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Bevezetés

A fert6z6 eredetli enteralis megbetegedés vilagszerte a sertések egyik leggyakrabban
eléforduld és jelentds gazdasagi veszteséget okozd bantalma. Szamos virust hoztak mar
Osszefliggésbe a betegséggel, melyek egy része bizonyitott enteropatogén kérokozd, mig
masok esetében a kértani szerep tovabbra is tisztazatlan. Az egyes virusok felmérésére
szamos példat talalunk, de egyre elterjedtebbek a komplex vizsgalatok is, mivel feltételezhetd
a korokozok oOsszetett szerepe a hasmenés kialakulasaban. A fert6zés kovetkeztében
kialakul6 megbetegedés leginkabb a fiatal allatokat érinti, ennek megfeleléen a legtdbb
felmérés a szopds malacok vizsgalatan alapszik. Azonban a kérokozé &allomanyszintl
fenntartasaban az idésebb korosztaly is szerepet jatszhat, igy célszerli a vizsgalatokba tébb
korcsoportot is bevonni. Az egyes virusok malacok és hizdk kozotti el6fordulasanak
felmérésére talalunk magyar példakat is, komplex vizsgalat azonban még nem valésult meg.
A coronavirusok kozott is el6fordulnak ismert enteropatogén korokozok, melyek
jelentéségiknél fogva kiemelt figyelmet érdemelnek. llyen szempontbdl jelenleg kisebb a
szerepe a transzmisszibilis gastroenteritis virusnak (transmissible gastroenteritis virus, TGEV),
mely az utébbi évtizedekben ritkan fordult el6 Eurdpaban. Néhany évvel ezelétt viszont Ujra
felbukkant egy klinikai eset soran Magyarorszagon, mely megkérddjelezte az orszagban lévd
sertésallomanyok védettségét a virussal szemben. A ritka TGEV-vel szemben a sertések
jarvanyos hasmenésének virusa (porcine epidemic diarrhea virus, PEDV) napjaink egyik
legfontosabb enteropatogén kérokozéjanak tekinthetd, mely Eszak-Amerikaban és Azsiaban
jelentds veszteségeket okoz, mig Eurdpa egyelére kevésbé érintett. A kontinensek kozotti
kilénbségnek nincs egyértelmli magyarazata, ezért fontos a koérokozéd eléfordulasanak
feltérképezése és a detektalt PEDV genetikai vizsgalata az egyes tertleteken talalhato virusok
Osszehasonlitdsa és a coronavirusokra jellemzd mutacidok és rekombinacié felderitése

érdekében.



Célkitliizések

Kutatasunk célia az volt, hogy atfogé képet kapjunk Magyarorszag sertésallomanyai
virusterheltségének aktualis helyzetér6l a hasmenéshez kapcsolédd koérokozok
vonatkozasaban. Ezen virusok eléfordulasanak felmérésével el6 kivantuk segiteni a betegség
komplexitasanak, valamint a vizsgalt korcsoportok szamara ajanlhaté védekezési stratégiak
koérének megismerését.

A TGEV vonatkozasaban célunk volt a virus el6fordulasanak feltérképezésén tul a
sertésallomanyok védettségi szintjének megallapitdsa, melyhez szeroldgiai vizsgalatokat
terveztink.

A PEDV el6fordulasanak feltérképezésére kiemelt jelentéségének megfeleléen kilon
figyelmet kivantunk szentelni, ezért a felmérd vizsgalatra gyd(ijtétt mintakon tal rutin
diagnosztikai vizsgalatra érkezett mintakat is vizsgaltunk erre a korokozéra. Kutatasi célunk
az volt, hogy a kimutatott virusok genetikai elemzése révén 6sszehasonlitast végezziunk mas
orszagokbdl szarmazé PEDV szekvenciakkal, kiemelt figyelmet forditva azon szakaszokra,
amelyek a protektiv immunitasban jelentések lehetnek. A virusok izolalasanak kisérletével
pedig kdzelebb probaltunk kertlni a tavlati célként kit(izott antigénszerkezeti vizsgalatok és

vakcina fejlesztés kezdeti Iépésének megvaldsitasahoz.



Anyag és modszer

Mintagydijtés

A felmérd vizsgalathoz 2016 majusa és 2018 februarja kdzoétt az orszag kilénb6zé pontjain
elhelyezkeddé 17 sertésteleprél Osszesen 384 bélsarmintat gydjtottink, melyek kozdl
239 hasmenéses, 145 pedig tlinetmentes, azaz kontroll allatokbdl szarmazott. A mintak egy,
ketté és harom-négy hetes szopds malacoktdl, a hozzajuk tartozé kocaktdl, valamint egy
valasztott ndvendék malac korcsoportbdl kerlltek begydjtésre.

A TGEV szerologiai felméréséhez hasznalt 908 szérumminta a sertések reprodukcios és
légzbszervi szindroma (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) elleni
mentesités keretében a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) Allategészségiigyi
Diagnosztikai lgazgatésagara (ADI) érkezett mintakbdl keriilt kivalasztasra. A mintakat
93 kuilénbdz6 sertésteleprél kildték az intézetbe, és telepenként lehetéség szerint tiz mintat
valasztottunk ki a vizsgalatokra. Ezek a mintak féként kocakbdl szarmaztak, igy bevontuk a
vizsgalatba sajat archiv mintainkat is, melyek kézil egy fizesabonyi telepen (a tovabbiakban
'F’ telep) 2013-ban gy(ijtétt, tdbb korosztalyt lefedd 174 mintat vizsgaltunk részletesen.

A felméré PCR vizsgalathoz nem kapcsoléddan 2016-ban egy, 2018-ban pedig harom PEDV
eset fordult eld, melyekbdl kilénb6zé mintak kertltek begydijtésre.

Egy vizszerli hasmenéssel és esetenként hanyassal, 100%-0s morbiditassal és az ujszulott
malacok koérében nagyjabdl 30%-os mortalitdssal jaré eset fordult el egy 60 kocas
sertéstelepen 2016 januarjaban. A Székesfehérvar melletti teleprél egy szopds malac hulla és
klénbdz6 korosztalyu allatoktdl (kan, koca, malac) szarmazé 12 végbéltampon minta kerdlt
begyiijtésre.

Egy 1800 kocas, nyircsaholyi sertéstelepen (a tovabbiakban A’ telep) 2018 januarjaban
minden korosztalyban hasmenés és étvagytalansag tuneteit figyelték meg, az egy hetesnél
fiatalabb allatokban pedig a mortalitds 40%-on tet6zott. Az A’ teleprél két hulla elézetes
vizsgalatat kdvetéen négy héttel kanoktdl, kocaktol, kocasildéktél, valamint négy és egy hetes
malacoktol gydjtéttiink mintakat. Ugyanazon allatoktél nyolc végbéltampon-, nyolc vér-, és 6t,
hét vagy nyolc bélsarminta, valamint minden egyes korosztalybél harom kdrnyezeti
tamponminta kerdlt begyd(jtésre.

Egy mohacsi sertéstelep (a tovabbiakban 'B’ telep) hizlaldaként mikédé egységében ('B2)
figyeltek meg hasmenést és jelentés testtdmegbeli szérédast 2018 januarjaban.
Az 1000 kocas, telijes vertikumban termeld, tlinetmentes egységbél ('B1’) hat nyalmintat
gy(jtéttink hat, nagyjabdl 30 allatot szamlald csoportbdl. A 'B2’ egységbél 6t végbél- és négy
kornyezeti tamponmintat, valamint o6t nyal- és ot vérmintat gydjtottink egy-egy kutricabal,
osszesen 0t, egyenként 25-30 novendéket szamlald csoportbdl. A mintagyijtés négy héttel a

hasmenés megjelenése utan, féleg tinetmentes allatokbdl tértént.
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Egy nagyhegyesi hizlaldabdl (a tovabbiakban 'C’ telep) rutin diagnosztikai vizsgalatra kuldtek
hat hullat 2018 marciusaban.

A B’ telep nyalmintai a helyszinen, a 'C’ telep mintai pedig a patoldgiai vizsgalat keretében
WITNESS PED-TGE-Rota gyorsteszttel lettek megvizsgalva.

Molekularis biologiai médszerek

A nukleinsav kivonast a MagAttract Virus Mini M48 Kit (Qiagen) felhasznalasaval végeztiik
egy King Fisher 96 Flex (Thermo Fisher Scientific Inc.) berendezésen a gyarté utmutatasainak
megfeleléen.

A coronavirusok kimutatasahoz valdés ideji PCR-t hasznaltunk, melyet a Viroreal Kit
PEDV&SDCV és a Viroreal Kit TGEV (Ingenetix GmbH) segitségével végeztink a
Rotor-Gene Q 5plex Platform (Qiagen) berendezéssel, kdvetve a gyartdé utmutatasait.
A PEDV-pozitiv mintakat a PEDV N génre iranyul6 PCR-rel is vizsgaltuk, két PEDV esetében
pedig teljes genom meghatarozast végeztiink a szakirodalomban elérhet6 médszerek alapjan.
Az adeno-, astro-, boca-, calici-, kobu-, rota- és Torque teno virusokat hagyomanyos PCR
segitségével mutattuk ki a TGradient Thermocycler (Biometra) vagy a 2720 Thermocycler
(Applied Biosystems) berendezések segitségével korabban leirt primereket alkalmazva.
RNS virusok esetében a PCR-t megel6z6 reverz transzkripciét a RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) segitségével hajtottuk végre, kdvetve a gyartd
utmutatasait.

A felmérd vizsgalatra gydjtott bélsarmintakon kivil az A’ teleprél szarmazo 30 bélsarmintat, a
'B’ telepen gy(ijtott 25 végbéltampon mintat, valamint a 'C’ telep 5 bélsarmintajat is teszteltik

az el6z6ekben felsorolt virusokra.

Szekvenalas, szekvencia elemzés

A felméré vizsgalat soran kapott PCR termékek egyharmada, a PEDV N gén PCR megfelel§
termékei, valamint a két PEDV teljes genom meghatarozasahoz szikséges fragmensek
keriltek szekvenalasra. A szekvenalast a BaseClear B.V. vagy a Biomi Kft. végezte el
szamunkra. A szekvenciak szerkesztéséhez és elemzéséhez a BioEdit (Ibis Biosciences), a
DNASTAR (DNASTAR Inc.) és a MEGA kulonb6z6 verzioit, a rekombinacio felderitésére pedig
az RDP4 és a SimPlot programot hasznaltuk. Az altalunk meghatarozott két PEDV teljes
genomot feltdltéttiik a GenBankba, ahol KX289955 és MH593900 hozzaférhetéségi szamokon

(accession number, Acc. No.) érhetdk el.

Szerologiai moédszerek
A TGEV szerologiai felméréséhez gyljtott szérummintdkat és az archiv mintdinkat

immunfluoreszcencia teszttel (IFT) vizsgaltuk. A sejthez adaptalt Purdue-115 TGEV térzzsel
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fert6zott sertés here sejteket el6szor a higitott mintakkal, majd fluoreszcens festékkel jelolt
anti-sertés IgG-vel (Sigma-Aldrich) inkubaltuk, végul kontrasztfestésként Evans kék oldatot
alkalmaztunk. A sejtek festédését fluoreszcens mikroszképpal (Nikon) vizsgaltuk. A tébb
korcsoportot (szopds malacok, kocak és hizok) reprezentald 'F’ telep pozitiv mintait kvantitativ
modon egy kettes alapu higitasi sor elkészitésével is vizsgaltuk.

A TGEV IFT eredményeként pozitiv szérummintakat a TGEV és a sertés respiracios
coronavirusa (porcine respiratory coronavirus, PRCV) ellen képz8dott ellenanyagok
elkllonitése érdekében teszteltik az INgezim Corona Diferencial 2.0 (Ingenasa) kit
segitségével a gyartd utmutatasanak megfeleléen.

A 2018-as PEDV esetekben érintett ‘A’ és 'B’ telep vérmintait az Ingezim PEDV (Ingenasa) kit

segitségével vizsgaltuk meg kbvetve a gyarté utasitasait.

Virusizolalas

A 2016-0s PEDV eset soran gyl(jtétt vékonybél minta, valamint a 2018-as esetek kozll az
‘A telep 2 bél-, 2 bélsar- és 2 végbéltampon mintdja, a ‘B’ telep 3 nyal- és 2 végbeéltampon
mintaja és a’C’ telep 5 bélsarmintaja szolgalt a virusizolalas kiindulasi anyagaként. Az izolalast
alapvetéen egy korabban leirt modszer alapjan végeztik kisebb, a helyi laboratériumi
korulményeknek megfelel6 modositasokkal. A centrifugalassal és sziréssel el6készitett
mintakkal Vero sejteket fertéztink. A naponta megfigyelt citopatogén hatas (CPE)
fuggvényében a fertézést kovetd hetedik vagy korabbi napon a sejteket tartalmazo palackokat
haromszor lefagyasztottuk és felengedtik, az igy kapott szuszpenziét pedig a korabban
emlitett PEDV N gén PCR-rel vizsgaltuk a virusizolalas sikerességének megallapitasa

érdekében.

Statisztikai elemzések

A felméré vizsgalat eredményeinek statisztikai elemzéséhez a GraphPad Prism 7.0 programot
(GraphPad Software) hasznaltuk. A hasmenéses és kontroll mintdak aranyainak
O0sszehasonlitdsahoz a Fisher-féle egzakt prébat alkalmaztuk. A kilénb6z6 korcsoportokban
a kimutatott virusok szamaban 1évé eltéréseket khi-négyzet prébaval vizsgaltuk meg. Az egyes
korosztalyok, illetve virusok kézoétti kapcsolatokat pedig binomialis eloszlassal elemeztik, mely

soran a nullhipotézis minden esetben a tesztelt csoportok kdzotti kildnbség hidnya volt.



Eredmények

Felmérd PCR vizsgalat

A felméré vizsgalatra gydijtott 384 bélsarmintabdl 196 mintdban mutattunk ki legalabb egy
vizsgalt virust és mind a 17 sertéstelepen talaltunk pozitiv mintakat. A 196 pozitiv mintabdl
126-ban csak egy virust mutattunk ki, 70-ben pedig kevert fertézést talaltunk, mely soran az
esetek 63%-aban kettd, 27%-aban harom, 10%-0s aranyban pedig négy kilonbdzd virust
talaltunk ugyanazon mintaban. Leggyakrabban kobuvirusokat detektalunk, melyek a pozitiv
mintak 55,1%-aban fordultak eld, ezt kdvette a bocavirusok 33,2%-0s, majd a rotavirusok
20,9%-0s aranya. A tdbbi vizsgalt virus el6fordulasi aranya az 6sszes pozitiv mintahoz
viszonyitva nem érte el a 15%-ot (adenovirus — 14,3%, astrovirus — 13,8%, kettes tipusu sertés
circovirus — 7,7%, calicivirus — 5,6%, Torque teno sertés virus 1l és 2 —1,0-1,0%).
Coronavirusokat és sertés rotavirus (porcine rotavirus, PRV) B-t nem talaltunk a felméré
vizsgalatra gy(jtétt mintakban.

A pozitiv mintak 63,8%-a hasmenéses allatokbdl szarmazott, és a TTSuV1 kivételével, mely
csak kontroll mintdkban fordult el6, minden vizsgalt virus esetén darabszam szerint magasabb
értékek mutatkoztak a hasmenéses mintakban. Ugyanakkor, az 6sszes hasmenéses (239) és
kontroll (145) mintahoz viszonyitva elvégzett korrekcidval a kobuvirusok (porcine kobuvirus,
PKV) esetén mar magasabb el6fordulasi gyakorisag volt lathatd a kontroll csoportban
(24,7% hasmenéses és 33,8% kontroll). A tdbbi vizsgalt virus esetén minden esetben
magasabb volt a hasmenéses mintdk pozitivitAsanak aranya a kontrollhoz képest
(bocavirusok — 17,6% vs. 15,9%, rotavirusok — 13,4% vs. 6,2%, adenovirus — 8,4% vs. 5,5%,
astrovirus — 7,5% vs. 6,2%, calicivirus — 5,0% vs. 2,1%, kettes tipusu sertés circovirus — 3,3%
vs. 2,1%, Torque teno sertés virus 2 —0,8% vs. 0,0%), azonban csak PRV esetén volt
kimutathatd szignifikans kilonbség (p=0,0275) a hasmenéses mintakban tortént detektalas
javara.

Korcsoport szerinti bontasban a legalabb egy vizsgalt virust tartalmazoé pozitiv mintak aranya
csOkkend sorrendben a harom-négy hetes malacok esetében 69,6% (48/69), a kéthetes
malacoknal 64,5% (49/76), a valasztott malacoknal 63,9% (46/72), az egyhetes malacoknal
40,4% (36/89), mig a kocak esetében 21,8% (17/78) volt. A sorrend a kimutatott virusok
szamat tekintve mddosult, valasztott malacok mintaibél 108, harom-négy hetes malacok
esetében 65, kéthetes malacokndl 58, egy hetes malacoknal 48, kocdk esetében pedig
20 virust detektaltunk. Ezen adatokat 0sszegezve megallapitottuk, hogy a kevert fert6zés
aranya a valasztott malacok esetében volt a leggyakoribb 76,1%-0s arannyal, mig a tébbi
csoport esetében az egy virus okozta fert6zés volt jellemzdbb, kevert fert6zés az egyhetes
malacoknal 30,6%-0s, a kéthetes malacoknal 16,3%-0s, a harom négy hetes malacok esetén

29,2%-0s aranyban, kocakban pedig mindéssze 11,8%-ban fordult el6. A pozitiv mintak
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aranyaban nem volt szignifikans kildonbség az egyes korcsoportok kézoétt, a kimutatott virusok
szama azonban Osszességében szignifikans eltérést (p<0,0001) mutatott, valamint az egyes
csoportok egymashoz valé viszonyitasa soran is csak a kéthetes és a harom-négy hetes
malacok csoportja k6z6tt nem volt jelentds kildnbség e tekintetben.

A leggyakrabban el6éforduld PKV jellemzéen a szopds malacok mintaibol szarmazott és
szignifikansan kevesebbszer (p<0,0026) mutattuk ki valasztott malacokbdl, kocakban pedig
egyaltalan nem detektaltuk. A masodik leggyakoribb bocavirusok (porcine bocavirus, PBoV)
ezzel ellentétesen szignifikansan magasabb (p<0,0001) aranyban fordultak elé valasztott
malacokban a tébbi korcsoporthoz képest. A harmadik leggyakoribb PRV esetén pedig a tobbi
csoporthoz képest csak az egyhetes malacok esetén talaltunk jelentésebb eltérést (p=0,0029),
amely korosztalyban egyedul fordult el PRVC. A tdbbi vizsgalt virust legtobbszor valasztott
malacok mintaibol mutattuk ki, kivéve a TTSuV1-et, melyet egy kéthetes és egy harom-négy

hetes malac mintajaban detektaltunk.

TGEV szerologia

A vizsgalt 93 sertéstelep kdzul az orszagon bellli egyenletes eloszlassal 41 telep esetén
fordult elé pozitiv eredmény, melyek kézil a legtdbb, dsszesen 12 telepen csak egy pozitiv
mintat talaltunk, és ezzel szemben csak egy telepen talaltunk TGEV specifikus ellenanyagokat
minden vizsgalt mintaban. Az IFT-vel vizsgalt 908 szérumminta koézul 140 esetben
detektaltunk TGEV-re reagalé ellenanyagokat, melyek dénté tdbbségét a differenciald ELISA
PRCV ellen képz6dott antitestként azonositotta, csupan egyetlen mintaban voltak TGEV ellen
termelt ellenanyagok.

A t6bb korosztalyt lefed6 'F’ telep 174 mintaja kozil 31 lett IFT-pozitiv, melyek kézul 20 a
szop6s malacok, 11 pedig a hizék csoportjaban fordult elé. A mintak titere a kvantitativ IFT
soran atlagosan 28,4 volt négy és 128 kdzotti széls6 értékekkel. A differencialé ELISA az

Osszes IFT-pozitiv mintaban PRCYV ellen termel6dott antitesteket mutatott ki.

PEDV esetek

A 2016-os PEDV eset soran a virus jelenlétét az elhullott malac vékonybelében, valamint 6t
végbéltampon mintaban igazoltuk.

A 2018-as esetek sordn PCR és ELISA pozitiv mintékat is talaltunk. Az 'A’ telepen gyjtott
85 mintabdl 26-ban detektaltunk PEDV-et, a 40 vérminta kozul pedig 34 tartalmazott PEDV
specifikus ellenanyagokat. ELISA-pozitiv mintak minden korosztalyban el6fordultak. Pozitiv
bélsarmintdkat a kocdk, pozitiv kdérnyezeti tamponmintakat pedig az egy hetes malacok
kivételével minden korcsoportban talaltunk, mig a végbéltampon mintak kézll csak az egy

hetes malacoknal voltak pozitivak. A 30 bélsarmintabdl 12 volt pozitiv PEDV-re, ebbél 6t



esetben kevert fert6zés fordult eld, mig tiz minta csak egyéb virusokra volt pozitiv. A PEDV-en
kivil adeno-, astro-, boca-, calici-, kobu- és Torque teno virusok fordultak el a mintakban.

A 'B’ telepen gyl(jtétt 31 nyalminta negativ volt a helyszinen elvégzett WITNESS
PED-TGE-Rota gyorsteszttel és a 'B1’ egységb6l szarmazé mintak PEDV PCR-rel is
negativak lettek, de a 'B2’ egységben gyljtott 25 nyalminta kézil 6t ezzel a mddszerrel
pozitivnak bizonyult. Ezen kivil a ‘B2’ egységben gytijtott 25 vérminta mindegyike pozitiv lett
PEDV specifikus ellenanyagokra, PCR-rel pedig a 25 végbéltampon minta koézll hét, a
25 kornyezeti tamponmintabdl 14 lett pozitiv érintve minden vizsgalt kutricat. Az egyéb
virusokra is tesztelt végbéltampon mintak kézil négy csak PEDV-re, harom PEDV-re is, kilenc
pedig csak mas vizsgalt virusokra lett pozitiv. A PEDV-en kivil adeno-, astro-, boca-, calici-
és kobuvirusok fordultak el a mintakban.

A 'C’ teleprdl szarmazé hat hulla kdzil kettdénél talaltak nagy mennyiségl vizszer( tartalmat
az allatok vékonybelében, de az 6sszes esetnél az enteralis megbetegedéstdl eltérd korképet
allapitottak meg az elhullds okaként. A korbonctani vizsgalat soran elvégzett WITNESS
PED-TGE-Rota gyorsteszt 6t allat esetén pozitiv lett, amit a PEDV PCR megerésitett. Mind az
Ot vizsgalt minta tartalmazott a PEDV-en kivil egyéb vizsgalt (circo-, kobu- és Torque teno)
virusokat is.

A PEDV esetekben érintett négy telep PEDV N génre irdnyulé PCR vizsgalata 99,4% és 99,7%
k6zotti azonossagot mutatott.

Avirusizolalas a 2016-os PEDV eset soran gy(jtott vékonybél mintabdl és a 2018-as esetekbdl
kivalasztott 16 minta k6zil harombdl kiindulva lett sikeres. Ezen esetekben a fertézést
kovetben legkorabban 48 o6ra mulva a sejtek lekerekedése, levalasa, majd ezek
Osszecsapodasaval oriassejtek kialakulasa volt megfigyelhet, a virus jelenlétét pedig a
PEDV N génre iranyul6 PCR igazolta.

A PEDV teljes genom dsszeallitas a 2016-0s eset soran a vékonybél mintabdl kiindulva tortént.
Az igy kapott PEDV HUN/5031/2016 magas, 99% feletti nukleotid (nt) egyezést mutatott az
akkor elérhet6 2014-2015-6s europai PEDV szekvenciakkal, a legnagyobb mértéki kulonbseég
az S génben jelentkezett. Ezek az eltérések az S génen belll egy nagyjabdl 400 nt hosszu
szakaszon koncentralédtak, ahol a legmagasabb, 95-96%-0s hasonlésag a sertés enteralis
coronavirusaival (swine enteric coronavirus, SeCoV) jelentkezett. Ezen a szakaszon a 248 és
640 nt pozicidk kozott az RDP4 szignifikans (p<0.05) rekombinaciét mutatott ki a PEDV
15V010/BEL/2015 (major parent, Acc. No.: KR003452) és az SeCoV ltaly/213306/2009 (minor
parent, Acc. No.: KR061459) részvételével, melyet a SimPlot program megerdsitett.

A teljes genom 0Osszedllitds a 2018-as PEDV esetekbdl a PEDV N gén PCR soran a
legerésebb pozitivitast mutatd virusizolatumbal tortént. Az izolalt PEDV HUN/S236/2018 a
legmagasabb, 99,6%-0s nt hasonlésagot a korabbi magyarorszagi PEDV HUN/5031/2016 és
egy rekombinans szlovéniai (SLOreBAS-1/2015, Acc. No.: KY019623) virussal mutatta.
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Annak a szakasznak a vizsgalata, amely a PEDV HUN/5031/2016 térzsben rekombinans volt,
magas hasonlésagot mutatott az el6z6ekben emlitett virusokkal, valamint SeCoV-okkal, de
ebben az esetben az RDP4 nem adott egyértelmi{ eredményt a rekombinaciéra vonatkozoan,
ismeretlenként megjeldlve a sziilé virusok eredetét. Ugyanakkor, a SimPlot a 2016-0s esettel
megegyez6en detektalta rekombinaciés esemény lehetdéségét.
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Megbeszélés

Felmérd PCR vizsgalat

Két év alatt 6sszesen 384 bélsarmintat gyljtéttink Magyarorszag 17 sertéstelepérél, hogy
meghatarozhassuk sertésekben a hasmenéssel 06sszefiiggd virusok eléfordulasanak
gyakorisagat. Végeredményben a hasmenéses mintak 52,3%-aban, illetve a kontroll mintak
49%-aban detektaltunk legalabb egy vizsgalt virust, mely arany némileg elmarad a
szakirodalomban talalhaté hasonl6 felmérések adataitél, bar az egyes beszamoldkban eltér a
vizsgalt virusok kore. Az dsszesen 196 pozitiv minta 64%-aban fordult elé egyféle virus okozta
fert6zés, mely ismét ellentmondast jelent egyes szakirodalmi adatoknak és egyuttal annak a
hipotézistiinknek, hogy a kevert fertézések prevalencidja magasabb. A technikai hibak
kizarasat kovetben feltételezzik, hogy az alacsonyabb és kevéshé dsszetett virus prevalencia
helyi sajatossagnak tekinthetd, mely jelenség tisztazasat nagyobb mintaszammal végzett és
még tébb virusra kiterjedé vizsgalat, vagy egyéb, példaul metagenomikai modszerek
alkalmazasa segithetne.

Erdekes médon coronavirusokat (PEDV, TGEV és sertés deltacoronavirus, PDCoV)
egyaltalan nem talaltunk a felmérésre gydjtott mintakban, noha a PEDV ettél fliggetlentil
el6fordult hazankban a vizsgalt idészak alatt. Ugyanakkor, tébb ilyen iranyld, szomszédos
orszagokban végzett felmérés is hasonlo negativ eredményre jutott, igy feltehet, hogy ezen
virusok nem terjedtek el széleskorlen a térségben.

A leggyakrabban kimutatott PKV az 6sszes pozitiv mintahoz viszonyitott 55,1%-os eléfordulasi
aranya jol illeszkedik az irodalmi adatokhoz, az eredményeket az egészségugyi allapot
fuggvényében tekintve viszont mar vannak eltérések. Esetlinkben 145 tinetmentes allatbdl
szarmaz6 minta 33,8%-aban, a hasmenéses sertésekbdl vett 239 mintanak pedig a
24, 7%-aban mutattunk ki PKV-t. Ezzel ellentétben egy korabbi magyar vizsgalatban
13 egészséges allat mintaja 54,5%-0s, 37 hasmenéses sertésbdl szarmazé minta pedig
92,3%-0s PKV pozitivitast mutatott. A felméré vizsgalatunkban a PKV magasabb aranya a
tinetmentes allatokban mégsem feltétlendl kirivd, hiszen a virus gyakran fordul el6
egészséges sertések mintainak vizsgalata soran, igy valésult meg elsé magyar vonatkozasu
leirésa is. A detektalt 108 PKV kozul 99 a szopds malacok korcsoportjaiban fordult eld, igy
esetenként hozzajarulhatott ennek a fogékony korosztalynak a megbetegedéséhez, mig a
PKV-pozitiv, de tinetmentes allatokban a magasabb szintl maternalis immunitas nyujthatott
védelmet.

A masodik leggyakrabban, a pozitiv mintak 33,2%-aban kimutatott virusok a PBoV-ok voltak,
melyeket féként a valasztott malacok csoportjaban detektaltuk, hasonléan egy olyan

felméréshez, amely l1égz6szervi tineteket mutatd sertéseket vizsgalt.
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A harmadik leggyakoribb PRV 13,4%-ban fordult el6 a hasmenéses mintakban és 6,2%-ban a
kontroll mintdkban, mely arany a tébbi vizsgalt virushoz képest egyediil jelentett szignifikans
(p=0,0275) kuldnbséget a két kulonb6z6 egészséguigyi statuszu csoport kdzott a hasmenés
javara, 6sszhangban egy masik kb6zép-eurdpai felméréssel.

A tobbi vizsgalt virus eléfordulasi gyakorisaga (adenovirus — 14,3%, astrovirus — 13,8%,
kettes tipusu sertés circovirus — 7,7%, calicivirus — 5,6%, Torque teno sertés
virus 1 és 2 —1,0-1,0%) altalaban elmarad a szakirodalmi adatoktél, a vizsgalt magyar
sertésallomanyok alacsony virusterheltségét mutatva a felmérés ideje alatt. Az adott virusra
pozitiv mintak gyljteménye viszont hasznosnak bizonyulhat az intézményben végezheté Ui,
példaul a kérdéses patogenitasu virusok kortani szerepének meghatarozasara iranyuld
kutatasok tervezésekor.

A felméré vizsgalat eredményét korcsoport szerint elemezve megallapitottuk, hogy nem volt
jelentds kllénbség a pozitiv mintdk szamaban a korcsoportok koézott, a fertézések
Osszetettségét illetden viszont mar szignifikans eltérést (p<0,0001) tapasztaltunk az dsszes
csoport egyuttes vizsgalatakor, valamint az egyes csoportok egymashoz vald viszonyitasa
soran a kéthetes és a harom-négy hetes malacok kivételével. A legtébb, 6sszesen 108 virust,
azaz az Osszes detektalt virus 36%-at a valasztott malacok csoportjanak 46 mintajabol
mutattuk ki, vagyis ebben a korosztalyban nagy szamban fordult el ko-infekcié, ezért
feltételezzlk, hogy a kevert fert6zések magasabb aranyanak hipotézise kortdl is flgghet,
hiszen ezzel ellentétben a szopdés malacok esetében az egyféle virus okozta fert6zések
dominaltak. A legalacsonyabb pozitiv mintaszamok kocak esetében fordultak el6, mely jelzi,
hogy a hozzajuk tartozé malacok fert6zottségének ellenére ritkan alakult ki a kocakban olyan
szintl virusfertézés, amely detektalhaté mértékl virusuritéssel jart volna.

Az eredmények az egészségugyi statusz fuggvényében nem adnak egyértelmi valaszt
avizsgalt virusok patogenitasarol, hiszen kozel azonos aranyban detektaltuk Oket
a hasmenéses (52,3%) és tunetmentes (49%) allatokbdl szarmazé mintakban, valamint a
szakirodalom sem tamasztja ala az adatok ilyen iranyu felhasznalasat. Ugyanakkor, a pozitiv
kontroll mintak jellemz&en ugyanabbdl az allatcsoportbdl keriltek detektalasra, amelyben
pozitiv hasmenéses mintakat is azonositottunk, utalva arra, hogy a virusfertézés és a virus
uritése fennmaradhatott a klinikai tinetek megsz(inését kévetden is. Mindezt 6sszevetve a
prevalencia adatok nem alkalmasak a sertések hasmenésével dsszefliggésben eléforduld
virusok patogenitasanak meghatarozasara, gydjtésik mégis fontos tdmpontként szolgal az
enteralis megbetegedés elleni védekezés irdanyanak meghatarozasahoz, melyhez
természetesen elengedhetetlen az adott sertéstelep sajatossagainak (higiénia menedzsment,

takarmanyozas stb.) ismerete.
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TGEV szerologia

A TGEV altal okozott kérkép az 1990-es években a virus tdbbnyire tlinetmentes léguti fertézést
okozo delécios mutansa, a PRCV megjelenésével parhuzamosan jelentésen visszaszorult, de
sporadikusan azéta is el6fordul. Magyarorszagon utoljara 2013-ban mutattak ki a virust egy
klinikai esetbdl, majd egy 14 sertéstelepre kiterjesztett vizsgalat soran még hét telepen talaltak
TGEV és PRCV pozitiv mintdkat. Ehhez képest az altalunk vizsgalt 17 sertéstelep egyikén
sem detektalunk TGEV-t, az altalunk hasznalt PCR viszont a PRCV-t nem mutatja ki. A TGEV
detektalasanak hianyaban azt feltételeztik, hogy hazankat nagyfoku szeroldgiai athangoltsag
jellemzi akar a TGEV, akar a keresztvédelmet biztosité PRCV ellen képzddott ellenanyagok
jelenlétével. Ezt a hipotézist cafolta, hogy az IFT eredményeként a vizsgalt
908 szérummintanak csupan 15,4%-a volt szeropozitiv. Az IFT pozitiv mintakban a
differencialé ELISA alapjan a PRCV elleni antitestek dominaltak és csak egyetlen szérumban
detektaltunk TGEV ellen képz8dbtt ellenanyagokat egy olyan telepen, ahol 6t masik mintaban
anti-PRCV ellenanyagok voltak. igy ebben az esetben eléfordulhatott, hogy a PRCV ellen
képz8dott protektiv ellenanyagok miatt csak egy inapparens TGEV fertézés alakult ki az
allatokban. A tébb korcsoport vizsgalatanak céljaval a felmérésbe bevont 'F’ telep esetén az
orszagos aranyhoz hasonlé eredményt kaptunk, a 174 minta 17,8%-a lett pozitiv minden
esetben a PRCV elleni antitestek kimutatasaval. A kvantitativ IFT meglehetésen alacsony,
atlagosan 28,4 értéka titert ért el, amely azonban nem feltétlenul jelenti a TGEV elleni hatékony
védekezés hianyat, melyet alapvetéen a nyalkahartyakon talalhatdé mas tipusu
immunglobulinok biztositanak. Harom IFT-pozitiv minta esetében az ELISA el6sz6r negativ
eredményt adott és csak az ismételt vizsgalat erésitette meg a pozitivitast, melyet a Kit
kiszobértékének atlépéshez nem elegendd ellenanyag mennyiség magyarazhat,
hozzajarulva a koltséghatékonysagi szempontok mellett mindkét diagnosztikai médszer
hasznalatanak létjogosultsagahoz.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a TGEV szeroprevalenciaja alacsony Magyarorszagon,
mely kovetkeztében nem zarhatd ki jarvanykitorés eléfordulasa, igy a virus vizsgalata a
sertésekben el6forduld hasmenés diagnosztikajanak tovabbra is fontos, el nem hagyhat6

része.

PEDV esetek

A felméré PCR vizsgalathoz nem kapcsoldddan négy PEDV eset fordult el Magyarorszagon
a kutatas ideje alatt. EI&szor egy kis sertéstelep volt érintett 2016-ban, melynek a tulajdonosa
a kezdeti diagndzis utdan nem volt hajlandd tovabbi egyittmikodésre, a klinikai tlinetek
megsziinése utan pedig beszintette tevékenységét, igy nem volt alkalmunk jarvanyigyi
nyomozasra. Ezt kdvetben két évig nem fordult eld ujabb eset és a célzott felmérd vizsgalat

ellenére sem mutattuk ki a virust, mig Ujra el6 nem bukkant 2018-ban. Az U] esetek forrasaként
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kizartuk a 2016-ban felszamolasra kerilt telepet, valamint az 'A’ telepre az importalt kanok
behozatalat, az exportal6 dan sertéstelep fert6zéttségének hianya és a PEDV N gén
szekvencia elemzése alapjan. Ezen kivil az’A’ és 'B’ teleprdl is szallitmanyokat kapo vagohid
mertilt fel a fert6zés gocpontjaként, melyet a vagéhiddal kapcsolatban l1évé egyéb telepeken
torténdé megbetegedések hianya miatt vetettiink el. A ’C’ telep nem allt kapcsolatban ezzel a
vagohiddal és a tulajdonosok itt sem jarultak hozza tovabbi vizsgalatok elvégzéséhez.
Végeredményben nem sikerllt megallapitani a virus egyes sertéstelepekre torténd
bejutasanak pontos médjat, bar a szallitdé jarmiivek szerepét nem lehetett kizarni.

A kilénb6z6 tipusu mintak vizsgalata soran a 2016-os esetben a végbéltampon mintak kozel
fele PEDV pozitiv lett, de az eljaras utan fennmaradé mennyiség nem volt elegendd a tovabbi
modszerekhez, igy a kdvetkezdkben az elhullott allatbdl vett vékonybél mintat hasznaltuk.

A 2018-as esetek soran az 'A’ és 'B’ sertéstelepekrél volt lehetéségink kilénbdzé tipusu
mintak begyljtésére, melyek az A’ telep esetén korosztaly szerint is eltértek. Az 'A’ telepen
ugyanazon Aallatoktdl bélsar- és végbéltampon mintdkat is gydjtottink, melyeket
Osszehasonlitva a bélsar mintak kdzott tébb lett a PEDV-pozitiv, ezen belll pedig a virus
magasabb kdépiaszamban volt megtalalhaté. A ‘B’ telepen nyalmintakat is gyUjtéttink, melyek
kozul PCR segitségével mutattunk ki néhany pozitiv mintat, de a WITNESS PED-TGE-Rota
gyorsteszt ezeket is negativhak mutatta, mert feltehetéen nem volt a mintaban a teszt
kimutathatésagi hatarértékét meghaladé mennyiségi virus. Mindezeket figyelembe véve a
PEDV diagnosztikajahoz a bélsarmintak gyujtését és vizsgalatat javasoljuk.

Az 'A’ telepen a kocak kivételével minden korcsoportban talaltunk pozitiv bélsarmintakat
amellett, hogy az allatok tébbségének a szérummintdja is pozitiv volt. A 'B’ telepen szintén
mutattunk ki virust az 6sszes vizsgalt kutricabdl minden sertés szeroldgiai pozitivitasaval
egyutt. Ezen felll mindkét telep kérnyezeti tamponmintai k6zoétt voltak pozitivak, az 'A’ telep
esetén 47%-os, a B telepnél 70%-os gyakorisaggal. Mindez arra utal, hogy hiaba telt el négy
hét az els6 klinikai tinetek megjelenése 6ta, mely alatt az allatok tdobbsége immunoldgiai
reakciot mutatott, mégis maradtak a fert6zés fenntartasaért felel6s virusuritdé egyedek és
fennallt a kdrnyezetbdl torténé ujrafert6z6dés lehetésége. Ezen tényezdk pedig kiemelik az
alapos tisztitas és fertbtlenités, valamint az ezek ellenérzésére veégzett kornyezeti
tamponmintdk vizsgalatanak a jelentéségét.

Mind a harom 2018-as esetben megprobaltunk detektalni a PEDV-en kivil egyéb virusokat is
a felmérd vizsgalattal torténd 6sszehasonlitas érdekében elsésorban bélsarmintakbdl. Sikerilt
detektalnunk a PEDV mellett vagy anélkll egyéb virusokat is minden telepen, de nem talaltunk
Osszefliggést az egyes virusok el6éfordulasa kapcsan, illetve ezeket az allatok egészségulgyi
allapotahoz viszonyitva. A PEDV és egyéb, hasmenéshez kéthetd virusok kapcsolata nem

tisztazott a szakirodalomban sem.
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A PEDV izolalasa nem tartozik a kénnyen megvaldsithato feladatok kdzé, ezért szamunkra is
hosszabb idét vett igénybe az irodalmi modszereknek a sajat laboratériumi korilményeinkhez
torténd igazitasa. A legfontosabb mddositas a szdvettenyésztd palackok nem egy, hanem
harom alkalommal tortén6 fagyasztasa és felengedése volt, hogy a sejtek roncsolasaval
kiszabaditsuk bel6lik a virust. Az eljarast a 2016-os eset soran gylijtott vékonybél mintabdl
kiindulva dolgoztuk ki, mely a 2018-as esetek 16 mintaja kézul haromnal szintén eredményes
volt. A sikeres virusizolalason Kivil is megfigyeltink kisebb mértékii CPE-t némely
sejttenyészeteken, a virust mégsem sikerillt kinyerni. Feltételezziik, hogy ezekben az
esetekben egyéb sejtkarositd anyagok lehettek a mintakban. Tudomasunk szerint az utébbi
évek eurdpai PEDV eseteibél csak Németorszagban kertlt sor virusizolalasra, rekombinans
PEDV izolalasara pedig nem volt még példa. Az altalunk izolalt virusok hozzajarulhatnak a
geének szintjén 1évd eltérések kifejez6désének vizsgalatahoz és vakcinak fejlesztéséhez.

A virusizolalas elhuzodo kisérletei miatt a teljes genom meghatarozasa a 2016-os esetbdl
kozvetlenul a vékonybél mintabol kiindulva tortént. Az igy meghatarozott PEDV
HUN/5031/2016 magas, 99% korili azonossagot mutatott az el6z6 néhany évben leirt eurdpai
virusokkal. A féleg az S génre szoritkozé kis mértéki eltérés megis jelentésnek bizonyult, mert
rekombinaciot tudtunk kimutatni benne. A rekombinaciéban egy belga PEDV
(Acc. No.: KR003452) szerepelt az eleve rekombinans, vagyis TGEV gerinccel, de PEDV-bdl
szarmazo S génnel rendelkezb olasz SeCoV-val (Acc. No.: KR061459) egytt.

A 2018-as eseteket kdvetéen a sikeresen izolalt PEDV HUN/S236/2018 toérzsbél szintén
Osszedllitottuk a teljes genomot, melyben nem tudtunk egyértelmi rekombinaciét kimutatni,
noha a legnagyobb hasonldsagot a 2016-os magyar PEDV-vel és egy rekombinans szlovén
(Acc. No.: KY019623) virussal mutatta. Filogenetikai elemzés soran a két magyar virus a
GenBankban 2016 végén elhelyezett, de egyelére nem publikalt két szlovén PEDV
(Acc. No.: KY019623, KY019624) mellett helyezkedett el egyéb alacsony patogenitasu
europai virusok mellett, melyektdl valdszinileg célszerl lenne némiképp elkiloniteni 6ket
tekintettel a rekombinacio torzitd hatasara. A két rekombinans szlovén PEDV-r6l nem all
rendelkezésre tdbb informacid, igy nem tudhatjuk, hogy ezek a virusok kerultek el hazankba
vagy egyidejlileg jelentek meg mindkét orszagban és kdzos az eredetik. Terjedésikkel
viszont mindenképpen szamolni kell, hiszen az S génre szoritkozd vizsgalattal egy
olaszorszagi felmérésben mar detektaltak hasonlé virusokat 2017-ben. A coronavirusokra
jellemz8é mutacidk és rekombinacié miatt pedig nem zarhaté ki a jév8ben tovabbi variansok

megjelenése, amely akar a patogenitas valtozasaval is jarhat.
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Uj tudomanyos eredmények
1. Magyarorszagon elséként hataroztuk meg egy felméré vizsgalaton belil az adeno-, astro-,
boca-, calici-, corona-, kobu-, rota- és Torque teno virusok gyakorisaganak el&fordulasat

sertésallomanyokban.

2. ATGEV szerologiai vizsgalataval megallapitottuk, hogy a szeropozitivitas mértéke alacsony

Magyarorszagon, ezért felmerul a kérokozo ujbaoli felbukkanasanak lehetésége.

3. Magyarorszagon elsékeént izolaltunk PEDV tdrzseket, egyuttal elséként izolaltunk sikeresen

rekombinans PEDV torzseket.

4. Els6ként hataroztuk meg két magyar PEDV torzs teljes genom szekvencigjat.
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Koszonet illeti a NEBIH ADI Molekularis Bioldgiai Laboratérium dolgozoit a mintaim

rendszerezésében és feldolgozasaban val6 segitségnyujtasukért.

Kdszdnettel tartozom dr. Biksi Imrének, valamint a Haszonallat-gyogyaszati Tanszék és

Klinika munkatarsainak a PEDV esetek soran nyujtott segitségukért.

Készoném dr. Balint Adamnak, a NEBIH ADI Baromfi és Sertés Viroldgiai Laboratérium
dolgozoinak, valamint a NEBIH ADI debreceni és kaposvari intézetek munkatarsainak a
szérummintak gylijtésében és a TGEV szeroldgiai vizsgalatokban valé kézremikodéstiket.
Kdszonetet szeretnék mondani a Jarvanytani és Mikrobioldgiai Tanszék dolgozdinak a
munkam soran nyujtott segitségukért, kulondsen kozvetlen kollégaimnak, dr. Lérincz
Martanak, dr. Sziics-Somlyé Evanak, dr. Bartsik Agnesnek és Herbak Jozsefné Irénnek.

Kdszdndm dr. Rénai Zsuzsannanak a szakmai segitséget, a lektoralast és a barati tamogatast.

Kdszdnettel tartozom minden allatorvos kolléganak és a vizsgalatokban részt vevé

sertéstelepek dolgozdinak a kézremikodésikert.

Kdszdndm barataimnak és csaladomnak a biztatasat, tirelmét és tamogatasat.

Kuldn kdszondm édesanyamnak, hogy minden irdsom nyelvi lektoralasat rabizhattam és

mindig hitt bennem.
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