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Roviditések jegyzéke

BFDV: psittacine beak and feather disease virus (papagdjfélékben a csor- és a

tollképzddés zavaraval jaro betegséget okozd virus)

BSA: Bovine serum albumin (szarvasmarha szérum albumin)

CRO: horvat

CZE: cseh

dNTP: dezoxinukleotid-trifoszfat

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

DMEM Dulbecco’s Minimum Essential Medium

FBS: foetal bovine serum (magzati szarvasmarha szérum)

HUN: magyar

IIF: indirekt immunfluoreszcencia

mp: masodperc

mRNS messenger RNS (hirvivé RNS)

Nal: natrium-jodid

NLS: nuclear localization signal (sejtmagba jutast iranyito jel)

nt: nukleotid

ORF: open reading frame (nyilt olvasasi keret)

Ori: origin of replication (megsokszorozddas kezd6pontja)

PBS: phosphate buffered saline (foszféttal pufferolt sooldat)

PCR: polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcid)

PCV: porcine circovirus (sertés circovirus)

PCVD: PCV diseases (PCV betegségek)

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

PMWS: postweaning multisystemic wasting syndrome (valasztott malacok

circovirus okozta sorvadésa)

POL: lengyel

PPV: porcine parvovirus (sertés parvovirus)

PRDC: porcine respiratory disease complex (sertések 1égzdszervi betegség
komplexe)

PRRSV: porcine reproductive and respiratory syndrome virus (sertések reprodukcios

zavarokkal és 1égz0szervi tiinetekkel jard tiinetegyiittese)



RCR:
RNS:
ROM:
SLO:
SPF:
STC:

TCID5()I

rolling circle replication (gordiilé kor alapjan torténdé megsokszorozddas)
ribonukleinsav

roman

szlovak

specific pathogen free (specifikus patogénekt6l mentes)

swine testicular cell (sertés here sejt)

tissue culture infective dose 50 % (a szovettenyészet 50 %-at fertdzo virus

mennyiség)



Osszefoglalas

A sertés circovirusoknak (porcine circovirus, PCV) jelenleg két tipusa ismert: az apatogén
PCVI1 és a patogén PCV2, mely szamos kdrképpel hozhatd kapcsolatba jelentds gazdasagi
karokat okozva a sertésdllomanyokban. A PCV2 dltal kivaltott leggyakoribb betegséget, a
valasztott malacok circovirus okozta sorvadasat (postweaning multisystemic wasting syndrome,
PMWS) eldszor 1991-ben irtak le Kanaddban. A kérokozd mara az egész vilagon elterjedt, és
retrospektiv vizsgalatok szerint a virus az 1970-es és 1980-as évekbdl szarmazd sertés eredetli
mintakbdl is kimutathato.

A PCV2-nek két genotipusa ismert, melyek kozott a legmarkansabb kiilonbség a genom
méretében van: a hosszabb genommal rendelkez6 PCV2A ¢és a révidebb PCV2B genotipus. A
jarvany kezdetén a kiilonbozd korképekbol a PCV2A genotipust lehetett gyakrabban kimutatni,
2003-ra Nyugat-Eurépaban és 2005-t6] Eszak-Amerikiban azonban a PCV2B genotipus valt
elterjedtebbé. Magyarorszagon az els6 PMWS eseteket 1999-ben azonositottdk és 2003-ig
hazankban is a PCV2A genotipus volt a gyakoribb.

Munkank sordn felmérést készitettiik 2002-2003-ban a magyarorszagi vaddiszn6 allomany
PCV fert6zottségérol. Tobb mint 2000 mintat gyijtottiink az orszag kiilonbozo részeirdl, és
csoportositottunk szarmazasi hely szerint. A mintdk 20,5 %-4bol volt kimutathato PCV2, és a két
genotipus kozel azonos ardnyban volt jelen a vaddiszn6 mintdkban. Vaddisznéra jellemzo
szekvenciat nem talaltunk. A szekvencia analizis alapjan felmeriilt a két genotipus kozotti
rekombinacié lehetdsége, amit késobb tobben is igazoltak. Megallapitottuk, hogy a
vaddiszndkban a PCV2 mellett az apatogén PCV1 valtozat is eldfordul, és a vildgon elsdként
hataroztunk meg vaddiszndbodl szarmazo teljes PCV1 genomszekvenciat. Ezt megel6zéen PCV1-
et kizarolag PK-15 sejtvonalbol, valamint vakcindbodl €s a szovettenyésztéshez hasznalt tripszin
készitményekbdl mutattak ki. A vaddisznobol kimutatott PCV1 szekvencia nem mutatott nagyobb
eltérést a PK-15 sejtvonalat permanensen fert6zd PCV1 torzsekben leirtaktdl, mint amekkora
kiilonbség az eddig ismert PCV1 torzsek kozott kimutathato volt.

Részt vettiink az elsd romaniai PCV2 altal okozott kdérképek leirasaban, ahol az elsé
PMWS eseteket 2002 majusaban, az els6 PDNS (porcine dermatitis nephropathy syndrome)
tiineteit mutatd sertéseket pedig két évvel késobb észlelték. A korbonctani és korszovettani
elvaltozasok megegyeztek a szakirodalomban kozzétett adatokkal. Meghataroztuk PMWS ¢és
PDNS tiineteit mutatdo sertésekbdl szarmazo PCV2 teljes nukleotid szekvencidjat, és

megallapitottuk, hogy a két korképbol szarmazo genom azonos.



A kozép-kelet eurdpai régidban zajlé PCV2 jarvany molekularis hatterének tisztazasa
érdekében vizsgaltuk, hogy milyen PCV2 szekvencidk fordulnak elé ebben a térségben.
Magyarorszagrol, Lengyelorszagbdl, Szlovakiabol, Csehorszagb6l, Horvatorszagbol és
Roméniabdl szarmazo teljes PCV2 szekvencidkat hatdroztunk meg ¢s hasonlitottunk Gssze a
GenBank-ban 2007. december 31-ig kozzétett szekvencidkkal. A legrégebbi kozép-kelet europai
letolthetd genomok 2003-bdl, Ausztriabol €s Magyarorszagrol szarmaztak, €s a szekvenciak
kozott a PCV2A genotipus dominalt. Megallapitottuk, hogy a Nyugat-Europdban végbement
valtozashoz hasonldan, a kozép-kelet eurdpai régidban is a PCV2B genotipus valt uralkodéva, de
mig Nyugat-Europaban mar 2003-ban a PCV2B genotipus volt elterjedtebb, addig térségiinkben
ez csak 2007-re valt meghatarozova. A vizsgdlatok soran megallapitottuk, hogy azokon a
teriileteken, ahol a fert6zottség még ma is terjedében van, ott a PCV2 genomok nukleinsav
szekvenciajaban jelentdsebb eltérések vannak, mint az endémias vidékeken. Ugyanez a tendencia
mutatkozik vildgszerte, a rovidebb genotipus gyorsabban terjed az eredeti PCV2A tipusnal, és egy
genetikailag egységes jarvanytani kép van kialakuléban, ami feltételezi, hogy a virus adaptécidja
bar lassul6 titemben, de még mindig folyamatban van.

A PCV2 jarvanytananak és a védekezésnek is meghatdrozé eleme annak a megismerése,
hogy a virus sertésen kiviil képes-¢ mas fajban fennmaradni, szaporodni és tiriilve sertéseket
fertozni. Jelenlegi ismereteink rendkiviil korlatozottak ezen a teriileten. A lehetséges virushordozé
fajok koziil egereket vizsgaltunk és megallapitottuk, hogy az egerek fertézhetok PCV2-vel, a virus
képes szaporodni benniik, de betegségre utalo klinikai tiineteket €s kdrbonctani elvaltozasokat
nem taldltunk. A virusiiritési vizsgalatokkal egyértelmiivé valt, hogy az egerek {iritik a virust, és
tarsaikat képesek megfertézni. Az egerekkel végzett kisérleteink alapjan feltételezhetjiik, hogy

ezek a ragesalok fontos szerepet jatszanak a PCV2 fenntartdsaban és terjesztésében.



Summary

Two types of porcine circoviruses (PCV) are currently recognized: the non-pathogenic
PCV1 and the pathogenic PCV2, later associated with several clinical conditions, referred to as
porcine circovirus diseases (PCVDs). PCV2 is responsible for severe economic losses of the
swine industry. Among PCVDs, the most frequently diagnosed is the postweaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS). The first description of PMWS was made in Canada, in 1991, but
according to retrospective studies, PCV2 itself has already been present in swine samples from the
1970-ies and 80-ies. By today PCV?2 has spread worldwide.

PCV2 is divided into 2 genotypes. The most characteristic difference between them is the
genome length: the longer sequence is designated PCV2A and the shorter PCV2B genotype.
During the first recognized cases of PCV2 infections viruses belonging mainly into genotype
PCV2A were detected, but by 2003 in Western Europe and by 2005 in North-America, PCV2B
genotype had become more frequent. The first PMWS case in Hungary was described in 1999. At
the beginning of the Hungarian epidemic also PCV2A genomes were detected more frequently,
until 2003 when PCV2B started to take over.

One of the purposes of this study was to estimate the prevalence of PCV in Hungarian
wild boars, using samples collected between 2002 and 2003. More than 2000 organ samples were
collected from different areas of Hungary. PCV2 could be detected in 20,5 % of the samples, and
the proportion of the two genotypes was close to even. Wild boar specific sequences could not be
detected. Based on sequencing data the possibility of genomic recombination was raised and later
it was confirmed by other researchers. We demonstrated that PCV1 was also present in wild boars
and were the first ones to determine the complete nucleotide sequence of a PCV1 from an organ
sample. The sequence differences of the wild boar PCV1 and PCV1 from in vitro sources was not
higher than that among the already known PCV1 isolates. During our studies we participated in
the first description of PCV2 caused diseases in Romania, both PMWS and PDNS (porcine
dermatitis nephropathy syndrome). Complete PCV genome sequences were determined both from
PMWS and PDNS affected pigs and they proved to be identical.

To clarify the molecular background of PCV2 epidemiology in the Central European
region, PCV2 sequences of this area were studied. Complete PCV2 genomes were determined
from Hungarian, Polish, Slovak, Czech, Croat and Rumanian samples. The sequences were
compared with other PCV2 sequences deposited in the GenBank until 31 of December, in 2007.
The oldest available sequences of the region, from 2003, were available from Hungary and

Austria, and PCV2A was the dominant type of the time. According to our findings, similarly to



the situation in Western Europe, PCV2B had also become dominant in Central-Europe although
with a few years delay by the year 2007. A similar tendency is observed on a world-wide scale,
the shorter genotype is spreading faster than the longer one, and an epidemiologically uniform
picture is becoming evident.

An efficient prevention and control of PCVD requires information of the host range of the
virus, whether PCV2 can be maintained and spread by animal species other than swine. Mouse as
one of the possible vector species, was studies and it was demonstrated, that PCV2 is indeed
capable of infecting mice, the virus can replicate and it can be shed to be transmitted to other
animals, possibly to swine as well. According to the results of our experiments it is safe to

suppose, that this rodent may play an important role in spreading PCV2.
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1. Bevezetés

Az egyik legnagyobb gazdasagi kartétellel jaro virusos eredetli fert6zd betegség a
sertésalloméanyokban a sertés circovirusok 2-es tipusdhoz (porcine circovirus 2, PCV2) kéthetd. A
PCV2 altal okozott betegségek egyik tipusat, a valasztott malacok circovirus okozta sorvadasat
(postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) 1991-ben irtak le eldszér Kanadaban
(Harding és Clark, 1996). A kérokozo mara mar az egész vilagon megjelent, és a PMWS mellett
kisebb gyakorisaggal, de mas kérformakbol is kimutattak.

A PMWS megjelenése 6ta a PCV2-vel 6sszefliggést mutatd betegségek szama jelentdsen
boviilt, éppen ezért ma mar altaldban PCV okozta betegségekrol (PCV diseases, PCVD) szokas
beszélni. A PCV2-t idaig a kovetkezd korképekkel hoztak kapcsolatba: sertések légzdszervi
betegség komplexe (porcine respiratory disease complex, PRDC, Halbur, 1998, Thacker, 2001,
Kim ¢és mtsai., 2003b), sertések dermatitisz nefropatidja (porcine dermatitis nephropathy, PDNS,
Segalés és mtsai., 1998, Rosell ¢és mtsai.,, 2000a), magzati miokarditisz ¢s reproduktiv
rendellenességek (West és mtsai., 1999, Oconnor és mtsai.,, 2001), elhalasos tiidogyulladas
(proliferative and necrotising pneumonia, Pesch és mtsai., 2000), elhalasos traheitisz (Candotti és
mtsai., 2001), exsudative epidermitis (Kim és Chae 2004, Wattrang és mtsai., 2002), valamint
kongenitalis tremor (Stevenson és mtsai., 2001, Choi és mtsai., 2002a).

A PCV2 oktani szerepe a PMWS, a PRDC, a reproduktiv rendellenességek é¢s a PDNS
egyes esetei kivételével az egyes korképekben nem minden esetben bizonyitott. A virus jelenléte
azonban azt jelzi, hogy ha 6nalldan talan nem is, de tarsfert6zésként részt vehet az adott korkép
kialakitasaban.

A PMWS észak-amerikai megjelenése utan sorra bukkant fel Eurépa és Azsia orszagaiban,
mara gyakorlatilag mindeniitt, ahol sertéstartassal foglalkoznak. Eszak-Amerikdban azonban a
PMWS mellett megjelent a PRDC korkép is, €s ott az el6fordulasa gyakoribbé valt, mint a PMWS
koérképé. Ezzel szemben Eurdpaban - igy nalunk is, és tdliink keletebbre is - a PCVD-k koziil a
PMWS dominal. Az Eurépa nyugati felén elindult PCV jarvany folyamatosan terjedt és terjed ma
is keleti iranyba. A jarvany az elmult években érte el Lengyelorszagot, Ukrajnat, Romaniat,
Szlovakiat és Horvatorszagot, amely orszdgokban a diagnosztizalt PCVD esetek szdma még
lényegesen alacsonyabb a t6lik nyugatabbra fekvd allamokban eléforduld esetek szamanal.
Jelenleg tehat az eurdpai jarvanytani kép nem egységes, a nyugati teriileteken a fert6zés
enzociassa valt, mig keleti iranyba haladva a jarvany terjedése tapasztalhato. A jarvanytani kép
mellett a korképben is vannak eltérések a nyugati €s keleti helyzetet tekintve. Mig nyugaton egyre
gyakrabban jelentkezik a betegség a klasszikusnak tekintett PMWS mellett, attol eltéréen, PRDC

11



formaban, addig kelet felé¢ haladva, ahol a jarvany még aktivan terjed, tovabbra is a PMWS forma
dominal. A korokozé idokozben atjutott a vaddisznd populacioba is, ami egy esetleges jovobeni
mentesités lehetségeit erésen korlatozza, de ha mentesitési programok nem is indulnak el,

allandé veszélyforrast fognak jelenteni azokon a teriileteken, ahol a jarvany mar lecsillapodott.
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2. Célkitiizések

Munkénk elsddleges célja az volt, hogy a PCV2 jarvanytanahoz szolgéltassunk wjabb
adatokat. Ezt a kovetkez6 feladatok elvégzése révén kivantuk elérni:

1. A hazai vaddiszn6 dllomany PCV fertézottségének felmérése.

2. A hazai és a kozép-kelet eurdpai helyzet megismerése.

3. A ragcsalok esetleges PCV2 hordozo és iritd szerepének vizsgalata.

4. Egy hatékony PCV2 vakcina eléallitasara alkalmas virustorzs 1étrehozasa és jellemzése.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A sertés circovirusok jarvanytana

3.1.1 Rendszertan, torténet, elofordulas

A sertés circovirusok (porcine circovirus, PCV) a galamb circovirussal (pigeon circovirus),
a kandri circovirussal (canary circovirus), a lud circovirusaval (goose circovirus), a kacsa
circovirussal (duck circovirus), a holl6 circovirussal (raven circovirus), a sirdly circovirussal (gull
circovirus), a seregély circovirussal (starling circovirus) és a papagajfélékben a csor- és a
tollképzddés zavaraval jaro betegséget okozo virussal (psittacine beak and feather disease virus,
BFDV) egyiitt a Circoviridae csaladba, a Circovirus genusba tartoznak. Az egyszalu DNS genom
mérete 1,7 (PCV) és 2,5 (BFDV) kilobazis kozott valtozik. Szekvencia-sajatossagaik és a virus
replikacioban megnyilvanuld tulajdonsagaik alapjan a csirkék fert6zé anaemidjat okozd virust
(chicken anaemia virus) a Circoviridae csaladon beliill a Gyrovirus genusba soroltak.

A circovirusok a jelenleg ismert legkisebb allati eredetii virusok kozé tartoznak. A
viruscsalad elnevezése a virusgenom korkoros voltara utal.

A sertés circovirusoknak két tipusa ismert: az egyes tipusu sertés circovirus (porcine
circovirus 1, PCV1) és a kettes tipust sertés circovirus (porcine circovirus 2, PCV2).

A PCV1 apatogén, megbetegedést nem okoz, elészér 1974-ben, Németorszagban PK-15
sejttenyészetben irtdk le (Tischer és mtsai., 1974, Tischer €s mtsai., 1982). PCV1-et a PK-15
sejtvonalon kiviil vakcindbol (Quintana és mtsai., 2006) €s a szovettenyésztéshez altalanosan
haszndlt tripszin készitményekbdl is kimutattak (Fenaux ¢&s mtsai,, 2004). Polimeraz
lancreakcidval (polymerase chain reaction, PCR) végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a PCV1
sertésekben is eléfordul (Ellis és mitsai.,, 2000, Calsamiglia €s mtsai., 2002). Szeroldgiai
felmérések szerint a PCV1 megtalalhato Kanadaban (Magar ¢és mtsai.,, 2000a), Belgiumban
(Labarque €s mtsai., 2000) hazisertésekben és Németorszagban vadon é10 sertésekben is (Tischer
¢s mtsai., 1995, 1986).

A kettes tipusu sertés circovirus (PCV2) patogén, a leggyakoribb PCV2-nek tulajdonitott
korkép a valasztott malacok circovirus okozta sorvadasa (postweaning multisystemic wasting
syndrome, PMWS). A PMWS-t elszor 1991-ben irtdk le Kanaddban (Harding és Clark, 1996),

ezt kovetden a korképet a vildgon tobb helyen is azonositottdk és a virust kimutattak (1. tablazat).
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1. tablazat. A PCV?2 els6 publikalésa.

Orszag Publikalas éve | Szerzok

Kanada 1996 Harding és Clark
Amerikai Egyesiilt Allamok 1998 Kiupel és mtsai.
Eszak-Irorszag 1998 Kennedy ¢és mtsai.
Franciaorszag 1998 Allan és mtsai.
frorszag 1998 Spillane és mtsai.
Dénia 1999 Allan és mtsai.

Japén 1999 Onuki és mtsai.

Kina 1999 Choi és Chae
Spanyolorszag 1999 Plana-Duran és mtsai.
Taiwan 1999 Yang és mtsai.
Belgium 2000 Labarque és mtsai.
Hollandia 2000 Wellenberg ¢és mtsai.
Korea 2000 Choi és mtsai.
Magyarorszag 2000 Kiss és mtsai.
Németorszag 2000 Mankertz és mtsai.
Skdcia 2000 Thomson és mtsai.
Mexiko 2001 Trujano ¢€s mtsai.
Olaszorszag 2001 Terregino és mtsai.
Svéjc 2001 Borel és mtsai.
Argentina 2002 Sarradell és mtsai.
Csehorszag 2002 Celera és Carasova
Gorogorszag 2002 Saoulidis és mtsai.
Thaifold 2002 Kiatipattanasakul és mtsai.
Venezuela 2003 Cano ¢s mtsai.
Brazilia 2004 Castro ¢s mtsai.
Bulgéria 2004 Motovski és Segalés
Dél-Afrika 2004 Drew és mtsai.
Fiilop-szigetek 2004 Maldonado €s mtsai.
Horvétorszag 2004 Jemersic és mtsai.
Svédorszag 2004 Wallgren és mtsai.
Szlovénia 2004 Toplak és mtsai.
Taiwan 2004 Wang és mtsai.
Ausztralia 2005 Muhling és mtsai.
India 2005 Saikumar és mtsai.
Uj-Zéland 2005 Garkavenko ¢s mtsai.
Oroszorszag 2007 Shcherbakov és mtsai.
Ukrajna 2007 Shcherbakov és mtsai.
Chile 2007 Noriega €s mtsai.

Bar a PMWS megjelenése jarvanyos méreteket csak az utdbbi 10 évben 61tott, retrospektiv
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vizsgalatok szerint a kérokozo mar hosszabb ideje jelen lehet a sertésallomanyokban. Igy PCV2
specifikus ellenanyagot 1969-b6l szarmazd belgiumi szérummintakbol is kimutattak (Sanchez és
mtsai., 2001a), illetve 1986-ban spanyol, PMWS tiineteit mutatd (utdlag azonositva) sertésbol
szdrmazo szovetmintabdl szintén kimutattak PCV2 nukleinsavat in situ hybridizacidos mddszerrel

(Rosell és mtsai., 2000b, Rodriguez-Arrioja ¢és mitsai., 2003). Angliai mintdkbol polimeraz




lancreakcioval és immunhisztokémiai moddszerrel az 1970-es évekig visszamendleg sikerilt a
PCV2 jelenlétét igazolni (Grierson ¢s mtsai., 2004a, Staebler és mtsai., 2005). PCV2 antigént
mutattak ki 1990-bol szarmazé hokkaidoi (Japan) mintakbdl, az azt megelézden gytjtott
mintakbol azonban nem (Sato €s mtsai., 2000). Dan kutatok (Dupont és mtsai., 2008) 1980-bol,
1987-b6l €s 1990-bdl szarmazd mintakbdl is ki tudtak mutatni PCV2-t, és meghataroztak ezeknek
a virusoknak a teljes szekvencidjat is. Svédorszagban 1993-bol szarmazo mintdkbol mutattak ki
PCV2-t (Wallgren és mtsai., 2007), Ausztralidban pedig 1995-bdl szarmazo szérummintdk 80 %o-
aban talaltak PCV?2 specifikus ellenanyagokat (Finlaison és mtsai., 2007).

Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a PCV2 jelen volt a sertés populacidkban, de a
PMWS koérkép ritkdbban fordult elé (Rosell és mtsai., 2000b), és a betegség jellegtelen tiineteit
esetleg mas korokozoknak tulajdonitottdk, mint pl. sertés parvovirusnak (porcine parvovirus,
PPV) vagy PRRS virusnak (porcine respiratory and reproductive syndrome virus, PRRSV). Ez
magyarazatot adhat arra, miért csak 1991-ben irtak le kiilon kérképként a PMWS-t (Segalés és
Domingo, 2002).

A PCV2-nek két genotipusa ismert. A két genotipus megkiilonboztetése céljabdl kiilonféle
elnevezések alakultak ki a szakirodalomban. Olvera és mtsai. (2007), valamint Grau-Roma ¢&s
mtsai. (2008) 1. és 2. genotipusnak, Carman és mtsai. (2006) 321 és 422-nek, de Boisseson és
mtsai. (2004), valamint Shuai és mtsai. (2007) I és II-nek, Timmusk és mtsai. (2008) SG1, SG2,
SG3-nak, Cheung és mtsai. (2007), valamint Dupont és mtsai. (2008) 1. és 2. csoportnak, Castro
¢s mtsai. (2007), valamint Hesse és mtsai. (2008) PCV2A és PCV2B-nek nevezik a két
genotipust. Egységes nevezéktan hidnydban mi a tovabbiakban az 1768 bazis hosszusagu
genomot, mivel ezt irtdk le korabban, PCV2A genotipusnak, az 1767 bazis hosszlisagu genomot
pedig PCV2B genotipusnak nevezziik.

A Kanadaban elsoként izolalt szekvencia a PCV2A genotipusba tartozott. Kanadaban és az
Amerikai Egyesiilt Allamokban 2004-ig kizarélag a PCV2A genotipusba tartozé virusok voltak
kimutathatok. Kanadaban 2004 decemberétol a PCVD esetek szama jelent6s emelkedést mutatott,
(Carman és mtsai., 2006). Az Egyesiilt Allamokban 2005 masodik felében kezdett emelkedni a
PCVD esetek szama (Cheung és mtsai., 2007). A PCV2 jarvany jboli fellangolasanak hatterében
az észak-amerikai kontinensen a PCV2B genotipus terjedése all (Carman és mtsai., 2006, Gagnon
¢s mtsai., 2007, Cheung és mtsai., 2007).

Az elsd6 PMWS leirast kovetéen Nyugat-Eurdpa szamos orszagaban allapitottdk meg a
korképet, els6k kozott Franciaorszagban, Eszak-frorszagban, Spanyolorszigban  és
Németorszagban (Allan €s mtsai., 1998, 1999a, Meehan és mtsai., 1998, Mankertz és mtsai.,
2000). Dénidban 2001-ben, Svédorszagban 2003-ban diagnosztizaltdk az elsd eseteket, bar

mindkét orszagban a korkép megjelenése elétt is jelen volt a virus (Vigre és mtsai., 2005,
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Wallgren és mtsai., 2007, Dupont és mtsai., 2008). Europaban el6szor 1998-ban szekvenaltak meg
a PCV2 teljes genomjat (Meehan €s mtsai., 1998). Ez a virus a PCV2B genotipusba tartozott, de
mar a 2000-es évek eldtt jelen volt a PCV2A genotipus is, sot, a PCV2A genotipusba tartozo
szekvencidkat gyakrabban lehetett kimutatni a fertdzott és kiilonb6z6 PCVD tiineteit mutato
sertésekbol, mint a PCV2B genotipust (Mankertz és mtsai., 2000, Wallgren és mtsai., 2007,
Dupont és mtsai., 2008). Nyugat-Europaban 2003-2004 koriil jelentds valtozas kovetkezett be a
két genotipus ardnydban, ugyanis a fertdzott sertésekbdl ettdl kezdve dontéen a PCV2B
genotipusba tartozo szekvencidk mutathatok ki, jelentdsen hattérbe szoritva a PCV2A genotipust
(de Boisseson és mtsai., 2004, Dupont és mtsai., 2008).

A PMWS-t Magyarorszagon eldszor 1999 decemberében egy Hajdu-Bihar megyei
sertésallomanyban allapitottdk meg a Debreceni Allategészség-iigyi Intézet munkatarsai (Kiss és
mtsai., 2000). Ezt megel6zden is torténtek kisérletek a korokozd kimutatasara, sikertelentil
(Kecskeméti és mtsai., 1999). Az elsé hazai leirast kovetéen a PCV2 rovid id6 alatt orszagszerte
elterjedt, mara csaknem valamennyi nagyiizemi sertésalloméanyban jelen van, jelentés gazdasagi
karokat okozva. Ekkor mar hazankban is jelen volt mindkét genotipus (sajat, nem publikalt adat),
de egy 2003-ban végzett vizsgalat alapjan Magyarorszagon is a PCV2A genotipus volt
elterjedtebb (Déan ¢és mtsai., 2003). A 2000-es évek elsd felébdl, Kozép-Kelet Eurdpabol,
Magyarorszagon kiviill csak Ausztridbdl szarmazo szekvencidk érhetok el GenBank-ban
(www.ncbi.nlm.nih.gov, Exel és mtsai., 2003 nem publikdlt adat). A kozzétett szekvencidk
alapjan Ausztridban is a magyarorszagihoz hasonlé aranyban fordult el a két genotipus 2003-
ban.

Azsidban, Taiwanon 1999-ben szekvenaltak az elsé PCV2 szekvencidkat (GenBank-i adat,
AF154679, AF166528), az elso azsiai PMWS-rdl pedig Japanbdl szamoltak be (Onuki és mtsai.,
1999). Ott 2003-ig a PCV2A genotipus dominalt, de 2004-re a PCV2B genotipust lehetett
kimutatni abban az allomanyban, ahol korabban a masik volt jelen (Takahagi és mtsai., 2008).
Kinaban, Koredban ¢s Taiwanon a sertésallomanyok tobbsége mar a 2000-es évek elején is
fert6zott volt PCV2-vel. Mar ekkor is a PCV2B genotipust lehetett kimutatni a vizsgalt allatok
tobbségébdl, de a PCV2A genotipus is jelen volt (Wen és mtsai., 2005, Zhou ¢s mtsai., 2006, An
¢s mtsai., 2007, Shuai és mtsai., 2007).

Dél-Amerikaban 2001 6ta jelen van mindkét genotipus. A mintak 2,2 %-abdl mutattak ki
PCV2-t, amelyek tobbsége a PCV2B genotipusba tartozott (Sarradell és mtsai., 2002, Castro és
mtsai., 2004, 2007).

Ausztralidban az 1995 - 2003 kozotti idoszakbdl szarmazo vérsavok 75 - 87,8 %-abol
mutattak ki a PCV2-vel reagdlo ellenanyagot (Finlaison és mtsai., 2007). Ausztralidban csak a

PCV2A genotipusba tartozé szekvencidk vannak jelen ma is, és PMWS korformat eddig nem
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diagnosztizaltak, csak PDNS-t (Muhling és mtsai., 2006, Finlaison €s mtsai., 2007).

A sertés circovirusok megjelentek a vaddiszné allomanyokban is. Szerologiai vizsgalatok
alapjan az 1999 és 2005 kozott csehorszagi vaddisznokbdl gytijtott mintak 43 %-abol (Sedlak €s
mtsai., 2008), 2000 és 2003 kozott spanyolorszagi vaddisznokbdl gylijtott szérummintak 48 %-
abol (Vicente ¢€s mtsai., 2004) mutattak ki PCV2-vel reagalo antitesteket. Nem csak ellenanyagot,
de magat a virust is kimutattdk vaddisznokbol. A PCV2 vadonéld és tenyésztett vaddiszndkat is
képes megbetegiteni, a tiinetek, korbonctani és korszovettani elvaltozdsok megegyeztek a hazi
sertésekben PMWS esetén megfigyeltekkel (Schulze és mtsai., 2003, Ellis és mtsai., 2003,
Vicente és mtsai., 2004, Lipej és mtsai., 2007).

Ahogy a fentiekbdl kitlinik, a PCV2 mar a PMWS els6 kanadai leirdsa utan a Fold szinte
minden térségében jelen volt. Kérdéses, hogy honnan szarmazhatnak a mai sertés circovirusok.
Jelen ismereteink szerint a sertés circovirus az egyetlen circovirus, amely emldsallatban képes
szaporodni, valamennyi mar ismert circovirus madarakbol szarmazik. Olvera és mtsai. (2007)
szerint a PCV1 és a PCV2 mindkét genotipusa egy kozos Osre vezethetd vissza és a sertés

circovirusok jol elkiiloniilnek a kiilonb6zé madar circovirusoktol (1. dbra).

Porcine
circovirus

type 2

Parcine
circovirus

type 1

Goose and
duck
circovirus

Beak and feather
disease,
columbid, canary
and starling
cicovirus

1. abra. A circovirus nemzetségbe tartdzo6 virusok alapjan késziilt filogenetikai fa (Olvera

¢s mtsai. 2007).
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Filogenetikai elemzések alapjan a PCV2A és PCV2B genotipus egymastol jol elkiilonil. A
PCV2A és PCV2B genotipusokon beliil a virusok tovabbi csoportokra oszthatok. Az egyik
legrészletesebb elemzést Olveira és mtsai. (2007) végezték. A PCV2B genotipust (PCV2 group 1-
nek nevezték) 1A, 1B és 1C csoportokra osztottak, a PCV2A genotipusba tartozo szekvencidkat
(PCV2 group 2-nek nevezték) pedig 2A, 2B, 2C, 2D és 2E csoportokba soroltdk (2. abra).
Vizsgalataik szerint a teljes genom ¢és a kapszid gén elemzése alapjan nem volt kiilonbség a
virusok csoportosuldsdban, de a replikdcios fehérjét koddolod gén alapjan végzett analizis ezektol
némileg eltérd eredményt adott. Mivel az egyes PCV2 szekvencidk kozott a legtobb eltérés a
kapszid fehérjét kodold szakaszon fordul eld, a filogenetikai elemzéseket sokszor csak erre a
szakaszra alapozva végzik (An és mtsai., 2007, Castro €s mtsai., 2007, Shuai és mtsai., 2007, Choi
¢s Chae, 2008, Yang és mtsai., 2008).

A GenBank-ban kozzétett adatok alapjan megfigyelhetd, hogy 2003 utan a PCV2B
genotipus sokkal gyakrabban mutathatd ki a sertésekbol, mint a PCV2A genotipus (Olveira és
mtsai., 2007). Hogy miért terjed gyorsan a PCV2B genotipus, egyelére nem ismert. Egyes
vélemények szerint ez azért lehetséges, mert a PCV2B genotipus patogénebb, mint a PCV2A
genotipus (Opriessnig €s mtsai., 2006, Cheung és mtsai., 2007, Woodbine és mtsai., 2007, Grau-
Roma és mtsai., 2008, Timmusk és mtsai., 2008). Mas tanulményok azonban nem talaltak
patogenitasbeli kiillonbséget a két genotipus kozott (Pogranichniy és mtsai., 2002, Larochelle és
mtsai., 2002, 2003, de Boisseson és mtsai., 2004, Grierson és mtsai., 2004b, Castro és mtsai.,
2007). Ennek kétséget kizard bizonyitasa tovabbi vizsgalatokat igényel, mint ahogy azt is tovabb
kell vizsgalni, miért terjed még ma is sokkal gyorsabban a PCV2B genotipus a PCV2A

genotipusnal.

3.2. A sertés circovirusok jellemzése

A sertés circovirus virionja 17 nm atmérdjii, kobos szimmetridju, burka nincs. A kapszid
T=1 szimmetridju, 12 pentamerbdl épiil fel, amely pentamerek egyenként 60 fehérje alegységbol
allnak (Crowther és mtsai., 2003).

A virion igen ellendllo a fertétlenitd szerekkel szemben, mivel burka nincs, a zsiroldd
szerek, mint a kloroform, hatéstalanok. A pH 3-as kémhatasnak és 70°C-nak is ellenall (Allan és
mtsai., 1994). Egyes oxidaloszerekkel (kalium peroximonoszulfat), lugokkal (natrium-hidroxid)
szemben kevésbé ellenalld laboratériumi koriilmények kozott, de telepeken nem Ilehet a

fert6tlenitd szereknek optimalis koriilményeket biztositani (Royer és mtsai., 2001).
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2. abra. A kettes tipusu sertés circovirusok filogenetikai elemzése Olveira és mtsai. (2007)
szerint (magyarazat a szovegben).
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3.2.1. A virus szaporodasa

3.2.1.1. A sertés circovirusok genomjanak szervezodése

PCV1 és PCV2 genom organizacioja nagymértékben hasonlit a novényi circovirusokéhoz
(Meehan és mtsai., 1997). A sertés circovirusok genomja korkords (3. abra). A PCV1 teljes
genomja 1759 bazisbdl all. A PCV2B genotipus 1767, a PCV2A genotipus 1768 bazisbol épiil fel.
A sertés circovirusok genomjaban két f6 nyilt olvasasi keret (open reading frame, ORF) talalhato.
A nagyobb az ORFI1-nek nevezett gén (Rep gén), a virus-nukleinsav megsokszorozasaért felelds
fehérjéket kodolja (Rep, Rep' proteinek), és a pozitiv szdlon taldlhatd, amig a komplementer
széalon talalhato kisebb gén (Cap gén), az ORF2, a kapszid fehérjét kdédolja (Hamel, 1998, Meehan

¢s mtsai., 1998, Morozov ¢s mtsai., 1998).

Hosszabb intergénikus szakasz

ORF2

T ORF1
1. nukleotid

PCV genom

Rovidebb intergénikus szakasz

3. abra. A sertés circovirus genomjanak szervezddése.

A két ORF kozott két intergénikus szakasz van. A hosszabb intergénikus szakaszon a
nukleinsav megsokszorozasat iranyité genomrészek helyezkednek el (Mankertz és mtsai., 1997).
A rovidebb intergénikus szakasz - ahol a két ORF egymassal szembe néz - funkcidja egyeldre
tisztazatlan. A PCV genom organizacidjat és a potencidlis mRNS-ek (messenger RNS)

helyez6dését a 4. abra foglalja 6ssze.
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998 1759/1 997
PCVI genom } i
Cap RNS ***998 ]724......%‘:8_457
Cap protein 1024 1723
Rep RNS 19 997***
Rep protein 47 983
Rep’ RNS 19 403 87 997...
Rep’ protein 47 403 . 787 983
1005 1768/1 1004
PCV2 genom } i
Cap RNS ***]005 1737...... .3.6.]_469
Cap protein 1037 1735
Rep RNS 18 1004 s
Rep protein 51 992
Rep’ RNS 18 416 800 1004 .
Rep’ protein 31 a1e 800 967

4. abra. A PCV1 és PCV2 genom szerkezete. A korkords genom linedris formaban lett
feltiintetve. Cap RNS: a kapszid fehérjét kodolé RNS, Cap prot.: kapszid fehérje, Rep RNS:
replikacios fehérjét kddold RNS, Rep prot.: replikacios fehérje, Rep' RNS: a replikaciés RNS-bol
delécioval képzddd RNS, Rep' prot.: a Rep' RNS-rdl képzodd fehérje, ***: az RNS végén a poli-
A-t jeloli, a szaggatott vonal deletdlodo részeket jelol. A szamok nukleotid pozicidknak felelnek
meg.
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A PCVI1 genomjar6l 12 mRNS (Cheung és Bolin, 2002; Cheung, 2003a,b), a PCV2
genomjarol pedig 9 mRNS képzddik (Cheung, 2003a).

Ujabb vizsgalatok szerint (Liu és mtsai., 2005, 2006) a sertés circovirusokban 1étezik egy
harmadik nyilt olvasasi keret, az ORF3, amelynek szerepe a virus szempontjabdl ismeretlen. A
szerzOk szerint az ORF3 altal kddolt fehérjének apoptotikus hatdsa van, ezért fontos szerepet
tulajdonitanak neki a korfejlodésben. Az ORF3 ¢és az éltala kodolt fehérje 1étezését mas

tanulmanyok nem igazoltak (Cheung, 2003a,b,c).

3.2.1.2. Rep és Rep' fehérje

A virus szaporodasaban jelen ismereteink szerint, az RNS molekulék koziil csak a Rep és
Rep' fehérjéknek van szerepiik (Mankertz 1998b, Cheung, 2003c). A Rep' RNS a Rep RNS-bdl
delécioval jon 1étre (Mankertz és Hillenbrand, 2002, 4. dbra).

A Rep fehérjéje meglehetdsen konzervativ a circovirusokban (Mankertz €s mtsai., 1998a).
A lanc N-termindlis és kozépsd szakasza, mas kisméretli DNS virusokhoz hasonldan, szdmos
konzervativ elemet tartalmaz (Meehan és mtsai., 1997). Ezek koziil haromnak (Motif I, II, III)
fontos szerepe van a virus-DNS gordiilé kor mechanizmus (rolling circle replication mechanism,
RCR) alapjan torténé megsokszorozddasaban (Ilyina és Koonin, 1992). A Rep fehérje e szakaszait
Mankertz és mtsai. (2004) az RCR Rep domain-nek nevezik, amely enzimatikus aktivitdssal
rendelkezik. Ez a harom szakasz a Rep' fehérjében is megtaldlhatd. Az ezt kovetd, a fehérje
végéig terjedd szakasz a P hurok (P loop), amely a dezoxinukleotid-trifoszfat (ANTP) kotéséért
felelds. Ez a szakasz feltehetoen helikdz aktivitassal rendelkezik, ezért Mankertz és mtsai. (2004)
ezt a szakaszt Helicase domain-nek nevezik. A P-hurok a Rep' fehérjérol hianyzik.

A Rep és Rep' fehérjék a citoplazmaban szintetizalodnak, feladatuk elldtdsdhoz azonban a
sejtmagba kell jutniuk. A sejtmagba jutast a fehérjék N-terminalis részén (azonos a Rep és Rep'
fehérjékben) 1évd, bazikus aminosavakban gazdag szakaszok iranyitjak (nuclear localization

signal, NLS, Finsterbusch ¢s mtsai., 2005).

3.2.1.3. Cap fehérje

A Cap RNS a komplementer szalon, PCV1-ben a 457-dik bazistol a 998-dik bazisig tart s
a 348-dik és 1724-dik bazis kozotti szakasz kivagddik az RNS molekuldbdl. A kapszid fehérje az
1723 -1024 bazis kozotti szakaszrdl képzdodik €s 233 aminosavbdl all (4. abra). PCV2-ben a Cap
RNS szintén a komplementer szalrol képzodik, a 469-dik bazistol az 1005-dik bazisig tart és a

23



361-dik és 1737-dik bazis kozotti szakasz kivagddik az RNS molekulabdl. A kapszid fehérje a
PCV2B genotipusndl az 1734-1036-dik, a PCV2A genotipusnal pedig az 1735-1037-dik bazis
kozotti szakaszrol képzodik, és 233 aminosavbol all (Cheung 2003a,b,c, 4. dbra).

A kapszid fehérje N-terminalis végén taldlhatd bazikus aminosavakban gazdag elsé 41
aminosava felelds azért, hogy a citoplazmaban termelddd fehérje bejusson a sejtmagba (nuclear
localisation signal, NLS). PCV2-ben a 41 aminosavon beliil is a 12-RHRPRSH-18 ¢és 34-
HRYRWRRK-41 aminosavak nélkiilozhetetlenek a sejtmagba jutdshoz (aldhuzva a bazikus
aminosavak, Liu ¢és mtsai., 2001). PCV1-ben a 13-dik helyen H helyett T, a 34-dik helyen H
helyett N aminosav van.

PCV1-ben a Cap fehérje sejtmagba jutasaért az els 43 aminosav felelds, ezen belil is a 9-
RRRR-12 és 25-RRPYLAHPAFRNRYRWRRK-43 aminosavak (Shuai és mtsai., 2008).

A PCV1 kapszid fehérje szovettenyészetben a fertézést kovetd 12-dik oratdl nagy
mennyiségben a sejtmagvacskabol mutathat6 ki, 24 éraval a fertézés utan mar diffuzan a sejtmag-
plazmaban is megjelenik. 48 o6rdval a fertdzés utan a virus mar egyre nagyobb mennyiségben
mutathato ki a citoplazmabdl, és eltlinik a sejtmagvacskabodl. A kapszid fehérje sejtmagvacskaban
torténd felhalmozddasanak biologiai szerepe nem ismert. Elképzelhetd, hogy ez a felhalmozodas a
fertozés kezdetén megallitja a sejtet életciklusanak S fazisaban, ¢s modositja a sejt sajat
fehérjéinek képzodését. A fertézés soran a kapszid €s replikacios fehérjék felhalmozodnak a
sejtmagban, amely a virus-DNS megsokszorozddasanak és a virion felépiilésének a helye. Végiil a
virus-DNS-b6l és a kapszomerekbdl 0Osszedlld érett virion kijut a citoplazmaba. Ezen
feltételezések azonban még tovabbi vizsgalatra szorulnak (Finsterbusch és mtsai., 2005).

Mahé és mtsai. (2000), valamint Truong ¢€s mtsai. (2001) vizsgalatai szerint (PEPSCAN
modszerrel) a kapszid fehérjének telepi koriilmények kozott tartott allatok vérsavoinak vizsgalata
alapjan harom, immunolégiai szempontbdl fontos szakasza van. Az elsO szakasz a 69-83-dik, a
masodik szakasz a 117-131-dik, a harmadik szakasz a 169-183-dik aminosavak kornyékén
helyezkedik el. Specifikus patogénektél mentes (specific pathogen free, SPF) malacokat
immunizalva a 25-39-dik aminosavak kozotti fehérje szakasz ellen is képzddott ellenanyag. A 25-
39-dik és 169-183-dik aminoasvak kozotti szakaszokat vizsgalva a PCV1 és PCV2 kozott gyenge
immunologiai keresztreakcio figyelheté meg (Mahé és mtsai., 2000).

PCV1 és PCV2 kimérakkal végzett vizsgalatok alapjan a PCV2 kapszid fehérjéjének 47-
85-dik, 165-200-dik, 230-233-dik aminosavai kozé esd szakasza képes reagalni a PCV2 ellen
sertésben képzddott ellenanyagokkal, mig a 63-85-dik, valamint 165-185-dik aminosav kozotti
szakasza csak a PCV2 ellen nyulban képz6do ellenanyagokkal reagal (Lekcharoensuk €s mtsai.,

2004).
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3.3. A PCV2-vel kapcsolatban leirt korképek

3.3.1. PMWS

A valasztott malacok circovirus okozta sorvadasa elnevezésti korkép a leggyakoribb ¢€s

egyben felelése a PCVD-k okozta direkt gazdasagi karok tobbségének.

3.3.1.1. Klinikai tiinetek

Fogékony éallomanyokban PMWS-ben a 7-15 hetes koru allatok 5-20 %-a betegszik meg
nem specifikus klinikai tiinetek kozott (Harding és mtsai., 1998), amelyek tobbnyire a valasztast
kovetd idészakban kezdédnek (innen az elnevezés). Ujabb megfigyelések szerint a korképet egyre
gyakrabban észlelik id6sebb sertésekben is (Segalés, 2006). Progressziv sulyvesztés mellett
szapora, nehezitett 1égzés, kohogés, cianozis, anémia, laz, levertség, bagyadtsag, étvagytalansag,
hasmenés, sargasag ¢s idegrendszeri tiinetek alakul(hat)nak ki. A nyirokcsomok (foleg a lagyéki
nyirokcsomadk) jelentés mértékben megnagyobbodnak. A kérkép eldrehaladtaval az éllatok a
fejlodésben visszamaradnak, szorzetiikk durva, fénytelen lesz (,,csokott” malacok). Ezekhez a
tiinetekhez tarsulnak a szovodmények tiinetei is. A korfejlodés barmely szakaszdban hirtelen

elhullhatnak a malacok (Harding és mtsai., 1998, Ellis és mtsai., 1998, Harms, 1999).

3.3.1.2. Korbonctani elvaltozdasok

Korbonctanilag rossz kondicio mellett a nyirokcsomok (leginkabb a lagyéki és bélfodri
nyirokcsomoék) 3-5-szoros mértéki megnagyobbodéasa lathatd. Ezen nyirokcsomdk tomott
tapintatiiak, metszéslapjuk egynemt, fehér, allomanyukban vérzések, elhalasok lehetnek. A tiidd
nehéz, nem esik Ossze, allomdnydban elszdértan sotétvords lebenykék vannak, a sovények
jelentdsen megszélesbedtek, benniik savos-kocsonyas besziirddés lathatdo. A vese tokja alatt
sziirkés-fehér gdocok lathatdk, a savos testiiregekben nagy mennyiségli, szalmasarga, alvadéasra
hajlamos folyadék halmozodik fel. A ma4j sorvadt, tomott tapintatd, lépduzzanat, epersziv,
vérfogyottsag, sargasag ¢s gyomorfekély egyarant kialakulhat. A szovédmények okozta
korbonctani elvaltozasok szintén megfigyelhetok (Segalés és Domingo, 2002, Rosell és mtsai.,
1999, Allan és mtsai., 2000a, Kennedy és mtsai., 2000, Krakowka és mtsai., 2000, Ladekjaer-
Mikkelsen ¢és mtsai., 2002, Kim és mtsai., 2003a).
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3.3.1.3. Korszovettani elvaltozdsok

Korszovettanilag a jellemz0 elvaltozasok a nyirokszervekben alakulnak ki (Allan és mtsai.,
1998, Clark, 1997, Ellis és mtsai., 1998, Kiupel és mtsai., 1998, Rosell és mtsai., 1999). Ezen
szervekben a fertdzés elején a perifollikularis zonéban, a B limfocitakat érintve alakul ki limfocita
deplécid. A folyamat elorehaladtaval a T sejtes zondban, a follikulusokra is kiterjed a limfocita
deplécio, végiil a nyirokszervekre jellemz6 follikuldris szerkezet felismerhetetlenné valik (Sarli és
mtsai., 2001, Shibahara és mtsai., 2000). Ezzel egy iddben, eldszoér a B, majd késoébb a T sejtes
zonaban is a makrofagok és tobbmagvu oOriassejtek megszaporodasa figyelhetd meg, benniik
bazofil citoplazmazarvanyok vannak, amelyekb6l PCV2 mutathatd ki (Sarli és mtsai., 2001,
Shibahara ¢és mtsai., 2000, Chianini és mtsai., 2003). Az interdigitalis ¢és interfollikularis
dentritikus sejtek szdma is jelentsen csokken, beldliik is szamottevé mennyiségli virus mutathatd
ki (Sarli és mtsai., 2001, Shibahara és mtsai., 2000).

A vesében nem gennyes intersticidlis nefritisz figyelhetd meg, a makrofagokbdl és a
tubularis sejtekbdl is kimutathatdé PCV2. A tiidoben intersticialis tiidévizenyd, peribronhiolérisan,
perivaszkulérisan a limfoid elemek hiperpldzidja, hisztiocitak infiltracidja, tobbmagvu, Langhans-
tipusu oriassejtek megjelenésével jaro intersticialis pneumonia alakul ki. A méjban atréfia, nem
gennyes kolangiohepatitisz lathatd. A majsejtekbol kevés, amig a Kupffer sejtekbdl nagy
mennyiségli PCV2 mutathatd ki. A bél nyiroktiiszéiben szintén limfocita deplécid €s oridssejtes
beszlirddés alakul ki. A lagy agyburokban, a plekszusz korioideuszban, a kis- és nagyagyban
perivaszkularis mononuklearis sejtes infiltracid van, ezen mononuklearis sejtekbdl szintén PCV2
antigén mutathato ki. A szivbelhartya sejtjeibdl €s makrofagjaibol is kimutathat6 a virus (Kim és
mtsai., 2002, Segalés és Domingo, 2002, Chae 2004, Kennedy és mtsai., 2000, Krakowka és
mtsai., 2000).

3.3.1.4. Korfejlodés

A korfejlodés menete pontosan nem ismert. A kdrokozoét a fertdzott allatok felkohogott
Iéguti valadékukkal, bélsarukkal, vizeletiikkel, spermajukkal, valamint a konnytikkel is iiritik
(Shibata és mtsai., 2003, Krakowka és mtsai., 2000, Magar és mtsai., 2000b, Larochelle és mtsai.,
2000, Caprioli ¢€s mtsai., 2006). A korokozd oronazalis uton jut a sertésekbe. Kisérleti
allatfertdzések szerint virémia a fertdzést kovetden 7 nappal még nem, de a 9-dik napra mar
kialakulhat (Fenaux és mtsai., 2002, Caprioli és mtsai., 2006).

DNS virusrdl 1évén szo, a PCV2 a sejtmagban szaporodik, de nem tisztdzott, hogy a virus

mely sejtekben szaporodik leginkabb. A szervezet nagyon sok sejtféleségébdl mutattak ki PCV2
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antigént (Sanchez és mtsai., 2003,. Kiupel ¢és mtsai., 1999, McNeilly és mtsai., 1999, Rosell és
mtsai., 2000c, 1999, Shibahara és mtsai., 2000, Sirinarumitr és mtsai., 2000, Fenaux és mtsai.,
2002). Nagy mennyiségli virus mutathat6 ki a fagocitotikus aktivitasu és antigén bemutatast végzo
sejtekbol, a monocita/makrofag sejtek, dendritikus sejtek ¢és interdigitalis dendritikus sejtek
citoplazmajabdl (Allan és mtsai., 2000a,b, Gilpin és mtsai., 2003). A PCV2 felhalmozddasa e
sejtekben nagy valoszintiséggel fagocitdzis kovetkezménye (Gilpin és mtsai., 2003). Ezen antigén
feldolgozasaban és az immunfolyamatokban igen fontos szerepet betoltd sejtek nem képesek a
virust megemészteni, feldolgozni, mert a fagoszéma a fagocitozist végzd sejtekben nem tud
egyesiilni a lizoszémaval (McCullough, 2006), aminek kulcsszerepe lehet a korfejlodésben.

Mas tanulmanyok szerint a monocita/makrofag sejtek, dendritikus sejtek, valamint
limfocitdk magjabdl is kimutathatd PCV2 antigén, igaz csak kis mennyiségben (Rosell és mtsai.,
1999, Shibahara ¢és mtsai., 2000, Haruna és mtsai., 2006). Yu ¢és mtsai. (2007a) szerint a stimulalt
mononuclearis sejtekben, T limfocitdkban szaporodik a virus. In vivo vizsgalatok alapjan a PCV2
replikdcidja a fertdzési kapuhoz tartozé nyirokcsomokban (foleg a horgék korili
nyirokcsomodkban) a T és B limfocitakban torténik a fertézés korai szakaszdban. A periférias vér
mononukledris sejtjeiben is képes szaporodni a virus, de ezeknek a sejteknek a perzisztens
fertozés fenntartasaban és a virus szervezeten beliili terjesztésében van dontd szerepiik (Yu és
mtsai., 2007b).

Szamos tény utal arra, hogy a PMWS kifejlodésében a PCV2 immunszupressziv hatdsa
kulcsszerepet jatszik. A nyirokszervekben és a vérképben bekovetkezd valtozasok, valamint a
fehérvérsejtek altal termelt kiilonb6z6 interleukinek, citokinek képzodésében (Darwich és mtsai.,
2003), az egészséges allapothoz képest bekovetkezd eltérés jelzi, hogy az immunrendszer nem
képes ellatni megfelelden a feladatat.

A PCV2-vel fert6zott allatokban az immunrendszer miikodését befolyasolo készitmények,
ill. tarsfertozések nagymértékben hozzdjarulnak a korkép klinikai megjelenéséhez (Allan és
mtsai., 1999b, Krakowka ¢s mtsai. 2000, 2001, Ellis és mtsai., 2000, Kennedy és mtsai., 2000,
Allan és mtsai., 2000a, 2001, Harms és mtsai., 2001, Rovira és mtsai., 2002, Kyriakis ¢s mtsai.,
2002, Kawashima €s mtsai. 2003, Kim és mtsai., 2003a, Opriessnig €és mtsai., 2003, 2004a, 2004b
Ostanello és mtsai., 2005, Haruna és mtsai., 2006). Az immunszupresszid tényét erdsitik a gyakori
opportunista fertézések is az érintett malacokban (Segalés és Mateu, 2006).

A 5. dbra a PMWS korfejlodését foglalja 6ssze Darwich és mtsai. (2004) nyoman.
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3.3.1.5. Diagnozis

A PMWS diagndzisa a sertésekben akkor megalapozott, ha a kovetkezd kritériumok

mindegyike teljesiil (Sorden, 2000, Segalés és Domingo, 2002):

- a betegségre jellemz0 klinikai tiinetek és korbonctani elvaltozasok kialakultak,
- korszovettanilag a nyirokszovetekben a karakterisztikus elvaltozasok szintén kialakultak,

- a PCV2 (antigén vagy nukleinsav) a limfoid 1ézidkbol kimutathato.

A koérokozo kimutatdsa a PMWS diagnézis megallapitasdhoz nem elégséges, mivel a
PCV2 tiinetmentes allatokban is jelen lehet. A diagnézis feldllitdsdhoz a laboratdriumi vizsgélat
nélkiilozhetetlen. Laborvizsgalat céljabdl, ha mdd van rd, célszeri €16, PMWS Kklinikai tiineteit
mutatd allatokat kiildeni. Korszovettani vizsgalatra a nyirokszovet a legalkalmasabb
(nyirokcsomo, mandula, csipobél [Peyer plakk], csecsemoémirigy). Tiido, 1ép, vese vagy egyéb

szerv nem feltétleniil sziikséges a PMWS diagnoézis feléllitasahoz (Segalés, 2006).
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3.3.2. PDNS

A sertések dermatitisz nefropatia koérképe (porcine dermatitis nephropathy syndrome,
PDNS) tulajdonképpen egy III. tipusu hiperszenzitivitdsi reakcio, amelyet mas kdrokozokhoz
hasonldéan a PCV2 is kivalthat. A PDNS-t retrospektiv vizsgélatok alapjan sporadikus forméaban
elészor Chilében 1974-ben (Morales €s Guzman, 1976), majd Nagy-Britannidban 1993-ban irtak
le (Smith és mtsai., 1993), ezt kovetden vilagszerte azonositottak ezt a korképet is.

A PDNS tiinetei kozott a 1,5-4 honapos kort (Smith és mtsai., 1993, Thibault és mtsai.,
1998), 20-65 kg kozotti (Done €s mtsai., 2001, Duran és mtsai., 1997) sertések betegednek meg.
Mas adatok szerint 30-100 kg kozotti (Wellenberg €s mtsai., 2004) sertések is €rintettek lehetnek.
A megbetegedett allatok tobb, mint 95 %-a elhullik (Segalés, 2006).

3.3.2.1. Klinikai tiinetek

Eldszor a borben, foként a hatulso testfélen a gattajékon, a labakon, a has és mellkas aljan
valamint a fiileken multifokalis, jol koriilhatarolt cirkuléris vérzéses borelvaltozasok alakulnak ki,
amelyek kornyezetiikbdl kissé kiemelkednek, sotétvorosek, 1-20 mm atmérojiek. Roviddel ezt
kovetden sapadtsag, étvagytalansadg, magas 1az, levertség, nehezitett 1¢gzés, hasmenés, sulyvesztés
¢s a végtagokon odéma alakul ki (Done ¢s mtsai., 2001, Duran és mtsai., 1997, Wellenberg ¢s
mtsai., 2004), idegrendszeri tiinetként alkalmanként ataxia, parézis is megfigyelheté (Wellenberg

¢s mtsai., 2004). A tlinetek kialakuldsa utan az érintett dllatok mintegy 20 %-a hirtelen elhullik.

3.3.2.2. Korbonctani elvaltozdsok

Jellegzetes korbonctani é€s korszovettani elvaltozasok foleg a bdorben, a vesékben és a
nyirokcsomdkban figyelhetok meg, de egyéb szervekben is kialakulhatnak elvéltozasok (Choi és
Chae, 2001, Duran és mtsai., 1997, Thibault és mtsai., 1998, Wellenberg ¢s mtsai., 2004).

A borben, bor alatti kotdészovetben odéma, vérzések figyelhetdk meg. A vesék
megnagyobbodottak, a kéregallomény halvany, sziirkésbarna szint, benne elszértan 2-4 mm
atmér6jli  cirkularis, petecsidlis vérzések illetve sziirkésfehér elhalasos gdécok lathatok.
Generalizalt limfadenopatia alakul ki, a nyirokcsomok jelentdsen megnagyobbodottak (foleg a
lagyéki és vesekapui nyirokcsomok), allomanyukban 6déma és vérzések lathatok. A tiidoben
hurutos bronhopneumonia, 6déma, a gyomorban gyomorfekély, a bélfodorban szintén 6déma, a

Iépben infarktusok alakulhatnak ki (Ramos-Vara és mtsai., 1997, Wellenberg ¢€s mtsai., 2004).
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3.3.2.3. Korszovettani elvdltozdsok

Koérszovettanilag a bér hamszovetében fibrinoid nekrdzis lathatod, ugyanis a bor alatti
kotdszovet erei trombotizaltak és kortlottiik limfo-hisztiocitds vaszkulitisz figyelhetd meg. A
vesében exszudativ glomerulonefritisz, intersticialis nefritisz alakul ki, amely a folyamat
elorehaladtaval intersticialis fibrozisba megy at. A tubulusok kitagultak, fehérjében gazdag
anyaggal teltek. A 1ép erei szintén trombotizaltak, koriilottik limfo-hisztiocitds vaszkulitisz van
(Choi és Chae, 2001, Choi ¢és mtsai., 2002b, Duran és mtsai., 1997, Ramos-Vara és mtsai., 1997,
Wellenberg ¢és mtsai.,, 2004). A PCV2 altal kivaltott PDNS esetén a nyirokcsomokban

korszovettanilag a PMWS-re jellemz6 elvaltozasok alakulnak ki.

3.3.2.4. Korfejlédés

A koérfolyamat egyes szerzok (Sierra és mtsai., 1997, Wellenberg €s mtsai., 2004) szerint
III. tipust hiperszenzitivitasi reakcioként magyarazhatd, ugyanis a vérsavoban extrém magas
PCV2 specifikus ellenanyag szint mérhetd, és nagy mennyiségli immunkomplex lerakodas
figyelhetd meg a veseglomerulusok és az erek alaphartyajan. Ezen immunkomplex legnagyobb
részét IgM tipusu ellenanyagok alkotjak, de IgG1l és IgG2 tipusu ellenanyagokkal egyiitt a
komplement rendszer C3-as faktora is nagy mennyiségben mutathatd ki immunhisztokémiai
moddszerekkel a glomerulusokbol és a trombotizalt erek kornyezetébdl. Az immunkomplex
kialakitasaban résztvevd anyagok lényegesen magasabb titerben vannak jelen a PDNS tiineteit
mutato allatokban, mint PMWS tiineteit mutaté vagy PCV2-vel fertdzott, de tiinetmentes
allatokban (Wellenberg ¢s mtsai., 2004). Immunkomplex lerakodast és magas ellenanyag
szinteket mas szerzOk is megfigyeltek PDNS tiineteit mutato allatokban (Sierra és mtsai., 1997,
Thibault és mtsai., 1998, Molnar és mtsai., 2002). A kdrfolyamatban a humoralis immunvéalasz
mellett a cellularis immunvalasznak is jelentds szerepe lehet, mivel Wellenbergék (2004) a
vesében a citotoxikus sejtek szamanak emelkedését figyelték meg, igy a korfolyamat szerintiik
nagymértékben hasonlit a nyércek Aleuti betegségéhez.

PCV2 kisebb mennyiségben mutathaté ki PDNS tiineteit mutato sertés nyirokszerveibol,
mint PMWS tiineteit mutatd sertésekébdl. Sok esetben a korbonctanilag, korszovettanilag érintett
szervekbOl nem, vagy csak kis mennyiségii virus mutathaté ki PDNS esetén (Wellenberg és
mtsai.,, 2004). Tarsfertozések, mint PRRSV, Pasteurella multocida, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Streptococcus ssp., stb. szintén kimutathaté PDNS
tiineteit mutatd sertésekbdl (Segalés és mtsai., 1998, Thibault és mtsai., 1998 Lainson és mtsai.,

2002, Thomson €s mtsai., 2001, Sierra és mtsai., 1997, Choi és Chae, 2001).
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3.3.2.5. Diagnozis

A PDNS éltaldban olyan alloméanyban fordul el6, ahol PMWS is jelen van (de nem minden
esetben van jelen PMWS!). Az esetek tobb mint 50-60 %-aban a nyirokcsomdkban a PMWS-hez
hasonldé korbonctani €s korszovettani elvaltozas alakul ki. A PDNS diagnézis felallitasanak
Segalés szerint két kritériuma van (Segalés, 2006):

1. Jellegzetes korbonctani elvaltozasok, gy, mint

-borinfarktusok

-megnagyobbodott vese, a feliiletén petecsialis vérzésekkel.
2. Jellegzetes korszovettani elvaltozasok, ugy, mint

-szisztémas elhalasos vaszkulitisz,

-nagy mennyiségl fibrinkivalassal jaré glomerulonefritisz.

Segalés (2006) szerint a virus kimutatasa nem nélkiilozhetetlen a PDNS megallapitdsahoz.
A hasonlo tiinetekkel jelentkezd akut €s szubakut klasszikus sertéspestistol illetve afrikai

sertéspestistdl valo elkiilonités jelenti a legnagyobb problémat.

3.3.3. Reproduktiv rendellenességek

A PCV2-t szaporobasbiologiai rendellenességekkel is kapcsolatba hozzak. Az elsd leirds
(a PMWS-hez hasonloan) szintén Kanadaban tortént (West és mtsai., 1999), a vemhesség késoi
szakaszaban vetélt, valamint halva sziiletett malacokbdl mutattak ki a virust. A masodik leiras
Danidban tortént (Ladekjaer-Mikkelsen és mtsai., 2001), ahol egy SPF allomanyban 1 mumifikalt,
8, a vemhesség késoi szakaszaban elvetélt magzatbol és 1 halva sziiletett malacbdl mutattak ki
PCV2-t.

Természetes és kisérleti kortilmények kozott szintén leirtak reproduktiv rendellenességeket
(Johnson ¢s mtsai., 2002, Sanchez és mtsai., 2001b, 2003, Yoon ¢s mtsai., 2004, Pensaert ¢s
mtsai., 2004, Park és mtsai., 2005).

A PCV2 at tud jutni a placentan (Kim és mtsai., 2004, Pensaert és mtsai., 2004, Park és
mtsai., 2005) és abban szaporodni is képes (Mateusen és mtsai., 2007). Sanchez ¢€s mtsai. (2001b)
szerint a méhen beliil magzatr6l magzatra nem terjedt a virus. Pensaert ¢és mtsai. (2004)
vizsgélatai azonban azt bizonyitjdk, hogy a virus képes méhen beliil a szomszédos magzatokra
atterjedni.

A magzati élet soran PCV2-t mutattak ki a szivizomsejtekbol, majsejtekbol és a
makrofagokbol, az életkor eldrehaladtaval csokkent a virussal fertdzott sejtek szama. A

szivizomsejtek a magzati élet soran a virus f6 célpontjai (Sanchez és mtsai., 2003).
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A PCV2 kimutathatd a n6i nemi szerv teljes hosszabol (Bielanski és mtsai., 2004). A
petesejtet, illetve embridt koriilvevd zona pellucidan a PCV2 nem jut at (Bielanski és mitsai.,
2004, Mateusen és mtsai., 2004), de a feliiletérdl kimutathaté a virus (Mateusen és mtsai., 2004).
A kanok a spermaval szintén terjeszthetik a korokozot (Larochelle és mtsai., 2000, Kim és mtsai.,
2001, 2003c). A ndéi nemi traktusba bejutott virus képes megfertdzni az embriot, aminek
kovetkezménye embrid elhalas, visszaivarzas, illetve vetélés lehet (Mateusen €s mtsai., 2007).

A magzati immunkompetencia kialakuldsa el6tt, azaz a vemhesség 70-dik napja elott
fert6zédott kocakban alakulnak ki sulyosabb magzatkdrosodasok (magzatelhalas, mumifikacio,
vetélés). A 70-dik nap utdn a magzat immunrendszere mar reagdl a fertdzésre, de
szaporodasbiologiai rendellenességek, ha kisebb mértékben is, azért kialakulnak (Sanchez és
mtsai., 2001b, Kim és mtsai., 2004, Pensaert és mtsai., 2004). Telepi koriilmények kozott a PCV2
nem jelent sulyos szaporodasbiologiai problémat, valdsziniileg azért, mert a kocak a virus
széleskorl elterjedtsége miatt immunoldgiailag athangolodtak. Ezt alatdmasztja az a vizsgalat is,
ahol 100 vetélésbol szarmazd 293 minta vizsgalata sordn mindossze 1 esetben tudtak PCV2-t
kimutatni (Maldonado és mtsai., 2005).

A diagnozist a kovetkezO kritériumok alapjan lehet felallitani (West €s mtsai., 1999,
Segalés, 2006):

- a vemhesség késoi szakaszaban jelentkezik vetélés vagy halva sziiletett magzatok jonnek
vilagra, amelyekben a sziv megnagyobbodott,

- a szivben kdrszovettanilag kiterjedt fibrozis és/vagy elhalasos szivizomgyulladas van,

- nagy mennyiségl virus mutathato ki a szivizombdl és egyéb magzati szovetekbol.

3.3.4. Sertések légzoszervi tiinetegyiittese (porcine respiratory disease complex,
PRDC)

A sertések 1égz6szervi tiinetegyiittese a 16-22 hetes sertések betegsége. Eszak-Amerikaban
mara ez a korkép gyakoribba valt a PMWS-nél. A PRDC kialakitasaban PCV2 mellett mas
kérokozok is részt vesznek, mint PRRSV, sertés influenza virus, Mycoplasma hyopneumoniae,
Actinobacillus pleuropneumoniae és Pasteurella multocida (Halbur, 1998, Thacker, 2001, Kim és
mtsai., 2003b). Egyes szerzok szerint a PCV2 sziikséges résztvevoje a PRDC kialakuldasanak
(Ellis és mtsai., 1999, Kim és mtsai.,, 2003b). A tiinetek jellegtelenck. Klinikailag lassu
novekedés, csokkent takarmany értékesités, laz, levertség, étvagytalansag, kohogés €s nehezitett
1égzés jellemzi (Halbur, 1998, Thacker, 2001). Korszovettanilag intersticialis pneumonia,

valamint peribronhidlis, peribronhiolaris fibrézis alakul ki. Az alveolaris sovényekben a
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makrofagok ¢€s kisebb mértékben a limfocitak és plazmasejtek szdma is megszaporodik (Kim és
mtsai., 2003b).

Kim és munkatarsai (2003b) szerint a PRDC diagnozis a kovetkezd szempontok alapjan
allithato fel:

- antibiotikum kezelésre nem reagalo 1€gzdszervi tiinetek,

- a tiidoben kialakuld korszovettani elvaltozasok,

- az elvaltozéasokbol kimutathatdo PCV2 és

- limfoid szovetekben a PMWS-re jellemz6 kdérbonctani és korszovettani elvaltozasok

hidnya, e négy kritérium egylittes megléte sziikséges.

3.3.5. PCV2-vel kapcsolatban leirt egyéb korképek

A PCV2 szerepe a congenitalis tremor (CT) kialakuldsaban vitatott. PCV2 nukleinsavat és
antigént sikeriilt kimutatni a kézponti idegrendszerbdl in situ hybridizaciés modszerrel, indirekt
immunfluoreszcencias modszerrel (IIF) és polimerdz lancreakcioval a CT tiineteit mutatd
malacokbol (Stevenson és mtsai., 2001). Mas vizsgalatok azonban cafoljak a setés circovirusok
szerepét a CT kialakitdsdban (Kennedy ¢€s mtsai., 2003). A kérdés eldontése tovabbi vizsgalatokat
igényel.

Az exszudative epidermitisz kialakuldsaban a PCV2 szerepe szintén vitatott. A koérkép
egyes eseteiben nagy mennyiségben mutathaté ki PCV2 és/vagy sertés parvovirus a beteg

allatokbol, mint feltételezett hajlamosito tényez6 (Wattrang és mtsai., 2002, Kim és Chae, 2004).

3.4. Sertés circovirus elofordulasa mas fajokban

Nayar ¢és mtsai. (1999) 100 1égzdszervi betegségben elhullott szarvasmarha koziil 6-nak a
tiidejébol, valamint 30 vetélt magzat koziil 4-bol mutattak ki PCV2-t, PCR-rel. Egy esetben PCV2
antigént is sikertilt kimutatniuk a tiidobol.

Allan és mtsai. (2000c) juhokat fertéztek PCV2-vel, de a kisérletek végéig az allatok
tiinetmentesek maradtak, korbonctani, korszdvettani elvaltozasokat nem talaltak, a korokozot és
PCV2 elleni antitesteket sem sikeriilt kimutatni. Ebben a tanulmanyban 120 ember, 305
szarvasmarha, 120 juh vérsavojabol probaltak PCV2 specifikus ellenanyagot kimutatni. A mintak
Osszesen 64 észak-ir ¢és francia farmrol szdrmaztak, sok helyen az éllatok szoros kontaktusban
voltak PMWS tiineteit mutatd sertésekkel, de egyetlen mintdbol sem sikeriilt PCV2 specifikus

ellenanyagot kimutatni.
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Tischer €s mtsai. (1995) németorszagi szarvasmarhabol, egerekbdl és emberekbdl mutattak
ki PCV1 antigénnel reagal6 ellenanyagot.

Kiupel mtsai.-val (2001) BALB/c egereket fertézott PCV2-vel hasiiregbe és orron at
egyidejiileg. PCV?2 elleni ellenanyagot eldszor a 14-dik napon lehetett kimutatni 1:16-os titerbe.
Az egereket 7-dik, 14-dik, 28-dik és 42-dik napon exterminaltdk. A kisérlet végéig az egerek
egészségesek maradtak, korbonctani elvaltozas sem volt lathatd. A nyirokszervekbol, majbol,
vesébdl egyarant sikeriilt PCV2-t kimutatni, minden alkalommal. Korszovettanilag PMWS-re
emlékeztetd korszovettani elvaltozasokat, valamint apoptdzist talaltak.

Quintana és mtsai. (2002) szintén egereket, valamint nyulakat fertdztek PCV2-vel és
PCV1-el. A nyulakat 10* TCIDsy (tissue culture infective dose) PCV2-vel és 10*7° TCIDsg PCV1-
el fertdzték, intranasalisan. Az egereket 10° TCIDsy, PCV2-vel és 10" TCIDs, PCVl-el
fertdzték, intraperitonedlisan. Az allatokat a fertdzés utani 20-dik napig vizsgaltak. Egyik kisérleti
allatbol sem sikeriilt kimutatni egyik virust sem. Egyetlen egérbol sikeriilt PCV1 antigénnel

reagalo ellenanyagot kimutatni.

3.5. A PCV2 altal okozott karok csokkentésének lehetoségei

A kettes tipusu sertés circovirus kartételével szemben jarvanyvédelmi intézkedésekkel és
vakcinadkkal védekezhetiink. A PCV2-vel fertézott allomanyokban a lehetd legkisebbre kell
szoritani az allatokat érd stresszhatast, csokkenteni kell a tarsfertozéseket, illetve azok hatasait,
valamint az immunrendszert befolydsolo szerek (vakcinak, immunstimulalé és immunszupressziv
szerek) alkalmazésat minél alacsonyabb szintre kell szoritani.

Az anyakocdk tartasan, takarmanyozasan keresztiil javitani kell a malacok életképességét,
biologiai értékét. Fontos, hogy a malacok megfelelé mennyiségli focstejhez jussanak életiik elsd
napjan, hiszen igy passziv védettségre tehetnek szert a PCV2-vel szemben. Egy hatékony vakcina
az anyakocakon keresztiil valdsziniileg megvédené a malacokat a kritikus korban a PMWS
kialakuldsatol.

Madec ¢és mtsai. (1999) 20 pontban foglaltdk 0Ossze, azokat az allathigiéniai
kovetelményeket, amelyek betartdsa nagymértékben csokkenti a PCV2 kartételét a fertdzott
allomanyokban. Ezeket a megallapitasokat egyetemiinkon évtizedek 6ta oktatjak az Allathigiénia
tantargy keretében.

A PCV2-vel terhelt allomanyokban a tarsfertézések visszaszoritasa, illetve behurcolasanak
megakadalyozasa elengedhetetlen a veszteségek mérséklése érdekében. A telepi zértsag
megvalositdsa ¢€s annak szigoru betartasa a vadallatok (foleg vaddisznok) és illetéktelen
személyek tavoltartasa miatt fontos, hiszen Ok is fert6zési forrast illetve stresszhatast jelentenek a
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sertésallomany szamara. A személyi higiénia, fertdtlenités fokozott ellendrzése, a fekete-fehér
6lt6z6 hasznalata szintén csokkenti a fertézésveszélyt.

A jarvanyvédelmi intézkedések mellett a PCV2-vel szembeni vakcindzds a kartételek
csokkentésének masik modja. Ennek alapvetd feltétele egy hatékony oltdanyag eldallitasa. Mivel
a PCV2 in vitro csak korlatozott mértékben szaporodik, hatékony inaktivalt vakcina készitése
nehézségekbe iitkozik. El6 virust alkalmazni vakcindzas céljabél nem lehet, mivel kétséget
kizaréan egyetlen PCV2 virustérzsrdl sem sikeriilt bebizonyitani, hogy nem betegiti meg az
allatot.

Torténtek mar eddig is kisérletek PCV2 elleni vakcina kifejlesztésére ¢€s kereskedelmi
forgalomba hozataldra. A kereskedelmi forgalomba keriilt oltdanyagok hatékonysagarol szerzett
tapasztalatok azonban ellentmondésosak. A jelenleg kaphatd oltdoanyagok a jarvany kezdetén
Eszak-Amerikdban izolalt, PCV2A genotipusba tartozé virusbol késziiltek. Ugy tiinik, hogy
vilagszerte a PCV2B genotipus rendkiviil gyorsan terjed, jelentdsen visszaszoritva a PCV2A
genotipust. Ujabb megfigyelések szerint rdadasul a PCV2B genotipus patogénebb, mint a PCV2A
genotipus (Opriessnig €s mtsai., 2006, Cheung és mtsai., 2007, Woodbine és mtsai., 2007, Grau-
Roma ¢és mtsai.,, 2008, Timmusk és mtsai., 2008). Ezért véleménylink szerint egy PCV2B
genotipusba tartoz6, magas titerben szaporodd virus a jovoben alkalmasabb lenne a PCVD-k
elleni védekezéshez. A hatékony vakcinas védekezéshez elengedhetetlen a vakcinazas optimalis
idépontjanak meghatarozasa. Ennek megallapitasdhoz figyelembe kell venni, hogy a fert6zott
allomanyokban a maternalis immunitas a malacokban 6-9 hetes kor ko6zott szlinik meg és
védtelenné valnak a PCV2 fertézéssel szemben. Ezt kovetéen a PMWS a 7-10 hetes korban
jelentkezik, a PCV2-vel szemben képz6do IgM és IgG ellenanyagok titere pedig 9 hetes kor kortil
kezd emelkedni a malacokban (Cadar, nem publikélta adat).

A PCV2-vel végzett munkank soran sikeriilt izoldlnunk egy PCV2B csoportba tartozo
virustorzset és kidolgoztunk egy modszert, amellyel ez a virustorzs kelldéen magas titerben
szaporithatd egy hatékony vakcina készitéséhez. A szabadalmi eljaras jelenleg folyamatban van,
ezért jelen dolgozat nem tartalmazhatja az ezzel kapcsolatos vizsgalatokat és eredményeket.
Reményeink szerint hamarosan kétséget kizardan hatékony vakcinaval lehet védekezni a PCV2

altal okozott korképekkel szemben.
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4. Anyag és modszer

4.1. A sertés circovirus kimutatasra hasznalt szervmintak szarmazasa

4.1.1. A sertés circovirus-DNS tisztitas optimalizalasahoz hasznalt szervmintak
szarmazasa

A DNS tisztitasi modszerek vizsgalatahoz a szervmintakat a Debreceni Allategészség-iigyi
Intézet Virologiai Osztalyarol kaptuk. A hézisertés szerveket 1999-t61 gyujtotték PMWS-gyanus
sertéstelepekrdl, és -20°C-on taroltak. ElsGsorban vese, csontveld és nyirokcsomé szoveteket

vizsgaltunk.

4.1.2. A magyarorszagi vaddiszno allomanyban eléfordulé PCV kimutatasra hasznalt
szervmintak szarmazasa, csoportositasa

A vizsgalat alapjaul szolgalé vaddiszné eredetii szervmintakat a Debreceni Allategészség-
iigyi Intézettd] és egy vadfeldolgozé tizembdl (FIWI-HUT Kft., Tata) kaptuk 2002 és 2003 kozott.
Munkénk soran foként vese és nyirokcsomo, ritkdbban mandula, méj és 1ép mintakat vizsgaltunk.
A mintédkat -20 °C-on taroltuk a feldolgozasig. Az allatok kérelézményi adatai ismeretlenek
voltak, a kotelezd vagohidi husvizsgalat adatai megbetegedésre nem utaltak. Az allatok korara
vonatkozdéan sem alltak pontos adatok rendelkezésre, de foként felndtt, kilovésre Erett
vaddisznokbdl szarmazé mintakat vizsgaltunk. A tobb mint kétezer, kiillonb6zo allatbdl szarmazo
szervmintat a szarmazasi hely, és a begylijtés ideje alapjan csoportositottuk. A csoportok tagjait
eldszor sertés circovirus specifikus polimeraz lancreakcidval vizsgéaltuk mindaddig, amig egy
csoportbol legalabb 5 pozitiv mintat nem sikeriilt kimutatni. A vizsgalat részletei és a primer

szekvencidk a 4.3. fejezetben kertiltek leirasra.

4.1.3. Romaniai PCV2 kimutatasara hasznalt mintak

Az elsé romaniai PMWS ¢és PDNS leirdsahoz a mintakat egy Erdély észak-nyugati részén
talalhat6 sertésalloméanybdl kaptuk, ahol megkozelitéleg 30000 allatot tartottak (1650 koca, 1320
kocastildd, 48 kan, 7500 szopds malac, 9700 siildo, 9900 hizd). A sertéstelepen a valasztas 6 hetes

korban tortént. A termelés novelése céljabol 2000 elején kocakat és kanokat importdltak
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Magyarorszagrol. Az els6 PMWS eseteket 2002 maéjusaban észlelték, a 10-14 hetes
korcsoportban. A megbetegedett allatok kozil 3 diagnosztikai célbdl ledlésre keriilt. A leolt
allatokbdl vér, lagyéki nyirokcsomd, bélfodri nyirokcsomd, 1€p, maj, vese ¢és tiid6 mintakat
gytjtottiink szeroldgiai, korszovettani és PCR vizsgélat céljabol. Ugyanezen a telepen az elsd
PDNS tiinetek 2004 oktéberében jelentkeztek, 15-60 kg kozotti sertéseken. A megbetegedési
arany 0,02-0,04 % volt, azaz 6sszesen 8 allatban figyelték meg a PDNS tiineteit, melyek koziil 4
diagnosztikai célbol levlésre keriilt. A leolt allatokbdl a kordbbiakhoz hasonldéan szervmintakat
gyljtottiink. Valamennyi mintat a feldolgozasig -20 °C -on taroltuk.

A romaniai PCV2 teljes genomjanak meghatarozasahoz egy PMWS tiineteit mutatd sertés
tiidejét és egy PDNS tiineteit mutatd allat veséjét hasznaltuk mintaként, annak meghatarozasara,

hogy a kétféle korképbdl szarmazd PCV2-ben volt-e genetikai kiilonbség.

4.1.4. A kozép-kelet europai régioban jelen 1évée PCV2 szekvenciak
meghatarozasahoz hasznalt mintak szarmazasa

2007-ben szlovéak, horvat, cseh, lengyel, roman, valamint magyar kollégdinktol kértiink
mintdkat, hogy kideritsiik, milyen PCV2 genotipusok fordulnak eld térségiinkben és
megvizsgaljuk, hogy hogyan valtozott a jarvanytani helyzet Magyarorszagon a korkép elso
diagnosztizalasa ota. Kiilonb6z6 szervmintakat, kivont DNS-t, PCR terméket, illetve kész
szekvenciakat kaptunk a vizsgalathoz. A mintak adatait a 2. tdblazat tartalmazza.

A hazisertések mellett azt is vizsgaluk, hogy 2008-ban vaddisznokban milyen PCV2
genotipusok vannak. Ehhez a Mez8gazdasagi Szakigazgatasi Hivataltél (Dr. Dan Adamtél)
kaptunk 90 mintat, amelyet eredetileg sertéspestis vizsgalatra kiildtek. A vaddiszn6 mintak a
szlovak hatar mell6l, Pest, Nograd és Borsod-Abatj-Zemplén megyckbdl szarmaztak.

Az elemzésekhez letoltottik 2007. december 31-ig a GenBank-ban hozzéaférhetd

valamennyi PCV2 teljes genom szekvenciat és ORF2 szekvenciat.
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2. tablazat. A kozép-kelet eurdpai régidban, 2006-2007-ben jelen 1évo PCV2

szekvencidk meghatdrozasdhoz felhasznalt mintdk szarmazasa.

Minta neve minta eredeti minta szarmazasa minta
(orszag kod + szam) | kodja (telepiilés)

SLOI1 3415-17/07 Prievidza szekvencia
SLO2 6630-31/07 Nitra szekvencia
SLO3* 32820-21/06 Nitra szekvencia
SLO4* 13964-65/06 Krupina szekvencia
SLOS 6908/07 Trnava szekvencia
SLO6* 41178/06 Partizanske szekvencia
SLO7* 19015/06 Partizanske szekvencia
SLO8* 8177-79/06 Komarno szekvencia
SLO9* 6869-70/06 Trenc¢in szekvencia
SLO10* 26890/06 Nové Mesto nad Vahom | szekvencia
CZEl1 - NA PCR termék
CZE2 - NA PCR termék
CZE3 - NA PCR termék
CZE4 - NA PCR termék
CZES5 - NA PCR termék
CZE6 - NA PCR termék
CZE7 - NA PCR termék
CZES - NA PCR termék
CROI1 224 11 NA kivont DNS
CRO2 224 12 NA kivont DNS
CRO3 299 1 NA kivont DNS
CRO4 2292 NA kivont DNS
CRO7 358 NA kivont DNS
POLI1 PL10.07 NA kivont DNS
POL2 PL12.07 NA kivont DNS
POL3 PL13.07 NA kivont DNS
POL4 PL16.07 NA kivont DNS
ROM2 - Brasso szervek
ROM3 - NA szervek
HUNI11 1 Hajdinanas szervek
HUN12 11 Kaba szervek
HUNI13 12 Ujfehértd szervek
HUN14 13 Villaj szervek
HUNI15 14 Jaszapati szervek
HUNI16 15 Nyarad szervek
HUN17 16 Rackereszttur szervek
HUNI18 Szeged szervek

SLO: szlovak, CRO:

Horvat, CZE: cseh, P

* 1 2006-ban meghatarozott szekvencia

NA: nincs adat.
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4.2. Virus-nukleinsav tisztitasa a szervmintakbol

Tekintettel a nagyszamu mintara, meghataroztuk, hogy melyik DNS izoldlasi mddszerrel
lehet olcsdn, egyszeriien, gyorsan, de kelld érzékenységgel dolgozni. Ehhez 25 vaddiszndbdl és
30 hazi sertésbdl szarmazo mintat hasznaltunk, amelyekbdl 0,1-0,2 grammot homogenizaltunk. A
homogenizalt mintakat 600 pl TE pufferben (10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM etilén-diamin-tetra-
acetat, /EDTA/, pH 8,0) vettiik fel és 1,5 ml-es mikrocentrifuga csobe tettiilk. Az igy elOkészitett
mintakat -20°C-on taroltuk. A DNS-t proteinaz K (Fermentas) emésztéssel, forralasos modszerrel,
Trizollal (Sigma) és mikrogyantis (Chelex 100® Molecular Biology Grade Resin, Bio-Rad)

modszerrel vontuk ki.

4.2.1. Emésztés proteinaz K-val

Az elokészitett mintakbdl 200 pl-t kiegészitettiink 200 pl 1 %-os SDS (sodium-dodecil-
szulfat) oldattal, amely 200 pg/ml proteindz K enzimet tartalmazott, majd 55°C-on 2 Oran at
inkubaltuk. Az inkubalast kovetden mikrocentrifugaban 6500x g-vel, 10 percig centrifugaltuk. A
feliiluszobol 400 ul fenol-kloroform (Reanal) 1:1 aranyu elegyével a fehérjéket kivontuk, 5 percig
6500x g-vel centrifugaltuk, majd a feluluszot 400 pl kloroformmal kezeltik és ismét
centrifugaltuk. A felso vizes fazisbol a DNS-t 100 pl SM-os kalium-acetat (pH 4,8) és 1 ml 96 %-
os etanol segitségével egy ¢&jszakan at -20°C-on precipitaltuk (Sambrook és mtsai., 1989). A
precipitalt DNS-t 10 perces 6500x g-vel torténd centrifugalassal tilepitettiik, mostuk 70 %-os majd
96 %-os alkohollal, szobahdmérsékleten kiszaritottuk és 50 pl TE pufferben oldottuk fel. Az igy
kivont DNS-t -20°C-on taroltuk.

4.2.2. Forralasos modszer

A homogenizalt szervbol 200 pl-t 10 percig forraltunk mikrocentrifuga cs6ben, majd 5
percen keresztiil 6500x g-vel centrifugaltuk és a feliiliszot egyéb kezelés nélkiil amplifikaltuk,

illetve felhasznalasig -20°C-on fagyasztva taroltuk.
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4.2.3. DNS tisztitas Trizollal

0,1-0,2 gramm  szervdarabot 1ml Trizolban homogenizaltunk, 5 percig
szobahdmérsékleten tartottuk, majd 0,2 ml kloroformot adtunk hozza és 15 percig centrifugaltuk
mikrocentrifugdban 6500x g-n. A centifugalas alatt az elegy 3 fazisra valt szét. A DNS-t az also
fazisbol 50 pl SM-os kélium-acetat és 1 ml 96 %-os etanol hozziadasaval, -20°C-on egy éjszakan
at inkubalva kicsaptuk. A DNS precipitatumot a proteinaz K tisztitdsnal leirt modon kezeltiik és
50 pl TE pufferben oldottuk fel.

4.2.4. Mikrogyantas DNS tisztitas

A DNS tisztitiséhoz ez esetben Chelex 100® Molecular Biology Grade Resin (Bio-Rad)
mikrogyantat hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfelelé6 modon.

Roviden: koriilbeliil 0,1-0,2 g mintat darabokra vagtunk és eldorzsoltiink 500 pl steril
desztillalt vizzel. Ezutan kb. 0,1 g Chelex 100® mikrogyantat adtunk hozza, dsszekevertiik, majd
65°C-on husz percig inkubaltuk. Ezt kovetden a mintdkat tiz percig forraltuk, 6t percig jégen

hitottiik, majd 5000x g-vel 6t percig centrifugaltuk. A PCR reakciohoz a feliiliszot hasznaltuk.

4.2.5. DNS tisztitas QIAGENE QIAamp® DNA Stool Mini kit segitségével

Az egerekkel végzett kisérleteink sordn a bélsarbol és a vizeletbdl a virus-nukleinsavat
QIAGENE QIAamp® DNA Stool Mini kit segitségével vontuk ki, a kezelési utmutatoban

foglaltak szerint.

4.3. A PCV DNS amplifikalasa

A circovirus-DNS-t polimeraz lancreakcid segitségével amplifikaltuk. A PCR reakcid
soran hasznalt primereket a GenBank adatai, valamint sajat, korabbi vizsgalatainkbdl szarmazd
adatok alapjan szamitdgépes programok (Primer2, Scientific and Educational Software és az
Oligo6 program, Molecular Biology Insights Inc.) segitségével terveztiik, illetve a nemzetkozi
szakirodalomban kozzétett adatok alapjan (Fenaux és mtsai., 2000, Molnar és mtsai., 2002)
rendeltiik meg a Csertex Kft.-t6l (Budapest) és a Biomi Kft.-t6l (G6dolld). A munkank soran

hasznalt primerek szekvenciait, a kotddési helyliket és specifikussagukat a 3. tdblazat tartalmazza.
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A teljes genomokat olyan primerparokkal amplifikaltuk, amelyek a virus-DNS-t két,

egymast atfedo szakaszban allitottak eld (6. abra).

A CBBI1 és PCIIR primerpart hasznaltuk a sertés circovirus kimutatdsra, mivel ez a

primerpar a PCV1 és PCV2 kimutatasara egyarant alkalmas.
A PCV2 genom tovabbi részeinek amplifikalasahoz a CBB1 — CBB2 és CBB3 — CSZ2

primerparokat hasznaltuk. A CSZ1 primert csak a szekvendlasi reakcidhoz hasznaltuk.

A PCV1 genom amplifikalasdhoz a CBB1 és PCIIR primerpar mellett a PCV1-451C —

PCV1-1263F és MCV1 — PCV1-1612R primerparokat hasznaltuk.

A 2008 januarjdban, Magyarorszag ¢észak-keleti részérdl szadrmazo, PCV2 pozitiv

vaddiszn6 mintékat a kapszid fehérjét kodold szakaszra specifikus CSZ2 és CBB2 primerekkel

amplifikaltuk, ugyanis a két primer kozotti szakasz alapjan megallapithato, hogy a virus melyik

genotipusba tartozik és ORF2 részét részlegesen a CSZ2 primerel szekvenaltattuk.

A DNS amplifikacié soran minden egyes mintabol 0,5 pl templat DNS-t hasznéltunk a

kovetkezd reakcio-kornyezetben: 3 pl MgCl, (25 mmol, Fermentas), 1 pul dNTP (I mmol,

Fermentas), 0,5 pl mindkét primerbdl (25 pmol), 1 egység Taq DNS-polimerdz enzim

(Fermentas), PCR puffer 5 ul (Fermentas), 50 ul-re kiegészitve desztillalt vizzel.

A DNS amplifikalasat a TGradient Thermocycler (Biometra) géppel végeztiik a 4.

tablazatban 6sszefoglalt programok alkalmazasaval.

A PCR termékeket elektroforézissel, 0,4 pg/ml etidium-bromid jelenlétében 1 %-os agardz

gélben (Q-Biogene) futtatva vizsgaltuk.

3. tablazat.

A tablazatban a munkdnk sordn hasznalt primerek neve mellett
szekvencidjukat, a kotddési helyiiket és specifikussagukat tiintettiik fel.

Primer neve | Primer szekvencia Kotodés Specifikussag
CBBI 5'-GCT GCC ACA TCGAGAA-3' 289-305 nt PCV1.2
CBB2 5'-CGC ACC TTC GGA TAT AC-3' 1584-1568 nt [PCV2
CBB3 5'-GCT CTC CAA CAA GGT ACT -3 437-420 nt PCV2
PCIIR* 5'-ACA GCA GTT GAG GAG TAC C -3' 853-835 nt PCV1.2
CSz1 5'-ACT ACT CCT CCC GCCATA C-3' 1307-1289 nt [PCV2
CSZ72 5'-GGA GGA GTA GTT TAC ATA GGG G-3' 1297-1318 nt |PCV2
MCV 1 ** 5'- GCT GAA CTT TTG AAA GTG AGC GGG-3' 488-511 nt PCV1.2
PCV1-1612R |5'-TAC AGA TGG CGC CGA A -3 1612-1597 nt |[PCV1
PCV1-1263F |5-GGC TGC CTT ATG GTG -3' 1263-1277 nt |PCV1
PCV1-451C |5-CTG CTC GGC TAC AGT -3' 451-437 nt PCV1

nt: nukleotid

* Molnar és mtsai., 2002.

** Fenaux és mtsai., 2000.
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51 nt ORF1 994 nt 1036 nt ORF2 1735 nt
1 500 1000 1500 1767nt
PCV2 genom |/ p—p——+—4+—+——4+——+—+—+—+—+——+—+—+—
CBB1 PCIIR
289 > <853
CBB3 CSZ2
< <437 1297 > >
CBBI1 CBB2
289 2 < 1584
<1307
CSz1
47 nt ORF1 983 nt 1024nt ORF2 1723 nt
1 500 1000 1500 1759t
PCVligenom }— ¢+ 1+ + + + + + ¢+ + + o+ o+ o+ 4 4
CBB1 PCIIR
289 > <— 853
PCV1-451 PCV1-1263
< * 451 1263 >
MCV1 PCV1-1612
488 > <1612

6. abra. A PCV genomok linedrisan lettek feltiintetve. A fels nyilak az ORF-ek helyét és
iranyat jelolik. Az alsé nyilak a teljes genomok elkészitéséhez hasznalt primerek kotodési

helyét és iranyat jelzik.
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4. tablazat. A polimeradz lancreakcidokhoz hasznalt programok.

Primerpéar Elémelegités 35 ciklus IX) es%iiblliﬁgs Befejezés
52°C, 72°C,
CBBI1-PCIIR 30 mp 60 mp
55°C, 72°C
CBB1-CBB2 30 mp 120 mp
55°C, 72°C
CBB3-CSZ2 | gs5oc, 95°C, 30mp | 120mp 72°C 4oc
MCV1- 5 perc 30 mp 56°C, 72°C 7 perc
PCVI1-1612R 30 mp 105 mp
PCV1-1263F- 56°C, 72°C
PCV1-451C 30 mp 105 mp
55°C, 72°C,
CSZ2-CBB2 30 mp 35 mp

4.4. A DNS-fragmentumok tisztitasa gélbol

A PCR fragmentumokat Geneclean Kit (Q-Biogene) segitségével vontuk ki az agar6z
gélbol, a hasznalati utasitdsban foglaltak szerint. Roviden: az agardéz gélben futtatott PCR
terméket kivagtuk a gélbol, majd ezt a géldarabot 500 pl 6 M natrium-jodid (Nal) oldatban 55 °C-
on feloldottuk és 3 ul tivegtejet (glass milk) adtunk hozza. Folyamatos keverés mellett 6t percig
inkubaltuk a mintat, ez alatt a DNS az iivegtejhez kotddott. Centrifugalds utan a Geneclean Kit-
hez tartozé moso folyadékkal (wash solution) mostuk ki a Nal-ot. Az iivegtejbdl centrifugalassal
eltavolitottuk a mosdfolyadékot, kiszaritottuk és a DNS-t steril desztillalt vizzel oldottuk le. Az
igy tisztitott DNS-t szekvenaltuk.

4.5. Szekvencia-analizis

A szekvenalashoz a PCR-reakciot Big Dye Kit-tel (Applied Biosystems, USA) végeztiik. 2
ul mintdhoz 2 pl steril desztillalt vizet, 2 ul puffert, 2 pl Big Dye-t és a megfeleld, 2 pmol-os
primer-bol szintén 2 pl-t tettiink. Az itt hasznalt primerek megegyeztek az amplifikalasnal
hasznaltakkal és ezt a reakciot is a TGradient Thermocycler (Biometra) géppel végeztikk a
kovetkez6 program szerint:  96°C 4 perc

96°C 10 mp
50°C 5Smp 30 ciklus
60°C 4 perc
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A szekvenalasi reakcidt a kovetkezd modon tisztitottuk: minden mintahoz 1 ul 3 M-os
natrium-acetatot s 25 pl 100 %-os alkoholt adtunk, és 15 percig szobah6n inkubaltuk, majd
1650x g-vel 45 percig centrifugaltuk. A csovekbdl eltavolitottuk a folyadékot, majd 35 pul 70 %-os
alkoholt mértiink a csovekbe. Ismét 1650x g-vel centrifugéltuk a csoveket 15 percig, eltavolitottuk
a folyadékot majd 37°C-on 20 perc alatt kiszaritottuk.

A szekvenalasi reakciok leolvasasat a Genodia Molekularis Diagnosztika Kft. (Budapest)
¢s a Biomi Kft. (G6dollo) végezte Big Dye kittel ABI310 automata szekvenald késziilékben a
DNS amplifikacidhoz hasznalt primerekkel. A BioEdit version 5.0.6. programot hasznaltuk a
szekvenalas eredményeinek értékelésére, valamint a teljes szekvencidk Osszeillesztéséhez. A
MEGA version 4.0 programmal végeztik a replikdcios és kapszid fehérjéket kddoldé DNS
szekvencidk aminosav sorrenddé alakitasat, valamint a teljes genomok, illetve fehérje szekvenciak
Osszehasonlitasat Clustal W multiple alignment algoritmussal. A filogenetikai analizist szintén a

MEGA version 4.0 programmal végeztiik, a bootstrap érték 1000 volt (Tamura és mtsai., 2007).

4.6. Sejtek

A sertés circovirust PCV1 és PCV2 mentes STC (sertés here sejtek, swine testicular cell)
sejteken szaporitottuk. Munkank soran Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM, Sigma)
tapfolyadékot hasznaltunk 10 % hdinaktivalt foetal bovine serum-mal (FBS, Gibco), 50 egység/ml
penicillinnel (Sigma), 0,05 mg/ml streptomycinnel (Sigma), 29,2 mg/ml L-glutamine-nal (Sigma)

kiegészitve.

4.7. Virusizolalas

A ROMI1 jeli PCV2 virustorzset a Roméniabol szarmazoé tiiddmintabol izolaltuk
(GenBank-i kodja: DQ233257). A tiid6 elvaltozadst mutatd 1részébol borsoényi darabot
homogenizaltunk 1,5 ml DMEM tapfolyadékban. A homogenizatumot 10 percig 6500x g-vel
centrifugaltuk, majd MILLIPORE sziirdn (0,22 um pdrus nagysag, Millipore, Franciaorszag) a
feliiluszot atszirtik. A sziirletet 10 PCV mentes STC sejthez adtuk 15 ml DMEM
tapfolyadékkal, és a virust 25 cm’-es szovettenyésztd palackban szaporitottuk. A fertézott sejtek
passzaléasat a kovetkezd modon végeztiik: a sejtek 3-4 nap alatt bendtték a palackot, ekkor 0,5 ml
steril tripszin oldattal leemésztettiik a sejteket a palackrdl, és 1/4 részét uj, 25 cm’-es
szovettenyésztd palackba tettiik, majd 15 ml DMEM tédpfolyadékkal feltoltottik. A 3. passzazs
utan a sejteket 3x mostuk 50 ml PBS (phosphate buffered saline) oldatban (6sszetétele: NaCl 8
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g/l, KC10,2 g/l, vizmentes Na,HPO4 1,15 g/l, KH,PO4 0,2 g/1). Mosas utan a sejtekbdl kivontuk a
DNS-t, és PCR-rel ellendriztiik, hogy a sejtek fertdzddtek-e. A szaporodd virust 3-5 naponta

passzaltuk.

4.8. Virus titer meghatarozasa PCR-rel

A ROMI virustérzset 25 cm’-es szdvettenyészté palackban szaporitottuk, 15 ml DMEM
tapfolyadékban. A virus titerének meghatdrozasdhoz a bendtt palackot -20°C-ra tettik. A
sejtekbdl a virust haromszori lefagyasztassal és felolvasztissal szabaditottuk ki. A harmadik
fagyasztas ¢s felolvasztas utan a folyadékot 3000x g-vel 30 percig centrifugéaltuk, hogy a
sejttormelékeket eltavolitsuk.

Amikor még nem volt PCV2 specifikus ellenanyagunk, a titer meghatarozasat a kovetkezo
mddszerrel végeztikk: a vizsgalandd virusbol 10-es alapt higitdsi sort készitettink. Mindegyik
higitasbol 2-2 vizsgalatot készitettiink. A vizsgalatokat 24 lyuka szovettenyészté lemezen
végeztiik. A higitott mintabol 1 ml-t mértiink a lyukakba, majd minden lyukba 5x10° PCV mentes
STC sejtet tettiink 200 pl sterii DMEM tapfolyadékban. A sejteket 3 nap elteltével steril
tripszinnel leemésztettiik, utdna 25 cm’-es szdvettenyésztd palackba helyeztiik. A sejteket ezt
kovetden 3-5 naponta passzaltuk. A 4-dik és az 5-dik passzalas utan PCR-rel vizsgaltuk, melyik
higitasbol mutathato ki a virus.

Miutéan kidolgoztuk a PCV2 kimutatasanak indirekt immunfluoreszcencids (IIF) mddszerét
(1asd kés6bb), a virus titerét [IF mddszerrel hataroztuk meg (lasd 4.10.2. fejezet).

A 6-dik, a 20-dik, a 35-dik, az 50-dik és a 65-dik passzazs utdn meghataroztuk a ROMI

virustorzs titerét.

4.9. Sertés circovirus specifikus sertéssavo készitése

Ot, harom hénapos sertést oronazalisan fertéztiink 2x10° TCIDs, mennyiség(i virussal, a
ROMI virustorzsbol. (Ehhez a titer meghatarozasat PCR-rel végeztiik, lasd fent). A fertdzés elott
minden allatbdl vért vettiink. A fertézés utan 4 héttel szintén 2x10° TCIDsy mennyiségli virust
kaptak az allatok, izomba. Harom héttel az izomba tortént oltds utan a sertéseket exterminaltuk és
osszegyljtottiik a vériiket. A vért hagytuk kihtilni szobahdmérsékleten, majd +4°C-ra tettiik
éjszakara. Masnap elvalasztottuk a vérsavot az alvadéktol, és -20°C-on taroltuk felhasznalasig. A

savok PCV ellenanyag tartalmat indirekt immunfluoreszcencids modszerrel vizsgaltuk.
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4.10. Indirekt immunfluoreszcencias modszer

4.10.1 A vérsavok titerének meghatarozasa

A ROMI virustdrzzsel fertdzott sejttenyészetet tripszinnel leoldottuk a 75 cm?

szovettenyésztd palackrél majd 50 ml tapfolyadékban mostuk a sejteket. A sejteket 50 ml-es steril
centrifuga csdben 259x g-vel 10 percig centrifugaltuk. A mosdfolyadék elontése utan a sejteket 5
ml tapfolyadékba reszuszpendaltuk, majd steril targylemezre tettiink 150 pl-t, kb. 1,5 cm?
nagysagu feliiletre szélesztve. A lemezeket ezt kovetden 4 oran at inkubaltuk nedves kamraban,
37 °C-on, 5 % CO;-ot tartalmazé inkubatorban. A letapadt sejteket tomény aceton és etanol 1:1
aranyu keverékében 10 percen keresztiil +4 °C-on tartva rogzitettiik a targylemezre, és -20 °C-on
taroltuk felhaszndlasig. Az igy elkészitett lemezek segitségével mutattuk ki a vérsavokbol a PCV2
ellen képzddott antitesteket.

Hasonlo6 modon allitottuk eld a PCV mentes sejtekbdl a negativ kontrollként szolgald
lemezeket is.

A vizsgalandd savokbol tizes (sertés savok), illetve kettes (egér savok) alapt higitasokat
készitettiink. A savokat 0,5 % BSA-t (Bovine serum albumin) tartalmazd PBS oldatban higitottuk.
A higitott mintakbol 100 pl-t ramértink a ROM1 virustorzzsel fertdzott sejteket tartalmazo
targylemezre, majd 37 °C-on nedves kamraban egy éran at inkubaltuk. Az inkubécids id6 letelte
utan a savot desztillalt vizzel leoblitettiik, és a lemezeket 3x5 percig PBS oldatban mostuk, majd
ramértiink 100 pl-t a haszndlati utasitisoknak megfelelden elokészitett sertés IgG, illetve egér IgG
specifikus, fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt ellenanyagbol (konjugatum, Sigma). Egy o6ra
steril desztillalt vizben oldott Evans kékkel (Reanal) kontrasztfestettiik a sejteket. Desztillalt vizes
oblités utan feddlemezzel takartuk a mintat, és fluoreszcens mikroszkop (Nikon H550S

mikroszkdp) alatt vizsgaltuk.

4.10.2. Virus titer meghatarozasa indirekt immunfluoreszcencias (IIF) modszerrel

A virusok titerének IIF modszerrel torténd meghatarozasat 96 lyuka szovettenyésztd
lemezen (Spektrum) végeztiik. A lyukakba 10° PCV mentes STC sejtet tettiink. A vizsgalandd
virusbdl 10-es alapu higitasi sort készitettiink, €¢s minden higitasbol 5x100 pl-t mértiink a
lyukakba. A fertdzés utani 4-dik napon aceton-etanol 1:1 aranya keverékében fixaltuk a sejteket.
Ezt kovetden 100 pl, 1:500 aranyban higitott PCV2 specifikus sertéssavot (1:10000 IIF végtitert
savo) mértiink a lyukakba. 60 perc inkubdlds utan a lyukakat 3x5 percig mostuk 200 ul PBS
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oldattal, majd bemértiik a lyukakba a hasznalati utasitasnak megfeleléen higitott konjugatumot.
Egy ora inkubdlds utdn ismételten mostuk a lyukakat 3x5 percig 200 ul PBS oldattal, majd
kontrasztfestettiik a sejteket Evans kék oldattal. Desztillalt vizes oblités utan a lemezeket

fluoreszcens mikroszkdp (Nikon H550S mikroszkop) alatt vizsgaltuk.

4.11. Allatfertézési kisérletek

A kisérletek soran a virus koncentracioja a hasiiregbe tortént oltasok esetén 10° TCIDso/ml
volt. A virus-szuszpenzidbdl 0,5 ml-t oltottunk az egerek hasiiregébe, ami 5x10% TCIDs, virusnak

felel meg.

4.11.1. Kisérleti allatok

Allatkisérleteinkhez NMRI 25-29 grammos (6 hetes) ndstény fehér egereket hasznaltunk,
amelyeket a TOXI-COOP KKT-t6l (Budapest) vasaroltunk.

4.11.2. Kisérleti elrendezés

Patogenitasi vizsgalat: 2 negativ kontroll mellett 4 egeret hasiliregbe oltottunk harom
alkalommal, két hetes id6kozzel a ROM1 virustorzsbol. Minden egérbe 5x10? TCIDso virust
juttattunk. Az utols6 oltas utan két héttel az egereket exterminaltuk az allatvédelmi eldirasoknak
megfelelden, és a kovetkezd mintdkat gytljtottiikk beldliik: vérsavo, csecsemOmirigy, maj, 1ép,
vese, bélfodri nyirokcsomd, csontveld. A szervmintdkbdl a virus-nukleinsavat a fent leirt gyantas
eljarassal vontuk ki és PCR-rel vizsgéltuk. A vérsavobdl indirekt immunfluoreszcencias
mddszerrel probaltuk kimutatni a sertés circovirusok ellen képzddott ellenanyagokat.

Virusreplikacié vizsgalata: 28 egeret oltottunk hasiiregbe egy alkalommal, 5x10% TCIDs
mennyiségl virussal a ROM1 virustorzsbol. Ezt kovetden kétnaponta exterminaltunk 4 egeret és a
kovetkez0 mintdkat gyujtottik beldliik: vérsavd, csecsemOmirigy, maj, 1ép, vese, bélfodri
nyirokcsomd, csontveld. Ezt kdvetden az el6zd kisérlettel azonos mddon vizsgaltuk oket.

Virusiiritési vizsgalat 1.: 4 egeret oltottunk hasiiregbe 5x10* TCIDs, virussal a ROM1
virustorzsbol. Az oltas utan 6 nappal 4 oltatlan egeret hozzatettiink az oltott egerekhez. Az oltas
utan 24 nappal két oltott és két oltatlan egeret, majd az oltas utdn 28 nappal a masik két oltatlan
egeret is extermindltunk. A maradék 2 hasiiregbe oltott egeret az oltds utdan 42 nappal

exterminaltuk. A mintékat az el6z6 kisérletekben leirtak szerint PCR-rel vizsgaltuk.
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Virusiiritési vizsgalat 2.: 3x6 egeret szajon at fertéztiink a ROM1 virustorzzsel. Az elso
csoport 8x10*, a masodik csoport 6x10”, a harmadik csoport 5x10* mennyiségii virust kapott. Az
elsé csoporttdl naponta gyljtottiink bélsar és vizelet mintat. Ezen mintakbol QTAGENE QIAamp®
DNA Stool Mini kit segitségével vontuk ki a DNS-t, majd PCR-rel vizsgaltuk a virusiiritést.

A szajon at tortént fert6zEs utan 12, 19 és 26 nappal 2-2 egeret exterminaltunk mindhadrom
csoportbol.

Az els6 csoporthoz a fertdzést kovetden 12 nappal 6 PCV negativ egeret tettiink (kontakt
egerek), majd ezeket 15 €s 18 nappal késObb, tehat a fertdzés utan 27 és 30 nappal exterminaltuk.

Az egerekbdl vérsavo, 1ép, mdj, vese, tidd, csecsemOmirigy, bélfodri nyirokcsomé ¢€s

csipobél mintakat gytijtottiink és PCR-rel vizsgaltuk a virus jelenlétét.
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5. Eredmények

5.1. DNS tisztitasi modszerek

A hézi sertés és vaddisznd mintdkbol tobb modszerrel kiséreltiik meg a circovirus
nukleinsav tisztitasat. Osszehasonlitottuk a proteindz K emésztést, a mikrogyantas tisztitast, a
forraldsos modszert és a Trizollal torténd DNS izoldladst. A virus nukleinsavat PCR-rel
amplifikaltuk a CBB1 és PCIIR primerekkel.

Valamennyi modszer alkalmas volt a DNS izoldldsara, vagy legalabbis feltarasara,
hatékonysaguk azonban eltéronek bizonyult. A kisérleteket 30 hazi sertés mintan és 25

vaddiszndbol szarmazo mintan végeztiik. Az eredményeket az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: Hazi sertésekbdl €s vaddiszndkbdl szarmazo mintadk PCR eredményei kiilonb6z6
feltarasi modszereket alkalmazva.

SzArmazas Mintaszam Tisztitas mddja, a PCR pozitiv mintdk szama és aranya ( %)
Proteinaz K Forralas Mikrogyanta Trizol
Hazisertés 30 28 19 27 15
93 % 63 % 90 % 50 %
Vaddiszn6 25 1 ? 12 7
44 % 36 % 48 % 28 %
Osszesen 55 39 28 39 22
71 % 51% 71 % 40 %

Bar valamennyi modszer hasznalata esetében sikeriilt PCV DNS-t kimutatni,
leggyakrabban a proteinaz K emésztéssel és a mikrogyantds modszerrel kinyert minta bizonyult
pozitivnak. A két mddszer nem minden alkalommal adott azonos eredményt (3 % kiilonbség),
egyes mintdkon a proteindz K emésztés, mig masokon a mikrogyantds modszer adott a CBB1 ¢és
PCIIR primerekkel pozitiv reakciot. A vizsgalatot a proteinaz K emésztéses modszerrel €s a
mikrogyantds modszerrel Gjra elvégezve sem kaptunk megegyez6 eredményt. A forralassal feltart
DNS és a Trizollal szeparalt DNS Iényegesen kevesebb alkalommal adott pozitiv PCR eredményt.

A kovetkezd PCR reakciokhoz mar csak a mikrogyantas feltardsi mddszert hasznaltuk,
tekintve, hogy hatékonysagaban megegyezett a proteinaz K mddszerrel, viszont annal technikailag

egyszeriibben €s gyorsabban kivitelezheto.
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5.2. A 2002 és 2003 kozotti, magyarorszagi vaddisznokbol szarmazo PCV2
szekvenciak elemzése

A tobb mint kétezer, kiilonb6z6 vaddisznobol szarmazo szervmintat a szarmazasi hely és a
begytijtés ideje alapjan csoportositottuk. A vizsgalt mintdk 35,5 %-aban volt jelen PCV. A pozitiv
mintak 57,8 %-aban volt kimutathatd PCV2, amely a vizsgalt 6sszes minta 20,5 %-a volt.

A szekvencia adatok alapjan a vaddiszn6 eredetii PCV2-t 7 csoportba soroltuk. A 7-bol 3
csoport a PCV2B genotipusba (WB-H1, WB-H5 ¢és WB-H6), amig 4 csoport a PCV2A
genotipusba (WB-H2, WB-H3, WB-H4, WB-H7) tartozott. A PCV2 pozitiv mintak elterjedési
aranya kozott teriileti megoszlas tekintetében nem volt kiilonbség. A kiilonbozd csoportokba
sorolt circovirus szekvenciak az orszag minden részérdl kimutathatok voltak. Egy adott teriileten
tobb genotipus is jelen volt. A teljes szekvencia Osszehasonlitisa alapjan az egyes csoportok
kozott 94,7-99.4 %-os volt a hasonlosdg. A hasonldsag az egyes csoportok kozott a replikacios
fehérjék alapjan 98,1-100 %-os, a kapszid fehérjék alapjan 90,1-100 %-os volt. A teljes genomok
nukleinsav sorrendjét, valamint a josolt replikacios fehérjék ¢és kapszid fehérjék aminosav
sorrendjét Osszehasonlitva a GenBank-ban taldlhatd, a Fold kiilonb6zo térségeibdl szarmazo,
valamint a magyarorszagi hdzi sertésekbdl kimutatott kettes tipust sertés circovirusok nukleotid
¢s szarmaztatott aminosav szekvencidival (6. tablazat) a kovetkezoket lehetett megallapitani.

Olyan PCV genomot, amely kizardlag vaddiszndra lenne jellemzd, nem taldltunk. A teljes
genom alapjan (7. abra) néhany vaddiszndbdl szdrmazd virus szoros rokonsdgot mutatott a
korabban magyarorszagi hazi sertésekbdl szarmazo virusokkal (Dan és mtsai., 2003), nevezetesen
a WB-H1 és WB-H6 a HUN1 ¢és HUN4, amig a WB-H3 és WB-H4 a HUN2 és HUN3 virusokkal
mutatott kozelebbi rokonsagot. A WB-H2 és WB-H7 szekvencidk egy kanadai izolatummal mig a
WB-HS5 virus az egyetlen, GenBank-ban megtaldlhatdo vaddisznobdl szarmazoé német GER4
virussal mutatott nagyobb hasonldsagot.

Hasonlé eredményt kaptunk, amikor e virusok kapszid fehérjéinek aminosav sorrend;jét
hasonlitottuk 6ssze (8. abra).

A virus replikacioért felelos fehérjéinek 0sszehasonlitd vizsgalata a teljes genomhoz és a
kapszid fehérjé¢hez képest eltéré eredményt adott. A magyarorszagi hazisertésekbdl szarmazo
PCV2-k koziil a HUN2 és HUN3 replikacidés fehérjéi nem mutattak szoros rokonsagot a
vaddisznokbdl szarmazd virusok replikacios fehérjéivel. A WB-H3 és WB-H6, valamint a WB-
H2 és WB-H7 replikacios fehérjéinek aminosav szekvenciaja eltért a hazisertésekbol szarmazo
PCV2 virusok replikacios fehérjéinek aminosav sorrendjétdl. A replikdcids fehérje aminosav
szekvencigja alapjan a WB-H1 a HUN1 és HUN4, amig a WB-H4 ¢és WB-HS5 a HUNS és HUN6

virusokkal mutatott nagyfoku hasonldsagot (9. abra).
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6. tablazat:

A vaddisznokbol
Osszehasonlitdshoz hasznalt PCV genomok listaja.

szarmazo 1lletve romaniai

PCV-k filogenetikai

Név GenBank kod | Eredeti név Szerz6

AUT3 AY424403 AUT3 Exel és mtsai., 2003 nem publikalt
AUTS AY424405 AUTS Exel és mtsai., 2003 nem publikalt
CANI1 AF109398 - Hamel és mtsai., 2000

CAN2 AF118097 IAF-4370 Ouardani és mtsai., 1999

CAN3 CQ768115 - Allan és mtsai., 2004 nem publikalt
CHI AF381176 HR Lu és mtsai., 2001 nem publikalt
FRA1 AY322000 Fd1 de Boisseson ¢s mtsai., 2004

FRA2 AY321984 Fd3 de Boisseson és mtsai., 2004

FRA3 AY321993 Fd16 de Boisseson ¢s mtsai., 2004

DEN EF565360 - Dupont és mtsai., 2008

GER1 AF201305 GER1 Mankertz és mtsai., 2000

GER3 AF201307 GER3 Mankertz és mtsai., 2000

GER4 AY713470 - Knell és mtsai., 2004 nem publikalt
IRL CQ768114 - Allan és mtsai., 2004 nem publikalt
JAP1 AB072301 PCV33 Imai és mtsai., 2001 nem publikalt
SPA1 AF201308 SPA1 Mankertz és mtsai., 2000

TAIl AY 146991 Pingtung-1 Liao és mtsai., 2002 nem publikalt
TAI2 AF465211 SC Wang, és mtsai., 2002 nem publikalt
USA AJ223185 ISU-31 Morozov ¢s mtsai., 1998

HUNI1 AY?256460 375 Dan és mtsai., 2003

HUN2 AY256456 224 Dan és mtsai., 2003

HUN3 AY256458 326 Dan és mtsai., 2003

HUN4 AY?256457 304 Dan és mtsai., 2003

HUNS AY256459 336 Dan és mtsai., 2003

HUNG6 AY?256455 212 Dan és mtsai., 2003

WB-HI AY874163 - Csagola ¢és mtsai., 2006

WB-H2 AY874164 - Csagola és mtsai., 2006

WB-H3 AY874165 - Csagola ¢és mtsai., 2006

WB-H4 AY874166 - Csagola ¢és mtsai., 2006

WB-H5 AYS874167 - Csagola és mtsai., 2006

WB-H6 AY874168 - Csagola és mtsai., 2006

WB-H7 AY874169 - Csagola és mtsai., 2006

WB-HS DQ648032 - Csagola és Tuboly, 2005, nem publikalt
PCVI1.1 AY 184287 - Cheung A. K.,2003

PCV1.2 AY193712 - Zhou ¢és mtsai.,2002, nem publikalt
PCV1.3 Y 09921 - Mankertz és mtsai., 1997

PCV14 AY099501 - Choi és mtsai., 2002

PCV1.5 U49186 - Meehan ¢s mtsai., 1997

PCV1.6 AY219836 - Wang és mtsai., 2003, nem publikalt
PCV1.7 AF012107 - LeCann és mtsai., 1997, nem publikalt
PCV1.8 AF071879 - Niagro €s mtsai., 1998

PCV1.9 AY 660574 - Cao és mtsai., 2004, nem publikalt
PCV1.10 | AY699796 - Fenaux ¢s mtsai., 2004
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7. abra. A PCV2 teljes genom szekvencidk Osszehasonlitdsa a magyarorszagi
vaddiszndkbdl szarmazo PCV2 szekvencidkkal. A magyarorszagi vaddiszndkbdl szarmazo
genomok félkovér betiikkel vannak jelolve. A GenBank-i kodokat a 6. tdblazat tartalmazza.
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8. abra. Az ORF2-bdl szarmaztatott kapszid fehérjék aminosav szekvencidja alapjan
készitett filogenetikai fa. A magyarorszagi vaddisznokbodl szarmazd genomok félkovér betiikkel
vannak jelolve. A GenBank-i kdédokat a 6. tablazat tartalmazza.
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9. abra. Az ORF1-bdl szarmaztatott replikacidért felelds fehérjék aminosav szekvencidja
alapjan készitett filogenetikai fa. A magyarorszagi vaddiszndkbdl szarmazo genomok félkovér
betlikkel vannak jelolve. A GenBank-i kddokat a 6. tablazat tartalmazza.

55



Elvégeztiik csak a vaddisznokbol szarmazdé PCV2-k Osszehasonlitasat is. A teljes
nukleinsav szekvencidk ¢és a kapszid fehérjék aminosav szekvencidja alapjan készitett
filogenetikai fa nagyfoku hasonlésdgot mutatott. A replikacids fehérjék aminosav szekvencidja
alapjan készitett filogenetikai fa azonban jelentds eltérést mutatott a teljes nukleinsav szekvencia

alapjan készitett filogenetikai fatol (10. abra).

A, Teljes genom 99 WB-H2
98 WB-H7
WB-H3
100 WB-H4
WB-H5
—— WB-H1
100L——— WB-H6
0.005
B, ORF1 45| WB-H4
52 WB-H5
WB-H1
— WB-H3
49 WB-H6
| WB-H2
97! WB-H7
0.002
C, ORF2 o WEB-H2
WB-H7
| WB-H3
100 WB-H4
WB-H5
100 WB-H6
—
0.01

10. abra. A magyarorszagi vaddisznokbdl szarmazé genomok Osszehasonlitdsa. A: teljes
genom, B: ORF1 aminosav szekvencia, C: ORF2 aminosav szekvencia.
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A WB-H4 és a WB-HS5 virusok replikacios fehérjéi 100 %-ig megegyeztek egymadssal és a
WB-H2 és WB-H7 replikacids fehérjéi is azonosak voltak. A kapszid fehérjéket tekintve 100 %-
os azonossag volt megfigyelhetd a WB-H3 és a WB-H4 virusok kozott, valamint a WB-HI és a
WB-H6 kapszid fehérjéje is megegyeztek. A WB-H4 virus kapszid fehérjéje a WB-H3 kapszid
fehérjéjével, amig a replikécids fehérjéje a WB-HS virus replikacios fehérjéjével volt azonos (10.
abra). Ezt a megfigyelést aldtdmasztja, ha a kapszid- és replikécios fehérjéket kddolod nukleinsav
szekvenciakat hasonlitjuk 6ssze. Minddssze 0,4 % (3 nukleotid) kiilonbség volt a WB-H3 és WB-
H4 virusok ORF2 szekvenciai kozott, amig ezen a genom szakaszon a WB-H1 és WB-H6 virusok
100 %-ig azonosak voltak. Az ORF1 nukleinsav szekvenciait tekintve a WB-H4 és WB-HS5
virusok kozott 1,7 %, a WB-H2 és WB-H7 virusok kozott 0,7 % kiillonbség volt. A replikacios
fehérje aminosav szekvencidja konzervativabb, mint a kapszid fehérje aminosav szekvencidja,

amint az a 10., 11. és 12. abrakon is lathato.

5.3. PCV1 szekvenciak elemzése

A PCV pozitiv vaddiszndé mintakbol CBB1 és PCIIR primerparral részleges szekvencia
analizist végeztiink. A szekvencia analizis alapjan PCV1 pozitiv mintak koziil kivalasztottunk
egyet (46-os szamu vaddisznd), és meghataroztuk a teljes genom szekvencidjat (WB-HS) az
MCVI1 PCV1-1612R és a PCV1-451C PCV1-1236F primerparokkal (6. abra). A WB-HS teljes
nukleotid szekvenciajat osszehasonlitottuk a GenBank-ban a tanulmany megirasakor fellelhetd
0sszes PCV1 szekvenciaval. A munkdnk sordn hasznélt PCV1 szekvencidk adatait a 6. tablazat
tartalmazza.

A WB-HS8 1759 bazis hosszisagu, hasonloan az ismert PCV1-ekhez. A teljes genom a
legnagyobb azonossagot az altalunk PCV1.10 névvel jelzett virussal mutatott, az 1759 bazisbol
mindossze 12 kiilonbozott, ami 99,32 %-os azonossagot jelent. A legnagyobb mértékben az
altalunk PCV1.6-al jelolt PCV1 szekvencia kiilonbozott a WB-H8-tdl, de itt is csak 26 bazis
eltérés talalhatdo az 1759-bol, ami 98,52 %-os azonossagot jelent. A PCV1 teljes nukleinsav

szekvenciak alapjan készitett torzsfa a 11. dbran lathatd.
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11. abra. A WB-H8 genom filogenetikai Osszehasonlitdsa a GenBank-ban fellelhetd
PCV1 szekvencidkkal. A magyarorszagi vaddisznobol szarmazd genom félkovér betiivel van
jelolve. A GenBank-i kddokat a 6. tablazat tartalmazza.

A vaddisznobdl szarmazé PCV1 virus replikdcios fehérjéjének aminosav szekvencidja
szintén az altalunk PCV1.6-al jelolt PCV1 aminosav sorrendjétdl kiilonbozott leginkabb. A 312
aminosavbol allo fehérjén 6sszesen 6 eltérés volt talalhatd, ez 98.08 %-o0s azonossagot jelentet. A
legnagyobb azonossagot a PCV1.2-vel jelolt virus replikacids fehérjéjével mutatta a WB-HS, ez 1
aminosav kiilonbséget jelentett a 74-dik pozicioban, ami 99,68 %-0s azonossag. Itt valamennyi
szekvenciaban megtalalhaté volt ez az eltérés (leucin helyett fenilalanin). A fehérje szekvenciak
alapjan készitett torzsfa a 12. abran lathatd.

A WB-HS8 kapszid fehérje, a teljes genomhoz hasonldéan, a PCV1.10 virussal mutatott
nagyfoki azonossagot. A két virus 233 aminosavbol 4ll6 kapszid fehérjéje mindossze 5
aminosavban tért el egymastol, és igy 97.85 %-os azonossdgot mutatott. A kapszid fehérje
tekintetében a WB-H8 virus a PCV1.3 virustol kiillonbozott a legnagyobb mértékben. A 233
aminosavbol ez esetben is csak 13 tért el, ami 94.42 %-os azonossagot jelentett. Ezen fehérje

szekvenciak alapjan készitett torzsfa a 13. dbran lathato.
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12. abra. A WB-HS8 replikacids fehérjéjének Osszehasonlitdsa a GenBank-ban fellelhetd
valamennyi PCV1 replikacios fehérjéjével. A magyarorszagi vaddisznobdl szarmazod genom
félkovér betiivel van jelolve. A GenBank-i kddokat a 6. tablazat tartalmazza.
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13. abra. A WB-HS8 kapszid fehérjéjének Osszehasonlitasa a GenBank-ban fellelhetd
Osszes PCV1 kapszid fehérjéjével. A magyarorszagi vaddisznobol szarmazéd genom félkovér
betlivel van jelolve. A GenBank-i kodokat a 6. tdblazat tartalmazza.
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A vaddisznokban talalhaté PCV2 szekvencidk jelentds kiillonbséget mutattak a 46-os
vaddisznd mintéban taldlt PCV1 szekvencidhoz képest. A teljes genomok alapjan a WB-HS és a
vaddisznokbol szdrmazd PCV2 szekvenciak kozott 75,73 - 76,63 % volt a azonossag. A két virus-

tipus teljes szekvenciaja alapjan készitett torzstat a 14. dbra mutatja.

99— WB-H2

go| —— WB-H7

WB-H3
o Lo
100— WB-H4
WB-H5
|:WB-H1
100~ WB-H6

WB-HS8

L
0.02

14. abra. A magyarorszagi vaddisznobol szarmazo teljes PCV1 és PCV2 szekvencidk
Osszehasonlitasa. A vaddisznobol szarmazdé PCVI1 genom félkovér betiivel van jelolve. A
GenBank-i kddokat a 6. tablazat tartalmazza.
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15. abra. A magyarorszagi vaddisznobdl szarmazd PCV1 és PCV2 replikacids fehérjéinek
Osszehasonlitdsa. A vaddisznobol szdrmazd PCV1 félkovér betiivel van jelolve. A GenBank-i
koédokat a 6. tablazat tartalmazza.
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A WB-HS és a vaddisznokbol szarmazd PCV2 virusok replikacios fehérjéi kozott a teljes
szekvencidhoz képest nagyobb azonossag volt kimutathatd, szam szerint 85,40 — 86,35 %. Az
ORFTI fehérje szekvencidk alapjan készilt torzsfat a 15. dbra mutatja.

A két virus-tipus kozott a kapszid fehérje tekintetében volt a legkisebb a azonossag, az
aminosav sorrend minddssze a 64,68 — 67,66 %-ban egyezett meg a PCV1 és PCV2 virusokban.

Az vaddisznébdl szarmazd circovirusok kapszid fehérje szekvencidi alapjan késziilt

torzsfat a 16. abra mutatja.
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16. abra. A magyarorszagi vaddisznobdl szarmazdé PCV1 és PCV2 kapszid fehérjéinek
Osszehasonlitdsa. A vaddisznobol szarmazo PCV1 félkovér betlivel van jelolve. A GenBank-i
kodokat a 6. tablazat tartalmazza.

5.4. A romaniai PCV2 kimutatasa

A roméniai sertéstelepen 2002 majusaban észleltek eldszor sertés circovirusra utald
klinikai tiineteket. A 10-14 hetes koru allatok kozott nagyaranyd ,,szétnovés”, sulyvesztés,
lesovanyodas volt megfigyelhetd. Az allatok szdrzete siirii lett és megvastagodott, nehezitett
1égz¢s, sapadtsag és hasmenés is kialakult az érintett malacokban. A valasztas utani elhullas a
betegség kitorése utani elsd honapban az eredeti 8,3 %-rdl 16,3 % {o6lé emelkedett. A
megbetegedett allatok szdma csaknem megduplazddott, 10 %-rdl 23 %-ra emelkedett.

A PMWS tiinetei kozott elhullott allatok korbonctani vizsgalata soran sargasag volt
megfigyelhetd, a nyirokcsomdk (foleg a lagyeki és bélfodri nyirokcsomdk) jelentosen

megnagyobbodtak, a tiid0 nem esett 0ssze. A vese tokja alatt sziirkésfehér gocok voltak. A maj
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sorvadt, tomott tapintatu volt, 1épduzzanat és gyomorfekély egyarant kialakult.

Korszovettanilag a 1épben sulyos foku, a nyirokcsomodkban koézepes foku limfocita
deplécié €s elhaldsos gocok alakultak ki. A tiidoben intersticidlis pneumodnia volt lathatd. A
vesében nem gennyes intersticialis nefritisz volt megfigyelhetd. A méjban atrofia, nem gennyes
kolangiohepatitisz alakult ki. Az érintett szervekben tobbmagvu dridssejtek mutatkoztak.

In situ hybridizacioval PCV2 DNS-t lehetett kimutatni a limfocitdk és makrofagok
citoplamajabol, a vese glomerulusokban a Bowman-tok hamsejtjeibdl €s a tubularis hamsejtekbdl
(Rosell €és mtsai., 1999, a vizsgalatot Dr. Deim Zoltan végezte a Mezdgazdasagi Szakigazgatasi
Hivatalban, Cadar ¢és mtsai.,, 2007). A koérszovettani vizsgalatokat Trichrom Goldner festési
eljaras utan értékeltiik (Muresan ¢és mtsai., 1974, Kiernan 1990, a vizsgélatot Dr. Daniel Cadar
végezte, Cadar és mtsai., 2007).

A sertéstelepen két évvel késobb, 2004 oktdberében észlelték az elsé PDNS tiineteit
mutato sertést (PMWS tlineteit mutato allatok szintén voltak a farmon, de alacsonyabb aranyban,
mint 2 évvel kordbban). A megbetegedési arany alacsony volt, a 3 és 6 honapos kor kozotti
sertések koziil csak 8 allat mutatott PDNS-re jellemzd tiineteket. A borben, foként a hatulsd
testfélen, a gattajékon, a labakon, a has és mellkas aljan, valamint a fiileken szabalytalan alaku,
vérzéses borléziok alakultak ki, amelyek kornyezetiikbol kissé kiemelkedtek, sotétvorosek voltak.

Korbonctani vizsgalat sordn a vesék megnagyobbodottak, halvany szinliek voltak,
kéregallomanyukban  petecsidlis  vérzések alakultak ki. A  nyirokcsomok  szintén
megnagyobbodtak, gyomorfekély és tiidogyulladas is megfigyelhetd volt.

Szisztémas elhalasos vaszkulitisz, a borben vérzések €s elhalasok voltak megfigyelhetoek
kérszovettani vizsgélattal. A vesékben heveny, diffiz glomerulonefritisz, limfo-hisztiocitas
intersticialis nefritisz, egy esetben tubuldris dilatacioval és atrofiaval kisért fibrézis alakult ki.

A PMWS ¢és PDNS tiineteit mutatd sertések vérsavojabol PCV2-vel reagald ellenanyag
volt kimutathato (1. kép).

A szekvencia analizis alapjan a PMWS ¢és PDNS esetekbdl szarmazd PCV2-k genetikailag
100 %-ig azonosak voltak. A genom mérete 1767 bazis (GenBank-i kddja: DQ233257).

A romaniai PCV2 teljes genomot 6sszehasonlitottuk az elézdekben vizsgalt PCV?2 teljes
szekvenciakkal. A romaniai virus (ROM1) nagyfoku azonossadgot mutatott a HUN4 virussal, az
1767 bazis hosszusdgu genomban minddssze 3 bazis kiilonbség volt, ami 99,83 %-o0s azonossagot
jelentett. A roman PCV2-vel osztrak (AUTS), francia (FRA3, Fd16), valamint magyar vaddiszno
izolatumok (WB-H1, WB-H6) is jelent6s azonossagot mutattak (17. ébra). A roman virus a
legnagyobb mértékben egy magyar vaddiszno izolatumtol (WB-H7) tért el, a két genom kozott 84

bazis eltérés volt, ami 95,25 %-0s azonossag.
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1. kép. PCV2-vel reagald ellenanyag kimutatdsa a romaniai PMWS és PDNS tiineteit
mutatd sertések vérsavdjabol, IIF modszerrel. Az ,a” és ,b” képeken a ROMI
virustorzzsel fert6zott sejtek lathatoak, kis nagyitassal. A ,c” és ,,d” képeken a
virusfehérjék a citoplazmaban, az ,,e” képen a sejtmagban lathatok. Az ,,f” képen PCV2-
vel fertdzott sejt osztodasanak befejezddése kozben lathato.
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17. abra. A PCV2 teljes genom szekvenciak 0sszehasonlitasa a romaniai hazisertésekbol
szarmazd PCV2 szekvencidkkal. A Romaniabol szarmazé PCV2 (ROMI1) genom félkovér
betlikkel van jelolve. A GenBank-i kodokat a 6. tablazat tartalmazza.
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5.5. A kozép-kelet eurdpai régioban, 2006-2007-ben jelen lévée PCV2
szekvenciak 6sszehasonlitasa a GenBank-ban kozzétett szekvenciakkal

Megvizsgaltuk, hogy 2007-ben milyen PCV2 szekvencidk voltak jelen a kozép-kelet
europai régioban. Ehhez Magyarorszagrél, Lengyelorszagbdl, Csehorszagbdl, Szlovakiabol,
Horvatorszagbdl és Romanidbdl kaptunk mintdkat (2. tablazat, 40. oldal). Meghataroztuk a
mintadkban talalhatd kettes tipust sertés circovirusok teljes szekvencidjat. Az 6sszesen 37 minta
vizsgalata soran 34-bol a PCV2B genotipust szekvencia volt kimutathatd, €s minddssze 2 magyar
¢s 1 horvat szekvencia tartozott a hosszabb, PCV2A genotipusba.

Letoltottiik a GenBank-ban 2007. december 31-ig elérheté valamennyi PCV2 teljes
genomot, illetve kapszid fehérjét kodolo ORF2 szekvenciat, és elemeztiik, hogy a fold kiilonb6z6
térségeiben, kiilonb6z6é idopontokban izolalt PCV2 teljes genomokhoz és ORF2 szekvencidkhoz
hogyan viszonyulnak a Kozép-Kelet Europabdl szarmazé genomok. A konnyebb attekinthetdség
érdekében a virusokat a szekvencia analizis alapjan csoportokra osztottuk.

A teljes genom alapjan a PCV2A genotipust 5 (A/1, A/2, A/3, A/4, A/5), a PCV2B
genotipust 7 (B/1, B/2, B/3, B/4, B/5, B/6, B/7) csoportba soroltuk (18. abra). Az aldbbi
tablazatokban azt jeleztiik, hogy csoportonként az adott kontinensen melyik évben hany PCV2
teljes genom volt.

Az altalunk vizsgalt 411 teljes genom koziil 149 tartozott a B/1 csoportba (7. tablazat, 18.
abra). Ebbe a csoportba tartozott 2007-ben izoléalt 6 magyar, 2 lengyel, 2 roman, 4 horvat, 8 cseh,
3 szlovak és 6t 2006-o0s szlovak szekvencia, valamint szintén ide tartozott a 2003-ban izolalt WB-

H1, WB-H6, HUN4 és ROMI1 szekvencia is (1. melléklet).

7. tablazat. B/1 csoport.

B/1 1999 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa 1 - 24 23 - 5 35 88
Azsia - 2 7 17 8 2 22 58
Dél-Amerika - - - - - 3 - 3
Osszes 1 2 31 | 40 8 10 | 57 | 149

A B/1 csoportba tartoz6 szekvencidk koziil a SLO1 és CZES, CZE6, CZES szekvenciak
egy 2003-as kinai (AY291316), egy 2004-es dan (EF5653569) ¢és egy 2005-6s kinai
szekvenciaval mutattak nagyfoku hasonlosagot. A CRO4, HUN17, valamint a CZE1, CZE2,
CZE3, CZE4 szekvenciak egy 2007-es kinai (EU266593), valamint egy 2003-as (EF565361) és
egy 2007-es (EU136713) dan szekvenciaval csoportosultak. A CRO7 egy 2003-as holland
(AY484409), valamint egy 2005-6s (AY969004) és egy 2007-es (EF524529) kinai szekvencidhoz
hasonlitott. A HUN15-6s szekvencia egy 2003-as holland (AY484415), két 2003-as francia
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(AY321990, AY321991), valamint egy kinai (EF524528) ¢és két 2006-os brazil (DQ923523,
DQ923524) szekvenciaval mutatott hasonlésagot. A CROI1 és SLOS8 szekvencidk egy 2003-as
(AY291318), hét 2004-es (AY641542, AYS578327, AY604430, AY651850, AY682993,
AY 686764, AY579893) és 6t 2007-es (EF524519, EF524520, EF524521, EU266597, EU266599)
kinai szekvenciaval csoportosult. A SLO2, SLO3, SLO4, SLOS5, SLO6, valamint a ROM2
szekvenciak a 2003-as magyar HUN4 (AY256457) és roman ROM1 (DQ233257) szekvenciakkal,
valamint 2003-as francia (AY321997, AY321998) és holland (AY484416), 2002-es (AY 181945)
¢s 2004-es (AY682997) kinai szekvencidkkal mutattak nagyfokti hasonldsagot. Kisebb
mértékben, de ezekhez hasonlitott a SLO7 is. A HUN16, a HUN18 és a CZE7 szekvencia egy
2003-as (AY288134), két 2004-es (AY691679, AY536756) és egy 2005-6s (AM086384) kinai
szekvenciahoz, valamint két 2003-as francia (AY321992, AY321993) szekvencidhoz hasonlitott
leginkabb. A HUNI12, HUNI14, POL2, POL4, ROM3, valamint CRO3 szekvencidk a
magyarorszagi vaddisznokbol szarmazé WB-H1 és WB-H6, illetve egy 2007-es (EF421973) kinai
szekvenciaval csoportosultak.

A kozép-kelet eurdpai régiobol a B/2 csoportba csak egy magyar 2003-as, hazisertésbol
szarmazé genom tartozott (HUN1, AY256460). Eurépabol kizarolag 2004 eldtti, Azsiabol és
Eszak-Amerikabdl csak 2004 utani szekvenciak tartoztak ide (8. tablazat, 18. abra, 1. melléklet).

8. tablazat. B/2 csoport.

B/2 1998 | 1999 | 2003 | 2004 | 2005 | 2007 | Osszes
Eurépa 1 1 7 1 - - 10
Azsia - - - 1 1 13 15
Eszak-Amerika - - - - 2 2 4
Osszes i i 7 2 3 15 29

A B/3 csoportba tartozott a SLO9, amely leginkabb egy 2004-es dan (EF565357) és két
2003-as (AF321986, AF321984) francia szekvencidhoz hasonlit (9. tablazat, 18. dabra, 1.
melléklet).

9. tablazat. B/3 csoport.

B/3 1998 | 1999 | 2002 | 2003 | 2004 | 2007 | Osszes
Europa 1 3 - 3 1 1 9
Azsia - - 1 - - - 1
Dél-Amerika - - - - - 1 1
Osszes 1 3 1 3 1 2 11
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A B/4 csoportba csak az ¢észak-amerikai kontinensrdl, 2005-ben ¢és 2007-ben

meghatarozott szekvencidk tartoztak (10. tablazat, 18. dbra, 1. melléklet).

10. tablazat. B/4 csoport.

B/4 2005 | 2007 | Osszes
Eszak-Amerika 16 3 19

A B/5 csoportba tartoz6 POLI szekvencia egy 2005-6s (DQ180392) kinai, valamint
kisebb mértékben a SLO10 szekvenciara hasonlitott (11. tablazat, 18. abra, 1. melléklet).

11. tablazat. B/5 csoport.

B/5 2002 | 2003 | 2005 | 2007 | Osszes
Europa - 3 - 2 5
Azsia 2 - - - 2
Eszak-Amerika - - 1 - 1
Osszes 2 3 1 2 8

A POL3 szekvencia ugyanakkor 36, tilnyomd tobbségében a 2007-ben izolalt kinai

szekvenciaval mutatott nagyobb egyezOséget a B/6 csoportban (12. tablazat, 18. abra, 1.
melléklet).

12. tablazat. B/6 csoport.

B/6 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Eurdpa - - - 1 1
Azsia 5 3 5 23 36
Osszes 5 3 5 24 37

A B/7 csoport tagjai egymastdl és a tobbi PCV2B genotipustdl mar nagyobb mértékben
kiilonboztek (18. abra). Ebbe a csoportba tartozott néhany eurdpai szekvencia, kozottiik a 2003-
ban magyar vaddisznobdl izolalt WB-HS5, de déntden Azsiabol szarmazo virusok alkottak ezt a

csoportot (13. tablazat, 1. melléklet).

13. tablazat. B/7 csoport.

B/7 1980 | 1987 | 1990 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa | 1 1 1 - 3 1 - - - 7
Azsia - - - 2 9 7 1 10 31
Osszes 1 1 1 2 5 10 7 1 10 38

[\

Retrospektiv vizsgalatokkal (Dupont €s mtsai., 2008) daniai 1980-bol, 1987-bdl €s 1990-

bol szarmazd mintakban talalt PCV2 genomok szintén a B/7 csoportba sorolhatdk, de azon beliil
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egy jol elkiilonithetd agat alkottak (18. abra).

A PCV2A genotipusba tartoz6 szekvencidk koziil a CRO2 egy PCV2B genotipusba
tartozd 2007-es (EF524523) kinai, valamint egy PCV2A genotipusba tartoz6 szintén 2007-es
(EF524518) kinai szekvencidhoz hasonlitott, de ezek nem voltak egyik csoportba sem
besorolhatdk (18. abra).

Az A/1 csoportba csak kinai szekvencidk sorolhatok, dontéen 2007-bol (14. tablazat, 18.
abra, 1. melléklet).

14. tablazat. A/1 csoport

A/l 2004 2007 Osszes
Azsia 1 8 9

Az A/2 csoport tagjai ugyanakkor a Fold csaknem minden részérdl kimutathatok. Ide
tartoztak a 2003-ban magyar vaddisznokbol izolalt WB-H2 és WB-H7 szekvencidk is (15.
tablazat, 18. abra, 1. melléklet). Ebbe a csoportba tartoztak - a retrospektiv vizsgalat soran talalt

daniai (Dupont és mtsai., 2008) - az 1993-as (EU148506) és 1996-0s (EU148507) szekvencidk is.

15. tablazat. A/2 csoport.

A/2 1993 | 1996 | 1998 | 1999 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2007 | Osszes
Eurdpa 1 1 - 1 - - 2 - 1 6
Azsia - - - - 1 ] ; _ } 2
Eszak-Amerika | - - 2 - - - - - - 2
Ausztralia - - - - - - - 6 _ 6
Osszes 1 1 2 1 1 1 2 6 1 16

Az A/3 csoport tagja a HUN13, amely a 2003-ban izolalt magyar HUNS (AY256459) ¢és
HUNG6 (AY256455), valamint az 1999-es spanyol (AF2001309, AF201308, AF201310)
szekvenciakra hasonlitott (16. tablazat, 18. abra, 1. melléklet). Ennek a csoportnak észak-amerikai

tagja nincsen.

16. tablazat. A/3 csoport.

A/3 1999 | 2001 | 2002 | 2003 | 2007 | Osszes
Eurépa | 3 - - 2 1 6
Azsia 2 3 4 - - 9
Osszes 5 3 4 2 1 15

Az A/4 csoportba tartoz6 HUNI11 szekvencia a magyar vaddisznokbdl szarmazé WB-H4
¢s WB-H3 szekvenciak mellett a 2003-as magyar HUN2 (AY256456), HUN3 (AY256458), 2003-
as francia (AY322004), 1999-es német (AF201305, AF201306), 1998-as kanadai (AF109399) és
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2005-6s amerikai (DQ870484) szekvencidkra hasonlitott (17. tdblazat, 18. abra, 1. melléklet).

17. tablazat. A/4 csoport.

A/4 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2003 | 2004 | 2005 | 2007 | Osszes
Europa - 2 - - - 11
Azsia - - 1 - - 2
Eszak-Amerika 1 - - 1 1 4
Osszes 2 1 1 1 17

Az A/5 csoportban talalhat virusokat féleg 2003 elétt, Eszak-Amerikaban izolaltak. Az

els6 PCV2 szekvencidk is ide tartoztak. Ebben a csoportban eurdpai szekvencidk nem talalhatok

2007. december 31-ig (18. tablazat, 18. dbra, 1. melléklet).

18. tablazat. A/5 csoport.

A/5 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2007 | Osszes
Azsia - - - 6 - - 3 15
Eszak-Amerika | 4 10 3 6 1 2 4 43
Dél-Afrika - - - - 1 - - 1
Ausztralia - - - - - 1 - 1
Osszes 4 10 3 12 2 3 7 60

A GenBank-bol 2007. december 31-ig a 411 teljes PCV2 szekvencia mellett 148 PCV2

ORF2 szekvencia volt letolthetd. Elkészitettiik és dsszehasonlitottuk valamennyi elérheté PCV2

kapszid fehérje feltételezett aminosav szekvencidjat. A konnyebb attekinthetdség érdekében, a

teljes genomokhoz hasonldan, ez alkalommal is csoportokra osztottuk a virusokat. A PCV2B

genotipust és a PCV2A genotipust egyarant 5-5 csoportba soroltuk a kapszid fehérje aminosav

szekvenciaja alapjan.

A B/IORF2 csoportba tiulnyomé tSbbségében 2003 utan izolalt, Europabol és Azsiabol

szarmazo virusok tartoztak (19. tablazat, 19. abra, 1., 2. mellékletek). A csoport tagjait foként a

teljes genom alapjan is B/1 csoportba sorolt szekvenciak alkottdk, de a teljes genom alapjan B/6

¢s B/7 csoportba tartozd szekvencidk is megtaldlhatok voltak a B/IORF2 csoportban (1., 2.

mellékletek).

19. tablazat. B/1ORF2 csoport.

B/1ORF2 1999 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa 1 - 22 25 1 6 52 107
Azsia - 2 5 32 21 13 37 110
Dél-Amerika - - - - - 9 1 10
Eszak-Amerika - - - - 3 - - 3
Osszes 1 2 27 57 25 28 90 230
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A csoport egy tagjanak (HUN15) ORF2 aminosav sorrendjét a 20. dbra mutatja. Ehhez a
szekvenciahoz hasonlitottuk az 6sszes PCV2B genotipusba tartozo szekvenciat.

A kozép-kelet eurdpai régidoban, 2007-ben izolalt 37 genom koziil 28 tartozott a B/IORF2
csoportba. A 28 izolatum koziil 16-nak 100 %-ig megegyezett a kapszid fehérje szdrmaztatott
aminosav szekvencidgja a HUNI15 aminosav sorrendjével és tovabbi 95 eurdpai €s azsiai
szekvencia szintén 100 %-ig azonos volt ezekkel a szekvencidkkal (3. melléklet).

A CRO1, CRO4, CZE1, SLO2, SLO3, SLO4, SLO6, POL2, POL3, valamint a HUN12 és
HUN18 szekvenciadk is a B/IORF2 csoportba tartoztak, de ezek néhdny aminosavban eltértek a
HUNI1S5 szekvenciatol és egymastol is (20. abra, a SLO2 és SLO3 kapszid fehérjéjének aminosav
szekvenciaja azonos). A teljes genom alapjan ezek a szekvencidk a B/l csoportba tartoztak a
POL3 kivételével, ez a szekvencia ugyanis a B/6 csoportba tartozott a teljes genomot tekintve.

A POL2 szekvencia 100 %-0s azonossagot mutatott 3 europai, 5 kinai és 8 brazil ORF2
aminosav szekvencidval (4. melléklet). Ezek a szekvencidk csak egy helyen kiilonboztek a
HUNIS5 szekvenciatél (20. abra).

A B/20RF2 csoportba 2003 utan izolalt eurdpai, azsiai és dél-amerikai virusok tartoztak
(19. abra, 20. tablazat). A teljes genom alapjan ezeket a szekvenciakat a B/1, B/2 €s B/6 csoportba
tudtuk sorolni (1. és 2. mellékletek).

20. tablazat. B/20ORF2 csoport.

B/20OREF2 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa 1 2 - - 3 6
Azsia 1 1 5 1 5 13
Dél-Amerika - - - 7 - 7
Osszes 2 3 5 8 8 26

Ebbe a csoportba tartozott a ROM3 és a CRO7 szekvencia is. Ezek a szekvencidk csak 2
aminosavban térnek el a HUN15-t6l (20. dbra). A CRO7 virus ORF2 aminosav sorrendjével 3
europai (EF371528, EF371529, EF371533) és egy azsiai (AY885225) szekvencia 100 %-o0s

egyezest mutatott.
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A HUNI14, SLO10 és POL1 virusok a B/30RF2 csoportba tartoztak (19. abra, 21.
tablazat). A SLO10 és POLI virusok kapszid fehérjéinek aminosav szekvencidja 100 %-ig azonos
volt és csak egy helyen tért el a HUNI1S szekvenciatol (20. dbra). A HUN14 és HUNI1S virusok

kapszid fehérjéi kozott 3aminosav kiilonbség volt (20. abra).

21. tablazat. B/30RF2 csoport.

B/30RF2 2002 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa - - - 3 3
Azsia 2 2 2 5 11
Dél-Amerika - - - 1 1
Eszak-Amerika | - 28 - 10 38
Osszes 2 30 2 19 53

A B/30RF2 csoportba tartozd 53 szekvenciabol 36-nak egyezett meg az ORF2 aminosav
szekvencidja a SLO10 és POLI virusokéval (5. melléklet). Ezek a szekvencidk Azsiabol, Eszak-
Amerikabdl és Argentinabol szarmaztak, é¢s mindegyiket 2005 utan izolaltak.

A B/30RF2 csoportot alkotd izolatumok a teljes genom alapjan a B/1, B/3, B/4, B/S, B/6
¢s B/7 csoportok kozott oszlottak meg (1. és 2. mellékletek).

A SLO9 virus a kapszid fehérje aminosav szekvencidja alapjan a B/4ORF2 csoportba
tartozott és két aminosavban tért el a HUNI1S5 virustol (20. abra). A csoportban Europabol

elsésorban 2004 elbtti, Azsiabol és Eszak-Amerikabol leginkabb 2004 utani izolatumok voltak
(22. tiblazat).

22. tablazat. B/4ORF2 csoport.

B/40ORF2 1998 | 1999 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa 2 4 - 14 2 - - 1 23
Azsia - - 1 1 2 4 1 20 29
Eszak-Amerika - - - - - 3 - 7 10
Osszes 2 4 1 15 4 7 1 28 62

A teljes genom alapjan minden csoportbol taldlhatdo volt szekvencia a B/4ORF2
csoportban (1. és 2. mellékletek).

A B/4ORF2 csoportba tartozé 62 szekvencia koziil 17-nek 100 %-ig megegyezett a
kapszid fehérjéjének aminosav szekvencidja a SLO9 izolatuméval (6. melléklet).

A B/50RF2 csoportba tartozd szekvencidk egymastdl és a tobbi PCV2B genotipustol
nagymértékben kiillonboztek (19. dbra). Ezeket a szekvenciakat azért soroltuk egy csoportba, mert
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tagjai mas csoportokba nem sorolhatok, és sok kis csoport 1étrehozasa sem célszert.

Ide tartozott néhany eurdpai szekvencia, kozottilkk a 2003-ban magyarorszagi vaddisznobol
izolalt WB-H5, de dontéen Azsidbdl szarmazé virusok vannak ebben a csoportban (23. tablazat),
tobbek kozott egy 2007-es kinai szekvencia is (EF524523), amely a teljes genom alapjan nem volt
besorolhatd egyik csoportba sem. Az 1980-bol, 1987-bdl és 1990-bdl szarmazd daniai PCV2
genomok is a B/SORF2 csoportba tartoztak (19. dbra).

23. tablazat. B/SORF2 csoport.

B/50RF2 1980 | 1987 | 1990 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa 1 1 1 - 2 1 - - - 6
Azsia - - - 2 2 9 6 2 10 31
Dél-Amerika - - - - - - - 1 - 1
Osszes 1 1 1 2 4 10 6 3 10 38

A PCV2A genotipusba tartozo virusok a kapszid fehérjék aminosav szekvencidi alapjan
hasonldan csoportosultak, mint a nukleotid szekvenciaik alapjan.

A szarmaztatott aminosav szekvencidk alapjan a PCV2A genotipusba tartoz6 virusok
kozott joval nagyobb kiilonbségek voltak, mint a PCV2B genotipusba tartozé virusok kozott. Ez
alol a B/SORF2 csoport kivétel, mivel az ide tartozd aminosav szekvencidk kozott jelentosebb
kiilonbségek voltak (19. abra).

Az A/10RF2 csoportot a teljes genom alapjan A/2 csoportba sorolt szekvencidk alkottak
(1. és 2. mellékletek). Valamennyi kontinensrdl szdrmaztak szekvencidk ebben a csoportban, de

csak 2004 eldtt leirtak (24. tdblazat).

24. tablazat. Az A/10RF2 csoport.

A/10RF2 1993 | 1998 | 2001 | 2003 | 2004 | Osszes
Europa 1 - - 2 - 3
Azsia - - 1 - - 1
Eszak-Amerika - 2 - - - 2
Ausztralia - - - - 6 6
Osszes 1 2 1 2 6 12

Az A/20RF2 csoportot egy svéd ORF2 aminosav szekvenciat kivéve (EF184225),
dontden 2007-ben izolalt kinai szekvencidk alkottak (25. tablazat). Ezek a virusok a teljes genom

szerint az A/1 csoportba tartoztak (1. és 2. mellékletek).
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25. tablazat. Az A/20RF2 csoport.

A/20RF2 | 2004 | 2006 | 2007 | Osszes
Europa - 1 - 1
Azsia 1 - 7 8
Osszes 1 1 7 9

Az A/30RF2 csoportban dontéen eurdpai szekvencidk voltak, de minden kontinensen
azonositottak ide tartozé virusokat (26. tablazat).

Az A/30RF2 csoportba tartozott a HUN11 és CRO2 szekvencia. Szintén ide tartoztak a
magyar vaddisznokbol szarmazé WB-H2, WB-H3, WB-H4 és WB-H7 mellett a 2003-as magyar
HUN2 (AY256456) ¢s HUN3 (AY256458) szekvenciak is.

Ezek a szekvencidk a teljes genom alapjan az A/3 és A/4 csoportokba tartoztak (1. és 2.
mellékletek) a CRO2 kivételével, ugyanis a CRO2 szekvencia a teljes genom alapjdn nem volt
besorolhaté egyik csoportba sem.

A CRO2 kapszid fehérjéjének aminosav szekvencidja 13 helyen tért el HUNI11 virusétol
(21. &bra).

26. tablazat. Az A/30RF2 csoport.

A/30RF2 1996 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | Osszes
Eurdpa 1 - 2 - - - 12 1 - 1? 6? 23
Azsia - - - - 1 1 1 - - 2 - 5
Dél-Amerika - - - - - - - - - 5 - 5
Eszak-Amerika - 1 - 1 - - - 1 1 - - 4
Osszes 1 1 2 1 1 1 13 2 1 8 6 37

?: a kozleménybdl (Timmusk és mtsai., 2008) nem deriil ki pontosan, hogy a minta melyik

¢vbol szarmazik.
Az A/40RF2 csoportot kizardlag eurdpai €s azsiai genomok alkottdk (27. tablazat). Ide
tartoztak a HUNI3 mellett a 2003-bol szarmazd magyar HUNS (AY256459) és HUNG6

(AY256455) virusok is.

27. tablazat. Az A/4AORF2 csoport.

A/4ORF2 | 1993 | 1999 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2007 | Osszes
Eurdpa 2 4 - - 4 1 3 14
Azsia - 2 3 4 - - - 9
Osszes 2 6 3 4 4 1 3 23
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A HUNI13 kapszid fehérjéjének aminosav szekvencidja 18 helyen tért el a HUNII1
virusétdl (21. abra). Ezek a szekvencidk a teljes genom alapjan az A/2 és A/3 csoportokba

tartoztak (1. és 2. mellékletek).

5 15 25 35 45 55
HUN11 MTYPRRRFRR RRHRPRSHLG QILRRRPWLV HPRHRYRWRR KNGIFNARLS RTFGYTVKAT
HUNLI3 e e e e e e e e e e e e e L oo oo oo e T. .. oo,
CRO2 ... Y e e e e e e e e e e e e e e e e e e T... ... I.R.
HUN15 L. Y e e e e e e e e e e e e T... ...... I.R
P RN DU BT B TR DD I DU RN B
65 75 85 95 105 115
HUN11 TVSTPSWSVD MLRFNLDDEV PPGGGTNKIS IPFEYYRIRK VKVEFWPCSP ITQGDRGVGS
HUN13 DO s G O
CRO2 DKL LLALL LGl A e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
HUN15 KoL AL. MLLLUIN..L ..., S.PR. V. i e e e e
R PN T DU B B R DN I DU RN B
125 135 145 155 165 175
HUN11 SAIILDDNFV MKVPAQTYDP YVNYSSRHTI TQPFSYHSRY FTPKPVLDST IDYFQPNNKR
HUN13 T.V...... R O O
CRO2 .. I.AT. .. ... ... P e e e e
HUN15 VLo T AT . L. o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
N PR U DU DR DU BN B BTN PR
185 195 205 215 225
HUN11 NQLWMRLQTS RNVDHVGLGT AFENSKYYQD YNIRVTMYVQ FREFNLKDPP LKP*
HUN13 P A e I.D. . e e e L F
CRO2 e e e e e e e e e e D e e e ¥
HUN15 B N € I.D.E ... i NL*

21. abra. A Kozép-Kelet Eurdpabol szarmazo, PCV2A genotipusba tartozd szekvenciak
aminosav sorrendjének Osszehasonlitdsa. A pontok a HUNI11 szekvenciaval azonos aminosavat
jelolnek. Az eltérések az aminosav kodjaval vannak jelolve. Az also sorban a PCV2B genotipusba
tartoz0 HUNI1S5 kapszid fehérjéjének aminosav szekvenciaja lathatd, a két genotipus kozotti
kiilonbségek szemléltetése céljabal.

Az A/50RF2 csoportban Eurdpan kiviil minden foldrészrdl taldlhatok szekvencidk (28.
tablazat). Ez a csoport megfelel a teljes genom alapjan felallitott A/5S csoportnak (1. és 2.

mellékletek). Ide tartozott egy, a teljes genom alapjan nem besorolt 2007-es kinai virus is
(EF524518).

28. tablazat. Az A/SORF2 csoport.

A/50RF2 1997 [ 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2007 | Osszes
Azsia - - - - 6 3 - 2 3 4 18
Eszak-Amerika | 4 10 3 5 6 8 1 2 2 8 49
Ausztralia - - - - - - - 1 - - 1
Dél-Afrika - - - - - - 1 - - - 1
Osszes 4 10 3 5 12 | 11 2 5 5 12 69
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A PCV2A genotipusba tartozd szekvencidk az észak-amerikai kontinensen kozel azonos
mértékben voltak jelen a jarvany kezdete 6ta, amig Eurdpaban kezdetben ez a genotipus
uralkodott, de 2007-re jelentdésen visszaszorult a PCV2B genotipussal szemben (29., 30.
tablazatok).

Eurdpa nyugati részén 2000 elott még kozel azonos ardnyban izolaltak a kétféle
genotipust, 2003 utdn azonban a PCV2B genotipus valt dominanssd. Eurdpa kozép-keleti
térségében 2003-ban még a PCV2A genotipusbol volt tobb a GenBank-i adatok alapjan, de 2007-
re itt is megfordult az arany, és a mintdk tulnyomd tobbségébdl a PCV2B genotipust lehetett
kimutatni (29., 30. tdblazatok).

Azsidban is az eurépaihoz hasonlé folyamatok voltak megfigyelheték a két genotipus
elterjedtségének valtozasaban (29., 30. tablazatok). Ugyan szdm szerint tobb PCV2A genotipust
talaltak 2007-ben, mint az azt megel6z6 években, de a vizsgalt mintaszam is Iényegesen nagyobb,
igy a PCV2B genotipusba tartozd szekvencidk szama jelentésen meghaladta a PCV2A
genotipusba tartozo szekvencidkét (29., 30. tdblazatok).

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy 2008 januarjadban, a magyarorszagi vaddiszndkban
milyen PCV2 genotipusok voltak jelen. A vizsgalt 90 mintabdl 40 esetben volt kimutathaté PCV2
a CSZ2-CBB2 primerparral. A 40, PCV2 pozitiv mintabdl 16-ot részlegesen szekvenaltunk a
CSZ2 primerrel. A részleges szekvencidk alapjan megallapithato, hogy a 16-bol 15 szekvencia a

PCV2B, egy pedig a PCV2A genotipusba tartozott.
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5.6. Egér fertozési kisérletek eredményei

Az egerekkel végzett kisérleteink sordn a roman virus sejthez adaptalt valtozataval (ROM1
virustorzs) fertoztiik az allatokat.

Patogenitasi vizsgalat: Ebben a kisérletben az egereket 2 hetes idokozzel, 3 alkalommal
oltottuk hastiregbe a ROM1 virustérzzsel. A harmadik oltds utdn 14 nappal exterminalt egerek
klinikailag tiinetmentesek maradtak és korbonctani elvaltozdst sem mutattak. A
csecsemOmirigybdl, csontveldbdl, 1épbdl, vesébdl és majbol egyarant sikeriilt virus-DNS-t

kimutatni (31. tdblazat).

31. tablazat. A patogenitas vizsgalat eredményei.

1. kisérlet CsecsemOmirigy Csontveld Lép Vese M3j
1. egér - - + - -
2.egér + + + + -
3. egér + + - - +
4. egér + + + - +
Kontroll 1. egér - - - - -
Kontroll 2. egér - - - - -

Virusreplikacié vizsgalata: Ebben a kisérletben egy alkalommal oltottuk az egereket
hastiregbe a ROM1 virustorzzsel. Az oltast kovetden és utana a kisérlet végéig minden egér
klinikailag tlinetmentes maradt, és kérbonctani elvaltozas sem volt megfigyelhetd. Oltas utan 2
naponta exterminaltunk 4-4 egeret. A masodik nap kimutathaté volt a virus-DNS, de a negyedik
nap egyetlen szerv sem adott pozitiv reakciot. A hatodik naptol ismét volt kimutathatd virus-
nukleinsav egy-egy szervbol, de a vizsgalt szervek tobbsége a 12-dik naptol valt PCR-rel
pozitivva (32. tdblazat).

Virusiiritési vizsgalat 1.: Ez esetben 4 hasiiregbe oltott egér kozé az oltast kovetd 6-dik
napon 4 oltatlan egeret tettiink. A kisérlet végéig minden egér klinikailag tlinetmentes maradt, és
késObb korbonctani elvaltozas sem volt megfigyelhetd. A hastiregbe fertdzott egerekbdl, valamint
az altalunk nem fertdzott egerek kozil kettébol sikeriilt a ROMI virustorzset kimutatni PCR-rel
(33. tablazat). Az oltas utan 42 nappal még mindig ki lehetett mutatni a virust.

Virusiiritési vizsgalat 2: 18 egeret fertoztiink szajon at a ROMI1 virustorzzsel. A fertdzést
kovetd 12-dik napon 6 egeret tettiink a fertdzott egerek kozé (kontakt egerek). A kisérlet végéig
minden egér klinikailag tiinetmentes maradt, és korbonctani elvaltozas sem volt megfigyelheto.
Az éltalunk szédjon at fertézott 18 egér kozil 11-bol (34. tablazat), valamint az altalunk nem

fertdzott 6 egér koziil 5-bol sikeriilt a ROM1 virustorzset kimutatni PCR-rel (35. tablazat).
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32. tablazat. A virusreplikacid vizsgélatanak eredményei.

R Egér k6d Nyirokcsomd Cse(st: MO~ Csontveld Lép Vese M3j
mirigy
R1 - + - - +
2. nap R2 - - - - -
R3 + - + + +
R4 - + - + +
R5 - - - - -
R6 - - - - -
4. nap R7 i i i i i
R8 - - - -
R9 - - - - -
6. nap R10 - - - - +
' R11 - + - - -
R12 - + - - -
R13 - + - - -
8. nap R14 - - - - -
R15 - + - - -
R16 - + - - +
R17 - + - - -
10. R18 - + - - -
nap R19 - + - -
R20 - + - + -
R21 - + - - -
12. R22 - - + +
nap R23 - - + - -
R24 - + + - -
R25 + + + - +
14. R26 - - + + +
nap R27 - + + + +
R28 - + + + +
33. tablazat. Az els6 virusiiritési vizsgalat eredményei.
Nap Egér koéd | Nyirokcsomd CsegsF: MO~ Csontveld Lép Vese Mij
mirigy
RIP1 + - - - - +
24.-m3p pipy - - - - + ¥
24.(18.) |NFl1 - - - - - -
nap NF2 - - - + + -
28.(22.) |NF3 - - - - - -
nap NF4 + + - + + -
RIP3 - - - - - +
42. nap RIP4 n . . n g n

RIP: ROM1 virustorzzsel intraperitonedlisan fertdzott egér
NF: éltalunk mesterségesen nem fertdzott egér
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34. tablazat. A masodik virusiiritési vizsgalat eredményei. Szajon at fertézott egerek.

Nap

Egér kod

Nyirokcsomé

CsecsemoO-
mirigy

Tudo

Vese

12. nap

19. nap

R1
R2

R3
R4

RS

R6
R7

R8
R9

R10
R11
R12

26. nap

R13
R14

R15
R16
R17

v 4+ 4

+

R18

35. tablazat. A masodik virusiiritési vizsgalat eredményei. Kontakt egerek.

Nap

Egér kod

Nyirokcsomé

CsecsemoO-
mirigy

Tudo

Vese

15. nap

18. nap

R19
R20

R21
R22
R23

R24

A szajon at fertdzott egerektdl naponta bélsar és vizelet mintdkat gytijtottiink, a fertdzést
kovetd 24-dik napig. A bélsarbdl a 14-dik napon, a vizeletbdl a 22-dik napon sikeriilt csak 1-1
alkalommal kimutatni a virust.

Egerekkel végzett kisérleteink soran egyetlen egérbdl sem sikeriilt sertés circovirussal

reagald ellenanyagot kimutatnunk az altalunk hasznalt IIF mddszerrel.
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6. Megbeszélés

6.1. A 2002 és 2003 kozotti, magyarorszagi vaddisznokbol szarmazo PCV
szekvenciak elemzése

Az els6 PMWS tiinetei k6zott megbetegedett sertéseket Magyarorszagon eloszor 1999-ben
diagnosztizaltak (Kiss és mtsai., 2000). Kezdetben a betegség eléfordulasa sporadikus volt (Dan
¢s mtsai., 2003), de a PCV2 néhany honap leforgasa alatt gyakorlatilag az 6sszes magyarorszagi
nagytizemi sertésallomanyban megjelent. Annak ellenére, hogy a virus vilagszerte széles korben
elterjedt, kevés adat all rendelkezésre a PCV2 vadon €16 allatokban vald eléfordulasardl, €s ezek
is elsOsorban szeroldgiai adatok. Néhany genetikai alapon végzett jarvanytani vizsgalat azért ma
is rendelkezésre all, 8 szlovén vaddisznobol (Toplak &s mtsai., 2004), egy németorszagi
vaddiszndbol és egy keresztezett allatbdl (Schulze és mtsai., 2004) szarmazd virust mutattak ki
PCR-rel. Els6sorban részleges szekvenciak allnak rendelkezésre vaddiszndkbdl, csak egyetlen
német vaddisznobol szarmazoé teljes PCV2 genom talalhaté a GenBank-ban, amelyet GER4-ként
jeloltiink.

Jelen tanulmany eredményei bebizonyitottdk, hogy PCV1 és PCV2 egyarant jelen van a
magyar vaddiszn6 allomanyban. A PCV2 el6fordulési ardnya a vizsgalt mintdkban 20,5 %, ami
kismértékben alacsonyabb, mint a hasonlé mddszerrel vizsgalt szlovén vaddiszné allomanyban,
ahol a mintdk 25 %-4bdl mutattak ki PCV2-t (Toplak és mtsai., 2004). A magyar populacio kisebb
fertozottsége ugyan nem zarhatd ki, azonban a kiilonbség abbol is adodhat, hogy a szlovén
tanulmanyban lényegesen kisebb mintaszammal dolgoztak. Szeroldgiai felmérések alapjan szintén
magasabb PCV2 fertdzottség volt megallapithatd az 1999 és 2005 kozott vizsgalt cseh
vaddisznokban (43 %, Sedlak és mtsai., 2008), valamint a 2000 és 2003 kozott vizsgalt spanyol
vaddiszndkban (48 %, Vicente és mtsai., 2004), de a szerologiai vizsgalat és a PCR vizsgalat
kozvetleniil nem feleltethetd meg egymassal.

A PCV2-t vilagszerte tobb orszagban leirtdk héazisertésekbdl és ezen genom szekvencidk
elérhetok a GenBank-ban. A kiillonbozd orszagokbol, kozottiik Magyarorszagrdl €s Ausztriabol
szarmazd PCV2 teljes genomokat hasonlitottunk 6ssze a magyar vaddisznokbdl szarmazé PCV2
teljes genomokkal. Nem taldltunk vaddiszné specifikus szekvencidt, azonban a WB-HS és a
GER4-ként jelolt vaddiszndbdl szarmazo PCV2 kiilon csoportot képeztek, ha a teljes genomot
nézziik, és akkor is, ha a kapszid fehérjét vizsgaljuk. A konzervativabb replikacios fehérje
aminosav szekvenciaja alapjan azonban a WB-HS5 virus két magyar héazisertésekbdl izolalt PCV2
(HUNS és HUNG) virussal €s egy vaddisznobol szarmazo (WB-H4) virussal mutatott nagyfoka

hasonlésagot.
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A WB-HI-WB-H7 virusok a teljes genom, a replikacids fehérje és a kapszid fehérje
alapjan készitett torzsfakon is eltérd csoportokat alkottak (10. abra). A teljes genom ¢és a kapszid
fehérje aminosav szekvencidja alapjan a virusok hasonlé csoportokat alkottak, amig a replikacios
fehérje aminosav szekvencidja alapjan készitett térzsfan a virusok ezektdl eltérden csoportosultak.
A szekvenciabeli kiilonbség egyik esetben sem volt elég nagy tovabbi kovetkeztetések levonasara,
de az valdsziniitlen, hogy Onmagaban csak a muticid eredményezett ilyen kiilonbségeket.
Feltételezésiink szerint a virusok kozotti rekombindcié eredményezhette a teljes genom, illetve
kapszid fehérje alapjan készitett torzsfakon €s a replikacios fehérjék alapjan készitett torzsfan a
virusok eltéré csoportosuldsat. A rendelkezésiinkre all6 adatok alapjan elsOként jeleztik a
mtsai., 2007, Hesse és mtsai., 2008).

A PMWS-t tilnyomorészt hazisertésekkel kapcsolatban irtdk le. A betegséget europai
vaddisznokban is diagnosztizaltdk, amikor a vaddisznd kapcsolatba keriilt a nagyiizemi
sertésdllomannyal, vagy amikor nagyilizemi kortilmények kozott tartottak vaddisznokat (Schulze
¢s mtsai.,, 2004, Ellis és mtsai., 2003, Vicente és mitsai., 2004). A klinikai PMWS ritka
eléfordulasa vaddisznokban felveti a kérdést, hogy ezek az allatok kevésbé fogékonyak a
fertozésre, vagy magara a betegségre, vagy kisebb a fert6zottség, mint hazisertésekben.
Lehetséges, hogy a klinikai tiinetek, vagy elhulldsok, kérbonctani elvaltozasok észrevétlenek
maradnak, mert a beteg allatok is folyamatosan kdborolnak, és konnyen esnek ragadozdok
aldozataul, illetve az elhullott allatokat felfaljadk egyéb vadallatok. Becslések szerint, az elmult
években Magyarorszagon a vaddisznoallomany folyamatosan novekszik, valdszinisitve, hogy a
vaddisznokban a PCV2 fertdzés nem olyan pusztitd, mint a hazisertésekben. Tekintettel arra, hogy
a virus hazisertés allomanyokban nagyon gyorsan terjed, a vaddiszndkban mért alacsonyabb
fertdzottség oka lehet, hogy a vaddisznok ellenédllébbak a fertézéssel szemben. Azok a faktorok,
amelyek elosegitik a virus terjedését a nagyiizemi sertésallomanyokban, mint pl. nagy létszam,
zsufolt tartds, alacsony genetikai rezisztencia, korai valasztds ¢és kiilonb6zé vakcindzasok,
nincsenek jelen a vadallomanyban. A vakcindk, kiilonosen a modern, hatékony adjuvansokkal
potencialt oltoanyagok erdteljesen stimulaljdk az immunrendszert és nemcsak, hogy eldidézik a
PMWS kirobbanasat (Krakowka és mtsai., 2001, Kyriakis és mtsai., 2002, Darwich és mtsai.,
2004), és hozzajarulnak a kornyezet magas virus terheléséhez, de tomegoltasokkal hozzajarulnak
a virus direkt, allatrél allatra torténd gyors terjedéséhez. Kiilonbozd tarsfertézések szintén
hozzajarulnak a PMWS kitoréséhez hazisertésekben (Segalés és Domingo, 2002).

Kiilonboz6 PCV2 torzsekkel valo kevert fertdzést nem taldltunk munkank soran.

Az eredményekbdl kitlinik, hogy a vaddiszndbdl kimutatott egyes tipusu sertés circovirus

nem mutatott nagyobb eltérést a PK-15 sejtvonalat permanensen fert6zd PCV1 torzsektdl, mint
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amekkora kiilonbség az eddig ismert PCV1 torzsek kozott kimutathatd volt. Ezt azért fontos
megjegyezni, mert ez az elsd olyan teljes genom szekvencia, amelyet allatbol hataroztak meg.
Kilonos tekintettel arra, hogy ez a virus vaddiszndbdl szarmazott, kizarhatd, hogy kozvetlentil
PCVl1-et tartalmazd vakcindzas eredményeként jutott az allatba. Kereskedelmi forgalomban
kaphatd vakcinabol a nemzetk6zi szakirodalomban is mutattak mar ki PCVI1-et (Quintana és
mtsai., 20006), ¢és sajat vizsgalataink alapjan a Magyarorszagon forgalmazott oltéanyagok egy
részében is el6fordult ez a virus (nem publikalt adat). Ezért nem lenne meglepd, ha vakcinazott
sertésallomanybdl szarmazo mintaban kapnank hasonld eredményt.

Az eredmények azt sugalljak, hogy a PCV1 egy konzervativ genetikai allomanyu virus. A
konzervativizmus a nukleinsav megsokszorozasaban szerepet jatsz6 DNS-szakaszon sokkal
kifejezettebb, mint a kapszid fehérjét kodold részen. Az utobbi a PCV2 torzsek esetében is
kijelenthetd.

A nemzetkozi szakirodalomban nem talaltunk adatot arra vonatkozdan, hogy honnan
kertilt a PCV1 a sejttenyészetbe. Feltételezhetd, hogy abbdl az allatbol szarmazott, amelyik allat
ves€jébdl 1étrehoztak a sejttenyészetet. Ugyanakkor azt sem lehet teljesen kizarni, hogy utdlag
kertilhetett a virus a PK-15 sejttenyészetbe pl. PCV1-gyel fertdzott tripszin révén.

Vizsgalataink alapjan, ¢és az ezt megel0z6 szerologiai vizsgalatok szerint valoszintisithetd,
hogy a PCV1 a hazi- és vadon €16 sertésdllomanyokban hosszabb ideje jelen van, meglehetésen
alland6é genetikai allomannyal rendelkezik, és mivel bizonyithatd gazdasagi kéarokat idaig nem
okozott, a tudomany nem szentelt nagy figyelmet e virus tanulményozéasanak. A kettes tipusu
sertés circovirus kartételének felismerése Ota azonban egyre tobb tanulmany lat napvilagot a
PCV1 szaporoddsdnak molekuldris mechanizmusairdl, modellként haszndlva a virust, mivel
permanensen fenntarthaté a PK-15 sejtvonalban, sejtkarosité hatds nélkiil (Cheung, 2003b,
2004a,b, 2005; Mankertz ¢és mtsai., 1997, 1998a,b, 2002, 2003, 2004, Steinfeldt és mtsai., 2001,
Finsterbusch €s mtsai., 2005).

Az eddigi vizsgélatok alapjan az sem zarhat6 ki, hogy a PCV1-el fertézott oltdanyaggal
kezelt hazi sertésekbdl keriilhetett a virus a vadallomanyba. A PCV1 jelenléte a vaddiszndkban
arra utal, hogy nemcsak a patogén forma, de az apatogén virusok is képesek allatrol allatra
terjedni. Eredményeink alapjan szamos olyan jabb kérdés vetddik fel a circovirusok jarvanytanat

illetden, amelynek tisztazasa tovabbi laboratoriumi vizsgalatokat igényel.
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6.2. A romaniai PCV2 kimutatasa

Az elsO romaniai bizonyitottan sertés circovirushoz kothetd megbetegedést egy Erdély
¢szak-nyugati részén taldlhatd sertésdllomanyban észlelték. Az allomanyban megkozelitdleg
30000 allat volt. A termelés hatékonysaganak novelése érdekében 2000 elején kocakat és kanokat
importaltak Magyarorszagrol.

Az els6 PMWS-re utalo tiineteket 2002 méjusaban figyelték meg, 10-14 hetes malacokon.
Ezt kovetden rovid idon beliil csaknem masfélszeresére ndtt a megbetegedési ardny a valasztas
utani idészakban, a koérkép megjelenése elotti idoszakhoz képest. Ugyanezen iddszakban a
valasztas utani elhullas majdnem megduplézodott.

A diagnozis felallitasdnak kritériumai (Sorden, 2000, Segalés ¢s Domingo, 2002)
teljestiltek, hiszen a betegségre jellemz6 klinikai tiinetek (az allomany ,,szétnovése”, sulyvesztés,
lesovanyodas, nehezitett 1égzés, kohogés, sapadtsag, 1az, étvagytalansag, hasmenés, sargasag) ¢s
kérbonctani elvaltozasok (féleg a nyirokszervekben, vesékben, tiidében) kialakultak, a PMWS-re
utald korszovettani kép (a nyirokszervekben limfocita deplécid, makrofagok és tobbmagvu
oriassejtek megszaporoddsa, benniik bazofil citoplazmazarvanyok, a vesében nem gennyes
intersticidlis nefritisz, tobbmagvu, Langhans-tipusu oridssejtek megjelenésével jard intersticialis
tiidogyulladds, a majban atréfia) szintén megfigyelhetd volt, valamint a korokozét ki tudtuk
mutatni a limfoid 1éziokbol.

Az els6 PDNS-re utalo tiineteket 2004 oktoberében észlelték. Ekkor minddssze nyolc, 3 és
6 hoénapos kor kozotti sertésen jelentkeztek a tiineteket. A PMWS még mindig jelen volt az
allomanyban, de a megbetegedési és elhullasi arany ekkorra mar mérséklodott.

A PDNS diagndzis feldllitdsdhoz sziikséges kritériumok (Segalés, 2006) adottak voltak,
hiszen a jellegzetes korbonctani elvaltozasok (bor infarktusok, megnagyobbodott vese, a feliiletén
petecsialis vérzésekkel) és korszovettani elvaltozasok (szisztémas elhaldsos vaszkulitisz, nagy
mennyiségl fibrinkivalassal jaro glomerulonefritisz) egyarant megfigyelhetdek voltak az érintett
allatokban ¢és szerologiai vizsgalatok alapjan klasszikus sertéspestistol mentesek voltak.

Vizsgalataink soran meghataroztuk egy PMWS és egy PDNS tiineteit mutatd allatbol
szarmazd PCV2 teljes genom szekvencidjat. A két korképbdl izolalt virus genetikai allomanya
100 %-ig azonos volt, egyetlen nukleotid eltérést sem taldltunk. Ez azt bizonyitja, hogy a két
korkép kialakuldsanak okat nem a PCV2-ben kell keresni, hanem egyéb tényezdkben, mint pl.
sertések genetikai hattere, tarsfertdzések stb.

A romdniai PCV2-t 0Osszehasonlitottuk a GenBank-ban megtaldlhaté PCV2
szekvenciakkal. Annak kideritése érdekében, hogy honnan szarmazhat a virus, kiilonos
figyelemmel voltunk a Kozép- és Kelet Europabol szarmazo teljes PCV2 szekvencidkra. A
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romaniai izoldtum a HUN4 virussal mutatta a legnagyobb hasonlosagot, de osztrak, francia és
magyar vaddisznokbdl szarmazd PCV2 izoldtumok is szoros rokonsagot mutattak a roman PCV2-
vel. A magyar virussal val6é nagyfoku hasonldsag ellenére sem allithato teljes biztonsaggal, hogy
Magyarorszagrél szarmazott a korokozd. Igaz ugyan, hogy a betegség megjelenése elott 2 évvel
Magyarorszagrol szarmazo sertéseket vittek a telepre, de kérdéses, hogy miért nem jelentkezett 2
¢év alatt egyik korkép sem. A két virus kozott 3 bazis eltérés volt. Az els6 PMWS esetekbdl, és az
ez utan 2 évvel megjelent PDNS esetekbdl szdrmazd virus genetikailag 100 %-ig azonos volt.
Ezek az eredmények arra utaltak, hogy az allomanyba bekeriilt sertés circovirus genetikai

allomanya meglehetdsen stabil.

6.3. A kozép-kelet europai régioban jelen 1évé PCV2 szekvenciak
osszehasonlitasa a GenBank-ban kozzétett szekvenciakkal

A PMWS leirasa utan az els6 kettes tipusu sertés circovirus genomok 1997-tdl valtak
ismerté. Ezek a szekvenciak Eszak-Amerikabol szarmaztak (3 kanadai: AF027217: Hamel és
mtsai., 1998; BD087175, BD087177: nem publikaltak; és egy amerikai: AJ223185: Morozov és
mtsai., 1998), és kivétel nélkiil a PCV2A genotipusba tartoztak. Ezt kovetden retrospektiv
vizsgélatok sordn nem csak kimutattak korabbi mintdkbdl a kdrokozot, de azok teljes genomjat is
szekvenaltak (Dupont és mtsai., 2008, Timmusk és mtsai., 2008). Ma mar tobb szaz teljes és
részleges PCV2 szekvencia tolthetd le a GenBank-bol. Az elsd leirast kovetden a Fold csaknem
valamennyi kontinensén kimutattdk a kdrokozot.

A jarvany kezdeti idoszakaban elsdsorban a PCV2A genotipus volt detektalhaté a PCV2
altal okozott kiilonbozo korképekben €s fert6zott, de tiinetmentes sertésekben is vilagszerte.

A PCV2B genotipust eloszor 1998-ban franciaorszagi sertésekben azonositottak
(AF055393, AF055394: Meehan ¢s mtsai., 1998), és a PCV2B genotipus ugyan gy kimutathato
minden PCVD-bol, mint a PCV2A genotipus.

Retrospektiv vizsgalatok szerint (Dupont és mtsai., 2008) mindkét genotipus az 1990-es
éveket megeldzben is jelen volt a sertésallomanyokban, de ugy tlinik, a PCV2 fertdzottség az
1990-es évek végétol oltott jarvanyos méreteket. A jarvany kezdetén a PCV2A genotipus
dominalt vildgszerte, azonban a 2000-es évek els felétdl kezdve Nyugat-Eurdpaban és Azsidban
egyre gyakrabban volt kimutathatdé a PCV2B genotipus, majd 2003 utan ezeken a teriileteken
egyértelmiien a PCV2B genotipus valt domindnssa, a GenBank-ban kozzétett szekvencidk
alapjan.

A kozép-kelet eurdpai régidobol csak 2003-t6l vannak letolthetd teljes PCV2 szekvencidk a

GenBank-ban, kizardlag Ausztridbol és Magyarorszagrol. Ezen szekvencidk alapjan
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megallapithatd, hogy térségiinkben, 2003-ban még a PCV2A genotipus dominalt. 2007-re
azonban, lengyel, cseh, szlovak roman, horvat ¢s magyar mintdk vizsgélata alapjan elmondhatd,
hogy a térségben a PCV2A genotipus hattérbe szorult, ugyanis a hazisertésekbdl szarmazd mintak
talnyomo tobbségébdl a PCV2B genotipus mutathat6 ki.

Vizsgaltuk, hogy a magyarorszagi vaddiszndé populacidban hogyan valtozott a két
genotipus ardnya 2003 ota. 2008 januarjdban Magyarorszag ¢észak-keleti részérdl gyijtott
vaddisznd mintakbdl szarmazé kettes tipusu sertés circovirusok genomjanak részleges elemzése
alapjan megallapithatd, hogy vaddisznokban is megfordult az arany, ugyanis a PCV2B genotipus
dominalt, mig 2003-ban még a PCV2A genotipus volt a gyakoribb. Igaz ugyan, hogy a vizsgalatot
az orszag egy kisebb részén és alacsonyabb mintaszammal végeztiik, mint 2002-2003 kozott, de
ezek alapjan is megallapithatd, hogy a vaddisznd populdcidban jelentdsen nétt a fertdézottség
mértéke, hiszen 2003-ban a vaddisznokbol szarmazé mintak 20,5 %-abol, 2008-ban azonban a
mintdk 44 %-abol tudtunk PCV2-t kimutatni PCR-rel, és a két genotipus aranyaban jelentds
valtozas tortént.

Eszak-Amerikéban elészor 2005-ben Kanadaban (Gagnon és mtsai., 2007), majd az USA-
ban (Cheung és mtsai., 2007) jelent meg a PCV2B genotipus, ¢és kezdett jarvanyos méreteket
olteni, a PCVD korképek 2005 utani fellangolasanak hatterében ugyanis a PCV2B genotipusat
lehetett kimutatni.

Letoltottiik a GenBank-ban 2007. december 31-ig kozzétett valamennyi PCV2 teljes
szekvenciat, valamint ORF2 szekvencidkat, ¢s elemeztiik, hogy a kiilonb6zé kontinensekrol
kiilonbozé  1dopontokban izoldlt PCV2 genomok hogyan viszonyulnak egymashoz.
Altalanossagban elmondhatd, hogy a PCV2A genotipusba tartozé virusok kozott sokkal
nagyobbak a genetikai kiilonbségek, mint a PCV2B genotipusba tartoz6 szekvencidk kozott (18.,
19. abrak). A konnyebb attekinthetdség érdekében a torzsfak alapjan, a két genotipuson belil a
szekvenciakat csoportokba soroltuk. Ahol lehetett, a csoportok kialakitdsakor figyelembe vettiik a
szekvenciak izolalasanak datumat és a foldrajzi szarmazasat.

A teljes genom alapjan a PCV2B genotipusba tartozo szekvencidkat 7 csoportra osztottuk.
Az elsd 4 csoportba tartozd szekvencidk - néhany kivételtdl eltekintve - nagymértékben
hasonlitottak egymasra.

A B/1 csoportban csak 2003 utan izolalt virusok voltak. Harom dél-amerikai virustél
eltekintve, csak Eurdpabol és Azsiabol szarmazé szekvenciak tartoztak ide. Ebbe a csoportba
tartozott a kozép-kelet eurdpai régioban, 2007-ben jelen 1évé PCV2 szekvencidk tilnyomo
tobbsége is (37-bol 30).

A B/2 csoportban Eurdpabdl csak 2003 el6tti, mig Azsiabol és Eszak-Amerikabol 2004

utani szekvenciak voltak.
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A B/3 csoportban - 1 kinai szekvenciatdl eltekintve - csak eurdpai virusok voltak. Ezek a
virusok 1998 6ta napjainkig jelen vannak Eurdpaban.

A B/4 csoport tagjai kizarolag Eszak-Amerikabol szarmaztak, dontden 2005-bSl. A B/4
csoport szekvenciai a B/3 csoport szekvenciaival, tehat az Eurdpdban a jarvany kezdete ota jelen
1év6 szekvencidkkal mutattak szorosabb rokonsagot.

A B/5 csoport tagjai mar nagyobb mértékben kiilonboztek egymadstol, mint az el6zd
csoportok tagjai. Ebben a csoportban 2002-2007 kozétt izolalt virusok voltak. Elszor Azsiabol,
majd Eurdpabél, és 2005-ben Eszak-Amerikabol is ki tudtak mutatni ide tartozo szekvenciékat.

A B/6 csoportban Kinabdl szdrmazoé virusok voltak 2002-t6l napjainkig. Ehhez a
csoporthoz soroltuk a POL3 szekvenciat, mivel ezekre a kinai virusokra hasonlitott a legnagyobb
mértékben, bar a csoport tobbi tagjatol jelentds eltérést mutatott (18. abra).

A B/7 csoportban, a B/6-hoz hasonléan, dontd tobbségében Azsiabol szarmazod
szekvencidk voltak, de talalhatok itt europai izolatumok is. Az ide sorolt szekvencidk kozott mar
igen nagymértékiiek voltak a filogenetikai kiilonbségek (18. abra). A B/7 csoporton beliil, de jol
elkiilontilve talalhato 3, retrospektiv vizsgalatok soran elkészitett szekvencia Danidbdl (18. abra,
Dupont és mtsai., 2008).

A teljes genomok alapjan a PCV2A genotipust 5 csoportra osztottuk. Az A/1 csoportban
dontden 2007-bdl szarmazé szekvencidk voltak, amelyek kivétel nélkiil Kinabol szarmaztak.

Az A/2 és A/4 csoportokba tartozd genomokat térben és idoben tavol izolaltak egymastol.
Az A/2 csoportba tartoz6 virusok kozott jelentds filogenetikai kiilonbségek voltak (20.4bra).

Az A/3 csoportba tartoz6 szekvenciakat idoben szintén tavol izolaltak egymastdl, de csak
europai €s dzsiai szekvencidk tartoztak ide, észak-amerikaiak nem.

A 2007-ben izolalt PCV2A genotipusba tartozé6 magyar szekvencidk az A/3 és A/4
csoportba tartoztak. Ezek a virusok Magyarorszag észak-keleti részérdl szarmaztak, csakugy, mint
a 2008 januarjaban izolalt, egyetlen PCV2A genotipusba tartozd, vaddisznd mintdbol szarmazo
virus.

Az A/5 csoportban eurdpai szekvencidk nem voltak, csak azsiaiak és foleg észak-
amerikaiak. Ide tartoztak a jarvany kezdetén izolalt genomok, de Eszak-Amerikaban és Azsiban,
2007-ben is talaltak ebbe a csoportba tartozo virusokat.

Két kinai és egy horvat szekvencia egyik csoportba sem sorolhaté. Mindharmat 2007-ben
izolaltak. Bar a horvat szekvencia (CRO2) és az egyik kinai szekvencia (EF524518) a PCV2A
genotipusba, a masik kinai szekvencia (EF524523) a PCV2B genotipusba tartozik, ez a 3 virus
egymasra hasonlit legnagyobb mértékben a teljes genom filogenetikai vizsgalata alapjan (18.
abra).

A kapszid fehérjék aminosav szekvencidja alapjan készitett filogenetikai fa szerint a
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PCV2B genotipusba tartozé izoldtumok masként csoportosultak, mint a teljes genom alapjan.

A B/IORF2 csoportban a teljes genom alapjan B/1 csoportba tartozé szekvencidk voltak
tulnyomo tobbségben, de a B/6 €s B/7 csoportok tagjai is megtaldlhaték ebben a csoportban,
ugyanis egyes, teljes genom alapjan B/6 és B/7 csoportba tartozd virusok kapszid fehérjéjének
aminosav szekvencidja 100 %-ig megegyezett a B/1 csoportba tartozokéval (3. melléklet). A
kiilonbség ezek kozott az izolatumok kozott a replikacids fehérjéket kddolo szakaszon volt.

A B/50RF2 csoportba tartozo virusok, amelyek kozott viszonylag jelentds filogenetikai
kiilonbségek voltak, a teljes genom alapjan a B/7 csoportba tartoztak.

Néhany kivételtol eltekintve tehat a B/1ORF2 és a B/70RF2 csoportba tartozo genomok a
teljes genomokhoz hasonléan csoportosultak, mig a tobbi csoportba tartozd virus az ORF2
aminosav szekvencidja alapjan keveredik a teljes genomok szerint alkotott csoportokhoz képest.
Az észak-amerikai kontinensrél szarmazo PCV2B genotipusba tartozo virusok sem kiiloniiltek el
a tobbi virustdl a kapszid fehérje aminosav szekvenciaja alapjan, mint ahogy elkiiloniiltek a teljes
genom alapjan.

A PCV2A genotipusba tartozd szekvencidk a kapszid fehérje aminosav szekvencidja
alapjan kozel hasonldan csoportosultak, mint a teljes genom alapjan. A kiillonbség abbdl adddott,
hogy a teljes genom alapjan az A/2 csoportba tartozd szekvencidk megoszlottak az A/10RF2,
A/30RF2 és az A/AORF2 csoportok kozott.

A teljes genomok nukleotid szekvenciaja és a kapszid fehérjék aminosav szekvencidja
alapjan elvégzett elemzések eltérd eredményeire alapozva megallapithatjuk, hogy a minél
pontosabb kovetkeztetések €rdekében a kettes tipusu sertés circovirusok filogenetikai analizisét
célszerl a teljes genom alapjan elvégezni.

Ugy tiinik, jelenleg a PCV2B genotipus, és azon beliil is a B/1, illetve B/IORF2 csoportba
tartozo virusok joval gyorsabban terjednek vildgszerte, €s igy a kozép-kelet eurdpai régidban is,
mint a PCV2A genotipus. Ezt tamasztjdk ala mas, kisebb foldrajzi teriiletekre korlatoz6do
filogenetikai vizsgélatok is, amelyek vagy a teljes genom analizise alapjan (Dupont és mtsai.,
2008) vagy csak a PCV2 kapszid fehérjét kodold szakaszanak analizise alapjan késziiltek (Yang
és mtsai., 2008, Grau-Roma és mtsai., 2008, Timmusk és mtsai., 2008, Shuai és mtsai., 2007, An
¢s mtsai., 2007). Hogy mi lehet ennek hatterében, egyenlore nem ismert. Lehetséges, hogy a virus
valamely mas fajbol kertilt at sertésbe, €s jelenleg is tart az adaptacidja a sertéshez (Hughes és
mtsai., 2008). Ez az adaptaciés folyamat magyardzatot adhat arra is, hogy miért nem az egyre
nagyobb foku genetikai valtozatossag irdnyaba mutat jelenleg a PCV2 evolucioja, hanem inkabb
egy genetikailag rendkiviil egységes jarvanytani kép van kialakuloban. Ennek az elképzelésnek az
igazolasdhoz meg kell taldlni azt a fajt, amelybdl a virus atmehetett a sertésbe. Az erre irdnyuld

vizsgalatoknal két tényt mindenképpen figyelembe kell venni. Az egyik, hogy sertésen kiviil
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(szarvasmarhdbol szarmazoé PCV2-t kivéve, Nayar és mtsai., 1999) emldsallatbol nem, csak
madarakbol mutattak ki circovirusokat. A masik, hogy kisérletes uton sikeriilt egereket fert6zni,
¢s a fertdzott egerek képesek fertdzni tarsaikat. Idaig nem publikdlt eredményeink alapjan a PCV2
kimutathat6 sertéstelepek kornyékérdl szarmazo hazi- €s mezei egerekbdl, valamint patkanyokbol
1s. Ezekbdl az allatokbdl szdrmazod virusok szekvencia analizise és korszovettani vizsgalata

jelenleg folyamatban van.

cy ey

e

ismereteink alapjan nehéz lenne megitélni. Az adaptacios elmélet helyes vagy téves voltat
valdszintileg csak évek mulva lehet megitélni, addig azonban nagyon sok vizsgélatot kell

elvégezni a jarvany és a PCV2 éltal okozott veszteségek mérséklése érdekében.

6.4. Egerek fertozése PCV2-vel

A sertés circovirusok jarvanytandnak megértése ¢s a védekezeés mddszereinek kidolgozasa
miatt fontos kérdés, hogy a sertésen kiviil a virus képes-e egyéb allatfajokat is fertézni, abban
szaporodni, illetve a fertdzott allat tiriti-e a korokozot.

A nemzetkdzi szakirodalomban erre vonatkozdéan kevés adat all rendelkezésre, azok is
ellentmondasosak. Elsoként Kiupel és mtsai. (2001) fertdoztek BALB/c egereket PCV2-vel,
hasiiregbe €s orron keresztiil egyszerre. 0,2 ml 1600-as ELISA titer(i fert6zé anyagot juttattak az
egér hastiregébe, illetve 0,02 ml-t ugyanannak az egérnek az orrdba. A mi eredményeinkhez
hasonldan, sikeriilt kimutatni a virust az egerekbdl, még a fertézés utan 42 nappal is. Klinikai
tiineteket, korbonctani elvaltozasokat nem tapasztaltak. Korszovettanilag a nyirokszervekben a
PMWS-hez hasonlé elvaltozasokat irtak le. A koérokozot PCR-rel és in situ hybridizacios
modszerrel egyarant ki tudtdk mutatni a nyirokszervekbdl, a majbol és a vesébdl is. A
nyirokszervekben apoptdzis is kialakult (Kiupel €s mtsai., 2001, 2005).

Quintana és mtsai. (2002) Uj-Zélandi nyulakat fertéztek intranasalisan 10* TCIDsy PCV2-
vel és 107 TCIDs, PCV1-gyel, valamint ICR-CD1 egereket fertéztek intraperitonealisan 10
TCIDsy PCV2-vel és 10" TCIDsy PCV1-gyel. A fertézés utani 20-dik napig nem tudtak egyetlen
allatbdl sem circovirust kimutatni PCR-rel és in situ hybridizaciés modszerrel sem.

Tekintettel az irodalomban fellelhetd ellentmonddsokra, a ,,Patogenitasi vizsgalat”
kisérletben arra kerestiink valaszt, hogy a sertés circovirus képes-e egerekben megbetegedést
eloidézni. Az altalunk fertozott allatok klinikai tiineteket nem mutattak, és korbonctani
elvaltozasok sem voltak megfigyelhetéek benniik. Feltételeztiik, hogy 2 héttel az utolsd fertdzés
utan, ha a virus egérben nem képes szaporodni, az elsé két oltds utan kialakult immunvalasz
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kovetkeztében a virusokat az egerek immunrendszere elimindlja, igy nem sikeriil kimutatnunk
azokat. Minden fert6zott egérbdl sikeriilt PCR-rel a harmadik oltds utan 2 héttel virust kimutatni,
igazolva, hogy a PCV2 képes egérben szaporodni.

A, Virusreplikdcio vizsgalata” kisérletben azt prdobaltuk tisztazni, hogy a fertdzést
kovetden mikor, mely szervekben jelenik meg a virus. A hasiiregbe tortént fertézés utan 2 nappal
kiilonb6z6 szervekbdl (nyirokcsomd, csecsemOmirigy, csontveld, maj, 1€p, vese) volt kimutathato
a virus. Mivel a csecsemOmirigybdl is kimutathat6 volt a virus-nukleinsav, ezért kizarhatd, hogy
csak a szervek falara tapadt befecskendezett virust mutattuk ki, hiszen azok eljutottak a
melliiregbe is. A 4-dik napon vett mintdk egyikében sem volt kimutathatd sertés circovirus,
viszont a 6-dik naptdl ismét voltak circovirus pozitiv szervek. A fert6zés utan 12-14 nappal mar a
vizsgalt szervek tobbségébdl biztonsagosan kimutathat6 volt a virus. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a virus képes az egerekben szaporodni.

Kiupel és mtsai.-nak (2001) az egy alkalommal intraperitonealisan ¢€s intranasalisan
fertdzott egerekbdl a 7-dik, 14-dik, 28-dik és 42-dik napon is sikeriilt virust kimutatni a
nyirokszervekbdl (horgo koriili és bélfodri nyirokcsomok, 1€p), valamint a majbol és a vesébdl is.

A, Virusiiritési vizsgalat 1.” kisérletben arra a kérdésre kerestlink valaszt, hogy a fert6zott
egerek tiritik-e a PCV2-t és képesek-e megfertdzni tarsaikat. Ilyen vizsgalatot korabban még nem
végeztek. Négy, hasiliregen keresztiil fertdzott egeret a fert6zés utan hat nappal négy nem fert6zott
egér mellé helyeztiink. Mivel nem volt ismert, hogy mikortol iiritik a virust az egerek, ha
egyaltalan van virusiirités, €s az sem, hogy szdjon at vagy belégzEs utjan terjed-e a virus, ezért
valasztottunk az Osszerakas utani 18 é&s 22 napos, tag intervallumot. A négy, altalunk
mesterségesen nem fertdzott egér koziil kettébdl sikertilt PCV2-t kimutatni, ami arra utalt, hogy
az egerek lritik a virust és szdjon at és/vagy belélegezve képesek azt felvenni. Ezt megerdsiti a
"Virusiiritési vizsgalat 2.” kisérlet, ahol az egereket szdjon at fertdztiik PCV2-vel. Az altalunk
szajon at fertozott 18 egér kozil 11-bol sikeriilt kimutatni a virust. A bélsarbol a 14-dik, a
vizeletbdl a 22-dik napon sikeriilt kimutatni a koérokozot, igaz, csak 1-1 alkalommal. Valdszin,
hogy a virusiirités ennél az 1-1 napndl lényegesen hosszabb, de az altalunk alkalmazott virus
kimutatasi modszer nem kellden érzékeny bélsar és vizelet mintdk esetén (pedig QIAGENE
QIAamp”™ DNA Stool Mini kittel vontuk ki a DNS-t a mintakbdl), ugyanis e mintik nagyon sok
Taq DNS-polimeraz inhibitort tartalmaznak. Ezt a feltevést arra alapozzuk, hogy a modszer
hatékonysagat ellenérizendben, a negativ kontrol egér bélsarhoz 10° TCIDs, virust kevertiink a
ROMI jelt virustorzsbol a DNS tisztitast megeldzoen, de a mintdbol PCR-rel nem sikeriilt
kimutatni a kérokozét.

Az egerekkel végzett kisérleteink szamos, eddig tisztdzatlan kérdést vetnek fel. Az egyik

legfontosabb, hogy a sertéstelepeken 1évd egerekbol és patkdnyokbdl is kimutathatd-e sertés
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circovirus. Felmeriil a kérdés, hogy milyen szerepe van ezeknek a ragcsaloknak a virus
terjesztésében, ugyanis ez nagymértékben befolydsolja a védekezés moddjat. E kérdések
megvalaszolasan jelenleg is dolgozunk.

Eddigi eredményeink alapjan azonban a PCV2 kartétele elleni hatékony védekezés

érdekében fontosnak tartjuk a hatékony ragcsaldirtast a sertéstelepeken.
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7. ﬁj tudomanyos eredmények

Felmértiik a hazisertés és vaddiszno allomanyok PCV2 fertdzottségét és megallapitottuk,
hogy a vadallomanyban ugyanazok a virusok vannak jelen, mint a hdzisertésekben és a
hazisertésekben bekovetkezett jelentds jarvanytani valtozasok a vaddisznd allomanyban is
végbementek.
amit az6ta tobben megerdsitettek Eszak-Amerikaban és Azsidban is.

Szintén els6ként hatdroztunk meg PCV1 teljes genomot fertdzott szervbol, nevezetesen
vaddiszné mintabol, azeldtt csak sejttenyészetekbdl szarmazo virusok voltak ismertek.

Részt vettiink az els6 romaniai PMWS ¢és PDNS esetek megallapitasaban és bizonyitottuk,
hogy a két korformat ugyanaz a virus képes eléidézni.

Jelentds szerepet vallaltunk az elsd romdn, cseh, lengyel és horvat teljes PCV2
szekvencidk meghatarozasaban, és megallapitottuk, hogy a kozép-kelet eurdpai régidban a
PCV2B genotipusba tartozé virusok terjedtek el.

Elsoként bizonyitottuk, hogy az egerek szajon at fert6zhetdk sertés circovirussal, és az
egerek Uritik is a virust, ami alapjdn megallapitottuk, hogy az egerek igen fontos szerepet

jatszanak a virus terjesztésében €s fenntartasaban.
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10. Mellékletek

1. melléklet. A teljes PCV2 genomok filogenetikai 6sszehasonlitasdhoz hasznalt szekvenciak. A
szekvenciak a program altal alkotott sorrendben vannak feltiintetve.

Csop. | Koéd Orszag | Ev Csop. | Kod Orszag | Ev
1 B/1 EU136717 Den 2007 54 B/1 AY3219873 Fra 2003
2 B/1 EU136720 Den 2007 55 B/1 EF421969 Chi 2007
3 B/1 EU136712 Den 2007 56 B/1 AJ293869 UK 1999
4 B/1 DQO017036 Chi 2005 57 B/1 AY424404 Aut 2003
5 B/1 DQ478947 Chi 2006 58 B/1 DQ364650 Bra 2006
6 B/1 EF565368 Den 2004 59 B/1 EF565345 Den 2004
7 B/1 EF565354 Den 2004 60 B/1 EU266598 Chi 2007
8 B/1 EF565347 Den 2004 61 B/1 AY596822 Chi 2004
9 B/1 EF56534 Den 2004 62 B/1 AY596823 Chi 2004
10 B/1 AY686762 Chi 2004 63 B/1 AY391729 Chi 2003
11 B/1 AY424405 Aut 2003 64 B/1 EF515839 Chi 2007
12 B/1 EF565349 Den 2004 65 B/1 AY484409 Ned 2003
13 B/1 EF565358 Den 2004 66 B/1 AY 969004 Chi 2005
14 B/1 AY484414 Ned 2003 67 B/1 CRO7 Cro 2007
15 B/1 EU136715 Den 2007 68 B/1 EF524529 Chi 2007
16 B/1 EU136714 Den 2007 69 B/1 DQ923524 Bra 2006
17 B/1 EU136719 Den 2007 70 B/1 DQ923523 Bra 2006
18 B/1 AY849938 Chi 2004 71 B/1 HUNIS Hun 2007
19 B/1 EU266596 Chi 2007 72 B/1 AY484415 Ned 2003
20 B/1 EF565363 Den 2004 73 B/1 AY321990 Fra 2003
21 B/1 EF565344 Den 2007 74 B/1 AY321991 Fra 2003
22 B/1 AY291316 Chi 2003 75 B/1 EF524528 Chi 2007
23 B/1 EF565356 Den 2004 76 B/1 EU266595 Chi 2007
24 B/1 DQ104420 Chi 2005 77 B/1 DQ910866 Chi 2006
25 B/1 SLO1 Slo 2007 78 B/1 EU266594 Chi 2007
26 B/1 CHES Che 2007 79 B/1 EF524516 Chi 2007
27 B/1 CHES Che 2007 80 B/1 AY291318 Chi 2003
28 B/1 CHE6 Che 2007 81 B/1 AY578327 Chi 2004
29 B/1 EF565346 Den 2004 82 B/1 AY604430 Chi 2004
30 B/1 EF565361 Den 2004 83 B/1 EU266597 Chi 2007
31 B/1 EU136713 Den 2007 84 B/1 AY651850 Chi 2004
32 B/1 CRO4 Cro 2007 85 B/1 EU266599 Chi 2007
33 B/1 Hunl7 Hun 2007 86 B/1 AY682993 Chi 2004
34 B/1 EU266593 Chi 2007 87 B/1 AY 686764 Chi 2004
35 B/1 CHEI Che 2007 88 B/1 CRO1 Cro 2007
36 B/1 CHE3 Che 2007 89 B/1 AY579893 Chi 2004
37 B/1 CHE2 Che 2007 90 B/1 SLO8 Slo 2006
38 B/1 CHE4 Che 2007 91 B/1 EF524521 Chi 2007
39 B/1 EF565342 Den 2004 92 B/1 EF524519 Chi 2007
40 B/1 EU136718 Den 2007 93 B/1 AY 641542 Chi 2004
41 B/1 EF565362 Den 2004 94 B/1 EF524520 Chi 2007
42 B/1 EU136716 Den 2007 95 B/1 AY322000 Fra 2003
43 B/1 EF565351 Den 2004 96 B/1 SLO7 Slo 2006
44 B/1 EF565343 Den 2004 97 B/1 DQ648031 Hun 2003
45 B/1 EF565353 Den 2004 98 B/1 AY321995 Fra 2003
46 B/1 EF565348 Den 2004 99 B/1 AY321996 Fra 2003
47 B/1 EF565352 Den 2004 100 | B/1 EF565350 Den 2004
48 B/1 EF565355 Den 2004 101 | B/1 EF565364 Den 2004
49 B/1 EF565359 Den 2004 102 | B/l AY321999 Fra 2003
50 B/1 DQ201641 Chi 2005 103 | B/1 AY321994 Fra 2003
51 B/1 DQ141322 Chi 2005 104 | B/1 AY322000 Fra 2003
52 B/1 DQ201639 Chi 2005 105 | B/1 EF565360 Den 2004
53 B/1 DQ201642 Chi 2005 106 | B/1 EF675234 Chi 2007
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Csop. | Kéd Orszag | Ev
107 | B/l EF675235 Chi 2007
108 | B/1 AY322002 Fra 2003
109 | B/l AY 682990 Chi 2004
110 | B/l AY484416 Ned 2003
111 | B/l AY 682997 Chi 2004
112 | B/l AY181945 Chi 2002
113 | B/l AY321997 Fra 2003
114 | B/l AY321998 Fra 2003
115 | B/l ROM1 Rom 2003
116 | B/l ROM4 Rom 2007
117 | B/l AY256457 Hun 2003
118 | B/l SLOS Slo 2007
119 | B/l SLO6 Slo 2006
120 | B/l SLO4 Slo 2006
121 | B/l SLO2 Slo 2007
122 | B/l SLO3 Slo 2006
123 | B/l AY 188355 Chi 2002
124 | B/l AYS536755 Chi 2004
125 | B/l AY217743 Chi 2003
126 | B/l EF524522 Chi 2007
127 | B/l HUN16 Hun 2007
128 | B/l AMO086384 Chi 2005
129 | B/l AY536756 Chi 2004
130 | B/1 AY321992 Fra 2003
131 | B/l AY321993 Fra 2003
132 | B/l AY288134 Chi 2003
133 | B/l CHE7 Che 2007
134 | B/l AY 691679 Chi 2004
135 | B/l ROM2 Rom 2007
136 | B/l AY732494 Chi 2004
137 | B/l HUN14 Hun 2007
138 | B/l CRO3 Cro 2007
139 | B/l ROM3 Rom 2007
140 | B/l POL2 Pol 2007
141 | B/l WB-H1 Hun 2003
142 | B/l POL4 Pol 2007
143 | B/l HUN12 Hun 2007
144 | B/l EF421973 Chi 2007
145 | B/l WB-H6 Hun 2003
146 | B/l AY288133 Chi 2003
147 | B/l AY294310 Chi 2003
148 | B/l EF592575 Chi 2007
149 | B/l EF592576 Chi 2007
150 | B/1 EF619037 Chi 2007
151 | B2 EF493840 Chi 2007
152 | B2 EF493841 Chi 2007
153 | B2 EF493842 Chi 2007
154 | B2 EF421968 Chi 2007
155 | B2 AY916791 Chi 2005
156 | B2 EF493838 Chi 2007
157 | B2 EU283329 Chi 2007
158 | B2 EF493839 Chi 2007
159 | B2 EF675236 Chi 2007
160 | B/2 EF675242 Chi 2007
161 | B2 EF675237 Chi 2007
162 | B2 EF675239 Chi 2007
163 | B2 AF055394 Fra 1998
164 | B2 CQ768114 IRL2 2004
165 | B2 EF524515 Chi 2007
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Csop. | Kod Orszig | Ev
166 | B/2 EF524536 Chi 2007
167 | B2 AY484412 Ned 2003
168 | B/2 AY484408 Ned 2003
169 | B2 DQ220738 Can 2005
170 | B2 EF452351 Usa 2007
171 | B2 EF452350 Usa 2007
172 | B2 AY321988 Fra 2003
173 | B2 AY321989 Fra 2003
174 | B2 AY256460 Hun 2003
175 | B2 AY484411 Ned 2003
176 | B/2 DQ220737 Can 2005
177 | B2 AY484413 Ned 2003
178 | B/2 AF201897 Ned 1999
179 | B2 AY613854 Chi 2004
180 | B/3 EF565357 Den 2004
181 | B/3 SLO9 Slo 2006
182 | B/3 AY321986 Fra 2003
183 | B/3 AY321984 Fra 2003
184 | B/3 AF055393 Fra 1998
185 | B/3 AY321985 Fra 2003
186 | B/3 AF201311 Fra 1999
187 | B/3 AY122275 Chi 2002
188 | B/3 AX003274 Fra 1999
189 | B/3 AX003275 Fra 1999
190 | B/3 EF458306 Arg 2007
191 | B/4 DQ220728 Can 2005
192 | B/4 DQ220735 Can 2005
193 | B/4 DQ220727 Can 2005
194 | B/4 DQ220733 Can 2005
195 | B/4 EF394778 Can 2007
196 | B/4 DQ220732 Can 2005
197 | B/4 EF394779 Can 2007
198 | B/4 DQ629115 USA 2005
199 | B/4 DQ629116 USA 2005
200 | B/4 EF394777 Can 2007
201 | B/4 DQ629117 USA 2005
202 | B/4 DQ629118 USA 2005
203 | B/4 DQ220731 Can 2005
204 | B/4 DQ629119 USA 2005
205 | B/4 DQ220736 Can 2005
206 | B/4 DQ220734 Can 2005
207 | B/4 DQ220739 Can 2005
208 | B/4 DQ220729 Can 2005
209 | B/4 DQ220730 Can 2005
210 | B/S DQ180392 Chi 2005
211 | B/S POL1 Pol 2007
212 | B/S SLO10 Slo 2006
213 | B/S AF538325 Chi 2002
214 | B/S AY177626 Chi 2002
215 | B/S AY321982 Fra 2003
216 | B/S AY321983 Fra 2003
217 | B/S AY322003 Fra 2003
218 | B/6 POL3 Pol 2007
219 | B/6 EF675238 Chi 2007
220 | B/6 EF675243 Chi 2007
221 | B/6 EU366325 Chi 2007
222 | B/6 EU366324 Chi 2007
223 | B/6 EU366326 Chi 2007
224 | B/6 EF675231 Chi 2007




Csop. | Kéd Orszag | Ev
225 | B/6 AY 678532 Chi 2004
226 | B/6 EF675244 Chi 2007
227 | B/6 DQ910865 Chi 2006
228 | B/6 AY 682995 Chi 2004
229 | B/6 EF524530 Chi 2007
230 | B/6 EF524527 Chi 2007
231 | B/6 EF524524 Chi 2007
232 | B/6 EF524525 Chi 2007
233 | B/6 AY847748 Chi 2004
234 | B/6 DQ355153 Chi 2006
235 | B/6 AYS556475 Chi 2004
236 | B/6 DQ180393 Chi 2005
237 | B/6 DQ195679 Chi 2005
238 | B/6 EF524535 Chi 2007
239 | B/6 EU266592 Chi 2007
240 | B/6 EF421972 Chi 2007
241 | B/6 AY691169 Chi 2004
242 | B/6 EF493837 Chi 2007
243 | B/6 DQ997816 Chi 2006
244 | B/6 DQ997817 Chi 2006
245 | B/6 DQ346683 Chi 2005
246 | B/6 EU366323 Chi 2007
247 | B/6 EF675232 Chi 2007
248 | B/6 EF675240 Chi 2007
249 | B/6 EU095020 Chi 2007
250 | B/6 DQ997815 Chi 2006
251 | B/6 EF421967 Chi 2007
252 | B/6 EF524534 Chi 2007
253 | B/6 EF421970 Chi 2007
254 | B/6 EF421971 Chi 2007
255 | B/7 AY484407 Ned 2003
256 | B/7 AY 682992 Chi 2004
257 | B/7 EF210106 Chi 2007
258 | B/7 DQ218420 Chi 2005
259 | B/7 DQ218421 Chi 2005
260 | B/7 DQ218419 Chi 2005
261 | B/7 DQ201640 Chi 2005
262 | B/7 DQ206444 Chi 2005
263 | B/7 EU148503 Den 1980
264 | B/7 EU148504 Den 1987
265 | B/7 EU148505 Den 1990
266 | B/7 WB-H5 Hun 2003
267 | B/7 AYS556477 Chi 2004
268 | B/7 EU274310 Chi 2007
269 | B/7 EU274312 Chi 2007
270 | B/7 EF989713 Chi 2007
271 | B/7 EU274309 Chi 2007
272 | B/7 EU274311 Chi 2007
273 | B/7 EF524517 Chi 2007
274 | B/7 DQ151643 Chi 2005
275 | B/7 DQ363860 Chi 2006
276 | B/7 AY713470 Ger 2004
277 | B/7 AY181946 Chi 2002
278 | B/7 AY 686763 Chi 2004
279 | B/7 AY 686765 Chi 2004
280 | B/7 AY556476 Chi 2004
281 | B/7 AY181947 Chi 2002
282 | B/7 AYS510375 Chi 2003
283 | B/7 AY484410 Ned 2003
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Csop. | Kéd Orszig | Ev
284 | B/7 EF675230 Chi 2007
285 | B/7 AYS556473 Chi 2004
286 | B/7 EF675241 Chi 2007
287 | B/7 AY943819 Chi 2005
288 | B/7 EF524539 Chi 2007
289 | B/7 AY291317 Chi 2003
290 | B/7 AY 682991 Chi 2004
291 | B/7 AY 682994 Chi 2004
292 | B/7 AY 682996 Chi 2004
293 | B EF524523 Chi 2007
294 | A EF524518 Chi 2007
295 | A CRO2 Cro 2007
296 | A/l EF524532 Chi 2007
297 | A/l EF524541 Chi 2007
298 | A/l EF524537 Chi 2007
299 | A/l EF524526 Chi 2007
300 | A/l EF524531 Chi 2007
301 | A/l EF524533 Chi 2007
302 | A/l AY556474 Chi 2004
303 | A/l EF675229 Chi 2007
304 | A2 AB072302 Jap 2001
305 | A2 AY754018 Aus 2004
306 | A2 AY754016 Aus 2004
307 | A2 EU148506 Den 1993
308 | A2 AY754017 Aus 2004
309 | A2 AF117753 Can 1998
310 | A2 AY754019 Aus 2004
311 | A2 AY754020 Aus 2004
312 | A2 AY754021 Aus 2004
313 | A2 AF109398 Can 1998
314 | A2 WB-H2 Hun 2003
315 | A2 WB-H7 Hun 2003
316 | A2 AY146992 Chi 2002
317 | A2 EU148507 Den 1996
318 | A2 EU136711 Den 2007
319 | A2 AF201307 Ger 1999
320 | A3 AF154679 Tai 1999
321 | A3 AF166528 Tai 1999
322 | A3 AY146991 Chi 2002
323 | A3 AY146993 Chi 2002
324 | A3 AF364094 Tai 2001
325 | A3 AY180396 Chi 2002
326 | A3 AY180397 Chi 2002
327 | A3 AF305532 Tai 2001
328 | A3 AF305533 Tai 2001
329 | A3 AY256459 Hun 2003
330 | A3 HUNI13 Hun 2007
331 | A3 AF201309 Spa 1999
332 | A3 AF201308 Spa 1999
333 | A3 AF201310 Spa 1999
334 | A3 AY256455 Hun 2003
335 | A/4 AF201305 Ger 1999
336 | A/4 AF201306 Ger 1999
337 | A/4 WB-H3 Hun 2003
338 | A/4 AY322004 Fra 2003
339 | A/4 AY256458 Hun 2003
340 | A/4 AF109399 Can 1998
341 | A/4 DQ870484 USA 2005
342 | A/4 AY256456 Hun 2003




Csop. | Kéd Orszag | Ev
343 | A/4 WB-H4 Hun 2003
344 | A/4 HUNI11 Hun 2007
345 | A/4 AF264043 USA 2000
346 | A/4 AF381176 Chi 2001
347 | A/4 AY288135 Chi 2003
348 | A/4 AY424401 Aut 2003
349 | A/4 NC005148 USA 2004
350 | A/4 AY424402 Aut 2003
351 | A/4 AY424403 Aut 2003
352 | AJS DQ104421 Chi 2005
353 | A/S DQ104422 Chi 2005
354 | AJS DQ104419 Chi 2005
355 | AJS AF465211 Tai 2001
356 | A/S AF112862 Can 1998
357 | AJS AF055392 Can 1998
358 | A/S AX379563 USA 2001
359 | A/S AY 099499 USA 2002
360 | A/S AX379561 USA 2001
361 | A/S AY 099495 USA 2002
362 | A/S AF264041 USA 2000
363 | A/S AF454546 Kor 2001
364 | A/S AF118097 Can 1998
365 | A/S EF394774 Can 2007
366 | A/S EF394775 Can 2007
367 | A/S EF394776 Can 2007
368 | A/S AY 094619 USA 2002
369 | A/S DQ629113 USA 2005
370 | A/S5 DQ629114 USA 2005
371 | AJS AF264038 USA 2000
372 | AJS AF264039 USA 2000
373 | AJS AY325495 ?7SUA 2003
374 | AJS DQ397521 USA 1998
375 | AJS AJ293867 Can 1999
376 | A/S AJ293868 Can 1999
377 | AJS AX379564 USA 2001
378 | A/S AY 099500 USA 2002

Csop. | Kod Orszig | Ev
379 | AJS AF520783 Kor 2002
380 | A/S AF544024 Kor 2002
381 | A/S AX379560 USA 2001
382 | A/S AY 099496 USA 2002
383 | A/S AF085695 Can 1998
384 | A/S BD087175 Can 1997
385 | A/S AF086836 Can 1998
386 | A/S AF086835 Can 1998
387 | A/S BD087177 Can 1997
388 | A/S AF086834 Can 1998
389 | A/S AX685842 Can 2003
390 | A/S AF381177 Chi 2001
391 | A/S EF524538 Chi 2007
392 | AJS EF524542 Chi 2007
393 | A/S EF524540 Chi 2007
394 | AJS AB072303 ap 2001
395 | AJS AF381175 Chi 2001
396 | A/S AY 699793 USA 2004
397 | AJS AY754022 Aus 2004
398 | A/S AF027217 Can 1997
399 | A/S AY181948 Chi 2002
400 | A/5 AF055391 USA 1998
401 | A/5 CQ768115 Can 2004
402 | A/5 AF147751 USA 1999
403 | A/5 EF452353 USA 2007
404 | A/5 AF118095 Can 1998
405 | A/S AF264042 USA 2000
406 | A/5 AX379562 USA 2001
407 | A/5 AY 099498 USA 2002
408 | A/5 AB072301 Jap 2001
409 | A/5 AF408635 Can 2001
410 | A/5 AF264040 USA 2000
411 | A/S AJ223185 USA 1997

2. melléklet. A kapszid fehérjék aminosav sorrendjének filogenetikai 6sszehasonlitasahoz

hasznalt szekvenciak. A szekvenciak a program altal alkotott sorrendben vannak feltiintetve.

Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev
1 B/1 B/1 EF184228 Swe 2005 19 | B/l - EF560608 Chi 2007
2 B/1 - EF371540 Swe 2004 20 | B/l - EU186062 Chile | 2007
3 B/1 - EF371534 Swe 2004 21 | B/ B/1 AY288134 Chi 2003
4 B/1 B/6 EF524524 Chi 2007 22 | B/l B/1 EU136712 Den 2007
5 B/1 - EF371535 Swe 2007? 23 | B/l B/1 EF565359 Den 2004
6 B/1 - EF371531 Swe 2007? 24 | B/l - DQ856563 Bra 2006
7 B/1 - EF371530 Swe 2004 25 | B/l - DQ856579 Bra 2006
8 B/1 - EF371532 Swe 2007? 26 | B/1 - DQ856575 Bra 2006
9 B/1 B/1 AY596822 Chi 2004 27 | B/l B/1 AY 849938 Chi 2004
10 | B/1 B/6 POL3 Pol 2007 28 | B/l - DQ231518 Chi 2005
11 | B/l B/1 DQ364650 | Bra 2006 29 | B/ B/1 AY188355 Chi 2002
12 | B/l B/1 AY 682997 Chi 2004 30 | B/ B/6 EF675244 Chi 2007
13 | B/l - EF371543 Swe 2007? 31 | B/ B/1 ROM1 Rom | 2003
14 | B/l - EF371545 Swe 2007? 32 | B/ - CRO4 Cro 2007
15 | B/l B/6 DQ355153 Chi 2006 33 | B/1 - EF184226 Swe 20067
16 | B/l - DQ629130 | USA | 2005 34 | B/ - EF371539 Swe 2007?
17 | B/l B/6 AY 682995 Chi 2004 35 | B/ - EF371537 Swe 2007?
18 | B/l B/1 DQ478947 Chi 2006 36 | B/l - EF371536 Swe 2007?
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Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev
37 | B/A - EF371538 Swe 2007? 96 | B/l - EF371533 Swe 2007?
38 | B/ - DQ235696 Chi 2005 97 | B/ B/1 EF675235 Chi 2007
39 | B/1 - EF190932 Chi 2005 98 | B/ B/1 AYS536756 Chi 2004
40 | B/l B/1 AY291316 Chi 2003 99 | B/ - DQ231519 Chi 2005
41 | B/l - EF190925 Chi 2004 100 | B/1 B/1 AY321992 Fra 2003
42 | B/l - EF190938 Chi 2006 101 | B/1 B/1 EU136717 Den 2007
43 | B/l B/6 DQ195679 Chi 2005 102 | B/1 B/1 EF524519 Chi 2007
44 | B/l - AY735451 Chi 2004 103 | B/1 - AY539828 Chi 2004
45 | B/l B/1 AY321996 Fra 2003 104 | B/1 - DQ856565 Bra 2006
46 | B/l B/1 DQ201639 Chi 2005 105 | B/1 - EF184227 Swe 2006?
47 | B/l B/1 CHE6 Che 2007 106 | B/1 B/1 EU136713 Den 2007
48 | B/l B/1 AY321997 Fra 2003 107 | B/1 B/1 EF565364 Den 2004
49 | B/l B/1 AY321998 Fra 2003 108 | B/1 - EF190931 Chi 2005
50 | B/ B/1 SLO1 Slo 2007 109 | B/1 - DQ856567 Bra 2006
51 | B/A B/6 DQ910865 Chi 2006 110 | B/1 - EF190942 Chi 2006
52 | B/ B/1 EU136720 Den 2007 111 | B/1 - EF190936 Chi 2006
53 | B/A B/1 EF565351 Den 2004 112 | B/1 - AY322000 | Fra 2003
54 | B/ B/1 EF565344 Den 2004 113 | B/1 B/1 EF565356 Den 2004
55 | B/ B/1 AY321994 Fra 2003 114 | B/1 B/1 EF565352 Den 2004
56 | B/l B/1 AY322002 Fra 2003 115 | B/1 B/1 AY181945 Chi 2002
57 | B/ B/1 EU266595 Chi 2007 116 | B/1 - AY885225 Tai 2007
58 | B/ - DQ534442 Chi 2006 117 | B/1 B/6 AY 691169 Chi 2004
59 | B/ B/1 AJ293869 UK 1999 118 | B/1 B/1 DQ201642 Chi 2005
60 | B/l - EF371547 Ita 20067 119 | B/1 B/1 WB-H6 Hun 2003
61 | B/ - EF371550 Ita 20067 120 | B/1 - EF190923 Chi 2004
62 | B/l - EF371548 Ita 20067 121 | B/1 B/1 AY 682990 Chi 2004
63 | B/ - EF371549 Ita 20067 122 | B/1 B/1 HUN15 Hun 2007
64 | B/l B/1 AY424404 | Aut 2003 123 | B/1 - DQ629129 USA | 2005
65 | B/ B/6 AY 847748 Chi 2004 124 | B/1 B/1 AY321991 Fra 2003
66 | B/l - EF064149 Chi 2006 125 | B/1 B/1 DQ201641 Chi 2005
67 | B/ B/1 EF592575 Chi 2007 126 | B/1 B/1 AY 686762 Chi 2004
68 | B/l B/1 EF592576 Chi 2007 127 | B/1 B/1 EF565354 Den 2004
69 | B/ - EF619037 Chi 2007 128 | B/1 B/1 AY321999 Fra 2003
70 | B/ B/1 AY 691679 Chi 2004 129 | B/1 B/1 EU136718 Den 2007
71 | B/ - EF371529 Swe 2004 130 | B/1 B/1 DQ910866 Chi 2006
72 | B/ B/1 AY321993 Fra 2003 131 | B/1 B/1 EF524520 Chi 2007
73 | B/ B/1 EF524528 Chi 2007 132 | B/1 B/1 SLO2 Slo 2007
74 | B/ B/1 AYS536755 Chi 2004 133 | B/1 - EF197987 Chi 2005
75 | B/ B/1 EF675234 Chi 2007 134 | B/1 - EF190928 Chi 2004
76 | B/l - DQ231512 Chi 2005 135 | B/1 B/1 AY217743 Chi 2003
77 | B/ B/6 DQ180393 Chi 2005 136 | B/1 B/1 AY579893 Chi 2004
78 | B/ B/1 CHES Che 2007 137 | B/1 B/1 SLO4 Slo 2006
79 | B/ B/1 WB-HI Hun 2003 138 | B/1 B/1 AY321995 Fra 2003
80 | B/l B/1 AY484414 | Ned 2003 139 | B/1 B/1 EF565362 Den 2004
81 | B/ - EF190933 Chi 2005 140 | B/1 B/6 EF493837 Chi 2007
82 | B/ - EF371541 Swe 2007? 141 | B/1 B/1 EU266599 Chi 2007
83 | B/ B/1 EU266594 Chi 2007 142 | B/1 - EF560610 Chi 2007
84 | B/l B/2 EF493839 Chi 2007 143 | B/1 B/6 EU366326 Chi 2007
85 | B/ B/1 ROM2 Rom | 2007 144 | B/1 B/1 ROM4 Rom | 2007
86 | B/l B/1 EF565358 Den 2004 145 | B/1 B/1 CHE7 Che 2007
87 | B/ B/6 EF524535 Chi 2007 146 | B/1 B/1 HUN16 Hun 2007
88 | B/l - EF190926 Chi 2004 147 | B/1 - EF190943 Chi 2006
89 | B/ B/1 AYS578327 Chi 2004 148 | B/1 B/1 POL4 Pol 2007
90 | B/l B/7 EF210106 Chi 2007 149 | B/1 B/6 EF524530 Chi 2007
91 | B/ B/1 CHE2 Che 2007 150 | B/1 B/1 EF524527 Chi 2007
92 | B/ B/1 CHE3 Che 2007 151 | B/1 B/1 EF524521 Chi 2007
93 | B/ - EF371542 Swe 2007? 152 | B/1 B/6 EF524525 Chi 2007
94 | B/ B/1 AY484415 | Ned 2003 153 | B/1 B/1 HUN17 Hun 2007
95 | B/ B/1 SLO3 Slo 2006 154 | B/1 - EF371528 Swe 2007?
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Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev
155 | B/1 B/1 EF565346 Den 2004 214 | B/1 B/1 AY256457 Hun 2003
156 | B/1 - EF190927 Chi 2006 215 | B/1 B/1 EF565355 Den 2004
157 | B/1 B/6 EF421972 Chi 2007 216 | B/1 B/1 EF565349 Den 2004
158 | B/1 - EF190930 Chi 2004 217 | B/1 B/1 AY291318 Chi 2003
159 | B/1 B/6 CRO3 Cro 2007 218 | B/1 B/1 SLOS Slo 2007
160 | B/1 - EF371544 Swe 2007? 219 | B/1 B/1 EF565347 Den 2004
161 | B/1 - EF197986 Chi 2005 220 | B/1 B/1 EF565363 Den 2004
162 | B/1 - DQ629135 USA | 2005 221 | B/1 B/7 AY484407 | Ned 2003
163 | B/1 - EF190934 Chi 2005 222 | B/1 B/1 EF565342 Den 2004
164 | B/1 B/1 EU136719 Den 2007 223 | B/1 B/1 SLO6 Slo 2006
165 | B/1 B/1 AY424405 Aut 2003 224 | B/1 B/1 DQO017036 Chi 2005
166 | B/1 B/1 EU266593 Chi 2007 225 | B/1 B/1 Chel Che 2007
167 | B/1 - DQ231517 Chi 2005 226 | B/1 - EF560609 Chi 2007
168 | B/1 - EF371546 Swe 2007? 227 | B/1 B/1 CRO1 Cro 2007
169 | B/1 B/6 EU366324 Chi 2007 228 | B/1 B/1 AY 682993 Chi 2004
170 | B/1 B/6 AY 678532 Chi 2004 229 | B/1 B/1 DQ104420 Chi 2005
171 | B/1 - EF190939 Chi 2007 230 | B/1 - EF067852 Chi 2006
172 | B/1 B/1 EF421973 Chi 2007 231 | B2 B/2 EF190924 Chi 2004
173 | B/1 B/1 EF565345 Den 2004 232 | B2 B/1 ROM3 Rom | 2007
174 | B/1 B/1 CHE4 Che 2007 233 | B2 B/1 EF565353 Den 2004
175 | B/1 B/6 AY 682992 Chi 2004 234 | B2 - DQ231515 Chi 2005
176 | B/1 B/1 EF565344 Den 2007 235 | B2 - EF190941 Chi 2006
177 | B/1 B/1 AY732494 Chi 2004 236 | B2 - DQ856566 Bra 2006
178 | B/1 B/1 EU266598 Chi 2007 237 | B2 B/1 AY969004 Chi 2005
179 | B/1 B/1 AMO086384 | Chi 2005 238 | B2 - DQ231513 Chi 2005
180 | B/1 B/6 AYS556475 Chi 2004 239 | B2 - DQ856574 Bra 2006
181 | B/1 B/1 AY321990 | Fra 2003 240 | B2 - EF190940 Chi 2005
182 | B/1 B/1 EU266596 Chi 2007 241 | B2 - DQ856578 Bra 2006
183 | B/1 B/1 EF565361 Den 2004 242 | B2 B/1 AY391729 Chi 2003
184 | B/1 B/6 EU266592 Chi 2007 243 | B2 - DQ231514 Chi 2005
185 | B/1 B/1 AY 686764 Chi 2004 244 | B2 B/1 POL2 Pol 2004
186 | B/1 - EF190935 Chi 2005 245 | B2 - DQ856577 Bra 2006
187 | B/1 B/1 EU136715 Den 2007 246 | B2 B/1 EF565343 Den 2004
188 | B/1 B/1 CHES Che 2007 247 | B2 B/1 EF524516 Chi 2007
189 | B/1 B/1 EF565350 Den 2004 248 | B2 B/1 DQ923524 Bra 2006
190 | B/1 B/1 EU136714 Den 2007 249 | B2 B/1 EF524529 Chi 2007
191 | B/1 B/1 AY 641542 Chi 2004 250 | B2 B/1 DQ923523 Bra 2006
192 | B/1 - EF190922 Chi 2004 251 | B2 B/1 AY484409 | Ned 2003
193 | B/1 B/1 AY 651850 Chi 2004 252 | B2 - DQ856580 Bra 2006
194 | B/1 B/1 HUN12 Hun 2007 253 | B2 B/1 EF515839 Chi 2007
195 | B/1 B/1 SLO7 Slo 2006 254 | B2 B/1 CRO7 Cro 2007
196 | B/1 B/1 DQ648031 Hun 2003 255 | B2 B/6 EF675231 Chi 2007
197 | B/l B/1 EU136716 Den 2007 256 | B2 - EU296794 Chi 2007
198 | B/1 B/6 EF524530 Chi 2007 257 | B/3 B/3 EF452362 USA | 2007
199 | B/1 B/1 SLO8 Slo 2006 258 | B/3 B/6 DQ997816 Chi 2006
200 | B/1 B/1 EF565368 Den 2004 259 | B/3 B/6 DQ346683 Chi 2005
201 | B/1 - EF190937 Chi 2006 260 | B/3 - EF452363 USA | 2007
202 | B/1 B/1 AY294310 Chi 2003 261 | B/3 B/4 EF394778 Can 2007
203 | B/1 B/1 EF565360 Den 2004 262 | B/3 B/4 DQ220734 Can 2005
204 | B/1 B/1 EF565348 Den 2004 263 | B/3 B/4 DQ220728 Can 2005
205 | B/1 - DQ231511 Chi 2005 264 | B/3 B/5 DQ180392 Chi 2005
206 | B/1 - EF190929 Chi 2004 265 | B/3 - EF452359 USA | 2007
207 | B/1 - DQ856564 | Bra 2006 266 | B/3 - DQ629126 | USA | 2005
208 | B/1 - DQ856576 | Bra 2006 267 | B/3 B/6 EU095020 Chi 2007
209 | B/1 B/1 AY 604430 Chi 2004 268 | B/3 B/4 DQ220735 Can 2005
210 | B/1 B/1 EF524522 Chi 2007 269 | B/3 B/4 DQ220727 Can 2005
211 | B/1 B/1 AY596823 Chi 2004 270 | B/3 - EF452360 USA | 2007
212 | B/1 B/1 EU266597 Chi 2007 271 | B/3 - DQ629133 USA | 2005
213 | B/1 - DQ856581 Bra 2006 272 | B/3 B/4 EF394779 Can 2007
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Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev
273 | B/3 B/4 DQ629115 USA | 2005 332 | B/4 B/2 EF493842 Chi 2007
274 | B/3 B/4 DQ220729 Can 2005 333 | B/ B/2 EF493840 Chi 2007
275 | B/3 B/6 EU366323 Chi 2007 334 | B/4 B/1 AY288133 Chi 2003
276 | B/3 B/6 EF675240 Chi 2007 335 | B/4 B/2 EF421968 Chi 2007
277 | B/3 - DQ629132 | USA | 2005 336 | B/4 B/2 AY916791 Chi 2005
278 | B/3 B/6 DQ997817 Chi 2006 337 | B/4 B/2 AY256460 | Hun 2003
279 | B/3 B/4 DQ220730 Can 2005 338 | B/4 B/3 AY321984 | Fra 2003
280 | B/3 - DQ629120 | USA | 2005 339 | B/4 B/2 EF452351 USA | 2007
281 | B/3 B/4 DQ629119 | USA | 2005 340 | B/4 B/3 AY321985 Fra 2003
282 | B/3 B/4 EF394777 Can 2007 341 | B/4 B/3 EF565357 Den 2004
283 | B/3 B/4 DQ220739 Can 2005 342 | B/4 - EF452354 USA | 2007
284 | B/3 - EF619970 USA | 2007 343 | B/4 - EF452356 USA | 2007
285 | B/3 B/4 DQ220731 Can 2005 344 | B/4 B/3 SLO9 Slo 2006
286 | B/3 B/5 EF467928 Chi 2007 345 | B/4 B/2 AF201897 Ned 1999
287 | B/3 B/5 POL1 Pol 2007 346 | B/4 B/3 AY321986 | Fra 2003
288 | B/3 B/5 AF538325 Chi 2002 347 | B/4 B/2 EF452355 USA | 2007
289 | B/3 B/4 DQ629125 USA | 2005 348 | B/4 B/2 AY484411 Ned 2003
290 | B/3 - DQ629116 | USA | 2005 349 | B/4 B/2 DQ220737 Can 2005
291 | B/3 - DQ629134 | USA | 2005 350 | B/4 B/3 AF055393 Fra 1998
292 | B/3 B/5 SLO10 Slo 2006 351 | B/4 B/2 AY321988 Fra 2003
293 | B/3 B/5 AY177626 Chi 2002 352 | B/4 - EF619971 USA | 2007
294 | B/3 B/4 DQ220732 Can 2005 353 | B/4 B/2 AY484408 | Ned 2003
295 | B/3 B/4 DQ629117 | USA | 2005 354 | B/4 - EF452350 USA | 2007
296 | B/3 - DQ629122 | USA | 2005 355 | B/4 B/2 AY484413 Ned 2003
297 | B/3 - DQ629121 USA | 2005 356 | B/4 B/2 DQ220738 Can 2005
298 | B/3 - DQ629124 | USA | 2005 357 | B/4 - EF452358 USA | 2007
299 | B/3 B/4 DQ629118 USA | 2005 358 | B/4 B/6 EF421971 Chi 2007
300 | B/3 - DQ629123 USA | 2005 359 | B/4 B/4 DQ220733 Can 2005
301 | B/3 B/3 EF458306 Arg 2007 360 | B/4 B/2 AY321989 Fra 2003
302 | B/3 B/6 EF675232 Chi 2007 361 | B/4 B/6 EF421970 Chi 2007
303 | B/3 B/1 HUN14 Hun 2007 362 | B/4 B/2 EU283329 Chi 2007
304 | B/3 - EF452361 USA | 2007 363 | B/4 B/6 EU366325 Chi 2007
305 | B/3 - EF452357 USA | 2007 364 | B/4 B/2 AY613854 Chi 2004
306 | B/3 - DQ629128 USA | 2005 365 | B/4 B/6 DQ997815 Chi 2006
307 | B/3 B/4 DQ220736 Can 2005 366 | B/4 - AY 613906 Chi 2004
308 | B/3 - DQ629127 | USA | 2005 367 | B/4 B/3 AX003274 | Fra 1999
309 | B/3 - DQ629131 USA | 2005 368 | B/4 B/3 AX003275 Fra 1999
310 | B/ B/4 EF675236 Chi 2007 369 | B/4 B/3 AF201311 Fra 1999
311 | B/ B/2 EF675242 Chi 2007 370 | B/4 B/3 AY122275 Chi 2002
312 | B/4 B/2 EF675237 Chi 2007 371 | B/ B/6 EF421967 Chi 2007
313 | B/ B/2 EF675239 Chi 2007 372 | B/S B/5 EF028202 Chi 2006
314 | B/ B/1 AY321987 Fra 2003 373 | B/S NB EF524523 Chi 2007
315 | B/ B/1 EF421969 Chi 2007 374 | B/S - DQ856573 Bra 2006
316 | B/ B/2 EF524515 Chi 2007 375 | B/S B/7 EU148503 Den 1980
317 | B/ B/2 EF524536 Chi 2007 376 | B/S B/7 EU148504 Den 1987
318 | B/ B/2 AF055394 Fra 1998 377 | B/S B/7 EU148505 Den 1990
319 | B/ B/2 CQ768114 Irl 2004 378 | B/S - AY864814 Tai 2004
320 | B/ B/2 AY484412 | Ned 2003 379 | B/S B/7 DQ201640 Chi 2005
321 | B/ B/6 EF675238 Chi 2007 380 | B/S B/7 DQ206444 Chi 2005
322 | B/ B/6 EF675243 Chi 2007 381 | B/S B/7 WB-H5 Hun 2003
323 | B/ B/5 AY321982 Fra 2003 382 | B/S B/7 AY 682994 Chi 2004
324 | B/ B/5 AY321983 Fra 2003 383 | B/S B/7 AY 682996 Chi 2004
325 | B/4 B/5 AY322003 Fra 2003 384 | B/S - DQ231516 Chi 2005
326 | B/4 B/7 DQ218419 Chi 2005 385 | B/S B/7 AYS556473 Chi 2004
327 | B/ B/7 DQ218420 Chi 2005 386 | B/S B/7 AY 682991 Chi 2004
328 | B/4 B/7 DQ218421 Chi 2005 387 | B/S B/7 EF524539 Chi 2007
329 | B/ B/6 EF524534 Chi 2007 388 | B/S B/7 EF675241 Chi 2007
330 | B/ B/2 EF493838 Chi 2007 389 | B/S B/7 AY943819 Chi 2005
331 | BA4 B/2 EF493841 Chi 2007 390 | B/S B/7 AY291317 Chi 2003
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Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev
391 | B/S B/7 EF675230 Chi 2007 450 | A/3 A/4 AY424403 Aut 2003
392 | B/S B/7 AY484410 | Ned 2003 451 | A3 A/4 NC005148 USA | 2004
393 | B/S B/7 EF989713 Chi 2007 452 | A3 A/4 AY424401 Aut 2003
394 | B/S B/7 AY181947 Chi 2002 453 | A3 A/4 AY424402 | Aut 2003
395 | B/S B/7 AYS510375 Chin | 2003 454 | A3 A/4 DQ870484 | USA | 2005
396 | B/S B/7 AY 686763 Chi 2004 455 | A3 A/4 HUNI11 Hun 2007
397 | B/S B/7 AY556476 Chi 2004 456 | A/3 A/4 AY288135 Chi 2003
398 | B/S B/7 AY 686765 Chi 2004 457 | A3 A/4 AF264043 USA | 2000
399 | B/S B/7 AY181946 Chi 2002 458 | A3 A/4 AF381176 Chi 2001
400 | B/5 B/7 AY713470 Ger 2004 459 | A3 NB CRO2 Cro 2007
401 | B/5 B/7 DQ363860 Chi 2006 460 | A/3 A/2 AY146992 Chi 2002
402 | B/5 B/7 DQ151643 Chi 2005 461 | A3 A/2 EU148507 Den 1996
403 | B/5 - DQO017260 Chi 2005 462 | A3 A/2 WB-H2 Hun 2003
404 | B/5 B/7 EF524517 Chi 2007 463 | A3 A/2 WB-H7 Hun 2003
405 | B/5 B/7 EU274309 Chi 2007 464 | A3 - DQ856569 Bra 2006
406 | B/5 B/7 AYS556477 Chi 2004 465 | A3 - DQ856571 Bra 2006
407 | B/5 B/7 EU274310 Chi 2007 466 | A/3 - DQ856570 Bra 2006
408 | B/5 B/7 EU274312 Chi 2007 467 | A3 - DQ856572 Bra 2006
409 | B/5 B/7 EU274311 Chi 2007 468 | A/4 A/3 AF305532 Tai 2001
410 | A/l A2 AB072302 Jap 2001 469 | A/4 A/3 AF201308 Spa 1999
411 | A/l A2 AY754017 Aus 2004 470 | A/4 A/3 AF201310 Spa 1999
412 | A/l A2 AY754016 | Aus 2004 471 | A/4 A/3 AY256455 Hun 2003
413 | A/l A2 AY754018 Aus 2004 472 | A/4 A/3 AY256459 Hun 2003
414 | A/l A2 EU148506 Den 1993 473 | A/4 A/3 HUN13 Hun 2007
415 | A/l A2 AF109398 Can 1998 474 | A/4 A/3 AF201309 Spa 1999
416 | A/l A2 AY754021 Aus 2004 475 | A/4 A/3 AF305533 Tai 2001
417 | A/l - EF371526 Nor 2003? 476 | A/4 A/3 AF364094 Tai 2001
418 | A/l - EF371527 Nor 2003? 477 | A/4 A/3 AY180396 Chi 2002
419 | A/l A2 AF117753 Can 1998 478 | A/4 A/3 AF154679 Tai 1999
420 | A/l A2 AY754019 Aus 2004 479 | A/4 A/3 AF166528 Tai 1999
421 | A/l A2 AY754020 | Aus 2004 480 | A/4 A/3 AY 146991 Chi 2002
422 | A2 A/l EF524533 Chi 2007 481 | A/4 A/3 AY146993 Chi 2002
423 | A2 A/l EF524541 Chi 2007 482 | A/4 A/3 AY180397 Chi 2002
424 | A2 A/l AY556474 Chi 2004 483 | A/4 - EF184222 Swe 2003
425 | A2 A/l EF524526 Chi 2007 484 | A/4 - EF371519 Swe 2007?
426 | A2 A/l EF524537 Chi 2007 485 | A/4 - EF184221 Swe 2003
427 | A2 A/l EF524532 Chi 2007 486 | A/4 - EF184220 Swe 1993?
428 | A2 A/l EF524531 Chi 2007 487 | A/4 A/2 AF201307 Ger 1999
429 | A2 A/l EF675229 Chi 2007 488 | A/4 - EF371551 Swe 1993?
430 | A2 - EF184225 Swe 20067 489 | A/4 A2 EU136711 Den 2007
431 | A3 - EF371523 Swe 2007? 490 | A/4 - EF371518 Swe 2004
432 | A3 - EF371525 Nor 2003? 491 | A/S A/5 AF465211 Tai 2001
433 | A3 - EF184224 Swe 2006? 492 | A/S A/5 AF055392 Can 1998
434 | A3 - EF371524 Nor 2003? 493 | A/S A/5 AF086835 Can 1998
435 | A3 A4 AF109399 Can 1998 494 | A/S A/5 AF086836 Can 1998
436 | A3 A4 AF201306 Ger 1999 495 | A/S A/5 BD087177 Can 1997
437 | A3 - EF184223 Swe 2004 496 | A/S5 A/5 AF085695 Can 1998
438 | A3 A4 AY256458 Hun 2003 497 | A/S A/5 BD087175 Can 1997
439 | A3 A4 AY322004 | Fra 2003 498 | A/S A/5 AF381177 Chi 2001
440 | A3 - DQ856568 Bra 2006 499 | A/S A/5 AF027217 Can 1997
441 | A3 - EF067853 Chi 2006 500 | A/S A/5 AY181948 Chi 2002
442 | A3 - EF371521 Swe 2007? 501 | A/S A/5 AF147751 USA | 1999
443 | A3 A4 AY256456 | Hun 2003 502 | A/S A/5 AF055391 USA | 1998
444 | A3 A4 WB-H4 Hun 2003 503 | A/S A/5 AF264042 USA | 2000
445 | A3 A4 AF201305 Ger 1999 504 | A/S A/5 AF381175 Chi 2001
446 | A/3 A4 WB-H3 Hun 2003 505 | A/S A/5 EF452353 USA | 2007
447 | A3 - EF371522 Swe 2007? 506 | A/S - EF452364 USA | 2007
448 | A/3 - EF371520 Swe 2007? 507 | A/S A/5 AF112862 Can 1998
449 | A3 - EF064150 Chi 2006 508 | A/S A/5 EF524538 Chi 2007

124




Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev Csop. | Csop.* | Kéd Orsz. | Ev

509 | A/S A/5 EF524542 Chi 2007 535 | A/S A/S5 DQ104422 Chi 2005
510 | A/S NB EF524518 Chi 2007 536 | A/S A/S5 AF264039 USA | 2000
511 | A/S A/5 AB072303 Jap 2001 537 | A/S A/S5 AY099500 | USA | 2002
512 | A/S A/5 EF524540 Chi 2007 538 | A/S A/S5 AX379564 | USA | 2001
513 | A/S A/5 AY754022 | Aus 2004 539 | A/S A/S5 AY325495 SUA | 2003
514 | A/S A/5 AY 699793 USA | 2004 540 | A/S A/S5 DQ104419 Chi 2005
515 | A/S A/5 AF086834 Can 1998 541 | A/S A/S5 DQ104421 Chi 2005
516 | A/S A/5 AF264040 USA | 2000 542 | A/S A/S5 AY094619 USA | 2002
517 | A/S A/5 AX685842 Can 2003 543 | A/S A/S5 AF264038 USA | 2000
518 | A/S A/5 AF118095 Can 1998 544 | A/S - AY129154 | USA | 2002
519 | A/S A/5 AX379562 | USA | 2001 545 | A/S A/5 DQ397521 USA | 1998
520 | A/S A/5 AY 099498 USA | 2002 546 | A/S A/5 EF394775 Can 2007
521 | A/S A/5 AJ223185 USA | 1997 547 | A/S A/5 AX379561 USA | 2001
522 | A/S A/5 AB072301 Jap 2001 548 | A/S A/5 CQ768115 Can 2004
523 | A/S A/5 AF408635 Can 2001 549 | A/S A/5 AY 099499 USA | 2002
524 | A/S A/5 AX379560 | USA | 2001 550 | A/S A/5 AX379563 USA | 2001
525 | A/S A/5 AY099496 | USA | 2002 551 | A/S A/5 AF118097 Can 1998
526 | A/S A/5 AF544024 Kor 2002 552 | A/S A/5 AY 099495 USA | 2002
527 | A/S A/5 AF520783 Kor 2002 553 | A/S A/5 EF452365 USA | 2007
528 | A/S A/5 DQ629113 USA | 2005 554 | A/S A/5 EF394774 Can 2007
529 | A/S A/5 DQ629114 | USA | 2005 555 | A/S A/5 AF264041 USA | 2000
530 | A/S A/5 AJ293868 Can 1999 556 | A/S A/S5 AF454546 Kor 2001
531 | A/S A/5 AJ293867 Can 1999 557 | A/S A/S5 AY 672601 Kor 2004
532 | A/S A/5 EF394776 Can 2007 558 | A/S A/S5 AY129155 USA | 2002
533 | A/S - EF452366 USA | 2007 559 | A/S A/S5 AY 672600 | Kor 2004
534 | A/S - EF452367 USA | 2007

*: az a csoport, amelybe a teljes genom alapjan soroltuk a szekvenciat. -: csak az ORF2
szekvencia érhetd el.

3. melléklet. A HUNI1S5 virus kapszid fehérjéjével azonos aminosav szekvenciak a B/1ORF2

csoportban.
Csop.* | Kod Orszag | Ev

1 B/1 HUNIS5 Hun 2007
2 B/1 HUNI16 Hun 2007
3 B/1 HUNI17 Hun 2007
4 B/1 SLO1 Slo 2007
5 B/1 SLO5 Slo 2007
6 B/1 SLO7 Slo 2006
7 B/1 SLOS Slo 2006
8 B/1 ROM4 Rom 2007
9 B/1 CRO3 Cro 2007
10 B/1 POL4 Pol 2007
11 B/1 CZE2 Cze 2007
12 B/1 CZE3 Cze 2007
13 B/1 CZE4 Cze 2007
14 B/1 CZES Cze 2007
15 B/1 CZE6 Cze 2007
16 B/1 CZE7 Cze 2007
17 B/1 CZE8 Cze 2007
18 B/1 WB-H6 Hun 2003
19 B/1 WB-H1 Hun 2003
20 B/1 AY256457 Hun 2003
21 B/1 ROM Rom 2003
22 B/1 AY424405 Aut 2003
23 B/1 AY321991 Fra 2003
24 B/1 AY321992 Fra 2003
25 B/1 AY321994 Fra 2003
26 B/1 AY321995 Fra 2003
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Csop.* | Kod Orszig | Ev
27 B/1 AY321996 Fra 2003
28 B/1 AY321997 Fra 2003
29 B/1 AY321998 Fra 2003
30 B/1 AY322000 Fra 2003
31 B/1 AY322002 Fra 2003
32 B/1 AY484414 Ned 2003
33 B/1 AY484415 Ned 2003
34 B/1 AY484416 Ned 2003
35 B/7 AY484407 Ned 2003
36 B/1 EF565342 Den 2004
37 B/1 EF565344 Den 2004
38 B/1 EF565345 Den 2004
39 B/1 EF565346 Den 2004
40 B/1 EF565347 Den 2004
41 B/1 EF565349 Den 2004
42 B/1 EF565350 Den 2004
43 B/1 EF565351 Den 2004
44 B/1 EF565352 Den 2004
45 B/1 EF565354 Den 2004
46 B/1 EF565355 Den 2004
47 B/1 EF565356 Den 2004
48 B/1 EF565359 Den 2004
49 B/1 EF565361 Den 2004
50 B/1 EF565362 Den 2004
51 B/1 EF565363 Den 2004
52 B/1 EF565364 Den 2004




Csop.* | Kod Orszig | Ev
53 B/1 EF565368 Den 2004
54 B/1 EU136712 Den 2007
55 B/1 EU136713 Den 2007
56 B/1 EU136714 Den 2007
57 B/1 EU136715 Den 2007
58 B/1 EU136716 Den 2007
59 B/1 EU136717 Den 2007
60 B/1 EU136718 Den 2007
61 B/1 EU136719 Den 2007
62 B/1 EU136720 Den 2007
63 B/1 EF493837 Chi 2007
64 B/1 EF524516 Chi 2007
65 B/1 EF524520 Chi 2007
66 B/1 EF524521 Chi 2007
67 B/1 EF524522 Chi 2007
68 B/1 EF524525 Chi 2007
69 B/1 EF524528 Chi 2007
70 B/1 EF524530 Chi 2007
71 B/1 EF675234 Chi 2007
72 B/1 EF675235 Chi 2007
73 B/1 EF675244 Chi 2007
74 B/1 EU266593 Chi 2007
75 B/1 EU266595 Chi 2007
76 B/1 EU266596 Chi 2007
77 B/1 EU366324 Chi 2007
78 B/1 EU366326 Chi 2007
79 B/6 DQ910865 Chi 2006
80 B/1 AMO086384 Chi 2005
81 B/1 AY 682990 Chi 2004
82 B/7 AY 682992 Chi 2004

*: az a csoport, amelybe a teljes genom alapjan

szekvencia érheto el.

4. melléklet. A POL2 virus kapszid fehérjéjével

csoportban.
Csop.* | Kod Orszag | Ev

1 B/1 POL2 Pol 2007
2 - EF190940 Chi 2007
3 - EF190941 Chi 2007
4 - DQ231513 Chi 2005
5 - DQ231514 Chi 2005
6 - DQ231515 Chi 2005
7 - DQ856566 Bra 2006
8 - DQ856574 Bra 2006
9 - DQ856576 Bra 2006
*

szekvencia érheto el.

126

Csop.* | Kod Orszig | Ev
83 B/6 AY691169 Chi 2004
84 B/1 AY732494 Chi 2004
85 B/1 AYS536755 Chi 2004
86 B/1 AY536756 Chi 2004
87 B/1 AYS579893 Chi 2004
88 B/1 AY291316 Chi 2003
89 B/1 AY288134 Chi 2003
90 B/1 AY217743 Chi 2003
91 B/1 AY188355 Chi 2002
92 - EF190928 Chi 2007
93 - EF190929 Chi 2007
94 - EF190931 Chi 2007
95 - EF190932 Chi 2007
96 - EF190934 Chi 2007
97 - EF371541 Swe 2007
98 - EF371542 Swe 2007
99 - EF371546 Swe 2007
100 | - AY735451 Chi 2004
101 | - DQ231512 Chi 2005
102 | - DQ231517 Chi 2005
103 | - DQ629129 USA 2006
104 | - DQ629130 USA 2006
105 | - DQ629135 USA 2006
106 | - DQ856563 Bra 2006
107 | - DQ856565 Bra 2006
108 | - DQ856564 Bra 2006
109 | - DQ856567 Bra 2006
110 | - DQ856579 Bra 2006
111 | - DQ856581 Bra 2006
112 | - DQ856575 Bra 2006

soroltuk a szekvenciat. -:

csak az ORF2

azonos aminosav szekvencidk a B/1ORF2

Csop.* | Kod Orszig | Ev
10 | - DQ856577 Bra 2006
11 |- DQ856578 Bra 2006
12 | B/l DQ856580 Bra 2006
13 | B/l DQ923524 Bra 2006
14 | B/l DQ923523 Bra 2006
15 | B/l AY484409 Ned 2003
16 | B/l EF565343 Den 2004
17 | B/l EF565353 Den 2004

: az a csoport, amelybe a teljes genom alapjan soroltuk a szekvenciat. -: csak az

ORF2




5. melléklet. A SLO10 virus kapszid fehérjéjével

csoportban.
Csop.* | Kod Orszag | Ev

1 B/5 SLO10 Slo 2006
2 B/5 POL1 Pol 2007
3 B/7 EF675232 Chi 2007
4 B/4 DQ629119 USA 2005
5 B/4 DQ629116 USA 2005
6 B/6 DQ997817 Chi 2006
7 B/4 EF394777 Can 2007
8 B/4 EF394778 Can 2007
9 B/4 EF394779 Can 2007
10 | B/6 EU095020 Chi 2007
11 | B/6 EU366323 Chi 2007
12 | B/6 EF675240 Chi 2007
13 | B/4 DQ220727 Can 2005
14 | B/4 DQ220728 Can 2005
15 | B/4 DQ220729 Can 2005
16 | B/4 DQ220730 Can 2005
17 | B/6 AF538325 Chi 2002
18 | B/4 DQ220731 Can 2005
19 | B/4 DQ220732 Can 2005

*: az a csoport, amelybe a teljes genom alapjan

szekvencia érhet0 el.

6. melléklet. A SLO9 virus kapszid fehérjéjével

csoportban
Csop.* | Kéd Orszig | Ev
1 | B2 SLO9 Slo 2006
2 | B2 AY484411 | Ned 2003
3 | B2 AY484413 | Ned 2003
4 | B2 AY321984 | Fra 2003
5 | B3 AY321985 | Fra 2003
6 | B3 AY321986 | Fra 2003
7 | B2 AY321988 | Fra 2003
8 | B2 AY321989 | Fra 2003
9 | B2 AF201897 | Ned 1999

azonos aminosav szekvencidk a B/30ORF2

Csop.* | Kod Orszig | Ev
20 | B/4 DQ220734 Can 2005
21 B/4 DQ220735 Can 2005
22 | B/4 DQ220739 Can 2005
23 | B/3 EF458306 Arg 2007
24 | B/5 DQ180392 Chi 2005
25 | B/7 DQ346683 Chi 2005
26 | B/4 DQ629115 USA 2005
27 | - DQ629120 USA 2005
28 | - DQ629125 USA 2005
29 | - DQ629126 USA 2005
30 | - DQ629132 USA 2005
31 - DQ629133 USA 2005
32 | - EF452357 USA 2007
33 - EF452359 USA 2007
34 | - EF452360 USA 2007
35 | - EF452361 USA 2007
36 | - EF467928 Chi 2007
37 | - EF619970 USA 2007
38 | - EF452363 USA 2007
soroltuk a szekvencidt. -: csak az ORF2

azonos aminosav szekvencidk a B/4ORF2

Csop.* | Kod Orszag | Ev
10 | B/3 AF055393 | Fra 1998
11 | B/6 DQ997815 | Chi 2006
12 | B/6 EF421971 | Chi 2007
13 | B2 DQ220737 | Can 2005
14 | B2 EF452350 | USA 2007
15 | B2 EF4523514 | USA 2007
16 | B2 DQ220738 | Can 2005
17 | B/3 EF565357 | Den 2004
18 | - EF619971 | USA 2007

*: az a csoport, amelybe a teljes genom alapjan soroltuk a szekvenciat. -: csak az ORF2
szekvencia érhetd el.
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11. Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Tuboly Tamds egyetemi docensnek a témavalasztasban és a
kutatasi téma kidolgozasédban nyujtott hasznos tanacsaiért.

Koszonettel tartozom Herbak Jozsefnének a munka elvégzése soran nyujtott technikai
segitségért.

Tovabba koszonettel tartozom Balka Gyulanak, Balint Adéamnak, Biksi Imrének, Cseh
Erikdnak, Dan Adamnak, Daniel Cadarnak, Fodor Lészlénak, Kecskeméti Sandornak, Kiss
Istvannak, Loérincz Martanak, Ursu Krisztindnak a segitségiikért.

A dolgozat anyagi hatterét a Széchenyi terv NKFP 04/040/2001-es szamu Nemzeti
Kutatasfejlesztési palyazata, valamint az ,ALAPITVANY A SERTES ALLOMANY
VEDELMERE” biztositotta.
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