehérjét kédol, amely in
vitro tanulmanyok szerint a sejtek apoptozisaért lehet felelds (Liu és mtsai., 2005).

Az ORF1 és ORF2 kozott két IR talalhatd, kozulik a hosszabbik a két gén 5’ végénél.
Ez a szakasz a replikacié szempontjabdl fontos, ez ugyanis a replikacié kiindulasi pontja
(origin of replication, Ori), ahol a virus sokszorozédasdban fontos szerepet jatsz6 szarhurok
rész is megtalalhaté. A PCV2 esetében a hurok rész 10 nt hosszi (a szekvencigja:
TAAGTATTAC, ahol a félkévér betlk a circovirusokra jellemzé konzervativ 9 nt-ot jeldlik). A
szér rész a hurok mellett mindkét irdnyban egyméssal komplementer szekvenciakbdl all, a
hossza 11 nt par. A szartdl jobbra és balra is 5 nt-bdl &ll6 pentamerek és 6 nt-bél allé
hexamerek tandem ismétiédéseit lehet talalni. A szar rész szekvencigja pozitiv iranyban

CAGCGCACTTC, ahol az utolsé C az els6 hexamer elsé eleme, mig az el6tte elhelyezkedd
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ot nt a pentamer harmadik ismétlédése (a negyedik helyen C helyett T van). Osszesen négy
hexamert talalunk, amelyeknek a szekvencigja: CGGCAG, kivéve a negyedik hexamert, ahol
CAGCAG. A masodik és harmadik, valamint a harmadik és negyedik hexamer k&zott
egy—egy pentamer (CACCT) talalhat6. Az utols6 hexamer utan négy nt-dal kezdédik az
ORF1. A szar szekvencia bal oldalan 14 nt foglal helyet az ORF2 start kodonjaig (Mankertz
€s mtsai., 2003).

A PCV2 esetében a replikacié soran képz6dé mRNS-ek szama 10: az ORF3-, a
Cap-, a Rep-, a Rep’-, a Rep3a-, Rep3b-, Rep3c-, az NS515- (NS: nem strukturalis fehérjét
kddold), az NS672- és az NSO RNS-ek (Cheung, 2012), mig a PCV1 esetében ez a szam 13
(Cheung, 2012). A replikaciéban a Rep-génen kodolt Rep és Rep’ fehérjéknek van szerepe.
A Rep’ és a Rep3 fehérjék splicing Gtjan keletkeznek, esetilkben az RNS-ek 5’ és 3’ véqi
szekvencidi valtozatlanok. A kisméreti NS fehérjékkel 6sszefiggd RNS-ek 3’ vége
megegyezik a Rep RNS-ével, azonban mas prométert hasznalnak (az ORF1-en beldl,

Cheung, 2012). A virusrdl atirt mMRNS-eket és fehérjéket a 3. abra foglalja dssze.
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1005 1768/1 1004
L L ]
1 T 1

1016 1737 361 469
Cap - — — — — .
1037 1735
18 1004
Rep . . .
51 967
) 18 416 800 1004
Rep [ - .
51 800 967
18 97 800 1004
Rep3a - - - - ——— - S
51 97 800 967
18 97 800 1004
Rep3b e - - - - —— = ..
51 97 800 967
18 97 228 416 800 1004
Rep3c - - - - - -
51 97 228244 800 967
417 515 800 1004
NS515 - — — —
572 672 800 1004
NS672 - — .
632 1004
NSO . . .
729
ORF3 —

357 671

3. Abra. PCV2 genomszerkezete (Cheung, 2012). A felill lathat6 egyenes vonal a PCV2a
genom linearizalt valtozatat reprezentalja, alatta a replikacio soran képzé6dé mRNS-ek
lathat6ak. A szalagok az atirt mMRNS-eket (szalag feletti szam jel6li az mRNS kezdd és

végpontjat) mutatjak, amelyeken belll a kékkel jelolt részek forditddnak at fehérje
szekvencidkra (a szalag alatt lathaté szamok jel6lik). A szaggatott vonalak a splicing soran
kiesé részek. A « a polyA farkat jelenti. A Cap a kapszidfehérjét, a Rep a replikacios
fehérjéket, az NS pedig a nem-struktar fehérjéket jeloli. Az ORF3 a feltehetéen apoptotikus
hatast kivalto fehérjét kédolja.

6.2.2.3.  Avirusfehérjék és szerepik

Az ORF1-rdl atirodé mRNS-ek termékei kozll a Rep és Rep’ fehérjék vesznek részt a
replikdciéban. A Rep az ORF1 teljes hosszarél masolddik és 314 as hosszusagu, 37,5 kDa
tdmegl. A DNS megsokszorozodasaval dsszefliggé konzervativ as motivumokat hordozza,
akarcsak mas olyan prokariétdk és eukariotak, amelyek a gordulé koros replikacio (rolling
circle replication, RCR) mechanizmusaval sokszorozédnak (Mankertz és mtsai., 1998). A
konzervativ elemek azok, amelyeknek az RCR soran fontos szerepik van, az I. FTLNN (az
as-ak teljes neve az 1. mellékletben olvashatd) sorrendd (funkcidja nem ismeretes), a Il. a
hurok hasitasa soran nélkilozhetetlen fémionok —Mg*— kotésében jatszik szerepet, as

sorrendje: TPHLQG, mig a lll. a hurok felhasadasanak bevezetéséért felelés és a hasadast

20



katalizélja (as sorrend: YCSK, Delwart és Li, 2012). Emellett a 163. as-t6l a Rep-fehérje
végeig tarté szakasz, a P hurok (phosphate-binding loop, P-loop), feltételezhetéen helikaz
aktivitassal rendelkezik, amely Mg* jelenlétében az adenozin-trifoszfatot hidrolizalja
(Cheung, 2012; Faurez és mtsai., 2009), azaz a dezoxinukleotid trifoszfat (dNTP) kétése a
szerepe.

A Rep’ fehérje 178 as hosszusagu (20,2 kDa témegu), és az ORF1-rdl atirédott RNS
termindlis része megegyezik a Rep-pel, azaz tartalmazza a harom, az Ori felszakadasért és
DNS replikacidért felelds régiét (a fentebb emlitett 1., 1., 1ll. konzervativ elemeket), de a DNS
replikaciéért felelés P hurkot nem (Cheung, 2012). Az RCR csak akkor torténik meg, ha a
Rep és a Rep’ fehérjék komplexet alkotnak. A termel8dé fehérjék sejtmagba jutasaért felelés
jelet (nuclear localisaton signal, NLS) az N-terminalison lévé bazikus aminosavak biztositjak
(Finsterbusch és mtsai., 2005).

A Rep-fehérjének a replikacié szabalyozasdban is szerepe van, ugyanis negativ
visszacsatolas révén a promoter aktivitasat csokkenti (a Il. konzervativ elem és a P hurok). A
tobbi fehérjének ilyen szerepe nincs (Cheung, 2012). Az 4tirds szabalyozdsaban a cellularis
fehérjékkel vald interakcioja miatt mind a Rep C-termindlisa, mind a Rep’ részt vesz (Faurez
€s mtsai., 2009).

A kapszid RNS az ORF2-rél irédik at a komplementer szalrél. A fehérje 233 as-bal all,
a PCV2b esetében az 1734—1036 nt, mig a PCV2a esetében az 1735—1037 nt kdzotti
szakaszrol képzddik ugy, hogy a mRNS a 469. bazistdl indul és az 1016.-ig tart, de az
1737—361 nt kozotti szakasz kivagodik (Cheung, 2012). A PCV1 és PCV2 kozott a
hasonl6sag az ORF2-t illetéen 65 % (Morozov és mtsai., 1998).

A Cap fehérje N terminalis vége tartalmazza az NLS-t, amit —akér a Rep-nél— a
bazikus aminosavakban valé gazdagsag jellemez (Liu és mtsai., 2001). Ezen belll is, a
kutatasok alapjan két szakasz kiemelked6en fontos a teljes ORF2 sejtmagba jutasa soran:
12—18 és 34—41 as, RHRPRSHés HRYRWRRK (alahuzva a bazikus as-ak).

A PCV2 kapszidnak négy, immunolégiai szempontbdl dominans szakasza van,
beleértve a PCV1-gyel kdzds régiot is (Mahé és mtsai., 2000) és legalabb 6t atfedd
konforméaciés epitopja. A két virus nukleinsavainak hasonlésaga feltételezi, hogy
keresztvédelem van a két virus kozott (Mahé és mtsai.,, 2000), am a legtdbb ismert
monoklondlis ellenanyag nem képes a keresztneutralziciéra (Shang és mtsai., 2009).

A legljabb eredményeknek megfeleléen a PCV2 antigéndeterminansait az ABC
betliivel A—D-ig jeldljuk. Az A epitépon a 70., 71., 77., 78., mig a B és D epitopokon a 113.,
115., 127., 203., 206. és 207. as nélkulozhetetlen az ellenanyag kotédéséhez (Khayat és

mtsai., 2011). A PCV2a esetében azt talaltdk, hogy az 59. as-nak a neutralizaciéban van
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fontos szerepe (Huang és mtsai., 2011). Jelenleg mar tobb antigéndeterminans szerkezete is
ismert, meghataroztdk a csak a PCV2-re vagy kizarélag a PCV1-re, illetve a mindkét virusra
jellemzd epitépokat is (Shang és mtsai., 2009).

Az ORF3 a 671.—357. nt k6zott talalhatd, az altala kédolt fehérje in vitro tanulmanyok
szerint a sejtek apoptozisaért felelés a kaszpaz 8—3 utvonalon keresztul (Liu és mtsai.,
2005). Az ORF3 fehérje nélkil a virus képes szaporodni (Liu és mtsai., 2005), azonban a
titeremelkedésében és a szervezeten bellli terjedésében szerepe lehet (Karuppannan és
Kwang, 2011), mivel az apoptotikus sejtek szdmanak ndévekedésével a makrofagok
virustartalma is megnovekszik. Az ORF3 a PCV1 genomon is megtalalhat6, hossza azonban
a kétszerese a PCV2 ORF3 génjének (Chaiyakul és mtsai., 2010), és apopotozist nem
képes kivaltani (Karuppannan és Kwang, 2011).

Legujabb vizsgéalatok egy negyedik (ORF4) génrdl is beszamolnak, amely fehérjét
kédol, a 180 nt-nyi gén az ORF3-mal &tfedésben talalhat6 (He és mitsai.,, 2013).
Valoszindsitett szerepe a kaszpaz rendszer miikddésének cstkkentése, és a CD4+ és CD8+

T-limfocitak szabalyozasa a virusfertézés alatt.

6.2.2.4. Replikacio

A PCV1 esetében a szovettenyészeten torténdé vizsgalat soran elészér a
sejtmagvacskabdl mutathatd ki a virus, majd a citoplazméaba kertl és a sejtmagvacskabdl
eltinik. A citoplazmébdl a kapszid és a replikacios fehérjék is a sejtmagba jutnak és ott
felhalmozédnak, majd ugyanitt a DNS megsokszorozddasa utan felépdl a virion. A
sejtmaghbdl végul az érett virion kerdl ki (Finsterbusch és mtsai., 2005). Feltételezik, hogy
mindez a PCV2 replikacio sorén is hasonlé médon torténik.

Az RNS-szintézist és a ssDNS duplaszaluva alakitdsat a gazdaszervezet cellularis
enzimei végzik, mivel a virus szerkezete és mérete nem alkalmas arra, hogy az ehhez
sziukséges fehérjéket magaba épitse. A sejtenzimeket azonban csak olyankor tudja
hasznositani a virus, amikor a sejt a szaporodasi ciklusanak az S fazisdban van (Tischer és
mtsai., 1987). A sejtben a virion dekapszidaldédik és a ssDNS bejut a sejtmagba, majd dupla
szAalu lesz. Ennek soran ugynevezett tulcsavarodo (szupercoiled) replikacios forma jon létre,
amely ugy alakul ki, hogy a szarhurok részen a DNS 6énmagaval dupla szald DNS-t alkot.
Ezutan az RCR-t bevezet6 fehérje-komplex (Rep-Rep’) kotédik a szér jobb oldalan
elhelyezkedb elsé és masodik hexamerhez. Ez konformacidvaltozast okoz, ami destabilizalja
az Orit, és az felhasad (az 2. abran a hurok részen a haromszoggel jelolt nt elétt a
szekvencia a kovetkezd: xAXTAXT |AC, ahol az x tetszéleges nt, Cheung, 2012). A felhasadt
DNS szal és a palindrom szar rész an. hairpin-triplexet (hajtlt alkoté tripla hélix) alakit ki. A
felhasadas utan szabad OH gyok keletkezik a 3’ végen, ahonnan kiindulva a sejt eredetl
DNS-polimerdz enzim megkezdi a DNS-replikaciot (Faurez és mtsai.,, 2009). Ezzel a
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replikacios forméaval egyszerre csak egy szal keletkezhet, amig az be nem fejezédik, addig Uj
szal nem replikalédhat (Cheung, 2012). Ha az (] szal eléri a bal szarat, és igy négyszaluva
vélik a hairpin-triplex, a Rep komplex zarja a hurkot és elvalik a két szal. Utébbi esemény

pontos mechanizmusa még nem ismeretes.

6.3. A circovirusok eredete

6.3.1. Circovirusokkal kdzeli rokonsagban all6 mas virusok

A korkoros, ssDNS genommal rendelkezd virusok kozott allati és névényi virusokat
(valamint bakteriofagokat) is talalhatunk. Az Anelloviridae és Circoviridae csalddba
allatokban el6fordulé virusok tartoznak, mig a névények virusai a Geminiviridae és
Nanoviridae csalddok tagjai. Ezek a virusok is az RCR modellt kovetik a
megsokszorozédasuk sordn és az ebben fontos Rep-fehérjéjiuk strukturaja is meglepéen
konzervativ (Gronenborn, 2004).

A nanovirusok 18—20 nm kdzoétti ikozahedralis névényvirusok. Minden virus 6—38,
egyenként megkozelitéleg 1 kb méretli korkoros, ssDNS-t tartalmaz. A Geminiviridae csalad
tagjainak 6rokitéanyaga altalaban 6 fehérjét kédol, pozitiv €s negativ irdnyban is. A legtobb
ide tartozé virus egy darab ssDNS genomot tartalmaz. Az Anelloviridae csalad tagjai a TTV-
ok, amelyek genomja 2—4 kb negativ irAnyultsdgu ssDNS. A virusok a CAV-sal mutatnak
rokonséagot.

A metagenomika elterjedésével a circovirusokra emlékeztet szekvenciak szama is
jelentésen megnétt. A kimutatott Uj genomok tébbsége azonban filogenetikailag nem illik sem
a Circoviridae csaladba, sem a fent emlitett csalddokba, bar kozeli rokonaik. Valamennyi
genom tartalmaz Rep-gént, amely az RCR-hez szikséges konzervativ motivumokat
hordozza. Azonositottak ilyen virusgenomokat az A&llatok kozll gerincesekben és

izelttAbuakban, de kdzelebbrél meg nem hatarozhato kdrnyezeti mintéakban is.

6.3.2. A circovirusok létrejéttével kapcsolatos elm  életek

A Circovirus genus, valamint a Geminiviridae és Nanoviridae csaldd tagjai olyan
replikaciés fehérjét hasznélnak, amely szerkezetében hasonlit néhany baktériumban
(Bifidobacterium) és algaban fellelhetd plazmid replikacios fehérjére (Rep-gén szupercsalad),
ezert feltételezheté az evoliciés rokonsag a plazmidok és a virusok kozott (Rosario és
mtsai., 2012b). Felmerilt, hogy ez a kapcsolat akar szorosabb is lehet, mint a
circovirus—gyrovirus kapcsolat. A nanovirusokat tobb koérkoros DNS-t tartalmazd noveényi
circovirusnak tartottdk (Lukert és mtsai., 1995), de a DNS koépidk szama (Burns és mtsai.,
1995) és a filogenetikai analizis (Niagro és mtsai., 1998; Katul és mtsai., 1998) alapjan kulon

csaladba kertiltek, a kdzeli rokonsag megkérddjelezése nélkdl.
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A szérhurok szekvencia, a hurok kilenc konzervativ nukleotidjaval, valamint a
hexamerek és a rep konzervativ szakasza (Il. konzervativ elem) is arra engednek
kovetkeztetni, hogy a geminivirusoktdl szdrmaznak a circovirusok és nanovirusok is
(Meehan és mtsai., 1997; Mankertz és mtsai., 1997; Londofio és mtsai., 2010). A banan
csukcsokrosodas virus (BBTV) és a PCV ORF1 fehérjéinek hasonlésdgara alapozva
feltételezik, hogy a nanovirusok és circovirusok kdzott szoros evolucios rokonsag all fent,
vagyis az 6suk kdzos, vagy a nanovirus a circovirus ése (Meehan és mtsai., 1997; Gibbs és
Weiller, 1999).

A circovirusok Rep-fehérjéinek C-termindlis részén talalhat6, dNTP megkdtésére
alkalmas, helikaz aktivitassal bird P hurok a calicivirusokra jellemzé RNS-kété 2C fehérjéhez
hasonlit (Gibbs és Weiller, 1999). Filogenetikailag is valészinlsithet6, hogy a calicivirusok és
a circovirusok ezen fehérjerészének kézos 6se lehet.

A nanovirusok és a circovirusok kozott feltehetéen rekombinacio tortént. A
calicivirus—circovirus esetben valdszindsithetd retrovirus vagy retrotranszpozon kozvetitdé
szerepe, hiszen a calicivirus a replikacidja sordn DNS-szakasszal, a circovirus pedig RNS-
szakasszal nem rendelkezik. A feltételezés szerint mindez a legnagyobb valészintiséggel
egy gerinces gazdafajban torténhetett, hiszen az Allati retrovirusok gyakoriak, a
névényekben pedig relative ritkdk. A feltételezés szerint a calicivirus 2C génje komplementer
DNS formajaban jutott a circovirusba, és épilt be annak genomjaba, mikdzben a Rep-
fehérjébdl kiesett egy rész (Gibbs és Weiller, 1999). Arra vonatkozolag, hogy a névényekbdl
hogyan kerllt a virus a gerincesekbe, az elmélet szintén érdekes: névényevd izeltlabu
tovabbito szerepét feltételezik (Gibbs és Weiller 1999). Hasonlo6 feltételezést irtak le Rosario
€s mtsai. (2012a) is, miszerint a denevérek cyclovirusai az izeltldbuak cyclovirusaibol
erednek. A pérhuzam logikus, de tdbb ponton is elgondolkodtatd. A nanovirusokat
levéltetvek viszik at az egyik névénybdl a masikba, ezek az izeltlablak viszont a névénnyel
egyutt keriilnek be a sertésekbe. igy akar kozvetleniil is szarmazhatna a PCV névényekbél,
mas kérdés, hogy a legktzelebbi rokonként ismert BBTV a banant fertézi, ami nem tartozik a
sertés legfébb taplalékai k6zé. Miutan a circovirus kialakult, a gerincesekkel fejlédott egyatt,
de a mostani allapotig vezet6 evollcids Ut nem tisztazott (Rosario és mtsai., 2012b). Cheung
(2006) szerint a circovirusok, nanovirusok és geminivirusok a prokariéta episzémalis
replikacidval egyutt evolvalddtak. Masok szerint a gazdafajjal kézdsen toértént az evollcio (az
allatok citokrom b génje alapjan, Johne és mtsai., 2006), bar helyenként ez a koevollcios fa
nem tokéletes (Firth és mtsai., 2009). Az integralodott circovirus-genom részletek alapjan is
a koevolucio elmélete tlinik valészintibbnek, ami alapjan a circovirusok akar 50 milli6 évesek
is lehetnek (Belyi és mtsai., 2010). Mas szerzdk csak 500 éves multat feltételeznek (Firth és

mtsai., 2009), ami megkérdéjelezi a koevolucié tényét.
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A Circoviridae csalddban harom olyan faj is létezik, amelynek tdbb gazdafaja is lehet:
a galamb circovirus (galamb és csirke), a sertés circovirus 2 (sertés, szarvasmarha, egeér,
patkany) és egy cyclovirus (szarvasmarha és kecske, Delwart és Li, 2012). A gazdafaj
szerep megallapitdsanak legfébb kritériuma, hogy az adott fajbdl természetes fertézédeést
kovetéen szovetekbdl is ki lehessen mutatni a virus DNS-t, és a kulonb6zd gazdafajokbdl
sza&rmazo virusok egy fajba tartozzanak (teljes genom szekvencia 75 %-nal nagyobb, a Cap-
fehérje as sorrendje pedig 70 %-nal nagyobb egyezést mutasson). Ezek az eredmények
elérevetitik azt, hogy ezeknek a virusoknak az esetében is lehetséges a fajok kozotti
gazdavaltas, illetve a cyclovirusok esetében a hordozd fajokat ismerve felmertlhet a
zoonézis lehetésége (Delwart és Li, 2012). A zoonozis a PCV-ok esetében azonban nagyon

kis valoszinliségl (Garkavenko és mtsai., 2004).

6.4. A kettes tipusu sertés circovirus genetikai va  ltozékonysaga

6.4.1. Felfedezés és el 6fordulas

A hazi sertésekben 1991-ben irtédk le elészor a valasztott malacok circovirus okozta
sorvadasat (postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) Kanaddban (Harding és
Clark, 1996). Ez a leggyakoribb koérkép, amit a PCV2-nek (Allan és mtsai.,, 1998)
tulajdonitanak. A betegséget az elsé felismerése 6ta az egész vildgon leirtak: az USA-ban
(Kiupel és mtsai., 1998), Europaban el6szor Franciaorszagban (Allan és mtsai., 1998), majd
Eszak-irorszagban (Kennedy és mtsai., 1998) és irorszagban (Spillane és mtsai., 1998),
késébb pedig Azsiaban is (Japanban, Onuki és mtsai., 1999). K6zép- és Dél-Amerikaban is
megjelent a betegség (Trujano és mtsai.,, 2001; Sarradell és mtsai., 2002). Az afrikai
orszagok kozul, béar feltételezhetéen ott is széles korben elterjedt, csak a Dél-Afrikai
Koztarsasag teruletérél &all rendelkezésre szakirodalmi adat (Drew és mitsai., 2004).
Ausztréliaban és Uj-Zélandon csak 2005 tajan detektaltak a virust (Raye és mtsai., 2005 és
Garkavenko és mtsai., 2005). Retrospektiv vizsgalatok alapjan megéllapithatd, hogy a virus
mar valamivel korabban is megtalalhaté volt a sertéséllomanyokban, igy kimutattak
Kanadaban, 1985-60s mintdkban (Magar és mtsai., 2000), kiulénféle idépontbdl szarmazé
mintakban Spanyolorszagban (Rodriguez-Arrioja és mtsai., 2003b), Belgiumban (Sanchez
és mtsai., 2001), irorszagban (Walker és mtsai., 2000), Angliaban (Grierson és mtsai., 2004)
és Németorszagban (Jacobsen és mtsai.,, 2009.) is. A kanadai vizsgdlat az 1985-bél
szarmazoO sertés vérsavokbol csak néhany szazalékban tudott kimutatni ellenanyagot a
PCVl1-re illetve a PCV2-re (Magar és mtsai., 2000). A kés6bbi mintakban a virusellenes
ellenanyag nagyobb szazalékban volt jelen és a PCV2 gyakorisaga nagyobbnak bizonyult,
mint a PCV1-é. Hasonlot tapasztaltak Eszak-irorszagbél szarmazo szérumok vizsgalata

sorén is, miszerint a nyolcvanas évek végétdl a mintak jelentés része pozitiv volt PCV2-re
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(Walker és mtsai., 2000). A legrégebbi eset egy 1962-bdl szarmazd, paraffinba agyazott
sertés szovetminta, amelybdl in situ DNS hibridizacioval (ISH) lehetett a virust kimutatni, és
ezt polimeraz lancreakcioval (PCR) is megerdsitettek (Jacobsen és mtsai., 2009). Sajnalatos
maodon az ebbdl a mintabol szarmazé, GenBankban elérhetd szekvencia a Rep-gén egy kis
szakaszara korlatozédik, ami alapjan a virus pontos hovatartozdsa nem allapithaté meg.
Hazankban el6szor az akkori Debreceni Allategészségiigyi Intézet munkatarsai
mutattak ki a virust (Kiss és mtsai., 2000), akik korabban is keresték, de eredménytelenil
(Kecskeméti és mtsai., 1999). A virus rovid idén belll elterjedt az orszagban, és a vakcinas
védelmet megeléz6 id6ben nem volt olyan sertéstelep, amelynek vizsgalata negativ

eredményt mutatott volna.

6.4.2. Sertés circovirus 2 csoportositasa

A virusnak harom (kinai kutatok szerint 6t) genotipusa ismert. A jelenleg is elfogadott
nevezéktan alapjan PCV2a, PCV2b és PCV2c genotipusok léteznek, egy eurdpai és
amerikai circovirus kutaté konzorcium adatai (www.pcvd.org) alapjan (Segalés és mitsai.,
2008; Cortey és mtsai., 2011). A PCV2a és 2b létezése szakmai kérokben hamar elfogadotta
valt, bar a nevezéktan egységesitésére csak késébb kerilt sor. Ez az oka annak, hogy a
szakirodalomban PCV2-1 és -2 néven (Olvera és mtsai., 2007; Grau-Roma és mtsai., 2008),
-321 és -422 néven (Carman és mtsai., 2006), -I. illetve —II. (Shuai és mtsai., 2007; Timmusk
és mtsai., 2008) vagy SG1, SG2, SG3 (Cheung és mtsai., 2007) néven is lehet réluk olvasni.
A PCV2a genom 1768 nt, a PCV2b 1767 nt és a PCV2c is 1767 nt hosszUsagu az egyes
csoportokban els6ként meghatarozott szekvenciak alapjan.

Az észak-amerikai régioban el6szor azonositott sertés circovirus a PCV2a
genotipusba tartozott. Ezen a kontinensen egészen 2004-ig a PCV2a genotipus fordult
elsésorban el6, majd 2004-ben elterjedt a PCV2b is (Carman és mtsai., 2006; Gagnon és
mtsai., 2007; Cheung és mtsai., 2007) és 2005 6ta mar nagyobb szdmban mutatjak ki ezt a
genotipust, mint a PCV2a-t (Carman és mtsai., 2006; Gagnon és mtsai., 2007).

Eur6paban a virusrol 1998-ban tudositottak elészor. Franciaorszagi és irorszagi
megjelenését kovetden a virus gyorsan terjedt és méara az egész kontinensen megtalalhato.
Az els6 megismert eurOpai genom-szekvencia (Meehan és mtsai., 1998) a PCV2b
genotipusba tartozik, bar a PCV2a genotipus ezen a kontinensen is jelen van a kezdetektdl
(Mankertz és mtsai., 2000; Dupont és mtsai., 2008) a mai napig (Toplak és mtsai., 2012;
Fabisiak és mtsai., 2012). Hazankban az els6 felmérés szerint mindkét genotipus megjelent,
az elterjedtebb a PCV2a (Dan és mtsai., 2003) volt. 2008-ban szamolt be Csagola (2009) a
hazai és Kozép-Eurépat érint6 PCV2 helyzetrél, megallapitva, hogy a vaddiszné
allomanyban a pozitivitas egyértelm(i névekedést mutat, és ekkorra a PCV2a és PCV2b
aranya megfordult, mind a vaddiszndk, mind a hazi sertések esetében. Kinaban is
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egyértelmien a PCV2b vette a4 a dominans szerepet (Wang és mtsai., 2009). Annak az
okat, hogy vajon miért a PCV2b terjedt el, és miért csak az utébbi idében lathatok a tinetek
(bar Jacobsen és mtsai., 2009, alapjn korszovettani metszetekben korabban is tetten
érhetéek a PMWS-re jellemzd elvaltozasok) pontosan nem tudjuk. Egyes elképzelések
szerint a virusfert6zés az allanddan valtozo sertéstartassal, U sertésfajtak megjelenésével
egyuttesen okozza a sulyosbodd klinikai tineteket. Epidemioldgiai vizsgélatok alapjan ez a
genotipus tlnik patogénebbnek (Allan és mtsai., 2012; Li-WL és mtsai., 2010), amit azonban
kisérletes korulmények kdzott nem sikertlt bizonyitani (Opriessnig €s mtsai., 2008). Az sem
kizarhatd, hogy a kilencvenes évektdl a PCV2 globalis terjedése egy mindeddig ismeretlen
agenssel kozosen torténik, és ez utdbbi felelés a megbetegedésekért (Allan és mtsai., 2012).
Mas feltételezések szerint a megnovekedett patogenitas oka lehet, hogy a virus adaptacioja
a sertéshez még nem lezarult folyamat (Hughes és Piontkivska, 2008). A sertés circovirusa
valamely mas fajbdl gazdavaltassal kerilhetett a sertésekbe, de az eredeti faj identitdsa még
kérdéses. Az sem elhanyagolandd, amit tobb vizsgalat is megerdsit, hogy a PCV2 mutacios
ratdja igen magas, 10 szubsztittcié/hely/év (Firth és mtsai., 2009; Pérez és mtsai., 2010),
ami a legmagasabb a DNS virusok kozott, az RNS virusokra jellemzd érték (Duffy és mtsai.,
2008). A mutaciok folyamatos vizsgalata soran felmerult annak a gyanuja, hogy a virusra ma
mar a genetikai beszikulés jellemzd (Trible és Rowland, 2012). A jarvany elején jellemzden
el6forduld PCV2a genotipus genetikailag heterogénebb volt, mint az azt ma mar tdbbnyire
kiszorité b genotipus (Cségola, 2009; Olvera és mtsai., 2007).

A PCV2c genotipus elfogadasat egy Daniaban végzett, részben archiv mintékat
feldolgoz6 vizsgéalat javasolta (Dupont és mtsai., 2008). Ezeket az Gjabb genotipusba tartozé
virustorzseket 1980-bdl, 1987-bbl és 1990-bbl szarmazod sertés szérum mintak tartalmaztak.
Az els6 kimutatasa o6ta irodalmi adatok szerint ez a genotipus masutt nem fordult eld.

Kindban végzett vizsgalatok megallapitottak tovabbi két PCV2 csoport létezését is. A
feltételezett PCV2e csoportba olyan virusokat soroltak, amelyek féként 2006-bol
szarmaznak. Az ide tartoz6 virusok genomja 1768 nt méretli. A PCV2e genotipusként leirt
csoportba tartozé szekvenciak kozoétt nincs olyan, amely a 2006 utani évekbdl szarmazik. A
vizsgalat alapjan 2007 6ta csak a PCV2b genotipus fordul el6 (Wang és mtsai., 2009). A
PCV2d létezését Kindban tobbszor megerésitették, a 2e genotipus eléfordulaséat egyes kinai
felmérések megerésitik (Zhai és mtsai., 2011), masok viszont nem (Guo és mtsai., 2010). A
PCv2d genotipusba olyan virus szekvenciak tartoznak, amelyeket kordbban nem
publikaltak, de a GenBankbdl elérhetéek (Guo és mtsai., 2010). Megallapitottak a csoportrdl,
hogy a Cap-fehérje elleni neutralizdl6 monoklonalis ellenanyagok nem reagalnak ezen
virusok mindegyikével, amit a Cap-génen tortént muticié miatt egy plusz as beépulésével

magyaraznak (Guo és mtsai., 2010). A mutacionak kdszonhetéen a mas PCV2 virusokban
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233 as meéretl kapszidfehérje itt 234 as-at tartalmaz (Chen és mtsai., 2012). A PCV2d tipust
Kinan kivul Eurépaban és Amerikaban is azonositottak (Toplak és mtsai., 2012; Xiao és
mtsai., 2012; Opriessnig és mtsai., 2013b). Toplak és munkatarsai (2012) egy magyar
vaddisznobdl szarmazo virust (Csagola és mtsai., 2006) is ide soroltak, de ennek a virusnak
a kapszidja a szokasos 233 as méretl,, és eredeti leiréja a PCV2b genotipusba
csoportositotta. A szlovén és szerb kutatokbol allé csoport a PCV2d genotipusba sorolt egy
E-Amerikaban 2011 és 2012 kozott megjelent j virust (Opriessnig és mtsai., 2013b). Az (j
mutans virust 2011-et megel6z8 idészakbdl nem sikerdlt kimutatni (Shen és mtsai., 2012).

Arra vonatkozélag, hogy mikor tekintiink egy virust 0j genotipusba tartozénak, az
ICTV-nek nincs ajanlasa. A circovirusok esetében a mar fentebb emlitett nemzetkozi
szakért6i konzorcium (www.pcvd.org) elfogadta a PCV2 genotipusokra vonatkozo6 definiciot,
amelyet Grau-Roma és mtsai. (2008) irtak le. Ezek alapjan a genotipusok kdzott a teljes
genom tekintetében a genetikai tavolsag minimum 2,0 % (p=0,02), vagy az ORF2-n (amely
igen valtozatos) a genetikai tavolsag nagyobb, mint 3,5 % (p= 0,035) paronkénti szekvencia-
0sszehasonlitassal (pairwise sequence comparisons, PASC). Ezen ajanlas szerint a PCV2
h&rom genotipusra oszthatd, a PCV2d és PCV2e kilon genotipust nem képvisel.

A PCV2a és PCV2b esetében is a genotipuson belll tdbb csoport is létezik. Erre
vonatkozdéan a legelfogadottabb az Olvera és mtsai. (2007) &ltal elvégzett csoportositas,
amit teljes genomszekvencidkbol és az ORF2 szakaszbol, tobb mddszerrel is felépitett
filogenetikai fak alapjan készitettek. igy a PCV2b genotipust harom alcsoportba vagy
szubtipusba (1A, 1B, 1C), mig a PCV2a genotipust 5 alcsoportba (2A, 2B, 2C, 2D, 2E)
osztottdk. A besorolas alapjan egyértelmd, hogy a PCV2a genotipus joval valtozékonyabb,
mint a PCV2b. A PCV2d és PCV2e genotipus elnevezéseket jelenleg is hasznaljdk ugyan,
ezek 6nallé genotipusba csoportositasa azonban megkérdéjelezhetd, mert a PASC analizist
sem a teljes genomra, sem az ORF2-re vonatkoz6an nem készitették el. Mivel a
kulonbségek csak akkorak, mint amelyet kordbban a genotipuson bellli csoportositasnal
hasznaltak, ezekre a szubtipus elnevezést javasoljak (Cortey és mtsai., 2011). Azaz harom
genotipus van, melyek referencia torzsei: PCV2a esetében egy USA izolatum, genbanki
szama: AF055391 (Meehan és mtsai., 1998), PCV2b esetén a Franciaorszaghol szarmazo,
AF055392 genbanki szamu virustérzs (Meehan és mtsai.,, 1998). A PCV2c referencia
szekvencidja Daniabdl szarmazik, és a GenBankban az EU148503 hivatkozasi szamon
érhetd el (Dupont és mtsai., 2008). A PCV2a és 2b kdzott a kaldonbség azonban még igy
sem egyértelm(i, hiszen nem egy alkalommal meg lehetett figyelni genotipusok kozotti
rekombinaciot, illetve a PCV2a és PCV2b egyiitt is fertézhet egy allatot (Trible és Rowland,
2012). Kisérletes in vivo korulmények kozott a PCV2a/2b rekombinans virus szaporodasi

intenzitasa novekedést mutat, amit azzal magyardznak, hogy a sertés Altal termelt
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ellenanyagok nem neutralizaljdk megfeleléen az igy keletkezett virusokat (Guo és mtsai.,
2011). Kindban tobb olyan mintat szekvendltak, amelyben a PCV2a—PCV2b genotipus
kombinaciéja mellett mas genotipus kombinacidkat is talaltak, igy PCV2a—PCV2d és
PCV2d—PCV2e kimérakat (Zhai és mtsai.,, 2011). A virus rekombinacios aktivitasat jol
jellemzi, hogy PCV1 és PCV2a kimérat is azonositottak (Trible és Rowland, 2012).

Tobb vizsgalat alapjan a PCV2b genotipus azon virusai, amelyek 2003-ban jelentek
meg Eurazsidban, vilagszerte terjedében vannak. Ezek Olvera és mtsai. (2007) besorolasa
alapjan az 1A szubtipusba tartoznak (PCV2b 1A) (B/1, B/3 csoport, Csagola, 2009).
Eurépéban, beleértve a kdzép-kelet-eurdpai régiot (Szerbia: Savic és mtsai., 2012; Toplak és
mtsai., 2012; Lengyelorszag: Fabisiak és mtsai., 2012; Romania: Turcitu és mtsai., 2011),
Azsiaban és az amerikai kontinensen is féként ez a viruscsoport terjedt el. Egyre kevesebb

esetben lehet PCV2a genotipust kimutatni.

6.4.3. A kettes tipusu sertés circovirus helyzete K 6zép-Eurépaban

A PCV kozép-kelet-eurdpai eléfordulasaval kapcsolatosan Csagola (2009) készitett
attekintést, dsszefoglalva az addig elérhetd szekvenciakrél szerzett ismereteket, valamint a
régio egyes orszagaiban megjelent publikacidkat. Ezért ezt a munkat alapul véve a 2008 6ta
fellelhetd irodalom alapjan dolgoztuk fel az az6ta napvilagot latott eredményeket.

Egy romaniai vaddisznépopulaciot érinté felmérés szerint a PCV2 eléfordulasa ott
50 % alatti (Turcitu és mtsai., 2011). Az azonositott virusok kozott talaltak olyanokat,
amelyekben delécié kovetkezett be a Cap-génen (1042/1043), hasonléan ahhoz, amirél
kordbban Guo és mtsai. (2010) is beszamoltak PCV2d néven. Huszonhdrom részleges
szekvencia alapjdn a circovirusok egyharmada PCV2a genotipusba tartozott, mig a
kétharmaduk a PCV2b genotipusba sorolhat6. Ez utébbiak az Eurépaban leggyakoribb
genetikai csoportba tartoznak, 93,7—100 % hasonlosaggal. A szerzék kozleményukben
feltételezik, hogy a hazi sertés allomanyban is hasonl6 virusok fordulnak elé, hiszen ezen a
terlleten a sertéstartas kulterjes, igy az allatok kdzotti kontaktus nem ritka.

Egy 2002—2005 kozott lezajlott felmérés szerint az ukran és orosz vaddiszno-
allomanyokban is megtalalhaté a PCV2 (Shcherbakov és mtsai., 2007).

Lengyelorszagi vizsgalatok azt mutatjak, hogy ott joval magasabb aranyban fordul el
a PCV2 a vaddisznoallomanyokban, mig a 2006/2007-es vadaszati idényben az el6fordulas
60 % volt, addig 2007/2008-ra ez elérte, s6t meghaladta a 90 %-ot (Fabisiak és mtsai.,
2012). A nukleinsav szekvenciak alapjan a PCV2b tipus fordul el nagyobb aranyban, és
nagyfokd hasonlésidgot mutat a hazi sertések virusaival, igaz a tanulmany szerint PCV2a
tipust is azonositottak, ami Lengyelorszagban addig nem volt ismeretes.

Szlovakiaban 2007-ben detektaltak elészér a virust (Pistl és mtsai., 2009). Az azéta
tortént felmérés alapjan egyértelmi, hogy a virus genetikailag itt is stabil. Egy 2005 és 2009
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kozott végzett felmérés szerint a vizsgalt sertések 64,2 %-a bizonyult PCV2 pozitivnak.
Huszonnégy részleges ORF2 szekvencia alapjan két minta a PCV2a 2D szubtipusba
tartozott, mig a tobbi a PCV2b 1A vagy 1B szubtipusba (Vlasakova és mtsai., 2011). Mivel a
részleges szekvendlas alapjan az egyeértelmi szubtipus besorolas (A vagy B) nem tehetd
meg, ezért a szerz6k ezeket a virusokat 1A/B szubtipusként szoktak megjeldlni. A régié mas
orszagaiban a GenBank adatai alapjan a szlovdkiai mintdkhoz genetikailag hasonlé
virusokat lehetett kimutatni, és jelentésebb mutaciot nem lehetett talalni e virusok és Eurdpa
mas részein megtalalhaté szekvenciak kozott sem. A kozvetlen viruskimutatas mellett
szerologiai felmérések is késziiltek az utdbbi években Szlovakidban (Csank és mtsai., 2011).
Megéallapitottdk, hogy valasztaskor az ellenanyag szint alacsony, mig 2—4 hdénapos kor
kozott az allatok szeropozitivitAsanak ardnya meghaladja a 80 %-ot, figgetlendl attél, hogy
betegség tlnetei jelentkeznek-e vagy sem. Az azonban elmondhaté, hogy IgM tipusu
ellenanyagot nem talaltak egészséges allatokban, mig a PMWS-tlneteit mutatokban a virus
DNS mellett mind IgG, mind pedig IgM tipusu ellenanyag kimutathato volt (Csank és mtsai.,
2011). Atlagosan, életkortdl fiiggetleniil Szlovakiaban PCV2-specifikus ellenanyagot az
allatok 54 %-aban lehet kimutatni, ami eurdpai viszonylatban alacsony szintet jelent.
Csehorszdgban a vaddisznokat indirekt immunfluoreszcens maodszer (ilF) segitségével
vizsgéltdk, a vizsgalt vadak kozel 45 %-aban lehetett ellenanyagot kimutatni (Sedlak és
mtsai., 2008).

Ausztridban ondot vizsgalva allapitottdk meg, hogy a vizsgalt allatok 18,2 %-a Uriti a
virust. A mintdk egy része genetikailag nagyon hasonld, mig mas részuk eltéré, ami jelzi a
virusok genetikai variabilitdsat. A szekvencidk egy jelentés része (67,86 %) PCV2a
genotipusunak bizonyult, mas részik a PCV2b 1A/B szubtipusdhoz tartozik (Schmoll és
mtsai., 2008). Ugyanakkor egy masik ausztriai vizsgalat soran 100 vizsgalt ondémintabdl
csak 1-ben sikertlt a PCV2 kimutatasa (Lang és mtsai., 2011). IgG ellenanyagot is
kimutattak az allatok 60 %-aban, ami azt jelenti, hogy az allatok korabban fert6zédtek, mert a
fert6z6dés kezdetén az IgM jelenik meg (amit nem sikertlt detektalni), majd késébb az IgG
(Schmoll és mtsai., 2008). Szerbidban és Szlovéniaban 2001 és 2010 kozott gydjtott mintak
alapjan Szerbiaban 30 pozitiv sertésbél 28-ban, Szlovéniaban 17 pozitiv allatbol 10 esetben
a PCV2b mutathato ki (Toplak és mtsai., 2012). Ugyanitt a PCV2a mellett egy—egy esetben
a PCV2d genotipus jelenléte is megdllapitast nyert, amelyek egy magyarorszagi
vaddisznobol szarmazé virussal (Csagola és mtsai., 2006) mutattak nagyfokd hasonlésagot.
Egy masik vizsgalat soran Szerbidban 2009—2010-es hazi sertés mintdkban a PVC2a
genotipusbdl a 2D szubtipust, a PCV2b esetében az 1A/B mellett az 1C szubtipust is
kimutattak (ez tlnik a PCV2d-vel szoros rokonnak a Nguyen és mtsai., 2012, altal készitett

filogenetikai vizsgélat alapjan). Utobbit Eurépaban mindaddig kizarélag egészséges
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allatokban mutattdk ki, mig ebben a vizsgélatban PMWS tuneteit mutat6é &llatokban.
Megallapitottak, hogy a virus szoros genetikai rokonsagban all azsiai virustorzsekkel.
Jarvanytani kapcsolatot az azsiai virusokkal nem lehetett igazolni, igy feltételezik, hogy a
PCV2a és PCV2b kozétti genetikai csuszamlas (shift) &ll a virus megjelenésének hatterében,
ami alapjan a szerbiai PCV2b 1C szubtipus egy fiatal, patogén torzsnek tekinthetd,
hasonléan egy, az USA-ban azonositott szekvenciaju virushoz, amit Xiao és mtsai. (2012)
irtak le. Ezen vizsgélatok eredményei a homogenitas kialakuldsa helyett inkadbb a
heterogenitas fokozédasa felé mutatnak (Savic és mtsai., 2012; Toplak és mtsai., 2012), bar
egyes esetekben a virus nagyon konzervativnak bizonyult az egyébként variabilisnak tartott
ORF2 génen, az elséként leirt szlovdk PCV2-h6z képest (Toplak és mtsai., 2004).

A hazankkal szomszédos Horvatorszagban féként a PCV2b genotipust lehet
kimutatni, lényegesen kisebb aranyban van jelen a PCV2a genotipus. Egyértelmien
nagyfokl egyezést irtak le genotipuson belll a horvatorszagi szekvencidk kozott, illetve a
genbanki adatokkal 6sszehasonlitasban is (genbanki szamok: HQ591365—HQ591381).

6.4.4. A kettes tipusu sertés circovirus helyzeténe  k alakuladsa a vakcinidzas
hataséra

A PCV2 kartétele elleni védekezés javarészt a megszokott jarvanyvédelmi
intézkedésekkel zajlott, mignem 2007-t6l Eurdpaban elérhetévé valt az els6é specifikus
vakcina. Ettél kezdve az allomanyok szamara a vakcinas védelem is lehetéséggé valt.
Megjelentek Ujabb vakcindk is, amelyekkel a virus kartételét csokkenteni probaltak, és
tudoméanyos kozleményekben a PCV2 vakcinak pozitiv és negativ hatdsairdl is érkeztek
beszamoldk. A vakcinazott allatok sulygyarapodasa javult, a bélsarban és a szérumban lévd
virusmennyiség csokkent (Fraile és mtsai., 2012), az elhullasok szama, a circovirussal
Osszefliggésbe hozhaté megbetegedések szama és a tarsfertézések el6fordulasa (sertések
reprodukcios zavarokkal és légzészervi tunetekkel jaré szindroma virusa —PRRSV—,
Mycoplasma hyorhinis) is csokkent (Kixmoller és mtsai., 2008).

A vakcindzas hatdsara a genotipusok egymashoz viszonyitott aranya is megvaltozott.
Ennek alakulasat egy az USA-ban elvégzett tanulméany vizsgélta (Shen és mtsai., 2012). A
vizsgéalat idején haromféle vakcina volt elérhet6: két PCV2a Cap-proteinjét tartalmazo,
baculovirusban elééllitott alegységvakcina, és egy inaktivalt PCV1—PCV2a kiméra vakcina.
A vakcinazott sertések egyikében sem volt PCV2a kimutathat6, mig PCV2b kézel 10 %-o0s
pozitivitAst mutatott. A nem vakcinazott egyedek harmada pozitiv volt PCV2a-ra, ami ugyan
igen jelentés cstkkenés a 2006-ban mért 82 %-hoz képest, viszont a PCV2b-hez képest
igen magas arany (PCV2b: 4,2 %). A PCV1 vizsgélata is megtortént, ugyanis egy koradbban
hasznalt hasonlo szerkezetli PCV1—PCV2 inaktivalt kiméra vakcina az elsd oltasok utan
feléledt, vélhetéen a nem megfeleld inaktivalasi eljardsnak koszonhetéen. Ugyan eléfordult a
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vizsgalt allatokban ez a virus is, de kiméra torzset ebben a vizsgélatban nem talaltak (Shen
€s mtsai., 2012).

Megéllapitottak, hogy a vakcinazas visszaszoritia a PCV2a el6fordulasét, a klinikai
tinetek kialakulasat, de a PCV2b prevalenciaja nem véltozik (Opriessnig és mtsai. 2013b). A
PCV2b-t tartalmazé vakcina mind a PCV2b, mind a vegyes (PCV2a és PCV2b) fert6zések
ellen is jobb védettséget biztositana (Opriessnig és mtsai., 2013a).

A vakcinazas, illetve az altala kivaltott szelekciés nyomdas hataséara varhatd, hogy a
besziikilést a genetikai valtozékonysag fokozédasa kdveti. Azon virusok terjedése varhato,
amelyeknek a kapszidja nemcsak a kédol6 nukleinsav-sorrendben, de as szinten is eltérést
mutat, ezzel valdsziniisitve a fehérje szerkezet valtozasat is. Hogy az 0 virus (PCV2d)
kialakuldsa véletlenszer(, esetleg a virulencia névekedése vagy a vakcinazas miatt alakult
ki, nem ismeretes (Opriessnig és mtsai., 2013b). Ami biztos, hogy a vakcinads védelmet
attbrve megjelentek a kinai mutdnshoz (PCV2d-ként leirt, plusz as-at tartalmazd) hasonlo
virusok is (Xiao és mtsai., 2012; Opriessnig és mtsai., 2013b), Amerikaban. Eurépédban a
vakcinacioval nem hoztak osszefliggésbe ennek a virusnak a megjelenését. A kimutatott
virusok kozott talaltak olyanokat, amelyek rekombinacioval johettek létre, hiszen a virus Cap-
génje a PCV2b-re hasonlit, de a Rep-gén inkdbb a PCV2a-ra, mig maga a virus a PCV2d-
ként leirt szekvencidk kdzé sorolhatd (Xiao és mtsai., 2012). Emellett leirtak az eredeti kinai
PCV2d szekvenciahoz hasonlité virust is (Oppriessnig és mtsai., 2013b), olyan fert6zott
allatokban, amik megbetegedtek: levertek, étvagytalanok voltak, kérbonctanilag a lymphoid
szbvetekben jelentkeztek elvaltozasok (lymphoid deplécié, granulomatosus lymphadenitis).
Az egyik érintett telepen kimutattak a PRRSV-t és a sertés influenza virust (swine influenza

virus, SIV) is, &m a masik telep ezektdl mentes volt.

6.4.5. Sertés circovirusok més éllatfajokban

Mar a kilencvenes években vizsgaltdk mind az embereket, mind a sertésekkel
kozelebbi kapcsolatban él6 emldéstket, hogy a fajra jellemzd, vagy sertés circovirust Ki
tudnak-e mutatni belélik. Az eredmények ellentmondasosak.

A nyulakat, mint kisérleti allatokat vizsgaltak. Kisérleti fert6zés soran egyeértelmiien
negativak maradtak, akar PCV1, akar PCV2 ellenes ellenanyag vagy virus kimutatasat
célozta a vizsgalat (Quintana és mtsai., 2002; Rodriguez-Arrioja €s mtsai., 2003a; Allan és
mtsai., 1994). Hasonl6an tengerimalacokban sem lehetett PCV2 elleni ellenanyagot
kimutatni (Rodriguez-Arrioja €s mtsai., 2003a).

Embereknek szant vakcindkkal kapcsolatban a circovirus fertézés tobbszor felmerdlt.
Humén circovirusrol egyelére nincs tudoméasunk (Hattermann és mtsai.,, 2004). A

cyclovirusok kozul tébbet is emberi székletbdl mutattak ki (Li-L és mtsai., 2010a és 2011),
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bar ezeket nem tudték allatokban talalt virusokkal 6sszefliggésbe hozni. Egy felmérésben
PCV1-re nézve gyenge ellenanyag pozitivitast észleltek (Tischer és mtsai., 1995a), mig mas
vizsgélatok sem PCV1, sem PCV2 elleni ellenanyagot vagy virust nem taléltak (Allan és
mtsai., 1994).

Lovakat is vizsgaltak mind PCV1, mind PCV2 elleni ellenanyag jelenlétére.
Pozitivitast egy esetben sem mutattak ki (Ellis és mtsai., 2001; Rodriguez-Arrioja és mtsai.,
2003a). Kutyakbdl és macskakbol sem lehetett ellenanyagot kimutatni (Rodriguez-Arrioja és
mtsai., 2003a), bar talaltak kutyaban olyan virust, amely a Circovirus genushoz sorolhat6. Ez
a virus egy, a nyuszt TTV-hez nagyon hasonlé genomszakaszt is hordoz (Kapoor és mtsai.,
2012), ami alapjan felmertlhet az evolucios rokonsag. Az6ta Ujabb kutya circovirust is leirtak
nekrotizalo vasculitis és granulomatosus lymphadenitis hatterében (Li-L és mtsai., 2013).

A ragcsalék kozil az egereket, mint kisérleti allatokat a PCV kutatasban is tobbszor
hasznaltak. Veluk kapcsolatban az elsédleges cél, hogy a virus betegségekben vald
szerepét, a vakcinak hatékonysagat vizsgaljak kisérleti allatokon. Masodlagos célnak lehet
tekinteni annak vizsgalatat, hogy a virus egerekben fentmarad-e, lehet-e szerepe a kérokozo
fenntartasdban.

Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a virus DNS egéroltas utan kimutathat6 az
allatokban. A vizsgélatok egyéb eredményei ellentmonddsosak. PCV1 ellenanyag
tekintetében pozitivitast (Tischer és mtsai., 1995a) és negativitdst (Allan és mtsai., 1994;
Quintana és mtsai., 2002) is észleltek. PCV2 ellenanyagok tekintetében is hasonl6 volt a
helyzet (Rodriguez-Arrioja és mtsai., 2003a; Kiupel és mtsai., 2001; Quintana és mtsai.,
2002).

PCV2 fertézés utdn a fertézésre jellemzé mikroszkopos elvaltozasokat a legtdbb
esetben kimutattak, ezek hasonl6ak voltak a sertésekben tapasztalhatokhoz: apoptoézis,
limfocita deplécio, hisztiocitas besziirédés volt megfigyelhetd a lymphoid szervekben (Kiupel
€s mtsai., 2005; Li-J. és mtsai., 2010). Ugyanakkor egy tanulmany szerint (Quintana és
mtsai., 2002) a PCV2 egerekben nem okoz mikroszképos l|éziokat. Makroszkopos
elvéltozasokat egy esetet leszamitva nem talaltak (Kiupel és mtsai., 2005; Opriessnig €s
mtsai., 2004; Li-J. és mtsai.,, 2010). Ebben az egy esetben (Deng és mtsai., 2011) a
kordbban megallapitott koérszévettani elvaltozasok mellett intersticidlis tuddgyulladast,
gliaproliferaciot és a majban limfocita proliferaciét mutattak ki. A virus immunszuppressziv
hatdsara utalhat, hogy abban az esetben, ha Haemophilus parasuissal és Streptococcus
zooepidemicussal is fertézték az egereket, akkor a morbiditds és mortalitas emelkedését
tapasztaltdk (Deng és mtsai., 2011) a PCV-vel nem fert6z6tt egerekhez képest.

A virus feltételezhetéen replikadlodik az egerekben, a bevitt virus mennyisége

novekszik (Opriessnig €s mtsai., 2004), bar az oltast kévetéen atmeneti titercsdokkenés is
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megfigyelheté (Csagola és mtsai., 2008a). Kisérletek soran a mesterségesen fert6zott
egerekkel kontaktusban lévd nem fert6zott egerekben is kimutattdk a virus nukleinsavat
(Csagola és mtsai., 2008a; Li-J. és mtsai., 2010), vagyis a fert6zott allatok képesek a virus
uritésére. Bar a vertikalis transzmisszio jelensége nem egyértelmd, Kiupel és mtsai. (2001)
kisérleti kordlmények kozott fert6zott vemhes egerek magzataiban alacsony szintl
virusjelenlétet tudtak detektalni.

A kérédz6k fogékonysaga tekintetében az eredmények rendkivil ellentmondasosak.
Szeroldgiai vizsgéalatok alapjan mind a PCV1, mind a PCV2 esetében negativ (Allan és
mtsai., 1994; 2000; Ellis és mtsai., 2001) és pozitiv (Tischer és mtsai.,, 1995a)
eredményekrél is beszamoltak.

Légzdbszervi tineteket mutatd borjakbdl és vetélt szarvasmarha magzatokbdl sikerilt
circovirust kimutatni. A szekvencia elemzés alapjan a virus a PCV2-vel 99 %-nal nagyobb
egyezést mutatott (Nayar €s mtsai., 1999). Kisérletes allatfertézések soran (Allan és mtsai.,
2000; Ellis és mtsai., 2001) és mas természetes esetekben a viruskimutatas (Rodriguez-
Arrioja és mtsai., 2003a) negativ eredménnyel zarult.

A legljabb kutatasok a PCV2b patogenitasat valoszinlsitik olyan 1 honapnal
fiatalabb borjakban, ahol bérvérzéseket és emésztdészervekben vérzéseket talaltak.
Szovettani vizsgalatokkal minden esetben a csontvel6i sejtek deplécidjat mutatték ki, az
esetek jelentés részében megfigyelheté volt limfocita deplécio illetve gyulladas. Néhany
esetben vérvizsgalat is tortént, ami alapjan aplasztikus pancitopéniat allapitottak meg, igy a
betegséget vérzéses betegség szindrémanak (haemorrhagic disease syndrome) nevezték el
(Kappe és mtsai., 2010). A hattérbél sem baktériumot, sem toxint, sem mas virust nem
mutattak ki, de PCV2b-hez hasonl6 virust igen. Mas kutatok szarvasmarha eredetli hisban
szintén kimutattdk a PCV2b jelenlétét (Li-L és mtsai., 2011), illetve kordbban mar
cyclovirusokat is azonositottak ilyen mintdkban (Li-L és mtsai., 2010a). Mindezek
megerfésithetik azt a feltételezést (Kappe és mtsai., 2010), hogy a PCV2b esetleg szélesebb

korben is elterjedt a szarvasmarhékban és korokozo szerepe is lehetséges.

6.5. Sertés circovirus okozta kartételek

6.5.1. Sertés circovirussal 6sszefuggésbe hozhaté k  orképek
A PCV2-vel oOsszefliggésbe hozhaté korképek kordbban elterjedt és elfogadott
elnevezését a kovetkez6 kifejezésekre médositottak (Segalés, 2012): szubklinikai PCV2
fert6zés (PCV2 subclinical infection), PCV2 okozta szisztémas megbetegedés (PCV2
systemic disease, PCV2-SD), PCV2 légz&szervi megbetegedés (PCV2 lung disease, PCV2-
LD), PCV2 okozta emésztdszervi betegség (PCV2 enteric disease, PCV2-ED) és PCV2

okozta reprodukciés zavar (PCV2 reproductive disease, PCV2-RD). Dolgozatomban az uj,
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elfogadott elnevezést kdvetem, ami a korabbi betegségeket is magéaba foglalja, igy ebben a
fejezetben elsésorban ennek az 6sszefoglalasa talalhato.

Szeroldgiai felmérések bizonyitjak, hogy a virus vilagszerte jelen van, de klinikai
tineteket nem minden esetben okoz. Ez a szubklinikai fert 6zés (Segalés, 2012) a virus
kozvetett kéartételei miatt jelentds. Tapasztalatok szerint hatékony vakcindzdsra még
szubklinikai fert6zésnél is szikség van, mivel javithatja a termelési mutatokat (Young és
mtsai., 2011). PCV-2 elleni vakcinazds hianyaban szubklinikai fert6zés esetén mas
vakcinazasok hatékonysaganak csokkenése figyelhetd meg (Opriessnig és mtsai., 2006).
Szubklinikai fertézés soran a virus kimutathaté a szérumbdl (pl. kvalitativ valds idejii PCR-rel
—gPCR—) 10° mennyiségnél kevesebb nukleinsav), kérszovettanilag enyhe limfocita
deplécié lathatd, ami miatt a fakultativ patogén mikroorganizmusok altal okozott fertézések
esélye megndvekedhet.

Szadmos Klinikai tinet hatterében feltételezik a PCV2 jelenlétét. Ezen betegségek
kozul a legjelentésebb a PMWS. Emellett a sertések dermatitis nephropathia tiinetegyuittese
(porcine dermatitis and nephropathy syndrome, PDNS), reprodukciés elégtelenség,
proliferativ—nekrotizalé tuddgyulladds, mas légzészervi betegségek és bélgyulladas
hatterében is megtalaltak a virust. A betegségeket egységesen a sertések circovirussal
Osszefliggésbe hozhatd betegsége névvel (porcine circovirus-associated disease, PCVAD)
jelolték (http://www.aasv.org/).

A kordbban PMWS-nek nevezett koérkép 0j elnevezése PCV2 okozta szisztémas
megbetegedés . Ebben az esetben az elsdédleges tiunetek nem specifikusak.
Altalanossagban laz, levertség, étvagytalansag mellett az allomany termelési mutatéinak
romlasa figyelhetd meg: az allomany szétné, a takarmanyhasznosulas romlik, sulyvesztés
figyelhetd meg, az allatok bdre halvanyabb, illetve helyenként cianotikus. Légzdszervi
(nehezitett, szapora légzés, kohogés) és emésztészervi (hasmenés) tlnetek mellett
sargasdag is megfigyelhetd egyes esetekben. A korkép elérehaladtaval a betegségre nagyon
jellemzé, Un. csokott (fejlédésben visszamaradt, fénytelen, durva szér)) malacokat lehet
latni. A nyirokcsomok (pl. a Inn. inguinales superficiales) testszerte megnagyobbodnak. Az
allomany 4—30 %-a betegszik meg, a mortalitds 4—20 % k6zotti. Az elhullott egyedekben
kérbonctanilag a megnagyobbodott, helyenként véresen beivodott illetve elhaldsokat
tartalmazd nyirokcsomok mellett a veseelvaltozasok szembetlindek, itt interstitialis
nephritisre jellemzd szirkésfehér tarkazottsagot lehet medfigyelni, elsésorban a
kéregallomanyban. A maj rendszerint megkisebbedett, sargasan elszinez6dott, a Iépben
difftz megnagyobbodas mellett infarktusok is el6fordulhatnak. A tidé nem esik Ossze,
elszértan sotétvoros lebenykék lathatok az allomanyaban, a sévények savés beszirédeéstdl

megszélesbedettek. A savOs testliregekben alvadasra hajlamos, szalmasérga savo
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halmozodik fel. A gyakori masodlagos bakteridlis fertézések részben elfedhetik a fenti az
elvaltozasokat. Korszovettanilag a legjellemzébb elvaltozasok a nyirokszervekben lathatok,
ahol a lymphoid sejtalakok pusztulasa és hisztiocita-proliferacio figyelheték meg. Gyakori a
tobbmagvla oOridssejtek sarjadzasa, a hisztiocitdk citoplazmajaban esetenként basophil,
szél6furtszerl (botryoid) zarvanyok figyelhet6k meg. A vesében interstitialis nephritis
figyelhetéd meg, a majban atrophia és nem-gennyes hepatitis jelentkezik, a majlebenykékben
apoptozissal, illetve perilobularis fibrézissal. A tidében az interstitialis 6déman tal jellemzéen
proliferativ tipusu peribronchiolaris—peribronchialis interstitialis pneumonia figyelheté meg, de
elhalasos bronchiolitis, illetve proliferativ—nekrotizalé6 pneumonia is eléfordulhat. A belekben
elsésorban a nyirokképletekben granulomatosus gyulladas figyelheté meg. A lymphoid
szovetekben altaldban nagy, mas szdvetekben valtoz6 mennyiségben virus mutathaté ki.

A PCV2 okozta légz észervi megbetegedés esetében vezetd tlinetként sulyos foku
nehezitett légzés, kdhdgés figyelhetd meg. A tidében a PCV2 mennyisége megnd, mig a
lymphoid szervekben nem feltétlentl van elvaltozas, a virust sem lehet minden esetben
kimutatni. A tidébeli elvaltozdsok a fentiekben leirtak szerint alakulnak, igy megfigyelheté
proliferativ jellegi interstitialis pneumonia fibrosissal vagy anélkil, bronchiolitis, proliferativ-
elhalasos pneumonia. A PCV2 mellett mas kérokozok is szerepet kapnak, igy médositva a
korbonctani-korszovettani képet. A PCV2 leggyakrabban PRRSV-vel, SIV-vel, illetve
baktériumokkal (Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, Mycolasma
hyopneumoniae) egyutt fordul eld (Thacker, 2001; Kim és mtsai., 2003).

A PCV2 okozta emészt 6szervi betegség hasmenéssel illetve bélgyulladassal, a
bélfal nyirokszoveteiben lymphoid deplécidval jar. A kdérbonctani makroszkopos lelet nem
specifikus, a bélfodri nyirokcsomok megnagyobbodasa mellett hurutos bélgyulladast lehet
megfigyelni, esetenként el6fordulhat elhalasos colitis is. A tudébeli elvaltozdsokhoz
hasonldéan ennél a kérképnél is a virus elsésorban a bél nyirokképleteib6l mutathato ki.. A
bélbeli PCV2 fertézéshez gyakran tarsul Salmonella enterocolitis, illetve Balantidium coli
jelenléte is sok esetben kimutathaté a vastagbél koérszovettani vizsgélataval (Biksi, 2014;
személyes kozlés).

A PCV2 okozta reprodukciés zavar esetében a magzatokban figyelhet6é meg
elvaltozds a vemhesség késbi szakaszaban, mig a kocdkban a fert6zés tiinetmentes. A
magzatokban limfo-hisztiocitas szivizomgyulladast, kdvetkezményes szivmegnagyobbodast
lehet megfigyelni. Az elvaltozasokbol a virust nagy mennyiségben ki lehet mutatni (ez itt
korjelzd értékid). A szivbeli elvaltozasok miatt kialakul6 vérkeringési zavar jelei a bér alatti
kotészovet diffaz vizeny6je (anasarca), a testuregekbeli folyadék felhalmozdédasa, a maj
pangasos bdévérisége. A termékenyités soran bekovetkezd fert6zédést ciklusban torténd

visszaivarzas kisérheti. A PCV-2 fertézés fogékony sildékben okozhat reprodukciés zavart,
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ma mar a fert6zottség €s a vakcinazas elterjedésével jelentésége minimalis. Kisérletes
fertézések soran azt allapitottdk meg, hogy a kanok Uritik a circovirust az onddval és a
virustol mentes kocak és malacaik az ondo6 virustartalmatol fiiggéen betegednek meg, vagy
maradnak tiinetmentesek (Grasland és mtsai., 2013).

A PDNS (porcine dermatitis nephropathia syndrome) elnevezés az Uj nevezéktan
szerint sem Valtozott meg. Ez a betegség tulajdonképpen egy lll. tipusu talérzékenyseégi
reakcié (Sierra és mtsai., 1997; Wellenberg és mtsai., 2004). A karositdo hatadsban a virus
kozvetetten vesz részt, ugy, hogy a kiemelked6en magas ellenanyagszint jelenlétében
immunkomplexek alakulnak ki, melyek a kapillarisok alaphéartydjan, igy a vese
glomerulusaiban, illetve a bér ereiben lerakddnak, ami a komplement rendszer
kovetkezményes aktivalédasa miatt helyi gyulladdsos reakciot, vérérfal-karosodast,
thrombosist idéz el6. Emellett a cellularis immunvalasznak is szerepe lehet, mivel a
citotoxikus sejtek szdmanak emelkedése is megfigyelhetd a vesében (Wellenberg és mtsai.,
2004). A koérképhez koéthetd leglatvanyosabb elvaltozas a bérén figyelhetd meg, ahol
szabalytalan vordses, olykor lilds, kiemelkedé foltok jelennek meg, elsésorban a hatulsé
végtagokon, a végbél kornyékén, sok esetben a has, mellkas bérén és a fuleken is. Az
elvaltozasok hamszovetet ellaté vérerekben kialakult fibrinoid necrézisnak, és vérerek
thrombotisalodasanak koszonhetd. Emellett étvagytalansag, laz, levertség jelentkezik,
hasmenéssel, nehezitett Iégzéssel. A tinetegylttes barmely korcsoportban eléfordulhat, de
idésebb  é&llatokban  (hizokban) gyakrabban figyelték meg. A  nyirokcsomok
megnagyobbodasa (féképp a feluletes lagyéki nyirokcsomoéké) itt is megfigyelhetd. Az
immunkomplex lerakddas a vesékben is kifejezett: a megnagyobbodott, halvany, bénedvi
vesék kéregallomanyaban szabad szemmel petechidlis vérzések lathaték. Mikroszkoposan
exudativ  glomerulonephritis, nem-gennyes intersticidlis nephritis lathatd, kitdgult
tubulusokkal. Idénként lépinfarktust is lehet tapasztalni, szintén a trombotizalt erek miatt.
Limfocita deplécid6 nem minden esetben figyelhetd meg,a virus mennyisége a lymphoid

szovetekben alacsony.

6.5.2. Sertés circovirus és az immunszuppresszio

A virus a legjelentésebb karokat az immunrendszerben okozza, aminek a
kovetkezménye a valtozé sulyossadgu, de minden fert6zott allatban megjelend
immunszuppresszio. Az immunszuppresszio jelei a limfocita deplécié és a nyirokszervek
proliferativ-granulomatosus gyulladasa. (Junior és mtsai., 2012). A limfocitak deplécidja a
fenti kérformak mindegyikében kialakul, igy ezt az elvaltozast részletesen is érdemes
bemutatni. A virusreplikacio a fertézési kapuhoz tartozé nyirokcsomoék (leggyakrabban a
horgék korali nyirokcsomok) limfocitaiban zajlik a fert6zédés korai szakaszaban (Yu-S és
mtsai., 2007). A nyirokszervek perifollicularis zonajaban el6szor a B-limfocitak érintettek,
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majd a folliculusokra kiterjedve a T-sejtek is, igy altalanos limfocitaszdm-csokkenés alakul ki
(Sarli és mtsai., 2001; Shibahara és mtsai., 2000), amit a nyirokszOvetekben torténd
virusreplik&cié vagy a virus indukalta apoptézis valt ki (Junior és mtsai., 2012). Ezeket az
elvéltozasokat kiséri a makrofagok (hisztiocitak) és oridssejtek megszaporodasa, amelyek
citoplazma-zarvanyaibdl a virus kimutathatd (Sarli és mtsai., 2001; Shibahara és mtsai.,
2000). A virusakkumulacié a zarvanyokban a fagocitdzis fokozott aktivitasat eredményezheti
(Todd, 2004), de ezekben a sejtekben a virion emésztése nem megy végbe, ugyanis a
fagoszoma a lizoszémaval nem képes egyesiilni.

A periférids vér mononukleéris sejtjeiben szaporodd virusnak inkabb a perzisztens
fert6zések sordn van jelentésége (Yu-S és mitsai.,, 2007). A virus nem mutat direkt
citotoxicitdst, a PCV2 megakadalyozza a citokinek oxigén-fiiggd hatdsait (a fert6zott
makrofagok O, és H,O, termelése elégtelen), ami a masodlagos fertézések szamara
kedvez8bb utat biztosit (Junior és mtsai., 2012). A citokinek, legféképp az interleukinek
képz6désének csokkenése (Sipos és mtsai., 2004) is jelzi, hogy az immunrendszer
mikodése csokkent, ami nemcsak masodlagos fert6zéseknek nyithat utat, hanem a
vakcindzasok hatékonysagét is csokkentheti (Opriessnig és mtsai., 2006). Szamos olyan
korokozét ismeriink, amelyek gyakrabban okoznak betegséget a PCV2 altal
immunszuppresszalt sertésekben, ilyenek a PRRSV, a SIV, a TTV, az Actinobacillus
pleuropneumoniae, a Pasteurella multocida, a Mycolasma hyopneumoniae, a Streptococcus

és Staphylococcus fajok (Thacker, 2001; Kim és mtsai., 2003).
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7. ANYAG ES MODSZER

7.1. A vizsgalati mintak szarmazasa

7.1.1. Kozép-europai PCV felméréshez gy (ijtott mintak

A mintagy(ijtés soran Magyarorszag 20, Romania 13, Szerbia 7 és Horvatorszag 28
telepérél érkeztek sertés szervek, Lengyelorszaghol pedig 6sszesen 14 teleprdl kaptunk
tisztitott DNS-t. Sajnos sem Csehorszagbdl, sem Szlovakiabdl nem sikerilt mintdhoz
jutnunk, és a GenBankban sem talaltunk elérhetd, friss (2007 utani) szekvencia adatokat. A
szervmintak elsésorban tidébél, majbdl, 1épbdl, vesébdl és nyirokcsomdbdl szarmaztak,
azonban volt k6zottiuk néhany magzat illetve magzati szerv is. 2012-ben és 2013-ban gyujtott
mintdkat haszndltunk fel, kivételt képeztek a horvatorszagi mintdk, amelyek kozil a
késdbbiekben genbanki szamukon emlitett (11 db) szekvencidk 2008-bol és 2009-bdl
szarmaztak.

A magyarorszagi mintdk mindegyike PCV2 pozitiv teleprél szarmazott, ezek
betegségben (nem feltétlentl PCV2-vel 6sszefliggésben) elhullott allatok szervei voltak. A
roméaniai mintak olyan telepekrdl szarmaztak, ahol az allatok a PMWS Kklinikai tineteit
mutattak. A tobbi mintaval kapcsolatban nem &llt rendelkezéslnkre ilyen informacio, illetve
mas allategészségugyi hattéradatot sem kaptunk. A vakcinazasi protokollokat nem ismerjik,
az elkészult 5 magyar PCV2 DNS szekvencia esetében tudjuk, hogy a szarmazasi helyikon,
a telepeken, circovirus elleni vakcinazast folytatnak.

Erdélybdl a hazi sertések mellett vaddiszné mintakat is kaptunk. Minden allatbol
érkezett nyirokcsomd, tudé, vese, 1ép és méj. A vaddiszné eredetli mintak (6sszesen 842)
harom kilonb6zé vadaszidényben kerlltek begydijtésre (2006/2007, 2007/2008 és
2010/2011) Erdély megyéibdl, kivétel Krassd-Szorény teriletét.

7.1.2. Ragcsélok
7.1.2.1. Természetes €l 6helyr 8l szarmazd ragcsalok
Két, egymastél megkozelitdleg 40 km tavolsagra lévé, de egymastdl flggetlen,
magyarorszagi, PCV2-vel fert6zott sertésteleprél szarmazott 19 egér (Mus musculus és Mus
agrarius) és 21 vandorpatkany (Rattus norvegicus) fagyasztott teteme. A ragcsaldk
kartevéirtas keretein belll, bromadiolon hatéanyagu ragcsaloirtdé szer hasznalataval lettek
extermindlva. Egy haziegeret élve fogd csapdaval fogtak, ezt a laboratériumban az
allatvédelmi szabalyoknak megfeleléen extermindltuk. A ragcsalok életkora ismeretlen, de
méretik alapjan kivétel nélkil felnétt egyedek voltak.
Osszesen 16, sertésteleppel illetve PCV2-vel 6sszefliggésbe nem hozhatd teriletrdl
szarmaz0 sarganyaku erdei egérbél (Apodemus flavicollis), haziegérbdl (Mus musculus) és 9
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mezei pocokbdl (Microtus arvalis) szarmaz6 DNS mintat is vizsgaltunk, amelyeket
dr.Gyuranecz Miklés bocsétott rendelkezéstinkre.

Az egerekben lévd virusok 0Osszehasonlitasa céljabol az egyik sertésteleprdl
szarmazo 10 sertés horgdkorlli nyirokcsom6 és tuddé mintait (vagohidrol szarmazd) is
analizaltuk.

Az allatok sulyat és ivarat feljegyeztik, tovabbd a vemhes anyaknal a magzatok
szamat meghataroztuk. Vizsgalatainkhoz a szervmintak a kévetkezék voltak: tidé, sziv, méj,
veseék, 1ép, nyirokcsomok (térdhajlati, bélfodri és horgé kordli), izmok. Abban az esetben, ha
az éllatot vemhesnek talaltuk (6sszesen 3 egér és 9 patkany esetében), akkor egy anya
magzatait egy mintaként kezeltik fuggetlendl a magzatok szaméatél, koratol.

A jobb atlathatosag kedvéért a sertéstelepi egereket és patkanyokat csoportositottuk
a gylijtési id6 és hely szerint (1. tablazat). A patkanyok esetében csak a hely alapjan
csoportositottunk, mert ,A” teleprél 3 idépontban érkeztek patkanyok, és a kis Iétszamu
csoportok esetében nem lett volna értelme kilén csoportositani. Az egereket és patkanyokat

a csoportositasuk alapjan szamoztuk be.

1. Tablazat. A sertéstelepekr 6l (A és B) befogott ragcsalok csoportositasa.

Csoport = 1 2 3 4 5 6 7 8
allatfaj egér egér egér egér egér patkany | patkany [ sertés
telep Ala Alb B Ala Alb A/b B Alb
szam 4 5 1 4 6 9 12 10

Az A telepen belll 2, egymastdl 6 km-re 1évé telephely talalhaté: Ala tenyész-, mig A/b
hizételep. A sertés eredetl mintdk egészséges sertések vagohidrél szarmazo tidé és
nyirokcsomao-mintai.

7.1.2.2.
A Kkisérlet soran 6sszesen harminc, egyenként 21—24 g-os CRL: NMRI BR, 6 hetes
néstény fehér egeret hasznaltunk, amelyeket a TOXI-COOP ZRT KKT-t6l (Budapest)

Kisérleti allatok és a kisérleti elrendezé s

vasaroltunk harom alkalommal (két szallitas kozo6tt 8 hét telt el), turnusonként 10 egeret.

Az els6 csoportbdl 5 egeret az érkezést kdveté napon (2012. 07. 20.) egyedenként
0,5ml (minimum 5x10° TCIDs,), szOvettenyészeten elszaporitott PCV2-vel fertdztiink
intraperitonedalisan. Ezen a napon az egereket 6sszeengedtik nem oltott (jeldlt) tarsaikkal. A
0. passzazs Allatait a 27. napon (2012. 08. 16.) extermindltuk. Az &llatok életének az
allatvédelmi szabalyoknak megfelel6 modon tortént kioltdsa utdn a csecsemdmirigybdl,
lépbdl, vesébdl, majbdl, tidébél és szivbél mintat vettiink. A szervmintakat elddrzsoltik,
majd a dorzsolék egy részébél DNS-t vontunk ki (I. késdbb) nukleinsav amplifikaciés célokra,

masik részeét tovabb oltottuk fogékony egerekbe (a beoltaskor a szervdorzsolék szivet és
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tudét nem tartalmazott, azok alacsony Vvirustartalma miatt). Felhaszndlasig a
szervdorzsolékeket -20 °C-on taroltuk.

A legmagasabb titert mutat6 allatbol szarmazo szervdorzsoléket felolvasztottuk, majd
kétszeri fagyasztas/olvasztas-t kovetden 5 percig centrifugaltuk (3500 xg), ezt kovetdéen a
felilisz6t 10000 xg-n 2 percig ismételten centrifugdltuk. A fellllszot leszivtuk és azonos
térfogatu antibiotikum (milliliterenként: 10000 egység penicillin és 100 mg sztreptomicin)
tartalmu PBS-sel (foszfattal pufferolt sdoldat) kevertiik, majd a kdvetkezd 5 allat hastiregébe
oltottunk beléle 0,5—0,5 ml-t. Az allatkisérleteket Ugy id6zitettik, hogy a fert6zést kdvetd 28.
napon érkezzen a kovetkez6 10 egér, amelyeket két csoportba osztottunk. A 27. napon az
elsd passzazs allatait extermindltuk és a fent leirtakhoz hasonléan beoltottuk a 3. csoportot.
Osszesen 5 egér passzazst végeztiink. A 0. passzazs egereibél vettiink sziv és tudémintat is
a csecsemoémirigy-, lép-, vese-, majmintak mellé. Ebben az egy esetben kiilon, szervenként
is kivontuk a nukleinsavat. A tobbi esetben a kilonféle szerveket 6sszekeverve egy
mintaként kezeltik. A kilon kivont DNS mintak esetében is elvégeztilk a PCR reakciot, hogy
megnézzik, mely szerveket érdemes a tovabbi viruspasszaldshoz felhasznalni. A sziv és
tudémintakbol nyert DNS-bél azonban kis mennyiségl virust mutattunk ki, ezért ezeket a

szerveket kihagytuk a passzalasbdl.

7.1.3. Circovirus kimutatasa mas allatfajokbdl
7.1.3.1. Avizsgalati mintak szarmazasa

El6szor 138, kilonb6zd helyrél és idébél szarmazdé mintat vizsgaltunk meg
circovirusok jelenlétére, amelyek kdzott 74 db hillé és kétéltd, valamint 63 hal és egy halliszt
minta volt. A minték jelentds része fagyasztva, mas résziuk alkoholban fixalva kerilt a
laboratoriumba a Szent Istvan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Karanak Korbonctani és
lgazsagiigyi Allatorvostani Tanszékérél boncolas utan, illetve kisallatkereskedésekbdl,
valamint az Magyar Tudoméanyos Akadémia Agrartudomanyi Kutatékézpont Allatorvos-
tudomanyi Intézet (AOTKI) halkortani csoportjatdl egész hullaként. A boncolast ebben az
esetben a laboratériumban végeztik el, fényképes dokumentaciéval kiegészitve.

A vizsgéalt mintak kozil mérnaivadékokbdl (Barbus barbus) sikerilt (nem PCV2)
circovirus DNS-t kimutatnunk. Az ivadékok egy magyarorszagi halkeltet6bdl szarmaztak. A
keltetében a Dunabdl fogott (nem mesterségesen szaporitott) halak adték a tenyészallatokat.
A kikelt ivadékokat a tdbbi halnal bevalt modszerrel nevelték, azonban a vartnal nagyobb
mértékl pusztulast figyeltek meg. A diagnosztikaval foglalkoz6 szakemberek nem taléltak
okot a nagymeérvil elhullasra (szinte a teljes allomany elpusztult), igy a keltetében technikai
problémara gyanakodtak, és felhagytak a késdbbiekben a halak mesterséges
szaporitdsaval. Ezért a mintagylijtés masodik koérében a mintagydjtést kiterjesztettik a
Dunaban fellelhetd marnakra. igy tovabbi 18 ismeretlen kor(, de mérete alapjan felnétt
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marnat vizsgaltunk. A marnakat helyi horgaszoktdl és halaszoktol kaptuk. A halakbdl
sza&rmazo0 vizsgalati mintdk méj, sziv, bél, vese, 1ép, vér, kopoltyu, izom és ikra voltak.

A 2011-es év soran a balatoni les6harcsak (Silurus glanis) szokottnal nagyobb
jellegtelen elvaltozasokat tapasztaltak, €s a parazitoldgiai, bakterioldégiai és virolégiai
vizsgélat negativ eredményt mutatott. Kérszovettan alapjan toxikozis gyanaja merdlt fel, &m
megerdsiteni nem lehetett. Végil a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatésagan (ADI) harom leséharcsa vizsgalt mintaiban
circovirust mutattak ki és ezeket a pozitiv mintakat Dr. Dan Adam rendelkezésiinkre
bocséatotta tovabbi vizsgalatok céljara. A harom esetbél ketténél az amplifikalt révid szakasz
szekvenciaanalizisét is elvégezték, ennek eredményét szintén rendelkezéslnkre

bocsatottak.

7.1.3.2.  Szarvasmarha vérsavok szarmazasa

Egy olyan Allattart6 teleprél, ahol egy masik kutatdsunk keretében (j tipusu sertés
parvovirusok és PCV2 jelenlétét vizsgaltuk, 3 db ndvendék szarvasmarha vérsavo mintéat
kaptunk. Ezen a telepen hizésertésekkel kozos istallbban tartanak teheneket borjaikkal és
noévendék szarvasmarhakat is. A két faj egy légtérben talalhaté, de az Aéllatok kozott
kozvetlen kapcsolat nincs. A ndvendék allatoknal nydlkas-véres hasmenés volt
megfigyelhetd. Az ADI vizsgélata alapjan a szarvasmarhak virusos hasmenését okozo virust
nem sikertlt kimutatni az allatokbdl. Korabbi vizsgélataink alapjan tudtuk azt, hogy a
sertések PCV2 pozitivak a telepen. A szakirodalom (Kappe és mtsai., 2010) alapjan felmerult
a gyanu, hogy az allatok PCV2 fert6zottek lehetnek. A tObbi korosztaly Allatai
tinetmentesnek bizonyultak, igy csak a névendékekbdl kaptunk mintékat. Az allatok tartasi
korilményei (kotetlen tartas) miatt a bélsar vételét a gondozék nem vallaltak, igy csak
vérminta vételére kerilt sor. Mindharom vérsavét -80 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig. A

késdbbiekben az allatok tiinetmentessé valtak, igy tobb minta mar nem érkezett.

7.2. Virus nukleinsav kivonasa szervmintakbal

7.2.1. Mikrogyantas DNS kivonas
A sertéstelepekrél érkezé egerek és patkanyok szerveibdl valé DNS tisztitdshoz a
Chelex® 100 Molecular Biology Grade Resin (Biorad, USA) gyantat hasznaltuk, a gyarto
leirasanak megfeleléen. A kivonas a kovetkezd lépéseket tartalmazta: kiindulasként a
szervekbdl lehetdség szerint borsényit vagtunk ki, az egy allatbol szarmazo6 nyirokcsomokat
O0sszevontuk. Szervenként kilon Petri-csészében egy fecskend6é végének segitségével

eldorzsoltik a mintat, majd ehhez 1—1 ml, kétszer desztillalt vizet mértiink. Az igy nyert
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szuszpenzidhoz tettuk hozza a kb. borsnyi mennyiségli mikrogyantat és kémcsdkeverd
(Vortex) segitségével tsszekevertik. Ezek utan 20 percig 65 °C -on tartottuk, majd 10 percig
forraltuk, végul felhasznalas el6tt legaldabb 5 percig -20 °C -ra lefagyasztottuk, illetve igy
taroltuk. A tisztitott DNS-t rovid centrifugalast (10000 xg) kdvetéen hasznaltuk PCR
reakcidhoz. Mivel az igy nyert DNS nem bizonyult kell6en tisztanak, ezért az el6z6ekben leirt
modszerrel kinyert nukleinsavat a QIAGEN QlAamp® DNA Blood Mini kittel (Qiagene,
Németorszag) a gyartd ajanldsa szerint mégegyszer Kkitisztitottuk, ha a PCR terméket
szekvenalni akartuk. Ebben az esetben kiindulasi anyagként 200 pl gyantaval tisztitott,
centrifugalt DNS kivonatot hasznaltunk, amit 5 ul Proteinase K (Fermentas, Litvania) és
200 pl lizis puffer hozzdadasa utan 10 percig 56 °C -on inkubaltunk. Ezt kovetéen 200 pl
mennyiségl, 96 %-os toménységl alkoholt adtunk a lizatumhoz, majd DNS megko6tésére
alkalmas szirét tartalmazd oszlopon centrifugaltuk at, 6000 xg sebességgel. Az oszlopra
kotédott DNS mosasa ezutdn 500—500 pul 54,5 %, illetve 67 % etanol tartalmu
mosofolyadékkal tortént 10000 xg centrifugalassal, majd a maradék alkohol eltavolitdsa is
ilyen gyorsulas mellett tértént. A sz(irérél a DNS-t 37 °C -os steril, kétszer desztillalt vizzel

oldottuk le, az eljaras végeredményeként mintanként 50 pl tisztitott DNS-t kaptunk.

7.2.2. DNS kivonas Viral Gene-spin™ Viral DNA/RNA E  xtraction Kit segitségével

A halakbol érkezett szervmintakbol a DNS-t a Viral Gene-spin™ DNA/RNA Extraction
Kit (iNtRON Biotechnology Inc., Korea) segitségével vontuk ki, a gyartd utasitasainak
megfeleléen. Roviden a kovetkezd lépéseket kovettik: minden szervbél kb. borsényi
nagysagu darabot vagtunk ki, majd a fentebb leirt médon homogenizaltuk 250 ul steril,
kétszer desztillalt vizben. Ennek a folyadék részébdél 150 pl-nyit 6sszekevertink 250 pl lizis
pufferrel. Tiz percig szobahémérsékleten allni hagytuk, ezutdn a nukleinsav megkoétését
biztositdé pufferrel (350 pl) 0Osszekeverve, a DNS-koté filtert tartalmazé oszlopon
atcentrifugéltuk az oldatot. Ezt kdvetéen kétszer mostuk mosoéfolyadékkal (500—500 pl ,A”
majd ,B” mosofolyadék, a ,B” puffer esetében a koncentralt folyadékhoz el6zetesen
négyszeres mennyiségl 96 %-os etanolt kevertiink), a maradék alkohol eltavolitasara az
ures csoOveket ismételten centrifugdltuk, majd 50 pl 37 °C-os, kétszer desztillalt vizzel
leoldottuk a szlr6kre kot6dott DNS-t. A centrifugalasok 10000 xg gyorsulason torténtek

1 percig. A leoldott DNS-t tovabbi felhasznalasig -20 °C -on téaroltuk.

7.2.3. DNS kivonas InnuPREP Virus DNA/RNA Kit segit ségével
A Kozép-Eurépaban eléforduld circovirusok genetikai valtozasainak a felméréséhez
és az egér fert6zeési kisérlet soran is az InnuPREP Virus DNA/RNA Kitet (Analytik Jena AG,
Németorszag) hasznaltuk, a gyartd szervmintédkbdl torténé DNS tisztitasra vonatkozé

ajanlasainak megfeleléen. Az egérkisérlethez valamennyi egérb6l a kovetkezd
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szervhomogenizatumot készitettik el: 0,5g lép, 0,59 md, 05g vese és 0,1g
csecsemOmirigy 3—3 ml kétszer desztillalt vizben. (Ebben az esetben a mintédkat pontosan
lemértik, hogy a kisérlet reprodukélhaté legyen.) Ennek a folyadék részébél 150 pl-nyit
0sszekevertunk 450 pl lizis pufferrel. A sertésmintaknal a leirdsnak megfeleléen a borsonyi
szervdarabot szikepengével aprora vagtuk, majd ehhez mértik hozza a lizis puffert.
Harmincpercnyi szobahémérseékletl inkubéacio utan a 450 pl lizadtumot olyan azonos térfogatu
pufferrel kevertik 6ssze, ami a DNS-t a tisztitd oszlopban talalhaté filter membranjahoz kati.
Ezt két adagban centrifugaltuk at a filtert tartalmaz6 cséveken 10000 xg-n 1 percig. Ezutan
kétszer mostuk moséfolyadékkal (elészor 500 pl 48 % etanolt tartalmazé pufferrel, majd
650 ul 19,2 % etanolt tartalmazd folyadékkal) 10000 xg-n 1 percig, a maradék alkoholt az
ures csovekbdl 10000 xg centrifugalassal tavolitottuk el 2 perc alatt. Végul 50 pl 37 °C-os,
kétszer desztillalt vizzel leoldottuk a szlrére kotott DNS-t. A virus DNS-t felhasznalasig
-20 °C-on taroltuk. A beérkezett szarvasmarha vérsavokbdél a DNS-t (150—150 ul) az
Analytik Jena innuPREP Virus DNA/RNA Kit szérum és plazma mintak feldolgozasara
ajanlott protokolljAnak megfeleléen tisztitottuk ki, ami megfelel az elébb leirtaknak, azzal a
kivétellel, hogy az emésztéshez sziikséges inkubacios idé ez esetben 15 perc volt. A kapott
nukleinsav kivonat 5 pl-ét hasznaltuk RNS-rél térténé DNS atirasra a Maxima® First Strand
cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Fermentas, Litvania) segitségével a gyartbnak a
szarvasmarhdk virusos hasmenése virusanak detektalasara ajanlott eldirasainak

megfeleléen eljarva (nem mutatott adat). A megmaradt DNS/RNS-t 4 °C-on taroltuk.

7.2.4. A kivont DNS-ként kapott mintak
Az Erdélybdl érkezett vaddisznémintakat az ADI Molekularis Biolégiai Osztalyan
dolgoztak fel a Qiagen Tissue-Lyser homogenizator (Németorszag), az X-tractor Gene
nukleinsav tisztit6 automa robot (Corbett Robotics Pty. Ltd., Ausztralia) és a Total RNA
Isolation Kit, Nucleospin 96 RNA (Macherey-Nagel, Németorszag) segitségével a
leirasoknak megfeleléen, a DNS emésztési Iépés kihagyaséaval.
A horvatorszagi PCV2 minték evollciés vizsgalataihoz a DNS feltarasa a QlAamp®

DNA Mini Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével tortént Horvatorszagban.

7.3. Virus nukleinsav amplifikalas

A nukleinsav felsokszorozdshoz leggyakrabban konvencionalis PCR-t hasznaltunk.
Ezen kivil mennyiségi meghatarozdsra qPCR-t és kevés templat esetében, illetve a
circovirusok szélesebb korének kimutatasara fészkes (nested) rendszereket is alkalmaztunk.
Ebben a részben a hdrom mddszert a szakirodalomban leirt primerek hasznalata esetén

altalanossagban mutatom be, majd a sajat fejlesztési rendszereket részleteiben ismertetem.
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7.3.1. Konvencionalis PCR

A tisztitott DNS mintakat PCR segitségével vizsgéltuk. A vizsgélatokhoz a DreamTaq
Green DNA Polymerase (Fermentas, Litvania) enzimet hasznéltuk. Az enzimhez javasolt
puffer zold festéket tartalmazé loadoldé puffert és MgCl,-ot tartalmazott. Az enzimhez
szintelen, MgCl,-mentes puffer is forgalomban van. Ezutébbi puffert hasznaltuk a vadonbol
befogott rdgcsalok konvencionalis PCR viszgélata soran, amikor a zold festéket tartalmazo
PCR puffer még nem volt forgalomban. llyenkor mintanként 3 pul 25 mM-os MgCl,-dal
egészitettik ki a reakciéelegyet. Vizsgalataink megkezdésekor a primereket a BIOMI Kft-t6l
(G6dolls), késdbb a Sigma-Aldrich-tél (USA) rendeltiik.

A PCR reakci6elegy 6sszetevéit az 2. tablazat tartalmazza:

2. Tablazat. A PCR reakcitelegy dsszetétele.

Térfogat v.

" Osszetev 6 Koncentracié Gyarto
mennyiség
1l vizsgalandé DNS minta nem ismeretes -
5ul 10x Tag puffer - Fermentas,
1yl dNTP (dNTP Set, 100 mM Solutions) * 1mM Litvania
. Sigma-Aldrich,
1—1ul primerek 25 uM USA
1—-3U Taq DNS- polimeraz enzim ** 1—5 U/l FeLr‘m(,anFas,
itvania
50 pl-ig steril, kétszer desztillalt viz - -

Az U nemzetk6zi egységet jelent.
*: ha a varhat6 termék 800 nt feletti, akkor kétszeres mennyiséget hasznaltunk
**: a varhato termék hosszatol figgden

Az amplifikaciét TGradient Thermocycler (Biometra, Németorszag) géppel végeztik.
A reakci6é soran a kovetkezd kondicidkat alkalmaztuk: nukleinsav elémelegitése 95 °C-on
10 percig, majd 35—45 cikluson keresztil: 95 °C, 30 masodperc; 52—60 °C, 30 masodperc;
72 °C, 45—120 masodperc (a varhaté termék hosszatél fliggéen). Legvégil egy végsé
lanchosszabbitasi szakasz kovetkezett 72 °C-on 7 percig. A ciklusok szamat az altalunk vart
DNS mennyiségétdl tettuk figgdvé, sertéseknél 35, egereknél, szarvasmarhandl 45 ciklust
alkalmaztunk. A vizsgélatokhoz hasznalt primerek leirdsat a 3. tablazat tartalmazza, a
hivatkozasokban a reakciok pontos menete is megtalalhaté.
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3. Tablazat.

primer
neve

A circovirus vizsgalatokhoz hasznalt p

szekvenciaja

rimerek adatai.

hasznalat

referencia

MCV1 S-GCTGAACTTTTGAAAGTGAGLGGG-3 F sertés, egér, szarvasmarha Fenaux és mtsai., 2000
MCV2 5-TCACACAGTCTCAGTAGATCATCCCA-3 R ’ ’ B
CVS 5-AGAGGTGGGTCTTCACNHTBAAYAA-3’ F
Cvas 5-AAGGCAGCCACCCRTARAARTCRTC-3 R sertés, egér, halak, szarvasmarha Halami és mtsai., 2008
CNS 5'-AGCAAGGAACCCCTCAYYTBCARGG-3’ F ' ' ' N
CNaS 5-ACGATGACTTCNGTCTTSMARTCACG-3’ R
CBB1J 5'-GCTGCCACATCGAGAA-3' F
CBB2 5'-CGCACCTTCGGATATAC-3' R ; ;
CBB3 5-GCTCTCCAACAAGGTACT-3' R sertés, eger, szarvasmarha Csagola és mtsai., 2006
CSz2 5'-GGAGGAGTAGTTTACATAGGGG-3' F
CSz1 5'-ACTACTCCTCCCGCCATAC-3' F egér
Ci2SLF S-TAAGTATTACCAGCGCACTTCG-3 F Kodzép-Europa, sertés felmérés, egér Meehan és mtsai., 2001
Ci2SLR 5-AGCGCACTTCTTTCGTTTTC-3 R ’ ’ "
PCII-F 5'-CTCGATCTCAAGGACAACG-3' F egér Molnér és misai.. 2002
PCII-R 5-ACAGCAGTTGAGGAGTACC -3 R "
PCII40F 5-GACAGTATATCCGAAGGTGC-3’ F
PCII40R 5'-GTAGACAGGTCACTCCGTTG-3' R Kodzép-Europa, sertés felmérés, egér Dan és misai.. 2003
Ci2EcoF 5-AGAATTCAACCTTAACCTTTCTTATTC-3 F v
Ci2EcoR 5-TGAATTCTGGCCCTGCTCC-3 R egér
CORF2F S-ACGTATCCAAGGAGGCGT-3 F Erdély, sertés felmérés, egér Cadar és mtsai., 2012
CORF2R 5-TACATACATGGTTACACGGATATT-3 R ’ ’ "
MTL 5-GTGATTACGCCAACGTGATG-3’ F Lérincz és mtsai. 2011
MTR 5-GCCCTTTGTGCAGTATTCGT-3' R marna B
BaCVF 5'-AGGCGATAGACGTTGTGAAG-3' F nem publikalt
BaCVR 5'-CTTGTCCATCGTATCCATCC-3' R
HTF S-CAGACCATGCTTCCGGTACT-3 F les6harcsa Lérincz és mtsai., 2012
HTR 5-GGGCTTCCTCGAAGGTTATC-3 R '

Az F az el6refelé iranyul6, az R a komplementer szalra tervezett primer.
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A PCV2 és a PCV1 kimutatasara az MCV1—MCV2 primereket (Fenaux és mtsai.,
2000) hasznaltuk. A primer tapadasahoz 55 °C-on 30 masodperc, mig a lanchosszabitashoz
45 masodperc elegendbének bizonyult. A Kozép-Eurdpat érinté felméréseknél és a
szarvasmarha vérsavoknal a sertés circovirus kimutatasa volt a cél, tekintet nélktl a PCV
tipusara.

A primerpar egy erésen konzervativ circovirus genomszakaszon kotédik, ezért
feltételeztik, hogy egerekben is képes a sertés virusokat, vagy egy esetleges PCV 6st
kimutatni. Mivel nem voltunk teljesen biztosak abban, hogy az egerekben sertés virus van
jelen, ezért a primer tapadasi hémérsékletét 55 °C-rél 53 °C-ra valtoztattuk, és a tapadasi
idét 45 masodpercre noveltik. Az igy kapott amplikonok szekvendlasat is elvégeztik a
kovetkez6 esetekben: 1 szdmu (sz.) és 2.sz. egér (az 1. csoportbdl), 5.sz. egér (2.
csoportbdl), 10. sz. egér (3. csoportbdl), 2. sz. patkany (6. csoportbdl), 13. sz. és 17. sz.
patkany (7. csoportbdl) és végul a 10. sz. sertés (a 8. csoportbal).

A diagnosztikai célu vizsgalatok soran gyakran hasznalt primerpar a CBB2—CSz2
parositds (Csagola és mtsai., 2006) is, amely a PCV2 tipusra specifikus. Ezt hasznéltuk a
kdzép-europai vizsgalatok esetében is, hogy a PCV pozitiv mintdkbdl kiszirjuk az esetleges
PCV1 virusokat. A vadon él6 ragcsalok esetében szekvencia elemzésre alkalmaztuk a 2. sz.
egér (1. csoport), a 10. sz. egér (3. csoport), a 2. sz. és 5. sz. patkany (6. csoport) és a
10. sz. sertés esetében. A primerparnal 55 °C-os primer tapadasi hémérséklet bizonyult az
idedlisnak.

A teljes genom szekvenalasahoz majdnem minden esetben a CBB1J—CBB2 és
CSz2—CBB3 primerparokat hasznaltuk (Csagola és mtsai., 2006). Ezek a parosok
megbizhatéan mikodtek, igy csak néhany esetben volt szikséges ezektdl eltérni. A
CBB1J—CBB2 52 °C-on, mig a CSz2—CBB3 55 °C-on miikodoétt leghatékonyabban. Mivel
mindkét termék elég hosszu, igy a lanchosszabitasi idére 90 masodpercet hagytunk. A
Kozép-Eurdpabdl érkezé mintdknal, valamint egyes magyarorszagi €s romaniai mintak
esetében az elébbiektdl eltérd primerparositast is alkalmaztunk. Ezek a Ci2SLF és Ci2SLR
(Meehan és mtsai., 2001) primerpar volt, kiegészitve a PCII40F és a PCII40R (Dan és
mtsai., 2003) primerparral, valamint a CBB1J helyett a Ci2SLF primert hasznaltuk a CBB2
reverz primerrel parban, az elébbieket 55 °C, az ut6bbit 52 °C tapadasi hémérsékleten. A
PCII40F és PCII40R péar rovid terméket adott, igy abban az esetben 1 perces
lanchosszabitasi idé is elegendd volt, a tobbiek esetében 120 masodpercet alkalmaztunk
ennél a lépésnél.

A 10. sz. egérnél (3. csoport) a teljes genomszekvencia kinyerésére torekedtiink,
ezért a javasoltnal hosszabb lanchosszabbitasi idét alkalmazva, illetve a PCR ciklusszamot

novelve (45 ciklus), tobb primert is igénybevettiink kulénféle kombinaciékban, azonban nem
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jartunk sikerrel. Végul az alabbi primerparok hasznalataval végzett PCR adott értékelhetd
szekvenciat 90 masodperces lanchosszabbitasi id6 mellett: az MCV1—MCV2, a
CBB1—CBB3, a CBB1—MCV?2 és a Ci2EcoF—Ci2SLR.

A kovetkez6kben a sajat fejlesztésli rendszerek szerepelnek részletesen.

7.3.1.1. Az erdélyi evolucios vizsgalat soran haszn  alt PCR
Az erdélyi evollciés vizsgalatok esetében (vaddisznok és hazi sertések) csak az
ORF2 szakaszt vizsgaltuk egy sajat tervezési primerparral (Primer Designer v. 2.0 program,
Scientific & Educational Software). A két primer (CORF2F és CORF2R) adatai a 3.
tablazatban lathatok. A primereket 35 cikluson keresztll hasznaltuk a 4. tablazatban leirtak

szerint.

4. Tablazat. Az erdélyi vaddiszndkban el  6fordulé PCV2 Cap-génjét felsokszorosito
PCR protokol.

A lejatsz6do folyamat Hoémérséklet Ciklus szama
nukleinsav el émelegitése 95 °C 10 perc 1
DNS lanc denaturacioé 95 °C 30 méasodperc
primer tapadas 55 °C 30 méasodperc } 35 ciklus
lanchosszabbitas 72 °C 4 masodperc
vegs 6 lanchosszabbitas 72°C 7 perc 1
hiités 4°C oo 1

7.3.1.2. A halakbdl kinyert DNS mintak vizsgélata

A DNS-t Halami és munkatérsai (2008) éltal leirt (a 7.3.3 fejezetben részleteiben
bemutatott) circovirus kimutatasara tervezett altalanos PCR rendszerrel vizsgaltuk. A pozitiv
eredmeényeket egy PCV specifikus PCR (Fenaux és mtsai., 2000) hasznalataval ellendriztik,
hogy nem PCV kontamin&ciordl van-e sz6, majd a kontaminacid kizarasa utan is pozitiv
esetek szekvenciaanalizisét (Macrogen Inc., Korea) kdvetéen a Primer3 program (Rozen és
Skaletsky, 2000) segitségével a korkéroés genom adta lehetéségek kihasznaldsaval a mar
ismert szakaszrol kifelé mutaté primerparokat (MTL és MTR, 3. tablazat) terveztink. A
kovetkez6 mddon beallitott kondicidkkal felerésitettiik a hidnyz6 szakaszt: elémelegités
95 °C-on 10 perc, majd 45 cikluson keresztil 95 °C 30 masodperc; 60 °C 60 masodperc;
72 °C 120 masodperc, és a végén a végs6 lanchosszabbitasi szakasz 72 °C-on 7 perc. Az
igy kapott PCR terméket megszekvenaltatva a szar-hurok és az azel6tti szakasz (a 4. abran
piros kerettel jeldlve) nt sorrendjének megallapitdsa nem volt sikeres, ezért Gjabb primerpart
terveztiink. Mivel az UGjabb primerekkel torténé szekvenalas is eredménytelen volt, az
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amplikonokat klonoztuk (7.6 Fejezet) majd a klénok szekvenalasaval sikerult a kritikus
nukleotid sorrendet megallapitani.

Ezt kovetéen a marnak circovirusainak kimutatdsa érdekében egy rovidebb
diagnosztikai primerpart is kifejlesztettink (BaCVF és BaCVR, 3. tablazat). A 35 ciklusos
reakcidé soran az elémelegités és a végsd lanchosszabbitas az el6z6ekben leirt mddon
tortént, mig a ciklus a kovetkez6k szerint médosult: 95°C, 30 masodperc; 55 °C,

30 masodperc; 72 °C, 30 masodperc.

1 1957
=

Halami és mtsai., 2008

—_— Diagnosztikai primerpar
T BaCVF és BaCVR

- —

Kifelé mutatod primerpar a hianyzé genom amplifikalasara
MTR és MTL

4. Abra. A méarna circovirusok teljes genomjanak amp  lifikacios stratégigja . A fekete
vonal a kdrkdrés BaCV genom lineéris abrdzolasa. A pirossal keretezett szakasz a szarhurok
szerkezet azon része, amely szekvendlasi problémakat okozott (. szoveges rész). A kék
vonalak az egyes PCR termékek megkozelitd helyét és méretét mutatjak. A nyilak az egyes
primereket jeldlik.

A les6harcsa circovirusa esetében a Halami és mtsai. (2008) rendszerrel felerdsitett
és megszekvenaltatott DNS szakaszra a Primer3 program (Rozen és Skaletsky, 2000)
segitségével a kovetkezdé primereket terveztik: HT-F és HT-R (3. tablazat). Mivel a
rendelkezésre &ll6 virus DNS nem bizonyult kell6 mennyiségiinek, a TempliPhi™ 100
Amplification Kit (GE Healthcare, UK) felhasznalasaval, Exo-Resistant Random primerek
(Fermentas, Litvania) segitségével a teljes virusgenomot nem specifikus mddon

felsokszorositottuk, majd a tervezett primerekkel elvégeztik a PCR reakciét a marna
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MTL—MTR primerekkel végzett PCR-hez hasonléan, dm a primerpar tapaddsanak
hémérsékleti optimuma 60 °C helyett 55 °C volt.

Mivel a les6harcsa circovirusa a konvenciondlis PCR hasznélatdval nem volt
feler6sithetd olyan mennyiségben, hogy ezt késébb felhasznalhassuk, ezért eld-amplifikalast
végeztiink. Ehhez a TempliPhi™ 100 Amplification Kit (GE Healthcare, UK) segitségét vettiik
igénybe. A kit izotermikus (30 °C) kortlmények kozott korkorés DNS megsokszorositasa
specifikus primerek hasznalata nélkil is megvaldsithaté (gordildé-kordés amplifikacio
—RCA—). A folyamat soran a DNS-gylri megfelelé pontjaihoz random hexamer kétédik, ezt
hasznélja az enzim kiindulépontként és épiti fel a DNS lancot (5. abra). A reakcid roviden a
kovetkez6 Iépésekbdl allt: 1yl korkdérés DNS tartalmd mintat 5 pl mintapufferrel
osszekevertiink, majd 3 masodpercig 95 °C-on tartottuk (denaturalas), utana jégfurdébe
helyeztik. A reakciépuffert is jégen kevertilk 6ssze, ehhez mintanként 1 pl Exo-Resistant
Random Primert (Fermentas, Litvania), 5 pl reakciopuffert, 0,2 ul enzim-keveréket és 1 pl
kétszer desztilldlt vizet kevertiink 6ssze, és adtuk a denaturdlt mintadhoz. 30 °C-on egy
éjszakan at inkubaltuk a keveréket, majd az enzimet 65 °C-on 10 percig inaktivaltuk. Az igy

keletkezett DNS-t aztan a PCR reakcioban templatként hasznaltuk.

O oy
JON

5. Abra. Gordiil & koros amplifikacio sematikus abraja.  Random hexamerek (felsd sor
révid palcak) kétédnek a korkérds DNS-en, az igy létrejové duplaszall szegmensek
primerként szolgalnak a ®29 polimeraz (fekete pontok) szamara. A hosszabbodé DNS
Jletolja” a mér elkészilt komplementer szalat (mésodik sor), a folyamat addig folytatodik,
amig a reakciot nem blokkoljuk, vagy amig a dNTP és a random hexamer el nem fogy. Végul
kulénbdz6 hosszusagu, egy- és kétszali DNS-lancok keletkeznek.
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7.3.2. Valos idej Gi PCR

Az erdélyi 2006/2007-es és 2007/2008-as vadaszati idény soran vaddisznobol
gyljtott mintdk esetében qPCR technikdhoz az MCV1—MCV2 primereket hasznéltuk. A
templat DNS-bél 2 pl-t amplifikéltunk 25 pl végtérfogatban. A reakcidelegy tartalmazott
12,5 ul iIQ™ SYBR Green Supermixet (Bio-Rad Laboratories, USA) és 1—1 pl (20 uM)
(Fenaux és mtsai., 2000) primert. Az amplifikaciét a Rotor-Gene 6000 Thermocycler (Corbett
Robotics Pty Ltd., Ausztrdlia) géppel végeztik. Két patkany és két egér esetében is sor
kerlllt a kopiaszam meghatdrozdsara ezekkel a primerekkel, a fenti korilmények kozott.
Mindkét esetben az ADI Molekularis Bioldgiai Osztalyan tortént a vizsgalat, a reakciok
Osszemérését az osztdlyon végezték. Standardként ismert mennyiségl baktériumba
klénozott DNS-t hasznaltak.

Az egérkisérletben a legmagasabb circovirus titer(i allatok azonositasara is gPCR-t
hasznaltunk Eppendorf Realplex’? Mastercycler ep gradientS gépben. A PCR-hez a
CBB2—CSz2 primereket hasznaltuk a fenti kortilmények kozoétt 45 cikluson keresztil. A PCR
mix: 1 ul DNS templatot, 5 pl DreamTag DNA Polymerase puffert (Fermentas, Litvania), 3 pl
25 mM MgCl-t (Fermentas, Litvania), 1 pl 1 mM dNTP-t (Fermentas, Litvania), 1—1 pl
25 uM primert (Sigma-Aldrich), 2,5 pl 20x EVA Green-t (Biotium, USA) és 1 ul Dream Taq
DNA Polymerase (Fermentas, Litvania) enzimet tartalmazott. Az EVA Green festék a SYBR
Green-nel megegyezd elven mikodik, miszerint a duplaszali DNS szalak kozé épll be,
detektalhatova téve a képzddé amplikonokat. Mivel a kot6dés nem specifikus, igy
olvadaspont analizisre és hagyomanyos agar6zgél kimutatdsra is szikség van.
Standardként az egéroltadshoz hasznalt minimum 5x10° TCIDs, szdvettenyészeten
elszaporitott PCV2b-t hasznaltunk.

A teljes korkoros genomok amplifikéldsa érdekében a mintakbdl kivont DNS-t a PCR
reakci6t megel6zéen a TempliPhi™ 100 Amplification Kit (GE Healthcare, UK) segitségével
Exo-Resistant Random Primers (Fermentas, Litvania) felhasznadlasaval a gyarté

utasitasainak megfeleléen, a 7.3.1.2 alapjan az RCA maddszerrel felsokszoroztuk.

7.3.3. Fészkes PCR
A fészkes vagy un. ,nested” PCR rendszer két egymast koveté PCR-bél all. Az elsé
kor egy nagyobb szakaszra tervezett primerekkel torténik. Ezek a primrek az adott DNS-re
tervezettek, azonban nem minden esetben csak a vizsgalandé nukleinsav-szakaszra
specifikusak. A masodik rendszer primerei az els6 szakaszon belll tapadnak, igy a reakcio
érzékenysége nagyban novelhet. Szakirodalmi leiras alapjan egy altalanos, a Circoviridae
csaladon belll tébb virust is kimutatd, fészkes PCR rendszert (Halami és mtsai., 2008)

vettiink igénybe, tobb esetben is. A PCR mixhez a 7.3.1 fejezetben leirt DreamTaq DNA
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Polymerase enzimet és puffert (Fermentas, Litvania) hasznaltuk. Az &ltlanos (circovirus
kimatatasra alkalmas, degeneralt) primerek a publikacioban leirtakkal megegyezé
szekvencigjuak (3. tablazat) voltak, &m a koncentracidjuk az altalunk meghatérozottal (25 uM
primerb6l 1—1 pl) egyezett meg. Az els6 PCR termékét hasznaltuk templatként (1 pl) a
méasodik PCR-hez.

Az egerek esetében nem tudtunk PCV2-tél eltérd virust kimutatni az altalanosan
hasznélt, PCV2 specifikus MCV1—MCV2 primerekkel, ezért tértink at az univerzalis
rendszerre. A belsé primerekkel az amplikonok nukleinsav szekvencia meghatarozasat is
elvégeztik a kovetkezd esetben: 2.sz. egér (1. csoport), 10. sz. egér (3. csoport) és a
10. sz. sertés. Halak, hull6k és kétéltliek virusait is ezzel a modszerrel kerestuk, tovabba a
szarvasmarha vérsavok estében is elvégeztik ezt a vizsgélatot.

A circovirus negativ egerek esetében a PCV2 specifikus 289—1307 (CBB1J—CSz1)
nukleotid kodzotti szakasz felerésitésére szolgald PCR reakciét végeztik el, majd ezt
kovetéen alkalmaztuk a PCV specifikus primereket (MCV1—MCV2) egy fészkes PCR

rendszert kialakitva.

7.4. A PCR termékek vizualizalasa, szekvenalasa

A kapott termékeket, a termék meéretétdl fuggéen 1, illetve 2 %-os agar6z gélen
futtattuk (ha 800 nt alatti terméket vartunk, akkor minden esetben 2, ha annal nagyobb
termékre szamitottunk, akkor 1 %-os gélt készitettiink). A DNS festésére kezdetben
0,4 ug/ml etidium-bromidot, késébb pedig GR Safe DNA Stain | (Life Science Technologies)
festéket hasznaltunk. A termékek méretét a DNA 1 kb ladder (Fermentas, Litvania)
molekulatomeg marker hasznélataval allapitottuk meg. Az elektroforézis un. TAE (40 mM
Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM etilén-diamino-tetraecetsav) pufferben tortént, 110 V feszlltség
alatt, a termékek és a gél hosszlusagatol fuiggéen 20—60 percig. A gélben a DNS ultraibolya
fényben latszott etidium-bromidos festéskor (detektalas: Kodak Electrophoretic
Documentation and Analysis —EDAS 290— System), mig a GR Safefestéket hasznalva a
lathatéva tétel a Dark Reader™ system (Chemical Research Inc., USA) segitségével,
420—500 nm hullamhosszu fényben tértént.

A fragmenteket az E.Z.N.A.™ Gel-Extracton Kit, vagy az E.Z.N.A.™ Cycle-Pure Kit
(OMEGA Bio-tek, USA) segitségével a gyarté utasitasai szerint tisztitottuk. A két tisztitasi
eljaras a kiindulasi anyagban kuloénbozik egymastol. A Gel-Extracton Kit esetében az
elektroforézis utan a gélbél szikepenge segitségével a tisztitandé templatot tartalmazo
darabot kivagtuk, majd a kivagott gél 100 mg-onkénti sulyahoz 200 pl DNS-t szilika

membranhoz kot puffert (2 %-os gél esetén 500 pl) adtunk és 56 °C-on tartottuk, amig a gél
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fel nem olddédott. A Cycle-Pure Kit esetében a PCR utan a fals termékektél mentes PCR
terméket (a gélen a termék mellett maradék primerek latszanak, de egyéb termékek nem)
tisztitottuk ki Ugy, hogy a friss PCR terméket dsszekevertik négyszeres (200 bazispar alatti
termék esetén hatszoros) térfogatd DNS-t a szilika membranhoz koté pufferrel. Innen a két
kit leirdsa megegyezik, nukleinsav koté filteren (szilika membran) atcentrifugéltuk (10000 xg,
1 perc) a kapott oldatot etanol tartalmi mosoéfolyadékkal kétszer atmostuk (elészér 700 pl,
majd 500 pl mosofolyadék, 10000 xg centrifugalas). A filterr6l a maradék alkoholt
centrifugalassal (10000 xg) tavolitottuk el, majd 50 pl 37 °C-os kétszer desztillalt vizzel
leoldottuk a DNS-t. A tisztitott amplikonok szekvendlasi reakcidjat a BigDye Kit (Applied
Biosystems, USA) segitségével végeztik, majd a detektalast a Biomi Kft. (G6doll6) végezte
ABI310 automata szekvenald készilékkel. A szekvenalasi reakci6 réviden: 2 ul tisztitott PCR
termékhez 2 ul BigDye puffert (Applied Biosystems, USA), dsszesen 4 pmol primert, 2 ul
BigDye enzimet és 10 ul-ig kétszer desztillalt vizet adtunk. A reakciot a TGradient
Thermocycler (Biometra, Németorszag) gépben az aldbbiak szerint végeztik: 96 °C 4 perc,
majd 30 cikluson keresztul ismételve 96 °C 10 masodperc, 50 °C 5 masodperc, végul pedig
60 °C 4 percig. Az igy elvégzett szekvendlasi reakcid termékét precipitaltuk natrium-acetéat
(2 pl, 3 M) és etanol (25 pl, 100 %) hozzaadaséaval (15 perc szobahémérsékleten), majd a
DNS-t 1650 xg-n 45 percig centrifugaltuk. Ezutan 70 % etanollal (35 pl) mostuk, majd
ismételten centrifugéltuk 1650 xg-n 15 percig, végul a DNS-t szaritottuk és igy kuldtuk el
szekvencia detektalasra. Anyagi okok miatt késébb a Macrogen Inc. (Korea) cégnél
végeztettik a szekvendlasi reakciokat, ahova a PCR termékeket el6ézetes tisztitds nélkil
kildtuk.

7.5. Klébnozas

A halak esetében az amplikon mérete csak josolhaté volt. A szekvenalashoz a PCR
termék klénozasat vettik igénybe. A kldnok hosszan eltarthatéak, bennik valdszinlileg egy
(illetve futtatas alapjan kizarhatd, ha egynél tobb) amplikon van, igy a méret és szekvencia is
egyértelm{. A PCR termék kozvetlen klénozasat lehetévé tevd Topo TA Cloning® Kittet (Life
Technologies Corp., USA) valasztottuk, és a termék leirasanak megfeleléen hasznaltuk.
Ebben az esetben 5 pul friss PCR terméket 1 pl kitben talalhato, 1,2 M NaCl-ot és 0,06 M
MgCl,-ot tartalmaz sé oldattal és 0,5 ul TOPO vectorral kevertiink 6ssze. A plazmidba
épuléshez 10—15 perces inkubacids idére van sziikség szobahémérsékleten. A plazmidokat
vagy a kitben talalhaté kémiai uton transzformalhat6 Escherichia coli (E. coli) TOP10F
baktériumokban, vagy a rendelkzésinkre all6 elektropordlhat6 DH5a (E. coli)

baktériumokban szaporitottuk fel. A kémiai Gton transzformalhaté baktériumokat hasznalat
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elétt kozvetlenul jégre helyeztik, majd ehhez adtunk 2 pl-t a Topo ligalast kovetd elegybdl és
jégfurdében 6vatosan Osszekevertik. Ezutdn 30 masodpercre 42 °C-os vizfurdébe tettik,
majd visszatettik jégre. Az elektrokompetens baktériumot el6szoér Luria Broth (LB)
tapfolyadékban 37 °C-on razatva elszaporitottuk (kb. 6 6ra), majd 4 °C-on 3500 xg-n
centrifugalva jéghideg, kétszer desztillalt steril vizzel kétszer mostuk. 250 pl
baktériumszuszpenziét 5 ul plazmiddal 2500 V-on elektroporaltunk. Mindkét esetben a jobb
baktérium szaporodas érdekében 250 ul Super Optimal Broth (S.0.C.) mediummal 1 6ran at
37 °C-on razattuk, majd 50 pg/ml ampicillin tartalm( 1,5 % bakteriolégiai agarbél (Reanal,
Magyarorszag) készilt taptalajra szélesztettiik a baktériumokat és 37 °C-on egy éjszakan at
inkubaltuk. Masnap a kin6tt baktériumtelepeket egyesével 3 ml 50 ug/ml ampicillin tartalmu
LB tapfolyadékba tettiik, és ismételten 37 °C-on egy éjszakan keresztul razattuk. Az eljaras
végén a plazmidokat egy plazmid kivonasara alkalmas kit (pl.EZ-10 Spin Column Plasmid
DNA MiniPrep Kit —Bio Basic, Kanada—) segitségével tisztitottuk a baktériumokbdl. Ehhez
1,5 ml baktérium-szuszpenziét 5 percig 10000 xg gyorsulassal centrifugaltunk, majd a
lellepedett baktériumokat pufferben (RNase tartalml oldat) reszuszpendaltuk, és a
fehérjéket valamint a genom méreti DNS-t kétlépésben precipitaltuk. A baktériumsejtek
feloldasat NaOH-ot és SDS-t (szédium-dodecil-szulfat) tartalmaz6 oldattal, a precipitaciot
kalium-acetattal végeztik el. A folyadékrész tartalmazta a plazmidot, ezért azt DNS kotésére
alkalmas szlrén atcentrifugaltuk (10000 xg), majd kétszer mostuk (alkoholos
moso6folyadékkal), a megkotdétt DNS-t 50 ul TE (1M TRISZ és 0,5M EDTA) pufferrel
leoldottuk. A klonok ellenérzésére EcoRI restrikciés endonukleazzal (Fermentas, Litvania)
torténd emésztést valasztottunk 20 pl végtérfogatban (5 pl plazmidot, 2 pl enzimhez tartozé
10x puffert és 1 pl EcoRIl enzimet —Fermentas, Litvania— tartalmazé oldat). Egy 0rés,
37 °C-os inkubaciés id6 utdn 1 %-os agardzgélen szepardltuk és a mar leirt moédon
detektaltuk a klonokat.

A marna virusok esetében a klénokat is szekvenaltuk mindkét iranybdl a plazmidon
talalhaté M13 reverz és forward primerekkel, illetve a MTL és MTR primerekkel is. Azonban
a hianyz6 szakasz szekvenciaja igy sem volt értékelheté. A Topo plazmidot igy emésztettik
egyszerre kétféle restrikciés endonukledzzal, az egyik a plazmidot vagja, a masik pedig a
szekvencia alapjan a beklonozott PCR terméket. A plazmidot vagd enzim Xhol és a BamHlI,
a PCR termékre pedig a Mlul enzim volt megfelel6. Az emésztés 15 pl-ben tértént, az
aldbbiak alapjan: 5 ul plazmid + 1,5 pl Red puffer (Fermentas, Litvania) + 1—1 pl restrikciés
endonukleaz (Xhol és Mlul, illetve BamHI és Mlul; Fermentas, Litvania) + 6,5 ul steril,
kétszer desztillalt viz. igy a plazmidbdl és a beklonozott halvirus szekvenciabdl is egy—egy
rész kiesett (6. abra). Mivel a BamHI és Mlul majdnem a teljes bekldénozott szekvenciat

kivagta, igy ezt elvetettiik. A plazmid mésik részét EcoRI restrikcidos endonukleazzal kivagtuk
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a fent leirt médon és 5 ul EcoRI-gyel és Xhol-gyel emésztett pPGEM7 plazmidba (Promega,
USA) ligéltuk. A ligalas 30 pl 6ssztérfogatban tortént, amihez 3 pl T4 puffert, 1,5 pl T4 DNS
ligazt (Fermentas, Litvania), 12,5 pl emésztett PGEM7 plazmidot és 13 pl TOPO plazmidbdl
kivont terméket adtunk. Az igy moédositott PGEM7 plazmidot a mér fent leirt médon
elektrokompetens E. coliba elektroporaltuk és elszaporitottuk. Az igy manipulélt plazmidot
szekvenaltattuk, a szekvenalas ezuttal mar megfelel6 eredményt adott. A klonozas és

szubklonozas menetét a 6. abra szemlélteti.

Marna circovirus
genom

pCR™2.1-TOPO® Klénozas

TELJES GENOM
SZEKVENCIA

Hasitasrestrikcids endonukleazokkal

6. Abra. A marna circovirus genom klénozasa. A sarga vonal a Halami és mtsai (2008)
laltal tervezett primerparral felerésitett genomrészlet. A zold nyilak az altalunk tervezett MTL
€s MTR primerek. A piros négyszo6g a primerekkel felerésitett genomrészlet a TOPO 2.1
plazmidban (www.edoc.hu-berlin.de). A piros haromszdgek a szubklébnozashoz hasznalt
restrikcios endonukleaz vagashelyeket jeldlik.

7.6. A szekvenciak elemzése

A Kkapott eredményeket egyméssal, illetve GenBankban elérhet6 adatokkal
hasonlitottuk dssze. A Lasergene MEGA 5 és MEGA 5.2 program (Tamura és mtsai., 2011)
hasznalataval készitettink filogenetikai fat, neighbor-joining modszer (NJ) segitségével,
1000 bootsrap érték mellett. Mivel a mddszer alapjan a filogenetikailag legkdzelebbinek

szamolt rokon nem biztos, hogy genetikailag is az, ezért a pontossag éerdekében a Kozép-
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Europat érintd vizsgélatnal maximum likelihood (ML) és Tamura analizist (TN) is végeztink.
A kozép-eurdpai vizsgalat esetében a GenBankbdl toltottink le teljes genomszekvenciakat
(2. melléklet), illetve felhasznaltuk Cséagola Attila 2007-es vizsgélati adatait is (Csagola,
2009). A hal mintakbdl szarmazo teljes virusgenom szekvenciakat a CAP3 program (Huang
és Madan, 1999), és a BioEdit Sequence Aligment Editor 7.0.5.3 verzido (Hall, 1999)
segitségével keészitettuk el, mig a sertésekbdl szarmazd virusok esetén az ismert
szekvencidk és az atfedd amplikonok segitségével a Lasergene MEGA 5 (Tamura és mtsai.,
2011) programot hasznaltuk. A szarmaztatott aminosav sorrend meghatarozasahoz is a
Lasergene programcsomag (DNASTAR Inc., Madison, USA) és a GenBankban fellelhet6
adatok voltak segitséginkre. A szekvencidk 6sszehasonlitdsanal a BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.5.3 verzié (Hall, 1999) pairwise alignment programjat, a sequence
identity matrix programot, valamint a tavolsagi analizishez a Lasergene MEGA 5.2 (Tamura
€s mtsai., 2011) distance matrix programijat hasznaltuk. A szekvenciak 6sszehasonlitasakor
mind a BioEdit, mind a MEGA esetében a szubtipusok képvisel6it véletlenszeriien
valasztottuk ki.

Az erdélyi vaddisznOk esetében a statisztikai elemzésekhez az R for Windows 2.12.0
programcsomagjat hasznaltuk, és ezen belll a Pearson’s Chi-négyzet tesztet.

A rekombinéciokat az RDP v.3.44. program (Martin és Rybicki, 2010) segitségével
vizsgaltuk 6 kulonbodzd eljardssal és az altalanos beallitasokkal. Emellet szekvencia-illesztés

utén, program nélkil is prébaltunk lehetséges rekombinacidkat talalni.

7.7. Immunfluoreszcencias és immunhisztokémiai vizs galat

7.7.1. Metszetek készitése

Az elézetesen -20 °C-on tarolt ragcséalok szerveinek (5. sz., 10. sz. egér, 2. sz., 3. sz.,
4.sz., 6.sz. patkdny és 10. sz. sertés) 1,5x1,5 cm-es darabjaibol félvastag fagyasztott
metszeteket készitettlink kriosztattal (Cryotome Thermo Shandon A77210167, Thermo
Fisher Scientific Inc., Németorszag), amit 80 %-0s acetonnal rogzitettiink a lemezekre
(Superfrost ultra plus, Thermo Fisher Scientific Inc., Németorszag). A tizes szamu egérbdl
formalinnal fixalt, paraffinba agyazott (Wiliams és mtsai., 1997) vékony metszetet
készitettink Shandon Hypercenter XP géppel (Thermo Fisher Scientific Inc., Németorszag)
Haines és Chelak (1991) médszere alapjan, szintén Superfrost ultra plus lemezekre (Thermo
Fisher Scientific Inc., Németorszag). A metszeteket felhasznalasig szobahémérsékleten

illetve -20 °C-on taroltuk.
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7.7.2. Indirekt immunfluoreszcencias (ilF) teszt

Az egérkisérlethez a fert6zés soran haszndlt virustorzs pontos titerének a
meghatarozasara is szukségink volt. PCV2-ROM tdrzsbdl (Cadar és mtsai.,, 2007)
szarmazO, R15 jelt virus titerének meghatarozdsa dr. Csagola Attila (2009) PhD
dolgozataban kerult kdzlésre, detektalasra az ott leirt PCV2 specifikus hiperimmun sertés
vérsavot hasznaltuk. A vizsgélatot 96 Iyukd szovettenyészeté-lemezen (VWR, USA)
végeztik, ilF mddszerrel. A lyukanként 5—6x10° circovirushoz adaptalt sertés here sejtet
(STC) fertbéztiink a virusbol készitett tizes alapu higitasi sorral (a térzsoldat 10x-es higitasu
volt, ennek 1/10-e kerllt az elsé sor lyukaira). A fert6zést kbvetd negyedik napon a lemezt
PBS oldattal haromszor mostuk, majd 1:1 ardnyd 80 %-0s aceton: 96 %-0s etanol
keverékével fixaltuk a sejteket, felnasznalasig -20 °C -on taroltuk. Elézetes felolvasztas utan
a lyukakra 100 ul 1:100 aranyban higitott PCV2 specifikus sertéssavét mértink, majd 1 éra
37 °C -os nedves kamraban torténé inkubalas utdn PBS oldattal valé haromszori mosast
kovetéen fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jel6lt anti-sertés IgG konjugatumot mértink a
lyukakra (100 pl 400x-os higitast). Egy 6ra inkubalas utan (37 °C -on, nedves kamraban)
harom mosast kovetéen 0,1% Evans-kék (Reanal, Magyarorszdg) oldattal
kontrasztfestettiik, majd fluoreszcens mikroszkop (Nikon H550S) alatt biraltuk.

A szarvasmarha vérsavokban PCV2 specifikus ellenanyagot kerestiink. Ehhez
lyukanként megkdzelitéleg 10°, PCV-mentes STC sejtet tettiink 96 lyuk( szdvettenyésztd
lemezre (VWR, USA). A tenyészetet 100 pl (minimum 5x10° TCIDs,) R15 virussal fertéztik
(kivételt képezett az utolsé két sor, ami negativ kontrollként szolgélt). A fertézés utan a 4.
napon a lemezeket PBS-sel mostuk, majd 1:1 aranyu aceton (80 %): alkohol (96 %)
keverékkel fixaltuk.

Az igy elkészult lemezre 8x100 pl felezé higitasu vérsavot mértink a harom
szarvasmarhabol. Az elsé sor 1:5 ardnyban higitott szarvasmarha vérsavét tartalmazott
0,5 % szarvasmarha szérum albuminos PBS oldatban. Pozitiv kontrollként a laboratériumban
tartott sertéssavét is bemértiink a lemez 8 lyukaba (1:500 higitasban a korabbi tapasztalatok
alapjan). A reakciét nedves kamraban 37 °C-on egy 6ran at inkubaltuk, majd a lemezt PBS-
ben mostuk haromszor, és ezutdn 60 ul FITC-cel jelolt konjugatumot (1:500 higitasban)
(Sigma-Aldrich, USA) mértiink ra. Ismételt inkubalast kovetéen (nedves kamraban 37 °C-on
egy 6ran at) Ujabb haromszori PBS-es mosas kévetkezett, majd 0,1 % koncentracioju Evans-
kék (Reanal, Magyarorszag) oldattal festettilk a hétteret. Az eredményt a Nikon H550S
fluoreszcens mikroszkdp segitségével biraltuk el.

Az egérszervekbdl kdzvetlendl a virust is megprobaltuk kimutatni ilF segitségével. A
fagyasztott szervekbdl 1,5x1,5cm-es darabokbol félvastag fagyasztott metszeteket
készitettink kriosztattal (Cryotome Thermo Shandon A77210167, Thermo Fisher Scientific
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Inc., Németorszag), amit 80 %-os acetonnal rogzitettiink a lemezekre (Superfrost ultra plus,
Thermo Fisher Scientific Inc., Németorszag). A reakcibhoz pozitiv savoként a
laboratériumban tarolt poliklondlis sertéssavdé 1:100 aranyban higitott oldatat hasznaltuk
(200 pl/lemez), az ilF elvégzéséhez pedig a fent leirt modszert valasztottuk, 100 pl helyett
200 pl-t hasznéltunk a konjugatumbol. Negativ szovetkontrollként nem fert6zott laboratériumi

egérbdl nyert szerveket hasznaltunk.

7.7.3. Immunhisztokémiai (IHK) teszt

IHK eljarast a 10. sz. egér formalinnal fixalt, paraffinba agyazott vékony metszetéhdl
(Shandon Hypercenter XP géppel —Thermo FisherScientific Inc., Németorszag— Superfrost
ultra plus lemezekre —Thermo Fisher Scientific Inc., Németorszdg—) deparaffinalast
kovetben, illetve kozvetlenll kriosztatos metszeteibdl is készitettiink. A vizsgalatot Haines és
Chelack (1991) leirdsa alapjan végeztik el, konjugatumként Dako Envision terméket (Dako,
Dénia) és az ahhoz forgalmazott kromogén (3-amino-9-ethylcarbazol) szubsztratot
hasznaltunk.

A deparaffindldshoz xilolt (Reanal, Magyarorszag) és leszallé alkoholsort (100 %,
96 %, 70 %) majd desztillalt vizet hasznéltunk, minden oldatban 5 percig tartva a metszetet.
A kriosztatos metszetet felhasznalas el6tt fixaltuk 80 %-0os acetonban. Ezutan 0,1 %
Protease (Dako, Dania) enzimes emésztés 10 percig 37 °C-on, majd 2x4 perces PBS-es
mosas kovetkezett, ami utdn az endogén peroxidok gatlasa jott 10 perces 3 %-os frissen
készitett H,O, kezeléssel. Az Ujabb 2x4 perces moséds utdn 2 %-os sovany tejporral
inkubaltuk a lemezen lévé sejteket 20 percig 37 °C-on. Ezt a virus jelolése kovette, amit
200 pl circovirus specifikus monoklondlis ellenanyaggal (1:15000 higitott, Ingenasa,
Spanyolorszag) vagy ugyanennyi poliklonalis PCV2 specifikus sertéssavoval (1:5000)
végeztink 4 °C-on egy éjszakan keresztil. A 4—5 percig tartdé mosast ezt kovetén egyszer
végeztik el, majd ramértik a konjugatumot. Konjugatumként hasznaltuk a Dako Envision
termékét, amelyet az ADI bocsajtott rendelkezésiinkre, illetve peroxidaz enzimmel jelélt anti-
sertés IgG-t is (Sigma-Aldrich, USA; ezerszeres higitdsban) 30 percig. Ezutdn mosast
kovetéen a szubsztrat amino-etil-karbazol, vagy diamino-benzidin és H,O, volt 10 percig. A
magokat hematoxilinnel festettik 3 percig, amit 5 perces folyd csapvizes 0Oblités kovetett,

hogy a sejtmagok kékre szinezédjenek.
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8. EREDMENYEK

8.1. PCV2 genetikai valtozasai

8.1.1. Kozép-Eurdpa
8.1.1.1. PCR eredmények
A vizsgélt 20 magyarorszagi sertéstelepbél 17 adott PCV pozitiv eredményt. Azt a
telepet tekintettiik pozitivnak, ahol minimum egy pozitiv allatot taldltunk. Roméaniabdl a 13
vizsgalt telepen 12 esetében mutattuk ki a PCV2 DNS-t, mig Szerbiaban ez az arany 6/7,

Horvéatorszagban 25/29, Lengyelorszagban pedig 6/14 volt.

8.1.1.2. A szekvendalas eredménye

A pozitiv mintak egy részét szekvenaltattuk. igy 2 lengyelorszagi, 3 romaniai, 5 hazai,
5 szerbiai és 22 horvatorszagi teljes PCV2 genomszekvenciat azonositottunk. Sajnalatos
maodon, a magyarorszagi €s az erdélyi mintak egy részének a szekvenaldsa nem volt
sikeres, tobb esetben nem kaptunk értékelhetd eredményt, tobb primerparral tortént,
gélelektroforézis alapjan megfelelének tiind PCR termék esetében sem. Az dsszehasonlitd
analizishez a GenBankbdl toltéttiink le tovabbi teljes genomszekvencidkat. Mivel a hazi
sertésekbdl szarmazdé, 2007 utani PCV2-re vonatkozé genbanki adatok zémmel kinai
eredetliek, igy ezek kozll leirasonként csak egyet-egyet valasztottunk ki. A 2008-ig
megjelent valamennyi PCV2 szekvenciat tartalmazta sajat adatbéazisunk (Cségola, 2009).

A magyarorszagi 5.sz. és 6.sz. minta, illetve a HQ591374 genbanki sz.
horvatorszagi szekvencia 1768 nt méretliek, mig a tobbiek 1767 nt hosszuak voltak. Az
altalunk vizsgalt 14. szamu szerbiai PCV2 plusz egy aminosavat tartalmazott a Cap-fehérjén,
ami a Cap-génen egy T delécidja (699. nt) miatt kdvetkezett be. igy a stop kodon nem a
700—702. helyen talalhatdo TAA, hanem a 703—705. nt helyen egy TGA triplet. A HQ591379
és egy tovabbi horvatorszagi (HQ591381) virus esetében is egy as-val hosszabb a kapszid
fehérje, itt a szekvencia eltér a megszokottol, a génen tébb pontmutécio is fellelhetd (l.
késdbb, a Kbzép-Eurdpat érintd filogenetikai vizsgalat fejezetben).

Egy—egy orszagon belll az 0 szekvencidk paronkénti 6sszehasonlitdsa alapjan a
horvatorszagi teljes PCV2 genomok 95,36—100 %-ban, a lengyelorszagiak 98,81 %-ban, a
szerbiaiak 96,09—100 %-ban, a romaniaiak 95,31—97,96 %-ban, a magyarorszagi mintak
97,12—98,42 %-ban voltak azonosak.
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8.1.1.3.  Kdzép-Europét érint 6 filogenetikai vizsgélat

Kbdzép-Eurépaban a sertés circovirusok felmérése és részbeni genetikai jellemzése
2007-ben (Csagola, 2009) méar megtortént. A felmérés sordn a vaddiszn6 allomanyban
PCV1 virus is kimutatasra kerilt, ami igazolta, hogy a virus természetes korilmények kdzott
is eléfordul és terjed (Tischer és mtsai., 1986; 1995b, Csagola és mtsai, 2008b). A jelen
dolgozatban leirt munka sordn Ujabb PCV1 szekvenciakkal nem taldlkoztunk. Ez
természetesen nem jelenti azt, hogy ez a virus mar nem fordulhat elé a régiéban. A PCV
specifikus primerek altal felerésitett DNS szakaszokat a tovabbiakban PCV2 specifikus
primerekkel vizsgaltuk, azaz lehetséges kevert fert6zés esetén is csak a PCV2-t mutattuk Ki.
Mivel a vizsgalataink célja a PCV2 jelenlétének és valtozékonysaganak a felmérése volt, a
PCV1 virust nem is igyekeztink kimutatni. Egy jelenleg is zajld, itt nem részletezett vizsgalat
soran azonban circovirusszer( virust (Li-L és mtsai., 2011) is kimutattunk sertésben.

A PCV2 esetében a genotipusokra vonatkozé definicié alapjan (Grau-Roma és
mtsai., 2008) a virus harom genotipusra oszthat6: PCV2a, PCV2b és PCV2c. A PCV2a és
PCV2b esetében is a genotipuson belll tébben is alcsoportokat (szubtipusokat) hoztak létre.
Ezek kozll az Olvera és mtsai. (2007) altal elvégzett csoportositas tekintheté a legszélesebb
korben elfogadottnak. Eszerint a PCV2b genotipust harom alcsoportra (1A, 1B, 1C), mig a
PCV2a genotipust 5 alcsoportra (2A, 2B, 2C, 2D, 2E) osztottak. A kinai kutatok altal javasolt
PCV2d és PCV2e genotipusok esetében, azok helyett —a kisebb mértékld kulonbségek
alapjAn— inkdbb csak a szubtipus megnevezés ajanlott (Cortey és mtsai.,, 2011). A
dolgozatban ezeket PCV2b 1C (PCV2d) illetve PCV2a (PCV2e) néven jeldltem. A

csoportositas kénnyebb megértését szolgélja a 7. 4bra.
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PCV2a 2E
PCV2b 1A

PCV2a2C
PCV2a 2B

PCV2a2A
PCV2a (PCV2e)

PCV2b 1C

PCV2b 1C (PCV2d)

PCV2b 1B

7. Abra. A PCV2 rokonségi viszonyai a telies PCV2 g enom NJ vizsgélata alapjan. A
narancsszini korcikk a PCV2b genotipust, mig a kék a PCV2a genotipust mutatja. Ezeken
belll a kisebb kdrok a szubtipusokat jeldlik. A zdld korcikk a PCV2c-bél és a hozza hasonlé

virusokbdl allé csoportot jelzi, ezen belll a zold kér magat a PCV2c¢ genotipust mutatja.

Sargaval a csoportokon kivil esé szekvenciakat jel6ltuk.

A filogenetikai analizist harom modszerrel (NJ, ML és TN) is elvégeztik, hogy az
eredmények Osszevetésével a lehetd legpontosabb elemzést tudjuk nydjtani. A fakon a
csoportok jol elkilondltek egymastol, néhany esetben egy—egy szekvencia nem ugyanabba
a csoportba sorolédott a harom kilénb6z6 mddszer szerint, igy ezeket tovabb is vizsgaltuk.
Hasonléan, a kulonb6z6 mdbdszerekkel felallitott csoportok kiindulasi pontjai is eltéréseket
mutattak.

A mintak vizsgalata sordn PCV2c genotipust nem tudtunk kimutatni, az altalunk
vizsgalt szekvencidk harom kivételével a PCV2b genotipusba tartoztak. A 8. &bra
tartalmazza a régiéban fellelhetd valamennyi teljes genomszekvencia helyét az altalunk NJ
maodszerrel készitett filogenetikai abran.
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8. Abra. Kdzép-Europabol szarmazo teljes genomszekv  enciakbdl, NJ modszerrel
készult filogenetikai dbrézolds. Azok az &gak, ahol régidbeli szekvenciak nincsenek, nem
jelennek meg. A teljes filogenetikai fa a 4. sz. mellékletben talalhaté. Az egyes csoportokat

azonos szinl kor és felirat jelzi.

Az egyik kivétel, amely nem a PCV2b genotipusba tartozott, egy horvatorszagi
eredetl virus volt 2008-bdl (HQ591374). Ez a szekvencia a PCV2a genotipusba tartozik,
ezen belll is a 2D szubtipushoz. 98,98 %-ban azonos a hozza a filogenetikai fan
legkdzelebb &llo, szintén a régiobol szarmazo, vaddisznobdl kimutatott virussal (genbanki
azonositd sz.: AY874166). A masik két kivétel 2009-bél szarmazd horvéatorszagi PCV2
(HQ591379 és HQ591381), amelyek az 1767 bazist tartalmazé csoportba tartoznak, am
ezen belul sem a PCV2b, sem a PCV2c genotipusba nem sorolhatok. Az NJ analizis alapjan
a filogenetikai fa egyik agan Iévé csoportba sem voltak egyértelmien besorolhatéak (sarga

kor jelzi a 8. abran). A TN analizis eredményeként a PCV2c genotipus tagjaihoz
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hasonlitottak a legjobban ezek a virusok, az ML vizsgalattal pedig egy olyan csoporthoz
kerlltek a legkdzelebb, amely a PCV2c genotipussal mutat rokonsagot (késébb részletezem,
a 8. 4bran a zold korcikk PCV2c-n kivilli része). Az altalunk megszekvenalt két genom egy
2004-es Kinabol szarmazdé 1768 nt hosszUsagu virussal (EF524523) és egy 2009-es
mintdbdl szekvenalt, szintén kinai PCV2-vel (HM776452) alkot egy csoportot. A csoporton
belil a péaronkénti hasonléosag 96,83 és 99,83 % kozoétt van. Ez abbdl a szempontbdl
érdekes, hogy a csoport 6sszesen ezt a négy virust tartalmazza, azonban a kulénbségek
ehhez képest igen nagyok. A két horvatorszagi virusgenom hasonlésaga egymashoz
98,07 %-o0s. Elvégeztink egy tavolsagi (distance) matrix vizsgalatot is (MEGA 5.2 program),
amelynek eredménye szerint a HQ591381 virus legkdzelebbi rokona a HM776452 (a BioEdit
program szerinti paronkénti hasonlésag 99,83 %), mig a HQ591379 virusé a PCV2b 1A
szubtipusu 644. sz. horvatorszagi virus (98,3 % a BioEdit PASC analizis szerint). Az
eredmények tikrében az elmondhatdé, hogy ezek a virusok egymashoz genetikailag
rendkivul kdzel allnak.

A csoporton Kkivili rokon keresése nem adott egyértelm(i eredményt arra
vonatkozéan, hogy ezek a virusok honnan szarmazhatnak. Az EF524523 azonositd sz. virus
kozelebbi rokon csoportja a PCV2e genotipusnak mondott csoport, mig a masik harom
virusnak a PCV2b 1A illetve 1B csoport. A vizsgalat eredményét részletesen a 3. melléklet
mutatja. Az EF524523 a szakirodalom szerint egy rekombinans ORF2-vel rendelkezd
virusgenom, amely a filogenetikai fan egy o6nallé 4gat képez (Wang és mtsai., 2009),
legk6zelebbi rokonaként pedig a PCV2e genotipusként leirt csoportot tartjak. A virus ORF2
fehérjéjének elsé fele a PCV2a genotipusé, mig a masodik fele a PCV2e genotipusnak leirt
csoporté. A mi szekvenciainkon ilyen valtozas nem igazolhaté. A rekombinaciot elemzd
programok eredményei alapjan PCV2b 1A szubtipusba tartoz6 és PCV2b 1B szubtipusu
virusok rekombinacibéjaval jottek létre. Ugyanakkor a HM776452 azonositd sz. és a mi
virusaink is a kapszidfehérjén egyedi végz&dést tartalmaznak, amelyet az 5. tdblazat mutat.
A fehérje a szokasos 233 as helyett 234 as méretli. Ez a PCV2b 1C (PCV2d)-re jellemzd
hosszlUsagu, am ott az utolsé nukleinsavak a stop el6tt nem egyeznek meg ezen virusokkal.
Minden tekintetben az EF524523 az, ami a legnagyobb mértékben kilonbozik a masik

harom virustdl, de a filogenetikai abrdkon ezek mindig egy csoportban talalhatok.
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5. Tablazat. Eltér 6 hosszUsagu kapszid szekvenciak kilénbségei.

Helyez 6dés (nt/ as)

685/229 688/230 | 691/231 694/232 697/233 700/234 703/235
PCV2b as| P P L N P STOP | g 10.
nt| CCC | CCA | CTT | AAC | CCT | TAA | TGT |ATA
HQ591379 [as| P P L N T K STOP [11.
nt | CCC | CCT | CTT | AAC | ACA |(T)AAG| TGA |GAA
PCV2b1C |as| P P L N P K STOP | 12.
nt | CCC | CCA | CTT | AAC | CCT |(T)AAG| TGA |ATA

A felsé sorban a PCV2b, alatta a PCV2b-t8l és PCV2a-t6l egyarant eltér6 HQ591379
kapszid gén szekvencia 3’ (karboxi-terminalis) része. A szintén egy as-val hosszabb
kapszidfehérjével rendelkezé6 PCV2b 1C a tdblazat aljan szerepel. A félkdvér betlk az
eltéréseket jelzik, a deletdlodott nt-ot pedig zarojel jeldli. Az aminosavak teljes nevét az 1.
melléklet tartalmazza.

A virusok dontd tobbsége az Olvera és mtsai. (2007) altal elvégzett besorolas alapjan
a PCV2b 1A szubtipusba sorolhaté. Kivételt képez a fentebb emlitett virusok mellett 8 masik
szekvencia, melyek ugyan a PCV2b genotipusba, de nem az 1A szubtipusba tartoznak.
Ezek kozul a PCV2b 1B csoportba sorolt a program 1 lengyelorszagi, 2 hazai és 2
horvatorszagi genomot. Egy szerbiai sertés circovirus a PCV2b 1C (Wang és mtsai., 2009,
szerinti PCV2d genotipus) szubtipusba sorolédott, illetve 2 szekvencia (a 703. sz.
késébb) a PCV2b

genotipuson belil, de szubtipustdl fuggetlenll helyezddik a filogenetikai fan. Az utobbi két

horvatorszagi és a 22.sz. szerbiai mintabol készitett szekvencia, |.

esetben a csoporton kiviuli helyez6dést egy—egy olyan pontmutacid6 okozza, ami as
véltozdssal is jar. Ezekben az esetekben az as valtozds mas szubtipusra/genotipusra
jellemzé.

A PCV2b 1A szubtipus virusai a dominansak Kozép-Eur6paban. Ide dsszesen 28
virust soroltunk be: 3 magyarorszagi (3. sz., 5. sz., 6.sz. ), 3 romaniai (2. sz., 8. sz., 10. sz.),
3 szerbiai (1. sz., 17.sz., 18. sz.), 16 horvéatorszagi (642. sz., 644. sz., 651. sz., 655. sz.,
670. sz., 675.sz.,, 682.sz., 686.sz., HQ591365, HQ591370, HQ591371, HQ591375,
HQ591376, HQ591377, HQ591378, HQ591380) és 1 lengyelorszagi (7. sz.) virust. Van két
olyan virus, amely a filogenetikai fan nem sorolhat6 ide, am a rokonséagi viszony tekintetében
ide tartoznak (a 703. sz. horvatorszagi é€s 22. sz. szerbiai szekvenciak), ezért ide szamoljuk
ezeket is. Az 1.sz. szerbiai PCV2 a daniai 2003/2004 szekvenciakkal mutat szoros
rokonsagot (99,89 %), de Kindbdl szarmazd virusok is kerlltek erre az agra. A 7. sz.
lengyelorszagi virus portugaliai, kinai és koreai virusokkal kerllt egy csoportba. A
legnagyobb hasonlésagot (99,77 %) a JF317579 genbanki azonosité sz.-U koreai virussal
mérte a program. A 655.sz. horvatorszagi szekvencia a HQ591376 és HQ591377

horvatorszagi genomokkal mutatott szoros genetikai rokonsagot. A 655. sz. virus és a
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HQ591377 szekvencidja 100 %-ban megegyezett és a HQ591376 sz. virushoz képest is
csak 2 nt eltérést mutatott. Hozzajuk legkdzelebb 2003-ban leirt, Daniabol szarmazé virusok
allnak (a hasonléség 99,77 %).

Egy nagyobb kdzép-eurdpai csoportot is azonositani tudtunk, ide tartozik a 642. sz.,
651. sz., HQ591365, HQ591370, HQ591371, HQ591375 és HQ591378 horvatorszagi, két
szerbiai (17. sz. és 18. sz.), az AY256457 genbanki azonositdé sz.-a4 (HUN4) hazai, harom
romaniai (DQ233257, 2 sz. és 10 sz.), 6t 2007-es szlovakiai (Slo2, Slo3, Slo4, Slo5, Slo6)
szekvencia, valamint 2009-es, Portugalidbdl szarmazo és franciaorszagi virusszekvenciak is.
A 9. abra ezt az eurdpai csoportot mutatja be. A csoportban a legnagyobb egyezést a két
azonos szekvencidju szerbiai virus mutatja, de tovabbi hét parnal is csak 1—1nt
kulonbséget talaltunk. Raadasul a leginkabb eltéré két szekvencia (két romaniai) is tobb,
mint 99 %-ban hasonlitott a tdbbire. A 644. sz. horvatorszagi szekvencia és a HQ591380,
szintén Horvatorszagbdl szarmazé virusgenom, valamint egy 2009-es kinai szekvencia
100 %-ban megegyeztek, és a 2003-bél szarmazd franciaorszagi virusgenomokkal keriltek
egy csoportba (99 % feletti egyezés). A 686. sz. horvatorszagi virus egy korabbi idébél
szarmazo lengyelorszagi szekvenciaval all szorosabb genetikai rokonsagban (99,49 %), de
egy csoportba tartozik a 670. és 675. sz. horvatorszagi (ahol a szekvencia hasonlésaga
99,89 %), valamint GenBankbol szarmazdé szerbiai szekvencidkkal is. A 682. sz.
horvatorszagi PCV2 az 5. sz. magyarorszagi szekvenciaval talalhaté egy agon (99,66 %
egyezeés), mig a 3. sz. hazai szekvencia harom, 2007 elétti kinai genommal (99,15—99,21 %
hasonlosag), a 6. sz. magyarorszagi pedig 2008-bdl szarmazd, szintén kinai szekvenciakkal
van egy filogenetikai csoportban (a legnagyobb hasonlésag a filogenetikai fa alapjan az
FJ706703 genbanki sz.-U virussal 98,7 %). A romaniai 8.sz. minta a magyarorszagi
WB—H®6 (AY874168) vaddiszn6 eredetli PCV2-vel all szoros genetikai rokonsagban a région
beliil (97,11 %).
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HQ591370 Horvéto.

HQ591378 Horvato.
642 Horvato.

HQ591365 Horvéto.

HQ591371 Horvato.

AY256457 HUN4 2003

1 @

18 Szerbia
17 Szerbia

5

9
34 Slo5 2007

Slo6 2007

| Slo 2007
SO‘I_E Slo2 2007
66 L sl032007

— | 651 Horvato.

8 DQ233257 Romania 2005
[ 16

10 Romania
40

72 2 Romania

HQ831538 Portugal 2009
_ZOE AY321997 Fra. 2003
16 AY321998 Fra. 2003

‘HQ591375 Horvéto.

9. Abra. A teljes genomszekvenciakat tartalmazo, NJ modszerrel készult filogenetikai
fan a PCV2b 1A szubtipuson belll az az 4g, amely el sésorban K&zép-Eurépabdl
szarmazo szekvencidkat tartalmaz. A szirke keretben a 2008 utani, a régiébdl szarmazé
virusok lathatoak.

A 703. sz. horvatorszagi és a 22. sz. szerbiai virus a PCV2b 1A és 1B szubtipus
kozotti terlleten foglal helyet, mindkét virus inkdbb az 1B szubtipushoz all kézelebb az NJ
mabdszerrel készilt filogenetikai dbran. A filogenetikai abratdl fuggetlen dsszehasonlitast
figyelembe véve mindkettd a PCV2b genotipus 1A szubtipusdhoz tartozik (Pubmed
nucleotide blast analizis, http://blast.nchi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Az ML modszerrel is mindkét
virus a PCV2b 1A szubtipushoz csoportosul. A TN analizis alapjan a PCV2b 1A szubtipus
legaldbb harom részre bomlik. Ennek egyik aga a PCV2b 1B szubtipus, és igy helyezédnek
a ketté kozott a fenti szekvencidk. A két virusgenom egymasra 99,32 %-ban hasonlit. A
szekvencidk O0sszehasonlitasa sordn a replikdz génen két as valtozassal jaré nt-mutaciot
azonositottunk. A 34. nt a szerbiai esetben a PCV2b 1B, mig a horvatorszagi mintanal a
PCV2b 1A szubtipusra jellemzd. A 105. nt a horvatorszagi virus esetében valtozott meg ugy,
hogy as valtozast is okozott, ami nem jellemzd sem az 1A, sem az 1B szubtipusra. A kapszid

esetében as valtozast nem talaltunk.
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A két genotipus egyikébe sem sorolt egyéb virusokat is elemeztik. Két esetben az
1040. nt helyén egy T inzerciét lehet megallapitani (EU450592 és JF317571). Mindkét virust
Koredban azonositottdk, és az elébbit az 1A és 1B szubtipushoz, mig a masodikat
egyértelmien az 1A csoporthoz soroltak (Nguyen és mtsai., 2012). A mésik ide csoportosulo
3 kinai szekvenciarél (genbanki sz.: EU503039, GU083582, JQ002672) leirds nincs, a
GenBankban egyedil a GU083582 sz. virust csoportositjak a PCV2b 1A alcsoportba. A TN
analizis alapjan a két koreai szekvencia a PCV2b 1B alcsoportba kerilt, mig a masik harom
a szerbiai és horvatorszagi virussal egyitt nem sorolddott be egyik szubtipusba sem. Az ML
analizis alapjan pedig a szerbiai és horvatorszagi szekvenciak a GU083582 és JQ002672
szekvencidkkal vannak egy csoportban, a PCV2b 1A-hoz sorolédva. Az EU503039 genbanki
sz. virus is a PCV2b 1A-ba sorolédott, azonban a masik négy szekvenciatdl kulon. Az
EU450592 és JF317571 genbanki sz. szekvencidkat a PCV2b 1B-vel kdz0s agra tette a
program. A szekvencidinkkal kapcsolatban UGgy gondoltuk, hogy rekombinaciéval
keletkezhettek, am ez nem igazolddott sem a program hasznalataval, sem pedig az
alignment alapjan.

Az Ujonnan megvizsgalt virusok koézil 1 lengyelorszagi (2. sz.), 2 magyarorszagi
(4. sz., 1. sz.) és 2 horvatorszagi (662. sz., 671. sz.) szekvencigja tartozott a teljes genomok
alapjan a PCV2b 1B genotipusba. A lengyelorszagi PCV2 legkdzelebbi rokona egy Cséagola
(2009) korabbi felmérése sordn megszekvenalt, szintén lengyelorszagi virusgenom (az
egyezés 99,15 %), mig a két horvatorszagi virus egymassal azonos (100 %). A 4. sz.
magyarorszagi szekvenciahoz kinai szekvencidk &llnak viszonylag koézel a filogenetikai
elemzés alapjan (99 % feletti egyezéssel), mig az ML analizis alapjan a két fentebb emlitett
horvatorszagi virussal vannak egy agon (99,15 %). A magyarorszagi 1. sz. virus talalhato a
legtéavolabb mindezektél. A fanak azon agan helyezédik, ahol féként 2009—2010-bdl, a
Tavol-Keletrél szarmazo6 virusok foglalnak helyet. Az ML alapjan teljesen kulén agon
talalhatd, mig a masik két filogenetikai fan a legkdzelebbi rokona egy koreai szekvencia
(JF317573, 99,1 % az egyezes).

A PCV2b 1C (PCVv2d) szubtipusu virusokrél feltételezik, hogy a patogenitasuk
magasabb, mint a tébbi genotipusba tartozé virusé. Az ide sorolt virusok kdzott van olyan,
amelynek a kapszidgénjén az 1035.nt kiesett (Guo és mtsai., 2011), és emiatt az
aminosavak szama eggyel megnétt. llyen delécios mutans virust mar leirtak Kozép-
Eurépéban is, és a mi vizsgalatunk is igazolta a jelenlétét. A HQ378158 azonositd sz. (Savic
és mtsai., 2012) és a 14. sz. szerbiai szekvencia is ide tartozik. Toplak és munkatarsai
(2012) ide soroltak az AY874167 genbanki szamu, hazankban kimutatott vaddiszno eredeti
virust, valamint az egyik szerbiai (JF795337) és egy szlovéniai (DQ010548) virust is. Utébbi

két virusnak a teljes genomszekvencidja nem érhetd el, igy az altalunk készitett fakon nem
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abrézoltuk. Az altalunk készitett filogenetikai abrdkon egy &ltalunk megszekvenélt genom
(14. sz., Szerbiabdl) sorolodott ide egyeduliként a kbzép-eurdpai mintak kézul, szamos kinai
szekvencidval rokonsagban. Egy kordbbi szerbiai szekvencia (HQ3778158) viszont a
filogenetikai fa alapjdn a PCV2b 1C szubtipusba tartozik, és a két szekvencia kdzott a
hasonldsag 99,15 %. Két USA eredetli genomot is ide csoportositott a program, amirél révid
kozleményben azt jelentették, hogy filogenetikailag ugyan valéban ide tartoznak, de PCV2a
és PCV2b genotipusu virusok rekombinaciojaval johettek létre (Xiao és mtsai., 2012). Az
altalunk elvégzett filogenetikai elemzések sordn a fent emlitett AY874167 azonositd sz.
(WB—H5) magyarorszagi vaddiszné eredetli virus egy esetben (TN) a PCV2b 1C
szubtipusba, egy esetben (ML) a PCV2b 1B szubtipusba és egy esetben (NJ) a PCV2b
genotipusba (de szubtipusokon kivil) helyezédétt. Mivel az erdélyi vaddisznok esetében is
talaltunk ide tartozé virusokat, ezért annak a vizsgélatnak az eredményét a kdnnyebb
érthetdség szempontjabdl itt irom le. A fent emlitett szerbiai és szlovéniai szekvenciak
hianyosak, a deléci6 szempontjabdl fontos szakaszt nem tartalmazzak. A korabban
Roméaniaban leirt JN006445, JN006446, JN006449 és JN006450 genbanki sz. virusok
(Turcitu és mtsai., 2011) is ide csoportosulnak az altalunk megszekvendélt JN382158,
JN382160, JN382163, JN382170, JN382178, JN382179, JN382183 és JN382188 genbanki
sz. virusokkal egyutt. A Cap-fehérje vizsgélata soran az 1035. nt (A) delécioja a IN006445
€s JN006446 virusokndl jelen van, az 1035. nt C, igy egy lizin beépllése is biztos, de az
utdna kovetkezék (feltételezhetéen stop kodon) mar nincsenek jelen. A JN006449 és
JN006450 szekvenciak esetében a fehérje 233 as, &m a stop kodon a szokasos TAA helyett
TAG triplet, azaz az 1033.nt T helyett C-t tartalmaz. Az erdélyi mintakban és a
magyarorszagi vaddisznéban ilyen jellegl véaltozdst nem mutattunk ki. A BioEdit program
alapjan a kozép-eurépai PCV2b 1C szekvencidk kozétt a maximalis hasonlésdg 99,71 %
(JN006449 és JN006451, illetve a INO06449 és LN382158 kozott), a legnagyobb kilénbség
a 14. sz. szerbiai minta és a JN382160 jel(i romaniai virus kozott van, 91,92 %. Ezt ugyan
magyarazhatja, hogy a szerbiai virust a PCV2b 1C (PCV2d) csoporthoz soroltuk, de a
PCV2b 1C csoportba sorolt JNO06445 és AY874167 genomok kozott is nagy a mérhetd
kulénbség (93,01 %). A PASC analizis alapjan a JN006445 all a legk6zelebb a PCV2b 1C
(PCV2d) csoporthoz (98,72 % a hasonl6sag a 14. sz. szerbiai virussal).

Uj csoportként szerepel a PCV2a genotipuson beliil helyez6dé PCV2a (PCV2e)
(Wang és mtsai., 2009). A leirdssal (2006 eléttrél szarmazé kinai szekvencidkat tartalmazé
csoport) ellentétben 6 db 2009 utani szekvencia is ide tartozik (mindharom fan). Mindharom
fa alapjan a PCV2a szubtipus ebbdl a csoportbol agazik el. A tavolsagi matrix alapjan is ez a

csoport inkabb a PCV2a genotipus tagja, mint 6nallé genotipus.
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Emlitésre méltdé egy tovabbi ag is, amely mindhdrom analizis alapjdn azonos
csoportnak tlnik. A csoport kulonallo, de a PCV2c-vel helyezédik egy agon. Azonban a
tavolsag analizis soran nem tlinnek szoros rokonoknak. Ez a csoport féleg vietnami, kinai
szekvencidkbdl all, bar Koreabdl és az egyik elemzés alapjan Belgiumbdl szarmazo
szekvencidk is idetartoznak. A virusok tobbsége 2010-bdl és 2011-bdl szarmazik. A
hasonlosag azok kdzott a virusgenomok kozott, amelyek legalabb kétféle modszerrel késziilt
fan is ebbe a csoportba tartoznak 94,74—99,89 % kozotti. A szekvencidkat tekintve ide
harom csoport virusai tartoznak: az elsé csoportba olyan szekvencidk, amelyek az 1041.
helyen egy T inzercioval rendelkeznek, ett6l azonban a kapszidfehérje stop kodonjanak
helye nem valtozik, és a fehérje 233 as hosszusagu. Az eredeti leiras alapjan (Nguyen és
mtsai., 2012) ezeket a virusokat a PCV2a 2E csoportba osztottak, megallapitva, hogy azon
belll egy 6nall6 4gat képviselnek. A Cap-fehérjén a 86—91 as motivum nem a PCV2a-ra
(SnPRsV) hasonlit, hanem a PCV2b-vel (TyKlsl) egyezik meg, akarcsak a masik két
csoportban (az 1. melléklet tartalmazza az as teljes nevét). A tavolsagi matrix eredménye
alapjan a rokonsag nem tlnik nagyon szorosnak a masik két csoporttal, a paronkénti
0sszehasonlitas sem ad 97 %-ot eléré eredményt. A masik csoport olyan virusszekvenciakat
tartalmaz, ahol a virusok nt-jainak szama 1767, de a Cap-fehérje egy as-val hosszabb, mint
az atlagos PCV2 esetében. Itt a szokasostol eltéréen egy A kiesett (1035 nt helyérdl), am az
1033. nt helyére egy C inzertélddott, igy eltolédik a stop kodon, és TAA helyett TGA-val
zarodik a leolvasasi keret. Ez a varidcid megegyezik a PCV2b 1C (PCV2d) szubtipussal,
ahol ugyanilyen Cap-fehérje is lehetséges. A csoportrol azt irjak az irodalomban, hogy a
PCV2a 2C (AY256459 magyarorszagi torzs) és a PCV2b 1C (FJ948168 kinai torzs, a mi
fainkon a PCV2b 1C (PCV2d) csoportba sorolt virus) rekombinéciojabol létrejétt virusok (Cai
€s mtsai., 2012). Ha ez igy igaz, akkor a csoport tobbi tagja is ide tartozik. Megjegyezném,
hogy a foldrajzi tavolséag és az eltelt évek alapjan ez a PCV2 esetében elég nehezen hihetd:
egy europai 2003-as virus és egy kinai 2008-as virus rekombinaci6jabol szarmazo virusokat
taldltak Kindban 2010-ben és Vietnamban 2011-ben. Bar ez a csoport a tavolsdgi matrix
alapjan olyan messze all az elsé csoporttél, mint a PCV2a 2E-t6l illetve PCV2b 1C-tél. A
harmadik csoportban a kapszid 233 as hosszl, és a genom is 1767 nt. Ez utobbi csoport
csak az NJ mébdszerrel készitett fa alapjan tartozik ide, mig a masik két mddszer szerint a
PCV2b genotipusba sorolodik. A TN analizis alapjan a PCV2b 1B és PCV2b 1C szubtipusok
kozott, csoporton Kiviliként, mig az ML analizis alapjan a PCV2b 1B szubtipushoz tartozik.
Az elsé csoporton belil a hasonlésag 94,74—98,87 %, a masodik csoporttal
95,53—97,17 %, a harmadikkal pedig 94,92—97,34 %. A masodik csoporton belll a
hasonlésag 97,23—99,6 %, a harmadikon belll 99,15—99,66 %, mig a két csoport kozoétt
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96,26—96,89 %. A PCV2c virusaival és a HQ591379 és HQ591381 sz. horvatorszagi
virusokkal a legnagyobb hasonlésag nem haladja meg a 98 %-ot.

Az Aaltalunk szekvendlt virusgenomok esetében a rekombinacio lehetéségét is
vizsgaltuk. Ennek soran egyértelm(, az alignmenteken jél lathatd rekombin&ciot nem
talaltunk. Rekombinacié keresd programok segitségével azonban szamos esetben lehetett
ezeket megfigyelni. A szamunkra rekombinans virus érzetét kelt§ virusokrdl sem latszott
egyértelmien, hogy valdéban azok lennének. A rekombinacidés eseményeket elemzé program
eredményeit a 6. tdblazat foglalja dssze.

A Horvéatorszaghdl szarmazé HQ591379 és HQ591381 sz. mintakrél gy véltik, hogy
két genotipus rekombinacidjaval keletkeztek (ahogy az EF524523 GenBankbol szarmazé
virus esetében is), ezt igazolni azonban nem tudtuk. A vart PCV2a és PCV2a (PCV2e)
rekombinacioval ellentétben a program szerint a 644 sz. horvatorszagi (PCV2b 1A
szubtipusba tartozd) és az 1. sz. magyarorszagi (PCV2b 1B szubtipusu) virusoknak
megfeleld genomok rekombinaciojaval jottek létre.

Az 1. sz. magyarorszagi minta, amely a tdbbit6l kilonbdzének tlint és a PCV2b 1B
altipusba tartozik -az ORF2 részen inkdbb a PCV2a 2D szubtipussal mutat hasonléséagot-,
az elemzések alapjan egy rekombinéns virus. A nagyobbik ,szulé” (major parent) a 662. sz.
horvatorszagi szekvencia, mig a kisebb ,szl6” (minor parent) a 2. sz. romaniai szekvencia,
illetve ezekhez nagyon hasonlé ismeretlen szekvencidk. A 662. sz. szekvencia a PCV2b 1B
altipusba tartozik, mig a minor parent PCV2b 1A szubtipust szekvencia. Erdekesség, hogy a
PCV2a egy masik rekombinans-vizsgélat alapjan szintén lehet az egyik ,szulé” (PCV2a 2D
szubtipusba tartoz6 WB—H4 —AY874166), azonban ezen a szakaszon a PCV2a-val egyes
PCV2b 1B és PCV2b 1C szekvenciak is egyeznek. A mésik ,szil6” PCV2b 1A alcsoportu
6. sz. magyar minta. A fentebb mar emlitett 703. sz. horvatorszagi és 22.sz. szerbiai
nukleinsav szekvenciakrél a varakozasainkkal ellentétben a

mintakbol szarmazo

rekombinaciokat azonosité programok a rekombinacié tényét nem erésitették meg.

6. Tablazat. Rekombinciét elemz & programok eredménye a sajat szekvenciainkon.

Szekvencia | Nagyobb szil 6 Kisebb szil 6
Név Csoport | Név Csoport Név Csoport
8 sz. Ro PCV2b 1A | AY874193* | PCV2b 1A Cro 2 NB

1sz. Mo PCV2b 1B 662 sz. Ho PCV2b 1B 2sz.Ro PCV2b 1A
1sz. Mo PCV2b 1B AY874166 PCV2a 2D 6 sz. Mo PCV2b 1A
HQ591374* PCV2a 1D 662 sz. Ho PCV2b 1B 2sz.Ro PCV2b 1A
HQ591379* NB 644 sz. Ho PCV2b 1A 1sz. Mo PCV2b 1B
HQ591381* NB 1sz. Mo PCV2b 1B 644 sz. Ho PCV2b 1A

*: genbanki azonositdszam, Ro: roméniai, Mo: magyarorszagi, Ho: horvatorszagi, NB:
nem besorolhatd a teljes genomszekvencia alapjan.
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8.1.2. Erdélyb 6l szarmazo6 PCV vizsgélata

Részt vettink erdélyi mintdk circovirus tartalmanak felmérésében és filogenetikai
vizsgalataban is. A 2006/2007-es és 2007/2008-as vadaszati idényben gy(jtétt mintakban
Szilagy és Temes megye kivételével a tobbi, 6sszesen 13 megyébdl (Krassé-Szérénybdl
nem érkezett szervminta) sikerllt PCV-t kimutatni. A vizsgalt allatok 13,52 %-a bizonyult
pozitivhak. A pozitiv esetekben a mintak 100 %-aban kimutathaté volt a PCV2, mig a PCV1
csak 3 esetben. A 2010/2011-es vadaszati idénybdl szarmazd vaddiszndékban a PCV2
8,3 %-ban fordul elé, mig hazi sertéseknél a telepekre lebontott prevalencia 73,4—2100 %
kozott valtozott.

Osszesen 28 vaddiszn6bol és 8 hazi sertésbdl kimutatott PCV2 telies ORF2
szekvencidja kerllt meghatarozasra, emellett a filogenetikai vizsgalatokhoz tovabbi 211,
GenBankbol szarmaz6 PCV2 szekvenciat is felhasznaltunk. Ezek alapjan a vaddiszndkban
taldlt PCV2-ok kodzotti hasonlésag 89,6—100 %, ez as kompozicié alapjan 87,5—100 %, a
vaddisznokat a hazi sertésekkel dsszehasonlitva 90—99,8 % (as alapjan: 88,8—100 %), és
a GenBank adataival 6sszehasonlitva 86,3—100 % (as alapjan: 86,3—100 %).

A filogenetikai analizis alapjdn a vaddisznok circovirusainak 86 %-a a PCV2b
genotipusba tartozik, mig a maradék 4 éllat virusa a PCV2a genotipusba. A hazi sertések
PCV2 virusai koziul a szekvenalt 8 minta mindegyike a PCV2b genotipusba sorolhato. A
PCV2a genotipusu virusok az Olvera és mtsai. (2007) altal leirt 2D szubtipusba tartoznak,
mig a PCV2b genotipuson belill az 1A, 1B és 1C szubtipus is megtalalhat6. A vaddiszndk
esetében az 1A szubtipusba 12, mig az 1B-be 5, az 1C-be pedig 7 szekvencia tartozott, a
hazi sertéseknél ezek szama rendre 4, 3 és 1.

A megszekvendlt 36 ORF2 esetében 5 virustorzs viszgalata alapjan tint ugy, hogy
rekombinaciéo eredményeként jottek létre. Ebbdl 2 a PCV2b 1B szubtipusba, 3 az 1C
szubtipusba tartozott. Négy virus esetében is ugyanazon 6s parokat lehetett azonositani: az
egyik 6s egy korabbi, szintén Romaniabdl, vaddisznébdl szarmazé PCV2b 1C szubtipusu
virus (PCVv2d), (Turcitu és mtsai., 2011), a masik 6s pedig egy ebbdl a felméréshdl eredd,
(genbanki azonosité: JN382177) PCV2a 2D szubtipusu virus. Az 6tddik esetben egy PCV2b
1C szubtipusu virus PCV2b 1B szubtipusu virussal rekombinalédott. A rekombinacid helyét

€s a lehetséges donor virusokat a 7. tdblazat ismerteti.
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7. Tablazat. Romaniabdl szarmazé, rekombinans ORF2-

vel rendelkez 6 PCV2.

. genbanki Szarmazas Genotipus/ Kisebb Rekombinans szakasz
Elnevezeés "y " . :

azonosito megye/év szubtipus (nukleotid)
. PCV2b 1B PCV2b 1C

Ro—WB 541 | JN382170 Bihar/2010 PCVv2b C IN382184 IN382183 493—558
. PCV2a 2D PCV2b 1C

Ro—WB 666 | JN382175 Hargita/2010 PCV2b B IN382177 IN006445 224—467
PCV2a 2D PCV2b 1C

Ro—WB 754 | JN382179 Arad/2010 PCV2b C IN382177 IN006445 236—582
PCV2a 2D PCV2b 1C

Ro—WB 794 | JN382183 | Beszterce/2010 PCV2b C IN382177 INO0BA45 209—564
. PCV2a 2D PCV2b 1C

F1—21 JN382185 Szatméar/2011 PCV2b B IN382177 IN006445 221—475
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8.2. Sertés circovirusok kapcsolata mas allatfajokkal

8.2.1. Befogott ragcsalok
8.2.1.1. PCR eredmények befogott ragcsélok esetében

A PCR eredmények alapjan a sertéstelepektél fuggetlenul gyUjtott ragcsalok mintai
negativnak bizonyultak mind sertés, mind pedig eddig ismeretlen, mas circovirusokra.

A sertéstelepekrél gyijtott ragcsalok kozott ugyanakkor szdmos mintaban PCV2-t
tudtunk kimutatni. Osszesen 13 egérben és 5 patkanyban talaltunk circovirust, ez az egerek
65 %-a, a patkanyok 23,8 %-a. A vagoéhidrol szarmazo egészséges sertések 80 %-aban
lehetett kimutatni a virust. A vemhes allatok esetében virus DNS-t a magzatokban nem
talaltunk (az anya szerveinek pozitivitasa esetében sem). A 1épbél és nyirokcsomokbol
lehetett leggyakrabban a PCV2 nukleinsavat kimutatni: az 6sszes pozitiv allat 100 %-abdl,
mig a tidok és vesék 22,2 %-aban, a majaknak csak 5,56 %-aban talaltunk PCV2 DNS-t. Az

egyes csoportokra vonatkozé eredmeényeket a 8. tablazatban foglaltuk 6ssze.

8. Tablazat. A ragcsaldkra vonatkozd PCR vizsgalato  k 6sszesitett eredménye.

PCV2 pozitiv / 6sszes éllat szama

Csoport . Lép és
M3y Ve nyirokcsomé
1 (egér) 1/4 0/4 1/4 4/4
2 (egér) 1/5 0/5 0/5 1/5
3 (egér) 0/1 0/1 0/1 1/1
4 (egér) 0/4 0/4 0/4 4/4
5 (egér) 0/6 0/6 0/6 3/6
6 (patkany) 1/9 1/9 1/9 3/9
7 (patkany) 1/12 1/12 2/12 2/12
8 (sertés) 8/10 0/10 0/10 8/10

A csoport besoroldsokat az 1. tdblazat tartalmazza.

Az MCV1—MCV2 (Fenaux €s mtsai., 2000) primerpar sertés circovirus specifikus,
korabbi tapasztalataink alapjan egy érzékeny, j0l mikédé rendszer része. A ragcsalé mintak
esetében azonban csak 6 esetben kaptunk egyértelml és szekvenciaanalizishez is
megfelel6 eredményt. Az fragmentek egyértelmien PCV2b genotipusba sorolhaté
virusgenomok darabjai voltak.

A negativ mintak esetében elvégeztik a PCR reakci6t a Halami és mtsai. (2008) altal
leirt circovirus specifikus primerekkel is, hogy az &llatokban esetleg el6forduld, PCV2-tél
kulénb6z6 virusokat is ki tudjuk mutatni. A rendszer érzékenységének tesztelésére
kontrollként PCV2 pozitiv egér mintakat is hasznaltunk. Tovabbi pozitiv esetet nem
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detektaltunk, illetve a pozitiv mintak kozott akadtak olyanok, amelyek az univerzalis
rendszerrel negativnak bizonyultak.

A SYBR Green segitségével elvégzett kopiaszam meghatarozas alapjan az
egerekben a kiinduldsi virusszdm magasabb volt, mint a patkanyoknal. Az olvadaspont
analizis alapjan a patkanyokban talalt virusok esetében az olvadaspont alacsonyabb volt,
mint a pozitiv kontroll vagy az egerek virusai esetében. Ezért agar6zgél-elektroforézissel is
kiegészitettik a vizsgalatot, amellyel nem-specifikus termék keletkezését nem tudtunk
detektalni, a patkanyok pozitivak voltak PCV2-re.

Teljes PCV2 genomszekvenciat meghatarozni egyik ragcsalébél szarmazo mintabol
sem sikerllt. A sertésnél kitinéen mikodd két atfedd szakasz felerdsitésével (Csagola és
mtsai., 2006) illetve kisebb szakaszokbdl sem tudtuk a teljes genomszekvenciat félépiteni.
Vizsgalataink soran nem csak az egymashoz ajanlott parokat hasznaltuk, hanem a genom
korkoros voltat kihasznalva tébb primer kombinaciot is teszteltiink. A laboratériumunkban a
PCV2 diagnosztikdjaban gyakran hasznalt CBB2—CSz2 primerek péarositdsaval két egérbdl
és két patkanybdl is meghatarozasra kerilt a PCV2, a szekvencia analizis megerésitette a
PCV2b genotipusba val6 tartozasukat.

Az elsére negativnak bizonyul6 ragcsalokhoz egy PCV2 specifikus ,nested” rendszert
allitottunk 0ssze, ez a CBB1—CSz1, mint kilsé és MCV1—MCV2, mint belsd primerek
felnasznalasaval tortént. igy tovabbi mintak adtak circovirus pozitiv eredményt. Az

eredmeényeket a 9. tdbldzat mutatja be.
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9. Tablazat. A PCV pozitiv ragcsalék és sertés viru s nukleinsav kimutatasara hasznalt
rendszerek illetve a rendelkezésre all6 szekvenciak

sov | mew | ey Fészkes PCR |

Egyed CBB1, Szekvencia

spec. spec. Spec. MCV1,MCV2

CSz1
1 sz. egér + ? -
2 sz. egér +
3 sz. egér ?
4 sz. egér ? - - +
+
+

5 sz. egér
10 sz. egér
11 sz. egér - - -
12 sz. egér - - -

13 sz. egér - - -
14 sz. egér - - -
16 sz. egér - - - - +

19 sz. egér - - -
20 sz. egér - - - + -

2 sz. patkany + +
6 sz. patkany - +
8 sz. patkany - +
13 sz. patkany - + +
17 sz. patkany + + +

10 sz. sertés + + + +

+ [+ ++ |+

++ |+ |+

+
1

+ |+ |+ |+

O ININIO O o0 0TR R AR W N R

+: a pozitiv reakciokat jeldli, -: a negativ reakciok jele, ?: kétes reakciok, az ures cellak azt
jelzik, hogy ott nem végeztiink vizsgalatot. A CV circovirust jeldl. A csoport besorolasokat az
1. tdblazat tartalmazza.

8.2.1.2.  Szekvenciaanalizis a befogott rAgcsalok es  etében

7 minta esetében késziilt szekvenciaanalizis az MCV1—MCV2 szakaszrol: 5 esetben
kozvetlenul a mintabdl szarmazott a termék, mig a 7. csoport 2 patkdnyabdl csak el6zetes
felerésités utan sikerult a megfeleld szakaszt kinyerni. Minden minta PCV2b-nek bizonyult,
azonban ezen a konzervativ szakaszon is voltak eltérések.

CBB2—CSz2, illetve univerzalis circovirus kimutaté primerekkel tovabbi 4 ragcsalébol
és sertésbdl mas szakaszok nukleotid meghatarozasa is elkészilt, amelyek szintén PCV2b-
nek bizonyultak. A sikeresen amplifikalt szakaszokat és genomon belili elhelyezkedésiiket a

10. abra mutatja be.

75



1.nt 1767.nt

501 749

, > <
Egérl

, 288 Fa 1300 1568
Egér2 _— i Phd
Egér5
Egér 10 289 437

289 749 1445 1739

Patkany 2
Patkany 6
Sertés 10

10. Abra. A sikeresen el &allitott, ragcsalokbol szarmazo PCR termékek PCV2b
genomhoz viszonyitott helyez 6dése. A fekete szinl vonal a linearisan abrazolt PCV2b
genom. A szamok a primerek kotddési helyei. A kék nyilak a Fenaux és mtsai. (2000) altal

leirt primerek, a piros nyilak a Halami és mtsai. (2008) altal leirt belsd primerek, a z6ld nyilak
a CSz2—CBB2 primerek, a narancssarga nyilak a CBB1J—CBB3 (Csagola és mtsai., 2006),
mig a fekete szinnel jelolt primereket Dan és mtsai. (2003), valamint Meehan és mtsai.
(2001) publikaltdk. A szines vonalak az egyes primer kombinaciokkal nyert amplikonokat
reprezentéljak.

8.2.1.3. IIF és IHK

Az ilIF vizsgélatot 3 PCV pozitiv patkany (6. csoport 2. sz., 6. sz. és 8. sz.) esetében
végeztik el kriosztatos metszetekbél. Vizsgdlatainkhoz a kovetkezd kontrollokat
haszndltunk: pozitiv kontrollként egy sertés (8. csoport 10. sz. allat) nyirokcsomobol késziilt
metszetet, negativ kontrollként pedig egy PCR-rel negativ patkanybdl (6. csoport 4. sz. allat)
készitett metszetet. A ragcsélok kozil a 6. sz. patkdny majdban talaltunk pozitivitdsra utalé
elvaltozast, mig a sertés esetében a pozitivitas nem volt egyértelm{. A tobbi allat esetében
negativ reakciét allapitottunk meg.

A 6. sz. patkany (6. csoport) és egy sertés (8. csoport 10. sz.) kriosztatos metszetén
illetve a 10. sz. egér (3. csoport) paraffinba agyazott metszetén IHK-t is elvégeztink. Az
eredmények elbiraldsdhoz dr. Szeredi Levente segitségét keértik. Véleménye szerint a
metszetek eredménye nem volt pozitiv.

Klasszikus, szOvettenyészeten torténd virusizolalassal is prébalkoztunk, azonban

ennek eredmeény negativ lett (nem mutatott adatok).
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8.2.2. Egérkisérlet eredménye
A nulladik passzazs egerei az extermindlds utdn PCV pozitivnak bizonyultak. A
vizsgélatot szervenkeént is elvégeztik ezeknél az egereknél, és a qPCR eredményeként
megallapitottuk, hogy a tidé és a sziv kisebb mennyiségben tartalmazott virust (nem
mutatott eredmény), mint a tobbi szerv, ezért késébb nem hasznaltuk fel ezeket a szerveket.
Az egerekbdl mar az elsé egér passzalas utdn sem sikerdlt virust kimutatni gPCR
segitségével. Igyekeztiink a mintdkat RCA segitségével felsokszorozni, és azt vizsgalni PCR
segitségével, azonban az MCV1—MCV?2 illetve a CSz2—CBB2 primerparokkal elvégzett

reakcié is negativ eredménnyel zarult.

8.2.3. Szarvasmarha vérsavo vizsgalati eredmények

8.2.3.1. PCR eredmények

Mindharom szarvasmarha és a teleprél érkezett sertések mintai is pozitivak voltak. A
telies genom PCR is sikeres volt a 2. sz. szarvasmarha vérsavo esetében. A viruson tobb
olyan helyet is azonositottunk, ahol a szekvencia nem egyértelmi. Itt a szekvenalas soran
két nt is kordlbelul ugyanolyan gyakorisaggal fordult el6. A két nt kdzul az egyik minden
esetben az volt, amelyik a telepen a sertésekben jelen 1évé virusban is megtalalhatd. A
valtozasok as valtozast is okoznak, a Rep-fehérjén 1, a Cap-fehérjén pedig 4 as is valtozik.
Az igy megvaltozott virus megtaladlhatd mashonnan szarmazo6 sertések PCV2 virusai kozott

€s PCV2b 1A tipusu, akarcsak a sertéstelepi virus.

8.2.3.2. Immunfluoreszcencias vizsgélat
A vérsavok ilF vizsgélata sordn a harom szarvasmarha vérsavébdl nem sikerdilt

PCV2 ellenanyagot kimutatni.

8.2.4. Halak, hull 8k, kétélt Gek vizsgalati eredményei
8.2.4.1. Halak, hill ék és kétélt dek PCR eredménye

A hillék és kétéltliek vizsgéalata negativ eredménnyel zarult. Circovirus DNS-t nem
sikerdlt belélik kimutatni.

A halak koézul a méarnakban 8 esetben talaltunk circovirust az altalanos circovirus
kimutatdsara (Halami és mtsai., 2008) hasznalt PCR rendszerrel. Mind a 8 esetet meg tudtuk
erdsiteni az altalunk tervezett diagnosztikai primerparral is. A diagnosztikai primerpart azért
dolgoztuk ki, hogy a szbvettenyésztés soran konnyen ellenérizheté legyen a virus
szaporodéasa. A pozitiv szervekbdl a virusizolalast egy kulfoldi laboratorium végezte (Queens

University of Belfast), amely vizsgalat eredménye a jelen dolgozatnak nem targya. A virus
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PCR-rel torténd kimutatasa tbbb szerv esetén is sikeres volt, f6ként majbol és Iépbdl, illetve,
ha az ikras hal valamely szerve pozitiv volt, akkor a virust az ikrabdl is ki tudtuk mutatni.

A hat les6harcsabdl harom esetében lehetett circovirust kimutatni. Itt a szervenkénti
vizsgalatra nem volt lehet6ség, mert az &llatok el6zetes feldolgozas utan keriltek a

laboratériumba.

8.2.4.2. Halak circovirusainak szekvenalasi eredmén ye

Marnak esetében a szekvenciameghatarozas eredményeként két teljes, U]
virusgenom nukleotid sorrendjét hataroztuk meg, amelyek a GenBank adatbazisaba is
bekerlltek BaCV1 (hivatkozasi szdm: GU799606) és BaCV2 (hivatkozasi szam: JF279961)
néven. A két virus két allatbdl kerllt meghatarozasra. Mindkét virusgenom 1957 bazis
hosszul, egymassal 94,7 %-ban azonosak.

LesBharcsédknal is két esetben hataroztuk meg a kimutatott virus teljes nukleotid
sorrendjét: CfCV1 (hivatkozasi szam: JQ011377) és CfCV2 (hivatkozasi szam: JQ011378).
Mindkét genom 1966 nt hosszusagu, egymassal 99,4 %-ban egyeznek meg.

A filogenetikai analizis elvégzése soran sajat virusszekvenciainkat a GenBankban
megtalalhatd reprezentativ circovirus és cyclovirus mintdkkal hasonlitottuk 6ssze, a gének
as sorrendjét, illetve a telies genomot is. A halak virusai minden kétséget kizardéan
circovirusok, de egyik eddig ismert circovirus csoporthoz sem tartoznak, ©Onallé

viruscsoportot alkotnak.
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9. MEGBESZELES

9.1. A PCV2 genetikai valtozasai

A GenBankban ma méar szamos szekvencia rendelkezésiinkre all a kdzép-eurdpai
régiobdl is. Mig a 2003-ban leirt adatok els6sorban a PCV2a genotipusrol tettek emlitést,
addig 2007-ben talnyomo részt PCV2b kerllt azonositasra. Jelenlegi vizsgélataink soran is
ezt az eredményt kaptuk, PCV2c genotipust nem mutattunk ki és a referencia-szekvenciak
kivételével a GenBankban sem talaltunk ide tartozé virusokat. Munkank soran egy PCV2a
genotipusu virust, két be nem sorolhaté PCV2 szekvenciat, illetve harmincnégy PCV2b
genotipusba tartozé virust azonositottunk. Ez utobbiak kozil a legtébb virus az Olvera és
mtsai. (2007) altal Iétrehozott csoportok kozul a PCV2b 1A szubtipus tagja volt.

A PCV2b 1A és 1B szubtipusok (Olvera és mtsai, 2007) nem alkotnak kulon
csoportot a kapszidfehérjék analizise alapjan, igy néhany 1A és 1B szekvencia is egy agra
kerlllt az altalunk készitett filogenetikai abrdkon, ami esetenként kozelebbi rokonsagot
feltételez, mint két 1B alcsoportba tartozé virus kdzott. A két szubtipus elkuldnilése a teljes
szekvencidk alapjan azonban szembet(ind (11. abra), ezért csak a teljes genomokroél készult
fakat hasznaltuk fel elemzéseink soran. A két szubtipusra jellemzd motivumok alapjan az
elkilonités a kapszidfehérjek as sorrendje alapjan is lehetséges lenne, am ekkora
mintaszamnal egyszer(ibb, ha csak a teljes genomszekvencidkat hasznaljuk. Természetesen
szukség esetén a kapszidfehérjéket is megvizsgéaltuk, mint ahogyan azt a HQ591379 és

HQ591381 genomok esetén mar bemutattuk.
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11. Abra. A teljes genomszekvencia alapjan NJ modsz  errel készitett filogenetikai abra
(A), és a kapszidfehérje aminosav-kompoziciéja alap  jAn NJ mbdszerrel készitett
filogenetikai abra (B). A teljes genomszekvenciak alapjan a PCV2b 1A és 1B szubtipus
elkulonllése egyertelm(, mig a kapszidfehérjék alapjan a két szubtipus nem véalaszthato
kulon. Az ,A” abrdn a PCV2b 1B szubtipus pirossal jeldlt. A nem feliratozott rész a PCV2b
1C szubtipus, rézsaszinnel jelolve. A ,B” dbran a pirossal bekeretezett virusok a PCV2b 1B
szubtipusba, a kilén nem jeldltek pedig a PCV2b 1A szubtipusba tartoznak.

Harom kulonb6zd programmal készitettiink filogenetikai elemzést (NJ, ML és TN). A
programok &ltal generdlt &brazolasok egyike sem a vart eredményt adta. A felmerilt
ellentmondasok tisztazaséra javasolt Bayesian analizist a szekvenciak nagy szdma miatt
nem tudtuk elvégezni, igy a harom filogenetikai fa alapjan végeztink analizist. A szekvencidk
tébbsége egy csoportba sorolddik. Néhany olyan eset lathato, ahol az eltéré matematikai
modell mas csoportba sorolja az érintett szekvencidkat. A kulénbdzé algoritmussal készitett
abrakat a dolgozat 4. mellékletében tlntettik fel. Az alignmentek hasonlésagi értékei is
eltéré eredményt mutatnak a killénb6zd programok hasznélataval, mivel azok masképpen
stlyozzak az alignmentek egyes pontjait, illetve sok esetben a pontmutaciok nem jarnak as
valtozassal, mig mas esetben okozhathak olyan as valtozast, ami a mas szubtipusu
virusokra lehet jellemzé. Mivel ezek a virusok rendkivil kisméreti genommal rendelkeznek,
ezért egy—két aminosavnyi valtozas is igen fontos lehet a virus besorolasdban. llyen
esetben azonban a természetben lezajlé lassu valtozasi folyamatrél van szé és nem
rekombinaciorol.

A PCV2a genotipus teljes egészében visszaszorulni latszik, mind Kézép-Eurépaban,

mind a vilag més részein. A 2007 utani id6bél szarmazo 278 szekvencia kdzul mindésszesen
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23+6 tartozott ide. A 6 virus a PCV2a (PCV2e) csoporthoz tartozik, amely leirasa alapjan
(Wang és mtsai., 2009) csak 2006 el6tti Kinaban leirt virusok keriltek ide. Mindharom
analizis szerint ugyanaz a 14 kinai szekvencia kerilt ebbe a csoportba, koztik 6 a
2009—2011 kozotti idészakbdl. Mindharom fa alapjan a PCV2a szubtipus ebbdl a csoportbol
agazik el. A tavolsagi métrix alapjan is ez a csoport inkabb a PCV2a genotipus tagja, mint
onallé genotipus. Csagola (2009) altal végzett csoportositas eredményét tukrozi az altalunk
készitett filogenetikai abra is, miszerint a PCV2a genotipuson belll 6t csoportot lehet
megkulonboztetni: PCV2a (PCV2e), PCV2a 2A, PCV2a 2D, PCV2a 2E, valamint a kdzos
csoportot alkotd PCV2a 2B és PCV2a 2C. Az NJ elemzés alapjan készult filogenetikai abran
szembetlinik, hogy a PCV2a 2B és PCV2a 2C kozelebbi rokonok, mint a szubtipusok
altalaban, illetve a paronkénti 6sszehasonlitas eredménye alapjdn az egyezés a két
szubtipus kdzott 97 % feletti, a tavolsagi matrix alapjan is a két szubtipus kdzott a tdvolsag
atlagosan 0,02—0,03, mig méas szubtipusokndl ez az érték magasabb. Az Olvera és mtsai.
(2007) altal készitett csoportositas idején a PCV2a (PCV2e) szekvenciaknak egy része mar
elérheté volt a GenBankban, azonban a vizsgalat soran ezeket alcsoporton kivil, a PCV2a
genotipushoz soroltak. Mindezek alapjan azt javasoljuk, hogy a hagyomanyok megtartasa
miatt a PCV2a 2B és 2C maradjon 6nallé két szubtipus, azonban a PCV2a (PCV2e) helyett
a PCV2a 2F lenne a helyesebb megnevezés.

A PCV2c genotipushoz sorolt 3 referencia adaton kivil mas ide tartozé virust nem
sikerllt azonositani. Ebbél arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez a csoport evollcios
zsékutca lehetett.

A legelterjedtebb genotipus minden kétséget kizdréan a PCV2b. Ezen belil hat
(2. sz. lengyelorszagi, 1. és 4. sz. magyarorszagi, 662. sz. €s 671. sz. horvatorszagi, 14. sz.
szerbiai) szekvencia kivételével az altalunk szekvenalt virusok a PCV2b 1A szubtipusba
tartoztak, megerdsitve azt a kordbbi elgondolast, hogy a virus genetikai anyagara a
besziikilés jellemz8. Csagola (2009) ezt a csoportot tartotta a legesélyesebbnek a
szélesebb kor( elterjedésre, és Kozép-Eurdépa vonatkozasdban ez beigazolodni latszik,
hiszen a teljes szekvencidk jelentés tbbbsége sajat vizsgalataink, és korabbi vizsgélatok
alapjan is, ide tartozik. A teljes adatbazisunk alapjan is a PCV2b 1A szubtipus a
legelterjedtebb, bar a Kdzép-Eurdpan kivilre esd terlleteken ez a dominancia felborulni
latszik, és eltolédik a PCV2b 1C szubtipus felé. Az erdélyi evollcios vizsgalatokndl is azt
tapasztaltuk, hogy a vaddiszndk esetében az 1A szubtipusba 12, mig az 1B-be 5, az 1C-be
pedig 7 szekvencia tartozott, az erdélyi hazi sertéseknél ez 4—3—1, ami viszont nem
mutatja ezt a tendenciat. A genbanki adatok alapjan azt lehet megfigyelni, hogy 2010 6ta
csak néhany szekvencia sorolddik a PCV2a 1A-ba. A PCV2b 1B szubtipusba tartoz6 virusok
szdma 2008 és 2010 kozott novekedett (az 6sszes PCV2b 1B szubtipus 45,87 %-at ilyen

81



évjaratu virusszekvenciak adjak, az ennél Ujabbak csak 13,76 %-ot). Feltételezésiink szerint
a vakcinazasok modositottak a természetes evoluciés folyamatokat, valészinlileg a PCV2b
1C szubtipus is ezért kezdett erételjesebben terjedni, kdnnyebben attérve a vakcinak altal
kivaltott védelmet. A hipotézist alatimasztja, hogy az ebbe a csoportba tartozé szekvencidk
78,41 %-a 2008 ota eltelt idobél szarmazik, ekkor valtak a vakcindk széles koérben
elérhetévé. A dolgozatban szerepld 278 Gjonnan (2007 utan) azonositott virusbol 227
tartozott a PCV2b genotipusba. A 227 virus 37,44 %-a a PCV2b 1A szubtipusba sorolodott,
a 32,16 %-a a PCV2b 1B-be és a 30,40 %-a a PCV2b 1C-be (ebbdl a PCV2d: 22,47 %).

Egyes felmérések alapjan a PCV2b 1C (PCV2d) szubtipusu virusok patogenitasa
magasabb, mint a tébbi genotipusba tartozé virusé. Az ide sorolt virusok kdzott van olyan,
amelynek a kapszidgénjén egy delécio kovetkezett be (Guo és mtsai., 2010), és emiatt az
aminosavak szama eggyel nétt, igy feltételezik, hogy a vakcindk nem képesek hatékony
keresztvédelmet biztositani a virus ellen. A deléci6 az 1035. nt-ot érinti, &m vannak a
csoportban olyan virusok is, amelyeken a delécid mellett az 1033. nt-on egy C inzercio6 is
megdfigyelhetd a kapszidgénen, igy a nt szam nem valtozik (1767 nt). Ismert azonban olyan
PCV2 szekvencia is, ahol ez a beépllés nem toértént meg, azaz a nt-ok szama 1766 a teljes
genomot illetden. Az as szintjén itt eltérés a két tipus k6zott nem lathato, ami valészindsiti,
hogy a virus fennmaradasa szempontjabdl nem lényeges a teljes genom hosszusaga. A
kordbban mar leirt PCV2b 1C szubtipusba is tartoznak olyan virusok, amelyek a fent leirt
mutécioval rendelkeznek, és mar a vakcinak megjelenése elétt kimutattak 6ket. igy tehat azt
nem lehet mondani, hogy ez a varidns a vakcindzas hatasara alakult ki, bar kétség kivul a
vakcinazas elterjedésével valt tomegessé. Egy kilonalld, a filogenetikai fan a PCV2c-hez
kdzeli agon helyez6dd viruscsoport egyes tagjai is hordozzak ezt a tipusu kapszidfehérjét.
Ebbe a csoportba is elsésorban 2010 utéani szekvenciédk tartoznak, ami megerésiti azt az
elképzelést, hogy ez lehet az egyike a vakcindzas ellen kialakul6 hatékony utnak a virus
menekllési Utvonalra utal. Az emlitett virusokban is megfigyelheté a kapszidfehérje
valtozasa, amely némileg eltéré, mint a PCV2b 1C esetében, de mindenképpen felhivja arra
a figyelmet, hogy a hosszabb kapszidfehérje megjelenése és térnyerése lehet a vakcindzasi
hatasok aloli kivezetd egyik evollcios ut.

A PCV2b 1C (PCV2d genotipusnak mondott) virusok o6nallé genotipusként vald
emlitése (Guo és mtsai., 2010; Chen és mtsai., 2012; Zhai és mtsai., 2011) vitédkat keltett,
sokak szerint ezek a virusok is a PCV2b genotipus tagjai. Az altalunk elvégzett vizsgalatok
alapjan sem igazolhatéan 6nall6 genotipusok, hisz egy agon helyez6dnek a PCV2b 1C
szubtipussal mindharom analizis alapjan. A tavolsagi matrix alapjan is kitlinik, hogy sokkal

kozelebbi rokonok, mint a tdbbi genotipus egyméassal, vagy a genotipuson belll a
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szubtipusok egymassal (3. melléklet). Ennek az eredménynek az alapjan a PCVv2d
genotipus megnevezés nem tlnik helytéllonak. Masok altal, kevesebb mintaszam alapjan
készitett elemzésben is egyértelmi, hogy az 1C szubtipus egyik ledgazasa a PCVad
genotipus (Nguyen és mtsai., 2012). A genetikai vizsgélatok alapjan ugyan nem tlnik
helyesnek a PCV2d 6néll6 genotipusnak nevezése, azonban az biztos, hogy Kindban a
PCV2b 1C szubtipus az utdbbi években elterjedtebbé valt (Cai és mtsai., 2012).

A mesterséges csoportositas hatranya, hogy szamos virus nem oda csoportosul,
ahova varni lehetne. A 703. sz. horvatorszagi és a 22. sz. szerbiai szekvenciak sem a
PCVv2a 1A, sem a PCV2a 1B alcsoportba nem tartoznak, és a két csoport kdzotti
rekombinaciora utalé bizonyitékot sem taldltunk ezeknek a virusoknak az esetében.
Valoszindsithetd, hogy a két virus a természetben véletlenszer(i valtozasok sorozata soran
alakult ki.

Két kulonallé csoport létezése is feltlinik a filogenetikai vizsgalatok alapjan. igy a
PCV2c-hez kozeli &gon elhelyezkedd, elsésorban 2010 utani tavol-keleti szekvencidkbol allé
ag. A csoport 3 kisebb agbdl tevédik 6ssze, a genetikai rokonsag kdztik nem egyértelmi. Az
egyik agnal a rekombin&ciot is lehetségesnek tartjak, am a térbeli és idSbeli tavolsag
meglehetésen bizonytalanna teszi ezt a lehetéséget. A masik csoportosulas a PCV2b 1C-
hez hasonl6 kapszidfehérjével rendelkezd virusokat foglalja magéba, valamint harmadikként
ide tartozhat a PCV2b egy kisebb, egyértelmien be nem sorolhato virusainak a csoportja is.
Ez a heterogenitas is a filogenetikai elemzések mesterséges voltara hivja fel a figyelmet.

Osszefoglalva a vizsgalatok alapjan a PCV2b 1C (PCV2d) 6nallé genotipusként valo
megjeldlése indokolatlan. Ezekre a virusokra a PCV2b 1C szubtipuson belil, egy terjedében
levé, feltehetéleg magasabb patogenitassal rendelkezd csoportként lehet tekinteni. A PCV2
vakcinazas térnyerésével parhuzamosan nem zérhato ki, hogy ez a valtozat fog elterjedni a
kovetkez6 évek soran, visszaszoritva a tobbi szubtipust, Gjabb kihivasokat jelentve a
hatékony vakcindzasi stratégiak kialakitasaban. Jelenleg a PCV2b 1A szubtipusba tartozik a
legtobb teljes genomszekvenciaval leirt virus, bar a legujabb szekvenciak ma mar inkdbb a
PCV2b 1C szubtipusba tartoznak. Az biztosnak tlinik, hogy a PCV2a jelentésen
visszaszorult. Varhatéan a tendencia er6sodni fog, hisz a jelenleg forgalomban 1évé vakcindk
ezt a genotipust tartalmazzak, és a PCV2b virusok mar a vakcinazas elétt is elterjedtebbek
voltak.

Fontosnak gondoljuk elmondani azt is, hogy a szamitdogépes programok alapul
szolgalhatnak az evollcidés vizsgalatokhoz, de kizarélag ezek haszndalataval messzemend
kovetkeztetések levonasa nem mindig lehetséges. A virusok csoportositasa példaul nagyon
sok szempontbdl hasznos lehet, de az adatok tiikrében elmondhatd, hogy egy csoportba

sorolt virusok esetében is hatalmas kulénbségek lehetnek. Példaként, a 3. melléklet

83



tavolsagi matrix tdbldzatban két azonos szubtipusba sorolt virus —PCV2b 1A— tévolabb
helyezkedik egymastol, mint a masodikként szereplé PCV2b 1A és az uténa lévé PCV2b 1B,
és ugyanez mondhaté el a kapszidfehérjére alapozott filogenetikai vizsgélat alapjan. A
circovirusok mutaciés rataja igen magas (Firth és mtsai., 2009; Pérez és mtsai., 2010), a
genotipusba sorolés feltételei pedig ennek nem megfeleléek. Hiszen a teljes genomon 2 %
kilonbség (Grau-Roma és mtsai.,, 2008) nagyon kevésnek tlinik (36 pontmutacié mar
elegendd).

Evollciés vizsgalataink kiterjedtek Romania erdélyi terileteirdl gydjtétt vaddisznoé és
sertés eredetd mintdk vizsgalatara is. Romaniaban az els6 PMWS esetet 2002-ben figyelték
meg (Cadar és mtsai., 2007). A sporadikus megbetegedések hamar altalanossa valtak, és
Roméania egész terlletén elterjedt a PCV2 illetve a PMWS. Ma méar a vaddiszné
allomanyokban is jelen van a PCV2, akarcsak a kornyezd orszagokban: Magyarorszagon
(Cséagola és mtsai., 2006), Szlovénidban (Toplak és mtsai., 2004), Horvatorszagban (Lipej és
mtsai., 2007). A virus el6fordulasi ardnya alacsonyabbnak tinik, mint az eurdpai
orszagokban, flggetlentl attdl, hogy igazan magas értékeket eddig csak szerologiai
vizsgélattal talaltak.

Meglepé modon harom esetben is sikerllt Romanidban PCV1 virust kimutatni
vaddisznokbdl. Az ismert, hogy hazi sertésekben és vakcinakban a PCV1 eléfordul, &m ez
megerdsiteni latszik Csagola és mtsai. (2008b) azon feltételezését, hogy a virus allatrél
allatra is képes terjedni.

A PCV2 esetében a 2002-es elsé megjelenése oOta eltelt alig tébb mint 10 év alatt a
virus jelenléte a hazi sertés allomanyokban a 65—100 %-ot is eléri. A vaddisznok korében
azonban a két vizsgalt vadaszati idény kozott a virus jelenlétének a csokkenését lehetett
kimutatni, mig az els6 idényben 13,4 % volt az el6fordulédsi gyakorisag, addig a méasodik
idényben 8,3 %. Ezek alapjan az semmiképpen nem mondhaté el, hogy a virus fertézottség
az erdélyi terlleteken novekedne. Mindez ellentmond annak a Romania DK-i részét érintd
vizsgalatnak, ahol a vaddiszndék majdnem 50 %-a pozitivnak bizonyult (Turcitu és mtsai.,
2011). lgaz, ez utdbbi vizsgalat mintaszama negyede volt az Erdélyt érintének, illetve a
hazisertések tartasi kériiményei is masok, leginkdbb kilterjes, ami lehetéséget nydijt a virus
hazisertésrél vaddiszndra terjedése szaméara. Vizsgalataink alapjan az Erdélybdl szarmazé
genom szekvenciak eltérnek a Romania DK-i régidjabdl szarmazoktdl és a hazi sertésekben
kimutatottaktol is, mig a masik vizsgalatban a vaddiszndk virusai a hazi sertésekéhez
hasonlitottak. A filogenetikai analizis szerint az erdélyi sertés circovirusok sokfélék, a
vaddisznok esetében PCV2a és PCV2b genotipus is el6fordul. A PCV2b 1C alcsoportja
Kozép-Eurépabdl féleg vaddisznd eredetlieket tartalmaz. Lehetségesnek tartjuk ezek

alapjan, hogy ez a virus a vaddisznokban cirkuldl. A szubtipusba sorolast ennél a
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vizsgalatnal péaronkénti ©sszehasonlitisra €és a szubtipusokra jellemzé motivumok
Kimutatasara alapoztuk.

A genotipuson beldli illetve azok kozoétti rekombinaciéra is taladlhatd példa a
vaddisznok esetében (4 esetben). Ez bizonyithatja, hogy egyszerre tébb circovirus is
megfertézheti 6ket, a virusok rekombindlédhatnak és cirkuladlhatnak a vaddiszndkban,
akarcsak a héazi sertésekben (Trible és Rowland, 2012). A négy, vaddisznokban azonositott
rekombinacios térténés mellett, egy 6tddik rekombinacios virust hazi sertéseknél mutattunk
ki. Ebben az esetben az egyik 6s vaddiszno virus volt, illetve egy hazi sertés PCV2 nagyfoku
hasonldésagot mutatott a vaddiszndbdl szarmazoval, ezek alapjan lehet azt feltételezni, hogy
valamiféle kapcsolat az allatok kdzott |étrejohetett.

Megjegyezném, hogy a rekombinacio keresé programok hasznalataval kapcsolatban
egy ilyen kisméretli és gyorsan mutdlodo virus esetében kell6 6vatossaggal kell banni. A
ko6zép-eurdpai felmérés sordn a program szamara rekombinans virusok (a vizsgalat soran a
teret leszikitettik a kdzép-eurdpai régiéra) idében igen eltolodtak, hiszen a program az
0sszes rekombinacios lehetdséget feltiinteti, igy lehetséges az, hogy egy 2003-as
magyarorszagi hazi sertésbdl leirt szekvencia 6se horvatorszagi és romaniai hazi sertések
2012-bél. A program szerint a PCV2a 2D szubtipusu virus 6se pedig az altalunk PCV2b-hez
sorolt két virus. igy pl. az AY256456 HUN2 virus (2003-b6l, PCV2a 2D szubtipushoz
tartozik) ,nagyobb” 6sének (98,3 %-o0s biztonsdggal) a 662. sz. horvatorszagi szekvenciat
tartja 2012-bél (PCV2b 1B szubtipusba sorolt) és a ,kisebb” ésnek a 2. sz. roméniai virust
(2012-bél, PCV2b 1A szubtipus), vagy egy ahhoz hasonlé virust feltételez a program. Az
alignment alapu 6sszehasonlitasnél nem latszik egyértelmiien ez. Ezért gondolom azt, hogy

ezek véletlenszer( pontmutéciok inkabb, mintsem egy rekombinacié eredményei.

9.2. Lehetséges PCV2 6s0k keresése

Sokdig a sertés volt az egyetlen olyan eml8s faj, amelyben ki tudtak mutatni a fajra
jellemzé circovirust, emellett egészen az utdbbi évekig kizardlag madar circovirusok voltak
ismertek. Bar 2009 elétt is voltak prébalkozasok arra, hogy mas emlésokbél is sikeresen
lehessen circovirusokat kimutatni, azonban ezek a kisérletek igen ellentmondé
eredményekkel zarultak. A Circovirus genuson belll jol elkilonilnek a sertésbél és a
madarakbol kimutatott circovirusok, de a genetikai kapcsolat nem megkérdéjelezheté.
Azonban azt, hogy ez a kapcsolat egy eddig nem ismert, k6z0s genetikai 6sbdl indult ki,
vagy az egyik virus fajvaltas soran alakult ki adaptaciéval az (] fajban, nem tisztazott.

A ragcsalokrdl feltételeztilk, hogy koztik lehet az egyik lehetséges 6s gazdafaj.

Munkank soran ezt bizonyitani nem tudtuk, de kizarni sem, hisz a mintak viszonylag szlik
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teruletrél és kis mintaszammal alltak rendelkezésre. A kimutatott virusok esetében egyetlen
esetben sem tudtuk megkérdéjelezni a sertés eredetet. A konzervativ genomszakaszra
tervezett MCV1—MCV2 primerparok segitségével a sertésekben eléforduld circovirusokat ki
lehetett mutatni, igy feltételeztuk, hogy ha a ragcsélok az 6si virust is tartalmazzak, azt is ki
tudjuk mutatni. A ragcsaldé virus keresésére a negativ mintdkbdl, illetve néhény pozitiv
mintan is egy olyan degeneralt rendszert (Halami €s mtsai., 2008) kezdtink el hasznalni, ami
a Circovirus genus ismert tagjait képes kimutatni. A vizsgalat nem jart sikerrel, a korabban
negativnak bizonyult mintdkbdl igy sem tudtunk circovirust kimutatni, mig a pozitiv mintak
szekvenciaanalizise soran csak PCV2b-t talaltunk. Végeredményil elmondhatjuk, hogy ha
létezik a ragcsaloknak sajat circovirusa, akkor azt nem sikerllt kimutatnunk sem a
sertéstelepeken, sem az azoktdl fuggetlenul gy(ijtott mintakbdl.

Ugyanakkor, mivel a sertéstelepekkel dsszefliggésbe hozhatd ragcsalokbdl a PCV2
kimutatdsa sikerrel jart, a vilagon elséként sikerilt laboratériumi kérilményektél fliggetlendl
igazolni azt, hogy az egerek a természetben is fert6zédhetnek circovirussal és a virust
hordozzak is. A fert6z6dés mikéntje nem ismeretes, de a fert6z6tt sertések testnedveikkel
uritik a virust és a ragcsalok azt felvehetik. Laboratoriumi vizsgalatok alapjan, széjon at
illetve belélegzéssel is felvehetik a virust (Kiupel és mtsai., 2001; Cségola és mtsai., 2008a;
Opriessnig és mtsai., 2009). Az éallatkisérletek azt is kimutattak, hogy az egerek Uritik is a
virust vizelettel és bélsarral is, és megfertézik tarsaikat (Csagola és mtsai., 2008a). igy
feltételezhet6, hogy a telepeken is fenntarthatjdk a fert6zést, esetleg a sertéseket is
fertézhetik. Ez veszélyezteti a vakcindzasi program sikerét, ha a telepen a ragcsalok jelen
vannak.

A sertések esetében a virus magzatkarositdé hatasa ismert. A PCV2 a sertés
placentan is atjut (Kim és mtsai., 2004; Pensaert és mtsai., 2004; Park és mtsai., 2005), és
egyes feltételezések szerint magzatrol magzatra is képes terjedni (Pensaert és mtsai., 2004).
Laboratériumi korilmények kdzott a vemhes egerek magzataibdl is lehetett kimutatni virust
(Kiupel és mtsai., 2001; Deng és mtsai., 2013). Kiupel és mtsai. (2001) szerint az Gjszulottek
maja kevés virust tartalmazott, megbetegedést nem okozva bennik. Mas magzati
szervekbél azonban a virus kimutatdsa sikertelen volt. A természetes kérilmények kodzott
fert6z6dott anyak magzataibol magunk sem tudtunk virust kimutatni. Ennek tobb oka is lehet.
Az egyik, hogy a magzatokat nem boncoltuk, és nem egy magzat alkotott egy mintat, ezért
ha az irodalmi adatoknak megfeleléen tartalmazott is virust a mdj, akkor az a mintankban
nagyon felhigult és nem érte el a detektadlhatosdg hatarat. Masrészrél a laboratoriumi
korulmények kozott az anyaba bevitt virus toredékét sikerllt a magzatokbdl visszanyerni.
Mas adatok alapjan is a PCV2 egerekben igen alacsony kopiaszdmban mutathat6é ki. Az

altalunk elvégzett SYBR Green technikaval torténd kopiaszam mérés is alacsony
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mennyiségben mutatta ki a virust. igy eléfordulhat, hogy a kimutatas szempontjabol és a
sikeres magzati fert6zést nézve a megfelel§ virusmennyiség ténylegesen nem jut be a
magzatokba.

A szekvenciaanalizissel Uj circovirus mellett PCV1-et sem talaltunk. A rdgcsalékbdl
megszekvenalt circovirus amplikonok mindegyike a PCV2b genotipusba tartozott, akarcsak
a sertéstelepen él6 sertésekben. Az 6sszehasonlitds soran a virus konzervativ részérél
kapott szekvenciak alapjan megallapitottuk, hogy az egér eredeti virusok kozott eltérés
mutatkozott. Egérbdl szarmazo teljes virusgenom meghatarozasara tett kisérletiink nem jart
sikerrel.

A virusfehérjék kimutatdsa nem jart pozitiv eredménnyel, bar az ilF eredmények
alapjan még azt sem lehet kizarni, hogy valéban van detektalhaté mennyiségben PCV2
antigén a ragcsaldkban. Ennek magyarazata szintén lehet az alacsony mennyiségi virus
jelenléte. Az IF és IHK is érzékeny mddszerek ugyan, de kevésbé, mint a DNS kimutatasi
technikak.

Egy laboratoriumi Kkisérlettel szerettik volna megerdsiteni a ragcsalok rezervoar
szerepét. Mivel a vadon befogott allatokban a virus valtozékonynak tlnt, ezt folyamatos
egérpasszalasi kisérlettel szerettik volna minden kétséget kizaréan bizonyitani. A kisérlet
negativ eredménye alapjan ez a feltételezés nem igaz, az egerekben a virus nem bizonyult
atadhaténak. Az irodalmi adatokat (Kiupel és mtsai., 2001; Deng és mtsai., 2011; Csagola és
mtsai., 2008a) megerdsiti, hogy a nulladik passzazs egereiben a 27. napon a virus
kimutathatdé volt mind az o6t allatbdl, a szervek kozil pedig a lép, mdj, vese és
csecsemOmirigy is tartalmazott virust. Azonban nem sikerult tovabbi fogékony egerekbe a
virust atadni. Ez alapjan a Csagola és mtsai. (2008a) altal kapott eredményt megerdésiteni
nem tudtuk, ahol a fertézott egerek a virust atadtak a nem fert6zott tarsaiknak is, illetve a
fert6zés minden esetben megeredt, amikor az allatokat hastregbe oltottak (Kiupel és mtsai.,
2001; Deng és mtsai., 2011; Csagola és mtsai., 2008a). Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a
passzalas soran a virus fennmarad az allatokban.

Az RCA mddszer alkalmazasaval a mintakbdl mar kis mennyiségl korkoérés genom
feler6sithetd, igy a PCV2 is. Azonban esetiinkben az egérkisérletek soran alkalmazott RCA
feler6sités utan alkalmazott PCR sem volt képes a circovirus detektalasara. A sikertelenség
okat megmagyarazni nem tudjuk. A nulladik passzazs egereit nagyobb dézissal fertéztik,
mint Csagola és mtsai. (2008a), és a virus ugyanaz a torzs volt. A korabbi kisérletben az
egerek vizeletiikkel és bélsarukkal is Uritették a virust, kizarolag ezzel fertézve meg tarsaikat.
Ezért valasztottuk azt, hogy a kisérletben résztvevd egereket egy ketrecben tartottuk, amikor
pedig csoportvaltas volt, az Uj egerek ala kerlld tiszta alomba kevertik az elézéekben

gydjtott szennyezett alomanyagot. igy reméltiik, hogy a hasiiregbe oltas elétt kismennyiség(

87



virussal mér fert6zédhettek az allatok. Deng és mtsai. (2013) képesek voltak Kunming
egereket fertdzni kontakt egerek utjan ugy, hogy csak harom napig tartottak egyutt a
virusurité és a fertézéstdl mentes allatokat.

A kisérletlink sikertelenségét magunk magyarazni nem tudjuk, ezért olyan leirdsokat
kerestiink, amelyek magyarazatul szolgélhatnak. Ilyen, magyaraz6 publikdciora nem
bukkantunk, azonban leirds nélkili érdekes szekvenciaadatokat taladltunk: kinai kutatdk
2007-bél és 2008-bol szarmazd szekvencidit (genbanki azonosité: FJ667582—FJ667596 és
FJ716703, FJ716704). Ezek eredménye szdges ellentétben all a miénkkel, viszont teljes
mértékben megerdsitik az altalunk bizonyitani kivant elméletet. Az eltér6 szamu passzéalas
soran kapott szekvencidk kozott olyanokat nem talaltunk, amelyek 100 %-ban megegyeztek
volna (a maximélis egyezés 99,89 %, a legkisebb hasonlésdg pedig 94,96 %).
Erdekességként megjegyezném, hogy két esetben is a 2.—3. nt citozin helyett timinre
cserélédott, ami azért furcsa, mert a 3. nt a szar rész elsé tagja. Feltételeztik, hogy az
1759. nt is modosult (mivel az all vele szemben, igy alakitva ki a duplikalt részt), azonban ez
a nt minden esetben guanin maradt. Sajnos erre vonatkozé publikaciét nem talaltunk, igy
sem a kisérleti elrendezést, sem a vizsgélatot nem ismerjuk.

A szarvasmarhdk esetében sajat circovirus nem ismeretes. A kilencvenes évek
kozepétdl folyd PCV kimutatdséra irdnyuld vizsgalatok eredményei sem egyértelmiek. Két
olyan kdzlemény jelent meg, amely szerint PCV2 (Kappe és mtsai., 2010), illetve ahhoz
nagyon hasonld (Nayar és mtsai., 1999) virus megtalalhaté a szarvasmarhakban. Ezekhez
csatlakoznak a mi vizsgalati eredményeink is, miszerint sikeresen mutattunk ki PCV2-t
novendék szarvasmarhak vérsavoiban. Az allatok PCV2-vel fert6zott sertéstelepen élnek. A
szekvenciaanalizis soran bizton A&llithatd, hogy a szarvasmarhakbol is kimutatott virus
PCV2b, ami a telepen él6 sertésekben kimutatottal szinte teljes egészében megegyezik
genetikailag. Ugyanakkor tdbb ponton olyan nt mutaciokat azonositottunk, amelyek alapjan
felmertlt a gyanu, hogy a virusok szaporodnak a szarvasmarhaban. Kappe és munkatarsai
(2010) olyan, 1 honaposndl fiatalabb borjakbdél mutattdk ki a virust, amelyeknél boérvérzés
mellett az emésztészervekben is vérzéseket taldltak. Ezekbdl az allatokbél méas olyan
kérokozét nem tudtak kimutatni, melyek a tinetekért felelések lehettek volna.
Megédllapitottdk, hogy az elvaltozdsok a csirke anémia virus altal okozott tlinetekre
emlékeztetnek és a hatterébél PCV2b-t mutattak ki. Az altalunk vizsgalt névendékeknek
nyalkas-véres hasmenésiuk volt, ezért a szarvasmarhak virusos hasmenésének
kérokozéjanak (BVDV) a kimutatasara torekedtliink. Miutan ez nem sikertlt, megprébaltunk
circovirust kimutatni. A Rep-gén nagyobb részét érintd szekvencia vizsgélat utan a virus
mésodik felét is analizisnek vetettik ala. Itt probléma mertilt fel a PCR soréan, mivel a virusra

specifikus primerpar a tisztitott PCR termék esetében is dupla csikot adott. A megfeleld
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900 bazispar koruli termék mellett minden esetben egy 500 bazisparnyi termék is keletkezett.
A szekvendlasi hiba elkerulése végett probalkoztunk a klonozéssal, de a klénozott termék
amplifikalasa soréan is, ha a circovirus primereit hasznaltuk, megjelent az alacsonyabb
termék is. A CBB1—CBB2 primerpérokkal végzett szekvenalds utdn ugy gondoltuk, hogy a
virus valtozik, valészinlileg ez okozza a hibat az egyébkeént jol mikddé rendszernél. Bar a
szekvencia elemzése soran erre utalo jelet nem talaltunk.

Mindkét szarvasmarhaban kimutatott virus PCV2b 1A szubtipusunak bizonyult. Az
egyik az azonos telepen él6 sertésekben azonositott virussal megegyezett, és a HQ378160
genbanki szamu szerbiai virustorzsre hasonlitott leginkabb (hdrom nt-ban tért el, de
mindharom eltérés a PCV2b 1A szubtipust virusokban fordul el6). A masik virus a
HQ591378 genbanki azonositészamu horvatorszagi PCV2 tdrzsre hasonlitott, azonban a
nukleotidok, amelyek eltértek, jellegzetesen a PCV2a virusokban talalhatbak meg. Az egyik
ilyen valtozas a rovidebb IR szakaszra esett. A hasonlosag véletlen, a horvatorszagi, szerbiai
€s magyarorszagi sertések kdzott kapcsolat nem volt.

A korabbi szeroldgiai vizsgalatok soran a virusantigének kimutatasa nem jart sikerrel
kérédzok esetében. Osszesen 755 szarvasmarha, 320 juh és 150 kecske vérsavot, 26
szarvasmarha, 24 juh és 8 kecskeszotvetet €s 100 tejmintat vizsgéltak PCV1 vagy PCV2
jelenlétére. Minden vizsgalat negativ eredményt adott (Allan és mtsai., 1994; 2000;
Rodriguez-Arrioja és mtsai., 2003a; és Ellis és mtsai.,, 2001). A rendelkezésiinkre &ll6

vérsavok ilF vizsgélati eredménye szintén negativnak bizonyult.

A feltételezhet6 6s keresését tovabbi gerinces fajokra is kiterjesztettik. Két halfajbol
(méarna és les6les6harcsa) is sikeresen mutattunk ki circovirusokat, amelyek mind genetikai
sajatossagaik, mind filogenetikai vonasaik alapjan egyértelmien a Circovirus genusba
sorolhatéak, é€s nem tartoznak az utébbi idében nagyon széles koérben kimutatott
cyclovirusok vagy circo-like virusok kozé. A két CfCV és a két BaCV esetében is
megtalalhatd a circovirusokra jellemzé replikacios fehérjéket kodold6 ORF1 gén. Ez a BaCV
esetében a 48.—1005. nt kdzott talalhatd, és 319 as méretll fehérjét kodol. Lehetséges
azonban az is, hogy nem a klasszikus ATG kodonnal kezd8dik, hanem alternativ kéddal
(CTG) a 9.nt-tdl, igy 332 as a varhaté fehérje hossza. A CfCV esetében a 251.nt a
startkodon, és az 1193. nt-ig tart a fehérjét kédold rész, igy 314 as hosszl a varhato fehérje.

Az ORF2 gén a kapszidfehérje kddolaséért felelés, a negativ szalon talalhaté. Ez a
halak circovirusaindl is igy van, a marna virusok esetében ugyan a start nem a standard
ATG, hanem TTG, az 1907. nt-t0l az 1264. nt-ig tart, 214 as hosszuségu fehérjét kddolva. A
két méarnavirus esetében a kapszidfehérje hasonlésdga 95,3 %. A les6harcsa circovirusok

esetében az ORF2 az 1934.—1253. nt szakaszon foglal helyet, a fehérje varhat6 hossza
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227 as. A les6harcsa virusok esetében mindkét gén a metionint kddolo klasszikus ATG-vel
kezdédik. A két lesGharcsavirus egymastol 1 as-ban kilonbozik ezen a szakaszon.

Mindkét halfajbdl szarmazd virusnal taldltunk még két ORF-et is. Azt, hogy ezek
fehérjét kodolnak-e, és ha igen, akkor a fehérjeknek mi a szerepe jelenleg nem ismeretes.
Az altalunk ORF3-nak elnevezett, vélhetéen fehérje kddold rész a marna virusa esetében a
pozitiv szdlon az 1363. és az 1698. nt kozé esik, ez 112 as kddoldséra alkalmas. A
les6harcsa esetében a nagyobb, ORF3-nak elnevezett gén 157 as kddolasara alkalmas, a
negativ szalon a 471.-t6l az 1. nt-ig tart. A les6harcsa virusa esetében az ORF4 a pozitiv
szalon talalhato, a 27. nt-t6l a 437. tart (136 as), mig marna virus esetében akar az ORF3-at,
az ORF2 régidban leltik meg az ORF4-et, ami az 1709. nt-t6l a 1416.-ig tart, és 98 as
kodolasara lehet alkalmas.

A hosszabb IR szakaszon lévé, a circovirusokra jellemzd szarhurok szakaszt is
elemzésnek vetettik ala. Mindkét fajbol kimutatott virus esetében a klasszikus TAGTATTC
nukleotidokat tartalmazza a hurok rész. Ez megegyezik a legtébb Circovirus genushoz
tartozo virussal. Az ismert, vizimadarakbol szarmazo circovirus szekvencidk harmadik
nukleotidja konzekvensen T, ami azt sugallja, hogy a halakban talélt virus valészinlleg nem
Anseriformes eredetl. A cyclovirusok esetében a hurok szekvenciaja TAATACTAT. A szar
rész kuldonb6z6 hosszusagu a mar ismert virusok kozoétt is. A marndbol kimutatott virusok
esetében 15 bazis. Ez a Circovirus genuson belll kozepes méretlinek szamit, am nagyobb,
mint a cyclovirusoké. Ezzel szemben a les6harcsa esetében csak 9, az NG13 elnevezésii
(nigériai gyermek székletébdl kimutatott) virushoz hasonléan (Li-L és mtsai., 2010a). Ez jéval
rovidebb, mint a legtébb ismert circovirusndl. A két halvirus genomorganizacioja a 12. dbran

lathato.
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12. Abra. A marna és les éharcsa circovirus genomorganizacidja. A A az elsd nt helyét
jeldli. A nyilak az ORF-ek iranyat és megkozelité elhelyezédését jeldlik.

A feltételezett ORF1 és ORF2 fehérjékre alapozott BLAST analizis (Altschul és
mtsai., 1997) és a Pfam analizis (Finn és mtsai., 2008) soran megallapitottuk, hogy a
marnabdl és leséharcsabol kimutatott virus is a Circoviridae csalad Circovirus genusanak
tagjai. Mindkét ORF1 a circovirusok replikacioval 6sszefiiggésbe hozhatd fehérjéinek (Rep)
csaladjaba tartozik mind nt, mind as szinten. A CfCV leginkdbb a mar emlitett NG13-hoz
hasonlit 55 %-ban. A BaCV is ezekhez mutat leginkabb hasonldsagot, bar itt csak 53 % a
hasonlosag (a CfCV és BaCV kdzott 52 %). A tdbbi circovirushoz valé hasonlésag ennél
kisebb foku.

A kapszidfehérjéket kddol6 ORF2 (Cap) szakaszon a hasonlésag a CfCV és az NG13
kozott a legnagyobb (35 %). A lesGharcsa és a marna circovirusa valamint a hattyd
circovirusa (Halami és mtsai., 2008) és a vizmintakbol kimutatott RW-C jell virus (Rosario
€s mtsai., 2009) kozoétt a hasonlésag 27-28 %. A BaCV esetében a hasonlosag a tobbi
virushoz viszonyitva 31-35 %, a ludalakuak virusaival mutat kicsivel nagyobb hasonldsagot.
A Cap régio 5 vegére jellemzé, argininben gazdag as-ak szamanak emelkedése mindkét
megfigyelhetd (a BaCV RRRARRRAGRRRRTRG
WRRRKYVRRQRHRGR, mig a CfCV-nél: RRRTFRRPIRRRMHRRTRGRRMIRRRSRRSR,

ahol az R az arginin. Az as-ak teljes nevét az 1. melléklet tartalmazza.). Ennek szerepe a

virusban esetében az

virus életében nagyon fontos, hiszen ezek a bazikus aminosavak felelések a fehérje
citoplazmabdl sejtmagba jutdsaért.
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A teljes genomszekvenciak alapjan mind a BaCV, mind CfCV a Circovirus genushoz

tartozik, akarcsak az NG13, jol elkulonulve a cyclovirusok csoportjatél (13. abra).
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13. Abra. A teljes genomszekvencia alapjan NJ modsz  errel elkészitett filogenetikai
abra. Az 4bran a keretek a hasonlé csoportokbdl kimutatott virusokat jelzik, nem a
filogenetikai fa altal tartott rokonsagi fokot jel6lik. Pirossal keretezve a cirovirusok, kékkel a
cyclovirusok latszanak. CaCV: kanari circovirus, CoCV: galamb circovirus, GuCV: siraly
circovirus, BFDV: papagéjok csér és tollasodéasi zavarat okoz6 virus, DUCV: kacsa
circovirus, GoCV: lud circovirus, BaCV: marna circovirus, CfCV: les6harcsa circovirus, PCV:
sertés circovirus, NG: nigériai human eredet( virustdrzs, TN: Chimp: csimpanzbdl kimutatott
virus, NGchicken: nigériai csirkébdl kimutatott virus, PK: pakisztani human eredeti
virustorzs, RW-C: vizbdl kimutatott circovirusszer( virus.

A filogenetikai fa itt sem a genbanki hasonlésag alapjan véart eredményt hozta, hiszen
egyetlen maddszer hasznalataval (NJ, 1000 bootstrap értékkel) a les6harcsa és marna
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circovirusok kulon agon helyezédnek. Azonban a hasonlosag alapjan ezek a virusok kozeli
rokonok. A teljes genom illetve a Rep-fehérje alapjan készitett filogenetikai abran jol
elkulonlinek a madarak circovirusai (azon belul is két csoportot alkot a ludalaktak és a tobbi
madar virusai), a sertések circovirusai, valamint a két halfaj virusai.

A Cap-fehérje alapjan elvégzett vizsgéalatot a 14. abra szemlélteti.
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14. Abra. A szarmaztatott kapszidfehérje aminosavs  orrendje alapjan NJ modszerrel
elkészitett filogenetikai abra.  Pirossal keretezve a circovirusok, kékkel a cyclovirusok
lathatéak. Az abran a réviditések megegyezenek a 13. abranal leirtakkal. Az ,A” jelzés a

régota ismert circovirusok, a ,B” jelzés pedig az Uj circovirusok csoportjat jelzi, amelyek jol

elkulénlinek egymastol.

A Cap as analizis alapjan a BaCV1, BaCV2, CfCV1 és CfCV2 is egy j0l szeparalt

agon talalhato, ahova az NG13 mellé a legUjabban leirt kutya circovirus (Li-L és mtsai.,

2013) is csatlakozik (ez utobbi az altalunk készitett filogenetikai 4bran nincs feltlintetve). Ez
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az ag a korabban ismert circovirusoktol is elkulonuld csoportot alkot, bar kétség kivul a
Circovirus genuson bell.

A marnabdl kimutatott virus az elsé halbol kimutatott circovirus. Bar jarvanytani
szempontbol fontossagat igazolni nem tudjuk ma meég, de az elész6r kimutatott szekvenciak
olyan ivadékokbdl szarmaztak, amelyek a keltet6ben pusztultak el, és mas korokozot
kimutatni nem tudtak bel6lik. Sertések esetében igazolt, hogy a virus az arra fogékony
kocdk magzatait karosithatja (Segalés, 2012). Masrészrél a circovirusokrél ismert, hogy
erésen immunszuppresszivek (Todd, 2000; Ramamoorthy és mtsai., 2009), és szamos,
kulonféle klinikai képpel hozhatok 6sszefiiggésbe (Allan és mtsai., 1998; Allan és Ellis, 2000;
Todd, 2004). A les6harcsak esetében is hasonlé lehet a helyzet, miszerint a megbetegedés
hatterébdl csak circovirust lehetett kimutatni, de nem bizonyitott, hogy barmilyen problémat
egyébként is gyenge immunrendszer( allatok esetében szerepet jatszhat a betegségek
létrejottében és lefolydsaban.

A halakbdl kimutatott circovirusok szerepe, mint esetleges circovirus 6sok, a PCV-ok
evolucios folyamataiban nem igazolhat6, de a velik kapcsolatos Uj adataink feltétlendl

hozzajarulnak ahhoz, hogy ezeket a folyamatokat alaposabban megismerhessik.
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10. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Igazoltuk, hogy Kdzép-Eurépaban a korabbi feltételezéseknek megfeleléen a PCV2b
1A szubtipus terjedt el. A vakcinazas elterjedésével azonban mas orszagokban, a vakcinas
védelmet attoéré PCV2b 1C és az ezen bell taldlhaté PCV2d csoport valhatnak a jovében az

evolucio 6 iranyava.

Vizsgalataink eredményeképpen megallapithatd, hogy a PCV2e mint genotipus
meghatarozds nem megalapozott, helyette javasoljuk a PCV2a genotipuson belll egy Uj

szubtipus (2F) létrehozasat

Elséként mutattunk ki vadon él6 ragcsalokbol sertés circovirust. Feltételezhetd, hogy

a sertéstelepeken él6 ragcsalok a virus rezervoar szerepét tolthetik be.
A szarvasmarhabol kimutatott PCV2b az azonos telepen é16 sertések circovirusaihoz
képest valtozasokat mutat, ennek kimutatasaval igazoltuk, hogy a virus képes replikalodni

ezekben az allatokban.

Madaron és sertésen kivil el6szdr mutattunk ki circovirust mas fajokbdl, nevezetesen
halakbdl.
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14. FUGGELEK

1. Melléklet. Az aminosavak roviditései és elnevezé  sik.

Rovidités. Teljes név
Alanin

Cisztein
Aszparaginsav
Glutaminsav
Fenil-alanin
Glicin
Hisztidin
Izoleucin
Lizin
Leucin
Metionin
Aszparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Szerin
Treonin
Valin
Triptofan
Tirozin
Szelenocisztein
Pirrolizin

olc|<k[ZI<|Hd|n|mO|T|Z|IZ|r|x|—|T|O|Mm|OO|>
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2. Melléklet. A filogenetikai elemzés soran felhasz  nalt, a GenBankbdl letélthet 6 PCV2
szekvenciék.
A tablazat nem tartalmazza a 2007-ig gy(ijtott magyarorszagi, lengyelorszagi, romaniai,

szerbiai és horvatorszagi virusokat, amelyek GenBank kéddal nem rendelkeznek.

. Szarmazas AX379564 2001 USA

100 Eve ‘ Helye AX685842 2003 Kanada
NC005148 2004 USA AY094619 2002 USA
AB072301 | 2001 Japén AY099495 | 2002 USA
AB072303 2001 Japén AY099496 | 2002 USA
AB426905 2008 Japan AY099498 2002 USA
AF055391 1998 USA AY099499 2002 USA
AF055392 1998 Kanada AY099500 2002 USA
AF085695 1998 Kanada AY181948 2002 Kina
AF086834 1998 Kanada AY256455 2003 Magyarorszag
AF086835 1998 Kanada AY256456 2003 | Magyarorszag
AF086836 1998 Kanada AY256457 2003 Magyarorszag
AF112862 1998 Kanada AY256458 2003 Magyarorszag
AF118095 1998 Kanada AY256459 2003 Magyarorszag
AF118097 1998 Kanada AY256460 2003 Magyarorszag
AF147751 1999 USA AY325495 2003 D-Afrika
AF264038 2000 USA AY424402 2003 Ausztralia
AF264039 2000 USA AY699793 2004 USA
AF264040 2000 USA AY754022 2004 Ausztralia
AF264041 2000 USA AY874163 |2002/2003 | Magyarorszag
AF264042 2000 USA AY874164 |2002/2003 | Magyarorszag
AF381175 2001 Kina AY874165 |2002/2003 | Magyarorszag
AF381177 2001 Kina AY874166 |2002/2003 | Magyarorszag
AF408635 2001 Kanada AY874167 |2002/2003 | Magyarorszag
AF454546 2001 Korea AY874168 |2002/2003 | Magyarorszag
AF465211 2001 Taiwan AY874169 |2002/2003 | Magyarorszag
AF520783 2002 Korea BD087175 1997 Kanada
AF544024 2002 Korea BD087177 1997 Kanada
AJ223185 1997 USA CQ768115 2004 Kanada
AJ293867 1999 Kanada DQ104419 | 2005 Kina
AJ293868 1999 Kanada DQ104421 2005 Kina
AX379560 2001 USA DQ104422 2005 Kina
AX379561 2001 USA DQ397521 1998 USA
AX379562 2001 USA DQ629113 | 2005 USA
AX379563 | 2001 USA DQ629114 | 2005 USA
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EF394774 2007 Kanada
EF394775 2007 Kanada
EF394776 2007 Kanada
EF452353 2007 USA
EF524538 2007 Kina
EF524540 2007 Kina
EF524542 2007 Kina
EU391637 2008 Malaysia
EU450584 2008 Korea
EU450585 2008 Korea
EU450589 2008 Korea
EU450591 2008 Korea
EU450592 2008 Korea
EU503039 2008 Kina
EU555439 2008 Kina
EU589463 2008 USA
EU594437 2008 USA
EU594438 2008 USA
EU594439 2008 USA
EU594440 2008 USA
EU647557 2008 Kina
EU656143 2008 Kina
EU684164 2008 Ausztrélia
EU727546 2008 Kina
EU747085 2008 Kanada
EU780073 2008 Kina
EU780074 2008 Kina
EU909686 2008 Belgium
EU909687 2008 Belgium
EU909688 2008 Belgium
EU921256 2008 Kina
FJ233905 2008 Kanada
FJ233906 2008 Kanada
FJ440338 2008 Kina
FJ447482 2008 Kina
FJ475129 2008 Kina
FJ598045 2008 Kina
FJ608539 2007 Kina
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FJ608545 2008 Kina
FJ623185 2008 Kina
FJ644922 2008 Kina
FJ644929 2008 Kina
FJ644931 2008 Kina
FJ644932 2008 Kina
FJ716703 2008 Kina
FJ804417 2008 Németorszag
FJ870967 2008 Kina
FJ870968 2008 Kina
FJ870969 2008 Kina
FJ870970 2008 Kina
FJ870974 2008 Kina
FJ870975 2008 Kina
FJ870976 2008 Kina
FN398025 |2007/2008 Kuba
FN398027 |2007/2008 Kuba
FR823451 2010 Korea
GQ174519 2008 Kina
GQ359002 2008 Kina
GQ359003 2008 Kina
GQ359004 2008 Kina
GQ359006 2008 Kina
GQ359008 2008 Kina
GQ359010 2008 Kina
GQ359011 2008 Kina
GQ449669 2009 Kina
GQ449670 2009 Kina
GQ915289 2009 Kina
GQ996404 2009 Kina
GU001709 2009 Kina
GU001710 2009 Kina
GU083582 2009 Kina
GU124593 2008 Kina
GU244506 2009 Taiwan, Kina
GU244507 2009 Taiwan, Kina
GU252369 2009 Kina
GU325753 2008 Kina




GU325754 2008 Kina
GU325755 2008 Kina
GU325756 2009 Kina
GU325757 2009 Kina
GU325758 2009 Kina
GU325765 2009 Kina
GU370063 2009 Kina
GU370064 2009 Kina
GU371908 2009 Kina
GU450328 2009 Kina
GU450329 2009 Kina
GU799575 2008 USA
GU799576 2009 USA
GU938303 2009 Kina
GU938304 2009 Kina
HM000100 2010 Korea
HMO027579 2010 Kina
HMO038017 2008 Kina
HM038022 2008 Kina
HM038025 2008 Kina
HM038031 2007 Kina
HM038033 2007 Kina
HM142898 2010 Kina
HM161711 2010 Kina
HM623764 2010 Franciaorszag
HM776440 2008 Kina
HM776446 2008 Kina
HM776452 2009 Kina
HM776453 2008 Kina
HQ113119 2009 Kina
HQ113121 2009 Kina
HQ202944 2010 Taiwan
HQ202948 2010 Taiwan
HQ202949 2010 Taiwan
HQ202951 2010 Taiwan
HQ202963 2010 Taiwan
HQ202965 2010 Taiwan
HQ202967 2010 Taiwan
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HQ202969 2010 Taiwan
HQ202971 2010 Taiwan
HQ202972 2010 Taiwan
HQ202973 2010 Taiwan
HQ231328 2009 Németorszag
HQ231329 2008 Németorszag
HQ378158 2010 Szerbia
HQ378159 2009 Szerbia
HQ378160 2009 Szerbia
HQ378161 2009 Szerbia
HQ395020 2010 Kina
HQ395041 2010 Kina
HQ395049 2010 Kina
HQ395058 2010 Kina
HQ402903 2008 Kina
HQ591365 2008 Horvatorszag
HQ591370 2008 Horvatorszag
HQ591371 2008 Horvatorszag
HQ591373 2008 Horvatorszag
HQ591374 2008 Horvatorszag
HQ591375 2008 Horvatorszag
HQ591376 2008 Horvatorszag
HQ591377 2008 Horvatorszag
HQ591378 2009 Horvatorszag
HQ591379 2009 Horvatorszag
HQ591380 2009 Horvatorszag
HQ591381 2009 Horvatorszag
HQ650833 2010 Kina
HQ693092 2009 Kina
HQ693093 2010 Kina
HQ738639 2010 USA (bovine)
HQ738640 2009 USA (bovine)
HQ738641 2010 USA (bovine)
HQ831519 2008 Portugélia
HQ831520 2008 Portugélia
HQ831522 2008 Portugélia
HQ831534 2008 Portugélia
HQ831536 2008 Portugélia




HQ831537 2009 Portugalia
HQ831538 2009 Portugalia
HQ831539 2009 Portugélia
HQ831540 2010 Portugélia
JF272498 2009 Kina
JF272499 2010 Kina
JF317565 2009 Korea
JF317566 2009 Korea
JF317567 2009 Korea
JF317568 2009 Korea
JF317569 2009 Korea
JF317570 2009 Korea
JF317571 2009 Korea
JF317572 2009 Korea
JF317573 2009 Korea
JF317574 2009 Korea
JF317575 2009 Korea
JF317576 2009 Korea
JF317577 2009 Korea
JF317578 2009 Korea
JF317579 2009 Korea
JF317581 2009 Korea
JF317583 2009 Korea
JF317585 2010 Korea
JF317587 2010 Korea
JF317589 2010 Korea
JF682791 2010 Kina
JF682792 2010 Kina
JF682793 2010 Kina
JF718784 2010 Kina
JF827599 2010 Kina
JN176181 2010 Kina
JN388690 2010 Kina
JN615187 2011 Kina
JN639857 2011 Kina
JQ002672 2011 Kina
JQ181586 2011 Vietnam
JQ181595 2011 Vietnam
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JQ181599 2011 Vietham
JQ181601 2011 Vietham
JQ181603 2011 Vietham
JQ181604 2011 Vietham
JQ181605 2011 Vietnam
JQ181607 2011 Vietnam
JQ413808 2011 Kina
JQ806749 2010 Kina
JQ809464 2012 Kina
JQ955679 2010 Kina
JX204386 2012 Kina
JIX274295 2011 Kina
JX406423 2011 Kina
JX406425 2011 Kina
JX512858 2008 Svajc
JX519293 2012 Kina
JX534236 2012 Kina
JIX534237 2012 Kina
JX535236 2012 USA
JX535237 2012 USA
JX678978 2010 Kina
JX682407 2011 Kina
JX912914 2011 Kina
JX912915 2011 Kina
JX945575 2011 Kina
JX945576 2011 Kina
JX945577 2011 Kina
JX948768 2011 Kina
JX948769 2010 Kina
JX948770 2011 Kina
JX948771 2011 Kina
JX948772 2011 Kina
JX948773 2011 Kina
JX948774 2011 Kina
JX948775 2011 Kina
JX948776 2011 Kina
JX948777 2011 Kina
JX948778 2011 Kina




JX948779 2011 Kina
JX948780 2011 Kina
JX948781 2010 Kina
JX948782 2011 Kina
JX948783 2011 Kina
JX948784 2011 Kina
JX948785 2011 Kina
JX948786 2011 Kina
JX982219 2011 Kina
JX982220 2011 Kina
JX982221 2011 Kina
JX982222 2011 Kina
JX982223 2011 Kina
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JX982224 2011 Kina
JX982225 2011 Kina
JX982226 2010 Kina
JX982227 2011 Kina
JX982228 2010 Kina
KC153106 2012 Kina
KC188796 2012 Korea
KC249977 2009 Kina
KC261600 2008 Brazilia
KC261601 2008 Brazilia
KC527542 2013 Kina
KC527543 2013 Kina
NC013774 2008 USA




3. Melléklet. PCV2 szekvenciak tavolsagi matrix ana  lizise (MEGA 5.2 programcsomag) .

| Distances in lower left| ) PO ) O O T O (T I (O (O (] I T O T T T T
1. PCVZa_2A

2 PCV23 28 0.033

3. PCV2a 2C 0.029 0.028

4_PCv2a 2D 0031 0032 0033 _

5. PCV2a 2E 0035 0042 0032 0036

6. PCV2b 14 0063 0063 0052 0061 0066

7. PCVZh 1A 0045 0044 0043 0043 0046 0020

8 PCVZ2b 1B 0039 0045 0037 0042 0036 0032 0014

9. PCV2b_18_ 0034 0034 0033 0027 0035 0042 0023 0024

10. PCY2b 1C 0.044 0045 0046 0048 0038 0055 0033 0036 004

11. PCV2e 0070 0064 0067 0064 0066 0067 0051 0054 0056 0055

12. PCv2d 0.048 0047 0048 0053 0042 0057 0033 0037 0041 0003 0.05

13 PCV2e 0038 0038 0034 0032 003 0062 0044 0042 0036 0051 0062 0054

14. PCV2c_kozel 0.041 0032 0037 0042 0047 0053 0035 0033 0038 0035 0054 0031 0044

15. HQS91379_2009 Horvati?) | 0055 0049 0049 0047 0055 0037 0019 0031 0038 0043 005 0043 0045 0033 |

16. HO591381 2008 Hoval(2) | 0049 0.047 0045 0043 0048 0055 0033 0038 0042 0041 0051 0043 0038 0038 0019

17_EF524523 Kina_2004 5X04 0050 0047 0043 0043 0050 0040 0022 0033 0040 0047 0059 0049 0023 0040 0024 0038

18. HM776452. 2009 Kna | 0048 0046 0045 0042 0048 0056 0039 0038 0042 0040 0050 0042 0032 0037 0021 0002 oo

A PCV2d a PCV2b 1C (PCV2d) csoportot jeldli, a PCV2e pedig a PCV2a (PCV2e). A PCV2b 1A és 1B két szekvenciat is tartalmaz, mivel ezek
a csoportok nagyon elterjedtek.
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4. Melléklet. Harom eltér 6 szamitdgépes elemzés alapjan készitett filogenetik  ai 4bra.
Mindharom &abra ugyanazokat a teljes genom szekvenciakat tartalmazza.

PCV2c

PCV2b 1A t PCV2b 1C

PCV2b 1C (PCV2d)

PCV2b 1B

PCV2a 2D

PCV2a 2E

Maximum Likelihood analizis
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PCV2a 2E

PCV2a 2D

PCV2a 2C &\
PCV2a 2B %"

PCV2a 2A

PCV2a (PCV2e) E__f

PCV2cZ

PCV2b 1A

PCV2b 1C (PCV2d)

Tamura analizis
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PCV2b 1A

PCV2b 1B

PCV2b 1C



PCV2b 1A

\7_A
PCV2b 1C 47

PCV2c

PCV2b 1B

Neighbor-Joining analizis
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