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1.

as:

Cap:
DNS:
dNTP:

dsDNS:

kb:
kDa:
mtsai.:
MRNS:
NJ:

nt:
ORF:
PASC:
PCR:
PCV:

PMWS:

Rep:
ssDNS:
SSRNS:

SZ.

TCIDso:

Roviditések jegyzéke

adenin

aminosav

citozin

kapszid

dezoxinukleinsav

dezoxinukleotid-trifoszfat

duplaszalu dezoxinukleinsav

guanin

intergénikus szakasz

kilobazis (ezer bazis)

kiloDalton (ezer Dalton)

munkatarsai

messenger (hirvivé) ribonukleinsav
Neighbor-Joining analizis

nukleotid

open reading frame (nyilt leolvasasi keret)
pairwise sequence comparison (paronkénti szekvencia dsszehasonlitas)
polymerase chain reaction (polimerdz lancreakcid)
porcine circovirus (sertés circovirus)

postweaning multisytemic wasting syndrome (malacok circovirus okozta
sorvadésa)

replikaz

szimplaszala dezoxinukleinsav
szimplaszalu ribonukleinsav
szamu

Tissue Culture Infective Dose 50 (szovettenyészet 50 %-at fert6z6 dozis)



2. Bevezetés

A kettes tipusu sertés circovirust (PCV2) Kanadaban azonositottak. Ezutan a virus
gyorsan elterjedt, ma mar az egész vilagon megtalalhatd. Sulyos gazdasagi karokat okoznak
a sertéstelepeken, elsdsorban valasztasi malacokban. Legjelentésebb korkép a valasztott
malacok circovirus okozta sorvadasa (PMWS).

Egy rendkiviil heterogén virusfajrol van szo, amelynek mutacios rataja igen magas,
hasonlé az RNS (azaz ribonukleinsav) virusokéhoz. Ennek ellenélre az utobbi évtizedben
kezdett beszikiilni a virus genomjanak valtozékonysaga. A jelenség arra enged

kovetkeztetni, hogy a sertéshez valdé adaptacid6 nemsokara lezarul. Ugyanakkor a

crer

crer

kérdésekre adjunk valaszokat.

Vizsgaltuk sertésben, hogy a virusgenom valtozékonysaga ténylegesen beszlikiilést

mutat-e, valamint a vakcinazasok milyen hatassal lehetnek erre.

crer

Megkiséreltiik megallapitani a ragcsalok szerepét a virus evolicidjaban,
fenntartasaban. Sertéstelepekrdl és azok kozelébdl begylijtott patkdnyokbol mutattunk ki

sertés circovirust.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A Circoviridae csalad

A Circoviridae csalad tagjai az allati eredetii virusok kozt a legkisebbek (17-26 nm)
koz¢ tartoznak. Két elfogadott és egy elfogadasra vard genust sorolnak ide: a circovirus és
gyrovirusok mellé a Cyclovirus nemzetség var besorolasra. A viruscsalad elnevezése
genomjara utal, amely szimpla szala, korkoros dezoxinukleinsav (DNS). A virus burok
nélkiili.

A Circovirus genus tagjai harom nagyobb csoportba oszthatok: sertésvirusok (PCV1,
PCV2), ludalkatuak virusai és mas madarakéi.

A Gyrovirus genusba a csirkék fertéz6 anémiajanak virusa, human és csirke
gyrovirusok tartoznak. Jelenleg a genus athelyezését fontolgatjak (Biagini 2012; Rosario és
mtsai., 2012b), mivel igen kiilonbozik a csalad tobbi tagjatol.

Még nem kertilt elfogadasra a Circoviridae csalad 0j tagja, Cyclovirus genus néven.
Ezen virusok genomja rovidebb, mint a Circovirusoké, atlagosan korilbeliil 1770
nukleotid (nt) (Li L. és mtsai., 2010). Az els6 cyclovirusokat husokbdl, emberekbdl,
féemldsokbdl mutattak ki.

Circoviridae csaladba tartozé virusokat mutattak ki szennyvizben, tengervizben,

tisztitott vizben is. Ezek a virusok egyik nemzetséghez sem tartoztak (Rosario és mitsai.,

2009; Blinkova és mtsai., 2009; Djinkeng és mtsai., 2009).

3.2. Sertés circovirus
3.2.1. Egyes tipusu sertés circovirus

A virus e tipusanak genomja 1758-1760 bazis hosszisagu. Két csoportba oszthatd

filogenetikai szempontbol (Csagola és mtsai., 2008b).

A PCV1 természetes koriilmények kozott is megtalalhato sertésekben (Ellis és mtsai.,
2000; Calsamiglia és mtsai., 2002; Magar és mtsai., 2000; Labarque és mtsai., 2000), és az
¢ldvirusos oltdéanyagok gyartasa folyaman a PCV1 bekeriilt a fertdzott sejttenyészetbdl a
vakciandkba (Quintana és mtsai., 2006) is. Korabban ugy gondoltdk, hogy apathogén

(Tischer és mtsai., 1986; Allan és mtsai., 1995, Puvanendiran és mtsai., 2011), viszont a



legtijabb vizsgalatok azt mutatjdk, hogy a sertés magzatait karosithatja (Saha és mtsai.,
2011).

3.2.2. Kettes tipusi sertés circovirus

A Circovirus genuson beliil a PCV2-nek van a legnagyobb gazdasagi kartétele.
Dolgozatom ezzel a virussal foglalkozik, tehat a PCV2 tulajdonsagainak részletesebb

ismertetése elengedhetetlen.

3.2.2.1.Genomszerkezet

A Circovirus genus tagjainal a genomban ellentétes iranyt nyilt leolvasasi kereteket
(ORF) tartalmaz. Erre a szakirodalomban az ,,ambsiense” elnevezést hasznaljak. A PCV2
genomja (1766-1768 nt) harom f6 ORF-et tartalmaz. Egy (ORF1) a pozitiv szalon, kettd

(ORF2 ¢és 3) a negativ szalon foglal helyet. A virus genomszerkezete az 1. abran lathato.

Szarhurok

PCV2

1767 nt

1. Abra. PCV2 genomorganizaciéja. ORF: nyilt leolvasasi keret, IR: intergénikus régid. A nyilak
a 3 ORF iranyat és megkozelité elhelyez6dését jelolik. A A az 1. nukleotidot jeldli.

Az ORFl-et Replikaz-génnek (Rep) is nevezik, mivel a replikacioért felels
fehérjéket kodolja. Az 51-995 nt kozotti szakaszrol irodik at az ugynevezett hirvivd RNS
(Cheung, 2003). Az ORF2 a kapszid-gén (Cap), kapszid fehérje kodolasaért felelds. Az
1735-1034 nt kozott talalhato (Nawagitgul és mtsai., 2000). Az ORF3 valoszintileg a sejtek



apoptozisat okoz6 (Liu és mtsai., 2005) fehérjét kodolja. A 671-357 nt kozott foglal helyet.
Legujabb kutatasok szerint 1étezik egy negyedik (ORF4) gén is, atfedésben az ORF3-mal

(He és mtsai., 2013). Valoszinlileg szerepe az immunszuppresszioval van 6sszefliggésben.

Két intergénikus régid (IR) talalhat6 az ORF1 és ORF2 kozott. A két gén 5° végénél
van a hosszabbik IR. Itt talalhat6 a circovirusokra jellemzd szarhurok rész. A hurok PCV2-
nél 10 nt hosszu, szekvencidgja TAAGTATTAC, ahol a T: timin, A: adenin, G: guanin és C:
citozin. A szar rész 11 nt hosszu, egymassal komplemeter szalakbol all (Mankertz és mtsai.,

2003). A virus replikacioja szempontjabol nélkiilozhetetlenek.

3.3. A kettes tipusu sertés circovirus genetikai valtozékonysaga
3.3.1. Felfedezés és el6fordulas

A PMWS-t a hazi sertésekben 1991-ben irtdk le eldszor, Kanaddban (Harding és
Clark, 1996). A PCV2-nek tulajdonitott korképek koziil ez fordul el a leggyakrabban (Allan
¢és mtsai., 1998). Felismerése ota a betegséget szinte mindenhol leirtak: az USA-ban (Kiupel
¢és mtsai., 1998), Eurdpaban eldszor Franciaorszagban (Allan és mtsai., 1998), majd kés6bb
a tobbi eurdpai orszagban és Azsiaban is (Japanban, Onuki és mtsai., 1999). K6zép- és Dél-
Amerikaban is felbukkant a betegség (Trujano és mtsai., 2001; Sarradell és mtsai., 2002).
Afrikai adatok korlatozott mértékben allnak ugyan rendelkezésre, de valoszintisithetden ott
is széles korben elterjedt. Uj-Zélandon és Ausztraliaban 2005 tajan detektaltak a virust (Raye
¢és mtsai., 2005 és Garkavenko és mtsai., 2005). Retrospektiv vizsgalatok alapjan az elsd

pozitiv minta 1962-bdl szarmazik (Jacobsen és mtsai., 2009).

Magyarorszagon elszor, az akkori nevén Debreceni Allategészségiigyi Intézet
munkatarsai mutattak ki a virust (Kiss és mtsai., 2000). Gyorsan elterjedt az orszagban, nem
volt olyan telep a vakcinazasokat megel6z6 iddszakban, amely negativ eredményt mutatott

volna.

3.3.2. Sertés circovirus 2 csoportositasa

A PCV2-nek harom genotipusat ismerjiik (Kinai kutatok szerint 6t 1étezik). Egy

eurdépai €s amerikai circovirus kutaté konzorcium (www.pcvd.org) adatai Szerint,

hivatalosan az elfogadott nevezéktan alapjan PCV2a, PCV2b, PCV2c genotipusok 1éteznek


http://www.pcvd.org/

(Segalés és mtsai., 2008; Cortey €és mtsai., 2011). A PCV2a genom 1768 nt, a PCV2b ¢és
PCV2c 1767 nt hosszasagu.

Eszak-Amerikaban egészen 2004-ig féként a PCV2a genotipus fordult elé, majd
2004-t6l elterjedt a PCV2Db is (Carman ¢és mtsai., 2006; Gagnon €s mtsai., 2007; Cheung ¢és
mtsai., 2007). A 2005-6s év 6ta tobb esetben mutatjak ki ezt a genotipust, mint a PCV2a-t

(Carman és mtsai., 2006; Gagnon ¢és mtsai., 2007).

Mira egész Eurépadban megtalalhatd a virus. Az 1998-as évben tudositottak rola
elészor (Franciaorszag, Irorszag), majd gyorsan terjedt az egész kontinensen. Az amerikaitol
eltéréen, eldszor PCV2b tipus volt jellemzo (Meehan és mtsai., 1998), habar a PCV2a is
jelen van a kezdetektdl (Mankertz és mtsai., 2000; Dupont és mtsai., 2008) egészen maig
(Toplak és mtsai., 2012; Fabisiak és mtsai., 2012). Magyarorszagon kezdetben a PCV2a
elterjedtebb volt, viszont mindkét genotipust megtalaltak (Dan és mtsai., 2003). Csagola
(2009) 2008-ig szamolt be a hazai és Kozép-europai PCV2 helyzetr6l. Megallapitotta, hogy
a fertdzottség a vaddiszné allomanyban novekedést mutat és a PCV2a és PCV2b aranya
megfordult a vaddisznok és a hazi sertések esetében is. Vagyis a PCV2b elterjedtebb.
Kindban is ugyanigy alakult, a PCV2b valt domindnssa (Wang és mtsai., 2009). Még nem
tudjuk, miért a PCV2b terjedt el jobban ¢s, hogy miért csak az utobbi években lathatoak a
tiinetek. Bar Jacobsen ¢és mtsai (2009) alapjan korszovettani metszetekben korabban is
megtalalhatbak a PMWS-re jellemzd elvaltozasok. Egyesek Ugy gondoljak, hogy a
virusfert6zés az allanddan valtozo sertéstartassal, 1j sertésfajtak kitenyésztésével egyiittesen
okozza a stulyosbodo klinikai tiineteket. Az epidemioldgiai vizsgalatok azt mutatjak, hogy
ez a genotipus tiinik pathogénebbnek (Allan és mtsai., 2012; Li L. és mtsai., 2010). Az el6bbi
megallapitast azonban kisérletekkel nem sikertilt bizonyitani (Opriessnig és mtsai., 2008).
Allan és mtsai. (2012) szerint lehetséges, hogy a PCV2 egyiitt terjed egy ismeretlen dgenssel
a ’90-es évek ota, amely a megbetegedésekért felelds. Masok gy gondoljak, hogy a virus
még nem teljesen adaptalddott a sertéshez, ezért nagyobb a pathogenitasa (Hughes és
Piontkivska, 2008). Tobb vizsgalat szerint a PCV2 mutacios rataja a legmagasabb (Firth és
mtsai., 2009; Pérez ¢és mitsai.,, 2010) a DNS virusok kozt, megegyezd egy RNS
(ribonukleinsav) viruséval (Duffy és mtsai., 2008). A virus eredeti gazdafaja még nem
ismert, valdsziniileg gazdavaltassal kertilt a sertésekbe. A mutaciokat vizsgalvan felmeriilt a
gyant, hogy a PCV2-re ma mar a genetikai besziikiilés jellemz6 (Trible és Rowland, 2012).
Ezt alatdmasztani latszik a tény, hogy a jarvany elején inkabb eléforduldé PCV2a genotipus

genetikailag heterogénebb volt, mint a b genotipus (Csagola, 2009; Olvera és mtsai., 2007).



A PCV2c elfogadasat dan vizsgélatok indokoljak (Dupont és mtsai., 2008). A c-tipus
masutt nem fordult eld. Ezeket a torzseket 1980-bol, 1987-bdl és 1990-b61 szarmazd sertés

szérum mintak tartalmaztak.

Kinaiak még két genotipust (PCV2d és PCV2e) irtak le. A PCV2e szekvencidk
foként 2006-bol szarmaztak. Genomjuk 1768 nt méretii (Wang és mtsai., 2009). A PCV2d
1étezését Kinadban tobbszor megerdsitették, a 2e genotipus eléforduldsat egyes kinai
vizsgalatok megerdsitik (Zhai és mtsai., 2011), masok nem (Guo €s mtsai., 2010). A PCV2d
genotipusroél megallapitottak, hogy van koztiikk olyan virus, amely a Cap-fehérje elleni
neutralizdl6 monoklondlis ellenanyagokkal nem reagél. Ezt a Cap-génen tortént mutaciod
miatti (az 1042/1043 nukleotid kiesése miatt a stopkodon eggyel eltolddott) egy plusz
aminosav (as) beépiilésével magyarazzak (Guo és mtsai., 2010). A kapszidfehérje itt 234 as-
bol all, mig més PCV2 virusokban 233 aminosav méretli (Chen és mtsai., 2012). A PCV2d-
t Europaban és Amerikaban is azonositottak (Toplak és mtsai., 2012; Xiao és mtsai., 2012;

Opriessnig és mtsai., 2013).

A Nemzetkozi Virustaxonomiai Bizottsagnak nincs ajanlasa arra, hogy mikor

tartozik egy virus 0j genotipusba. A nemzetkozi szakért6i konzorcium (www.pcvd.org)

elfogadta a PCV2 genotipusba sorolasanak definicioit, amelyet Grau-Roma és mtsai. (2008)
irtak le. Ezek szerint paronkénti szekvencia-Gsszehasonlitassal (pairwise sequence
comparisons, PASC) a genotipusok kozott a teljes genomot tekintve a genetikai tavolsag
legkevesebb 2,0 % (p=0,02), vagy az ORF2-n (amely igen valtozatos) a genetikai tavolsag
nagyobb, mint 3,5 % (p= 0,035). Az ajanlas alapjan a PCV2 harom genotipusra oszthato, a
PCV2d ¢és PCV2e nem tartozik kiilon genotipusba a PASC analizis hidnya miatt.

A genotipusokon belill is Iéteznek csoportok, igy a PCV2a és PCV2b esetében is.
Olvera és mtsai. (2007) csoportositasa a legelfogadottabb besorolds. A PCV2b genotipust
harom alcsoportba (1A, 1B, 1C), a PCV2a genotipust 5 szubtipusba (2A, 2B, 2C, 2D, 2E)
osztottdk. Mivel a PCV2e genotipus esetében a kiilonbség csak akkora, mint az el6zdekben
emlitett genotipuson beliili csoportositasnal, erre is a szubtipus elnevezést javasoljak
genotipus helyett (Cortey és mtsai.,, 2011). A PCV2a és PCV2b egy allatot egyiitt is
megfertdzhet. Tobb alkalommal megfigyelték a genotipusok kozti rekombindciot, igy a
PCV2a és 2b kozti kiilonbségek elmosodhatnak (Trible és Rowland, 2012). A virus igen jo
rekombindacids aktivitassal rendelkezik. Ezt bizonyitja, hogy PCV1 és PCV2a kimérat is
azonositottak (Trible és Rowland, 2012).
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Vilagszerte a PCV2b genotipus azon virusai terjedtek el a 2007/2008-as felmérések
alapjan, melyek 2003-ban Eurazsiaban jelentek meg. Ezek az 1A szubtipusba tartoznak
(PCV2b 1A) Olvera és mtsai. (2007) besorolasa alapjan. Europaban, beleértve a kozép-kelet-
eurdpai régiot (Szerbia: Savic és mtsai., 2012; Toplak és mtsai., 2012; Lengyelorszag:
Fabisiak ¢és mtsai., 2012; Romdania: Turcitu és mtsai., 2011), az amerikai kontinensen és
Azsiaban is foként ez a viruscsoport terjedt el. A PCV2a genotipust egyre kevesebb

alkalommal lehet kimutatni.

3.3.3. A Kkettes tipusi sertés circovirus helyzete Kézép-Eurépaban

Csagola (2009) attekintést készitett a PCV kozép-kelet-europai eléfordulasaval
kapcsolatban. A régié egyes orszdgaiban megjelent publikéciokat, illetve az addig elérhetd
szekvenciakrol szol6 ismeretanyagot foglalta dssze. Ezt a munkat alapul véve dolgoztuk fel

az azdta napvilagot latott eredményeket.

A PCV2 eldfordulésa egy roméniai vaddiszndpopulaciot érintd felmérés szerint ott
50 % alatti (Turcitu és mtsai., 2011). Talaltak olyan virusokat, melyekben a Guo és mtsai.
(2010) altal leirt delécio is bekovetkezett a Cap-génen (1042/1043). Huszonharom ORF2
szekvenciat vizsgalvan a circovirusok kétharmada PCV2b genotipusba, egyharmaduk pedig
a PCV2a genotipusba sorolhato. A PCV2b genotipustiak az Eurdpaban leggyakoribb
genetikai csoportba tartoztak, 93,7-100% hasonlosaggal. Mivel ezen a teriileten a sertéstartas
erbteljesen extenziv, igy az allatok kozvetleniil is érintkezhetnek. Feltételezik, hogy a hazi
sertés allomanyban is hasonlod virusok taldlhatoak meg. Erdélyben -ahol a sertéstartas
intenziv- a hazi sertések prevalencidja 73,4-100%, mig a vaddisznok esetében ez a szam
8,3%. 36 pozitiv minta (28 vaddiszno €s 8 hazi sertés) kdzott PCV1 is kimutatasra keriilt, de
mind a 36 esetben PCV2-t is sikeriilt detektalni. 4 vaddisznobol szarmazo szekvencia PCV2a
2D szubtipust virusnak bizonyult, a tobbi PCV2b genotipusba sorolodott (1A szubtipusba
12 vaddiszno-, 4 hazi sertés, 1B-be 5/3, még 1C esetében 7/1 az arany) (Cadar és mtsai.,

2010).

Az orosz és ukran vaddiszno-allomanyokban is megtalalhato a PCV2 (Shcherbakov

¢és mtsai., 2007).

Lengyelorszagban 2007/2008-ban a vaddisznok tobb, mint 90 %-a fert6zott volt
(Fabisiak és mtsai., 2012). A PCV2b genotipus fordul el6 nagyobb aranyban és nagyfoku
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hasonlésdgot mutat a hazi sertések virusaival. PCV2a tipust is azonositottak, mely

Lengyelorszagban egészen addig nem volt ismeretes.

Szlovakidban 2007-ben irtadk le el0szor a virust (Pistl és mtsai., 2009). A 2005-6s és
2009-es év kozott huszonnégy részleges ORF2 szekvencia alapjan huszonkét minta tartozott
PCV2b 1A vagy 1B szubtipusba, a maradék két minta PCV2a 2D tipusba volt besorolhaté
(Vlasakova és mtsai., 2011). Szerologiai felméréseket is végeztek Szlovakiaban (Csank és
mtsai., 2011). A valasztasi malacokban a szeropozitivitas elérte a 80 %-ot, bar az életkortol
fliggetlen atlag az eurdpai atlag alatt maradt (54%). Csehorszdgban a vizsgalt vadak

majdnem 45 %-aban lehetett kimutatni az ellenanyagot (Sedlak és mtsai., 2008).

A kanok 18,2 %-a Ausztridban ondoval iriti a virust. A szekvencidk 67,86 %-a
PCV2a genotipust volt, a maradék PCV2b 1A/B szubtipusahoz tartozik (Schmoll és mtsai.,
2008). Egyéb ausztriai vizsgalat alkalmaval 100 ondomintabol 1-ben mutattak ki a PCV2-t
(Lang ¢és mtsai., 2011). Szerbidban 28 PCV2b pozitiv (30-bol) mintat talaltak, mig
Szlovéniaban 10/17 volt az arany (Toplak és mtsai., 2012). Egy esetben a PCV2d tipus
jelenlétét is megallapitottak, mely a Cségola és mtsai. (2006) altal leirt magyarorszagi
vaddisznobol szarmazo virushoz hasonlitott. Szerbiaban, a hazi sertésekben a PCV2a 2D
altipus mellett a PCV2b 1A/B és az 1C is kimutathato volt. Utébbi PCV2d-vel kozeli
rokonnak tiinik a Nguyen és mtsai., (2012) altal készitett filogenetikai vizsgalatok szerint.
Ugy gondoljak, a PCV2a és PCV2b kozott genetikai csuszamlas (drift) alakitotta ki az 1
virust. Ezek alapjan a szerbiai PCV2b 1C egy fiatal, pathogén torzs, mely hasonlo egy, az

USA-ban azonositott szekvenciaju virushoz (Xiao és mtsai. 2012).

Horvatorszagban féleg a PCV2b genotipust lehet kimutatni, sokkal kevesebbszer a
PCV2a -t. A horvatorszagi mintdk egymasra, illetve a GenBank-ban talalhat6 adatokra is
nagymértékben hasonlitanak (genbanki szamok: HQ591365-HQ591381). Ezt
alatdmasztani latszik Novosel és mtsai.; (2014) leirasa, miszerint az altaluk vizsgalt 17
virusszekvenciabol mindossze 2 tartozott a PCV2a genotipushoz, 14 a PCV2b-hez, egy
pedig egyikbe sem volt besorolhat6. Tehat, ahogyan a vilag mas pontjain, Horvatorszagban
is a PCV2b genotipus a fordul el6 leggyakrabban. Feltételezéseik szerint a PCV2b-t a
nemzetk6zi kereskedelemmel hurcoltak be, mig a PCV2a genotipusu virusok inkébb helyi

endémids torzsek, mintsem ,,4j jovevények™.
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3.3.4. A Kkettes tipusi sertés circovirus helyzetének alakuliasa a vakcinazas

hatasara

Eurdpaban 2007-t6l elérhet6 a PCV2 elleni specifikus vakcina, mely
megakadalyozza a koérforméak kialakuldsat. A vakcinds védelem hatasara csokkent a
virusiirités (bélsarral), a szérumban 1évé virusmennyiség, az elhullasok, megbetegedések,
tarsfert6zések szama (Kixmoller és mtsai., 2008), valamint a sulygyarapodas javult (Fraile

¢és mtsai., 2012).

A vakcinazas jelentosen lecsokkenti a PCV2a prevalenciajat, a klinikai tiinetek
kialakulasat, viszont a PCV2b el6forduldsa nem valtozik (Opriessnig és mtsai. 2013). A
PCV2b-t tartalmaz6 vakcina a vegyes (PCV2a és PCV2b) fertézések ellen is jobb
védettséget biztositana (Opriessnig és mtsai., 2013).

crer

a genetikai valtozékonysag fokozddasa fog bekovetkezni. Valdsziniisithetd, hogy az j,
PCV2d-ként Kindban leirt, plusz aminosavat tartalmazo virus is a vakcinazas miatt alakult
ki (Opriessnig és mtsai., 2013). Ehhez hasonlo, vakcinas védelmet 4ttord mutdnsok jelentek
meg Amerikdban (Xiao és mtsai., 2012; Opriessnig és mtsai.,, 2013). Az Européaban

megjelent virust a vakcindzassal még nem hoztak dsszefiiggésbe.

3.3.5. Sertés circovirusok mas allatfajokban

Mar a kilencvenes évektdl vizsgaltak, hogy mas eml6sokbol ki tudjak-e mutatni a
circovirust. Ellentmondésos eredmények sziilettek. Jelen munkéval a vadon €16 ragcsalokbol

kimutatott circovirusok kutatasat folytattuk.

Egereket a PCV kutatasban a vakcindk hatékonysagéanak és a virus betegségekben
vald szerepének tisztdzasa céljabol hasznaltak. Tovabbi cél annak a vizsgalata, hogy
fennmarad-e a virus az egerckben. Az a gondolat, hogy a PCV lehetséges Gse esetleg
ragcsalokban fordul eld eddig nem bizonyitott. Azonban az, hogy a vadon €16 egerek és
patkdnyok is hordozzdk a virust (Lorincz és mtsai., 2010), érdekes informdaci6 lehet.
Korabban megallapitottak, hogy a virus DNS kimutathat kisérleti oltast kovetden. Azzal
kapcsolatosan, hogy ellenanyag kimutathato-e, az eredmények ellentmondasosak
(Rodriguez-Arrioja €és mtsai., 2003a; Kiupel és mtsai., 2001; Quintana és mtsai., 2002),
akarcsak a virus altal okozott elvaltozasok. Mikroszkdpikus eltéréseket tobben leirtak

(Kiupel és mtsai., 2005; Li—J. és mtsai., 2010) (mésok nem lattak valtozast -Kiupel és mtsai.,
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2005; Li-J. és mtsai., 2010; Opriessnig és mtsai., 2004; Li-J. és mtsai., 2010), mig szabad
szemmel lathat6 intersticialis tidégyulladast csak Deng és mtsai (2011) figyeltek meg. Az
egerekbe bevitt virus mennyiségének novekedése azt valosziniisiti, hogy a PCV replikéalodik
az egerekben (Opriessnig és mtsai., 2004). A mesterségesen fertdzott allatok képesek iiriteni
a virust, mivel a kontaktusban 1évé nem fertézott egerekben is kimutattdk a virus
nukleinsavat (Csagola és mtsai., 2008; Li-J. és mtsai., 2010). A vertikalis transzmisszio

jelensége nem egyértelmi (Kiupel és mtsai. 2001).

Circovirussal fert6zott sertéstelepekrél befogott allatokban a PCV2 detektalhato
(LOrincz és mtsai., 2010). A ragcsalokban a virus ugy tlinik, hogy valtozik. Erre azonban

nincs bizonyiték.
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4.  Anyag és modszer

4.1. A vizsgalati mintak szarmazasa

Ko6zép-Eurdpaban eléforduld circovirus torzseket vizsgaltunk. Sertés mintaink 20
kiilonb6zé magyarorszagi, 13 romdniai, 7 szerbiai, 28 horvatorszagi PCV2-vel fert6zott
teleprél szarmazo szervek voltak. A szervmintak tiidobol, majbol, 1épbdl, vesébol,
nyirokcsomokbol alltak. A mintakat 2012-2013-ban gyijtotték, kivéve a horvatorszagiakat,
melyekbdl 11 db 2008-2009-bdl szarmazott. Lengyelorszagbol tisztitott DNS-t kaptunk 14
teleprol. Mivel Csehorszagbol és Szlovakiabol nem sikeriilt mintat szerezni, a GenBankban

talalhato friss (2007 utani) szekvenciakat hasznaltuk.

Magyarorszagi mintaink kozt betegségben elhullott sertések szerveit vizsgaltuk,
mely betegség nem feltétleniil a PCV2 volt. A telepeken a sertéseket circovirus ellen

vakcinaztak, egyéb allategészségiigyi informacidt nem kaptunk.

Vandorpatkanyaink (Rattus norvegicus) a Szentimrei Mez6gazdasagi Kft. Koleshazi
hizlald4jabol és a mellette 1év4 istallobol (nem sertést tartd) szarmaznak. Osszesen 7 darabot

kaptunk.

Az allatok mindannyian a METATOX (bromadiolon hatdéanyag) nevili rodenticid
hatasara pusztultak el. Eletkoruk ismeretlen, viszont mindannyian kifejlett egyedek voltak.
Sulyukat, ivarukat feljegyeztiik. Magzatokat nem vizsgaltunk, mert korabbi tapasztalataink
alapjan (Lorincz és mtsai, 2010) a magzatokban természetes koriilmények kozott a virus

detektalhaté mennyiségben nem fordult eld.

4.2. Virus nukleinsav kivonasa patkany szervmintakbdl

El6szor is ki kellett tisztitanunk a mintankban 1év6 virus DNS-t, az InnuPREP Virus
DNA/RNA Kit (Analytik Jena) segitségével a gyartd eldirasanak megfeleléen. Az
InnuPREP Virus DNA/RNA Kit lehetévé teszi a virus eredetli ssDNS, vagy dsDNS és
ssRNS tisztitasat, szérumbdl, plazmabol vagy mas sejten kiviili testfolyadékbol, szovetbdl,
paraffinos vagy tamponmintdbol, vagy sejttenyészetbdl. Elséként a szervekbdl
homogenizatumokat készitettlink. Dorzsmozsarban 0Osszeziztuk a szervek borsonyi
nagysagu darabjait. Egy mintaba ugyanazon llat szervei keriiltek. Osszesen 7 patkany és 82

sertés mintank volt. Mindnél a folyadék frakciobol 150 pl-t pipettdztunk 450ul lizis
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pufferhez. Harminc percig inkubaltunk 25 °C-os (szobahdmérséklet) hdmérsekleten. Letelte
utan a 450 pl lizatumot pufferrel kevertiik (azonos térfogati), amely a DNS-t a tisztitd oszlop
filter membranjahoz koti. Ezt atcentrifugaltuk a filtert tartalmazo csoveken 10000 xg-n 1
percig, két adagban, majd kétszer mosofolyadékkel mostuk. Elszor 500 pl 48 % etanolos
pufferrel, masodszor 650 pl 19,2 % etanoltartalmt folyadékkal. A maradék alkoholt az iires
csOvekbdl centrifugalassal tavolitottuk el (10000 xg), 2 perc alatt. A folyamat végén 50 pl
meleg, kétszer desztillalt vizzel oldottuk le a sziirére kotott DNS-t. Felhasznalasig -20 °C-
on taroltuk (RNS esetén ez -80 °C lenne).

4.3. Virus nukleinsav amplifikalas

Konvencionalis polimeraz-lancreakciét (PCR) hasznaltunk a virus tisztitott
orokitdanyaganak sokszorositasahoz. A DreamTaq Green DNA Polymerase (Fermentas,
Litvania) enzimet, valamint a hozza javasolt puffert valasztottuk. A puffer z6ld loadolo
festéket, glicerint és vizet is tartalmazott. A primereket a Sigma-Aldrich-t61 (USA)

rendeltiik. A reakcidelegy Osszetevoit az 1. tablazat tartalmazza:

A nukleinsavat 95 °C-on 10 percig eldmelegitettiik, majd 45 cikluson keresztiil 95
°C-on 30 masodpercig, 52-60 °C-on 30 mésodpercig, 72 °C-on 45-120 masodpercig; végiil
72 °C-on 7 percig egy végsO lanchosszabitasi szakasz erejéig kezeltik. TGradient
Thermocycler (Biometra, Németorszag) géppel végeztik az amplifikaciot. Az altalunk

hasznalt primerek a 2. tdblazatban lathatok.
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1. Tablazat. A PCR reakcidelegy dsszetétele.

Osszetevo

Térfogat v. mennyiség

Koncentracio

vizsgalandé DNS minta 1ul nem ismeretes -
10x Green Taq puffer S5ul -
Fermentas,
dNTP (dNTP _Set, 100 mM 1l 1mM Litvania
Solutions
primerek 1-1 pul 25 uM Sigma-
Aldrich, USA
Tagq DNS- pohmeraz 1-3U 1-5 U/l Fer'me’nt'as,
enzim Litvania
steril, ketsz?r desztillalt 50 l-ig ) i
A\ V4

Az U nemzetkdzi egységet jelent.

Az MCV1-MCV2 (Fenaux és munkatarsai, 2000) primereket hasznaltuk altalanos
PCV kimutatasra. Ez a parositds a PCV1-et is kimutatja. A primerek a virus egy konzervativ
genomszakaszahoz kotddnek. Korabbi tapasztalataink alapjan (Lérincz és mtsai., 2010)
patkanyokban is képes a sertés virust kimutatni. A primer tapadasa 55 °C-on 30

masodpercig, a lanchosszabitas 72 °C-on 45 masodpercig tartott.

A CBB2-CSz2 primerpar (Csagola és munkatarsai, 2006) specifikus PCV2-re. Ez
egy gyakran hasznalt parositds a diagnosztikdban. Arra hasznaltuk, hogy a PCV pozitiv
mintakbol Kimutassuk a PCV2-t. A megfelel6 tapadasi homérséklet 55 °C volt.

A virus teljes genomjanak szekvenalasahoz a CBB1J-CBB2 (52 °C-on), illetve a
CBB3-CSz2 (55 °C-on) parokat hasznaltuk (Csagola és mtsai., 2006). A lanchosszabbitasi

1d6 90 mésodperc volt.
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2. Tablazat. Vizsgalatokhoz hasznalt primerek adatai.

primer il . .
szekvenciaja iranya referencia
neve
MCV1 | 5-GCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGG-3' F Fenaux és
mtsai.,
MCV2 | 5-TCACACAGTCTCAGTAGATCATCCCA-3’ R 2000
CBB1J 5-GCTGCCACATCGAGAA-3' F
CBB2 5-CGCACCTTCGGATATAC-3' R | Csagolaé¢s
mtsali.,
CBB3 5-GCTCTCCAACAAGGTACT-3' R 2006
CSz2 5-GGAGGAGTAGTTTACATAGGGG-3' F

Az F az eldrefelé iranyuld, az R a komplementer szélra tervezett primer.

4.4. A PCR termékek ellendrzése, elo-amplifikalasa, DNS tisztitasa
4.4.1. Termékek agarozgél elektroforézise

Termékienket 2%-o0s agar6z gélen futtattuk és a GR Safe DNA Stain | (Life Science
Technologies) festékkel tettiik 1athatova. TAE pufferben végeztiik az elektroforézist, 110 V
fesziiltséggel, 60 percig. A puffer 6sszetétele: 40 mM TRIS, 20 mM ecetsav, ImM etilén-
diamino-tetraecetsav. A DNS-t 420-500 nm hulldmhosszisdgl fényben, a Dark Reader™

system (Chemical Research Inc., USA) nevii rendszerrel tettiik 1athatova.

4.4.2. Elé- amplifikacio

Elé-amplifikalast végeztiink a patkanyokban eléforduld virusok kimutatdsanal. Az
integralodott virdlis DNS-t zartuk ki igy (Fehér és mtsai.; 2013 irtak le ilyen circovirust egy
halfaj esetében). Ehhez a TempliPhi™ 100 Amplification Kit-et (GE Healthcare, UK)
hasznaltuk. A Kkorkorés DNS-t tudtuk megsokszorozni ezzel a modszerrel, specifikus
primerek nélkiil, izotermikus koriilmények kozott. Amint a lenti abran lathatd, a korkoros
DNS megfeleld pontjathoz hozzakét egy random hexamer, amelyet az enzim
kiindulépontként hasznal, és innen épiti fel a DNS lancot (2. dbra). Az 1 pl korkéros DNS
tartalmi mintat 5 pl mintapufferrel kevertilkk ossze, majd 3 masodpercig 95 °C-on

denaturaltuk, majd jégfiirdébe helyeztiik. Jégagyon kevertiik 6ssze a mintanként 1 ul Exo-
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Resistant Random Primert (Fermentas, Litvania), 5 pl reakciopuffert, 0,2 ul enzim-
keveréket és 1 ul kétszer desztillalt vizet és ezt adtuk a denaturalt mintahoz. Egy éjszakara
inkubaltuk a keveréket 30 °C-on, azutan az enzimet 65 °C-on 10 percig inaktivaltuk. A

kapott DNS-t templatként hasznaltuk a PCR reakcionkban.

P °
+‘v’+’.' + dNTP Q

%&\.\L

2. Abra. Gordiilé koros amplifikacio (RCA). Random hexamerek (felsd sor révid palcak)
kotédnek a korkoros DNS-en, az igy 1étrejovo duplaszali szegmensek primerként szolgalnak a ©29
polimeraz (fekete pontok) szamara. A hosszabbodd DNS ,letolja” a mar elkésziilt komplementer
szalat (masodik sor), a folyamat addig folytatodik, amig a reakciot nem blokkoljuk, vagy amig a
dNTP és a random hexamer el nem fogy. Végiil kiilonb6z6 hosszlisagl, egy- és kétszalit DNS-
lancok keletkeznek.

4.4.3. Fragmentek tisztitasa

A fragmenteket az EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit vagy az EZ-10 Spin
Column PCR Products Purification (Bio Basic, Canada) segitségével, a gyartd utasitasai
szerint tisztitottuk. Attol fiiggben alkalmaztuk a két eljaras egyikét, hogy a kapott
amplikonok mennyire lettek tisztdk. A DNA Gel Extraction Kit-et a még tisztitasra szorul6
mintdkhoz hasznaltuk. Elektroforézis utan szikepengével kivettiik a gélbdl azt a darabot,
amelyben 1év6 templatot tovabb szerettiik volna tisztitani. A kivagott gél 100 mg-jdhoz 200
ul puffert (DNS-t a szilika membranhoz k6t6) adtunk és 56 °C-on tartottuk. A gél a folyamat
végére feloldodott. A PCR Products Purification Kit-et akkor hasznaltuk, mikor a PCR
termékiink fals termékektdl mentes volt. A friss PCR termékhez négyszeres térfogati DNS-

t a szilika gélhez kotd puffert adtunk. Innentdl a két miivelet utja megegyezik. A kapott
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oldatot atcentrifugaltuk 1 percig 1000 xg-n, szilika gélen, majd etanolos mosofolyadékkal
kétszer atmostuk. El6szor 700 ul, majd 500 pl mosofolyadékkal, 10000 xg-n centrifugalva.
A maradék alkoholt szintén 10000 xg-s centrifugaldssal tavolitottuk el. Végil kétszer
desztillalt, meleg vizzel (50 ul) leoldottuk a DNS-t.

4.5. A szekvenciak elemzése

A PCR termékek szekvendldsa utan Osszehasonlitottuk Oket egymassal és a
GenBankban taldlhato adatokkal. Hasznaltuk a Lasergene MEGA 5.2 (Tamura ¢és
munkatarsai, 2011) és a BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 (Hall, 1999) nevii
programokat. Elébbivel a teljes genomszekvenciat készitettiik el, illetve filogenetikai fat
készitettiink (neighbor-joining, maximum likelihood és Tamura mddszerrel) 1000 bootstrap
érték mellett. A GenBankbol letolthetd teljes genomszekvenciakbdl valasztottuk a fa

elkészitéséhez sziikséges szekvencidkat.

A BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.5.3 (Hall, 1999) sequence identity matrix,

illetve pairwise alignment programokat alkalmaztuk a szekvenciak 6sszehasonlitasara.

Mindkét program haszndlatakor a kiilonféle szubtipusokat random mddon

valasztottuk ki a GenBankbol.
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5.  Eredmények

5.1. PCV2 genetikai valtozasai
5.1.1. PCR eredmények

Amennyiben egy telepen egyetlen pozitiv egyedet talaltunk, azt a telepet pozitivnak
tekintettiik. Ezek alapjan a magyarorszagi sertéstelepekrdl szarmazo 20 mintankbdl 17 adott
pozitiv PCV2 eredményt. A 13 vizsgalt romaniai telepbdl 12-nél mutattuk ki a virus DNS-
ét. Szerbidban 7 telepbdl 6, a 29 horvatorszagi telepbdl 25, Lengyelorszagban 14-bdl 6 telep

volt pozitiv.

5.1.2. A szekvenilas eredménye

A pozitiv mintdk koziil 5 hazai, 3 romaniai, 5 szerbiai, 22 horvatorszagi, 2
lengyelorszagi teljes PCV2 genomszekvenciat azonositottunk. Harom 1768 nt hossza
szekvenciat kaptunk (HQ591374 genbanki szdma (sz.) horvatorszagi szekvencia,
magyarorszagi 5. sz. és 6. sz. minta), mig a tobbi 1767 nt hosszasagu volt. Harom minta
esetében a Cap-fehérje plusz egy aminosavat tartalmazott, amit a Cap-génen bekovetkez6

delécid okoz (szerbiai 14. szdmu minta, a horvatorszagi HQ591381 és a HQ591379 virus).

Orszagonként az 1j szekvencidk paronkénti Osszehasonlitdsa alapjan a
magyarorszagi PCV2 mintak 7,12-98,42 %-ban, a romaniaiak 95,31-97,96 %-ban, a
szerbiaiak 96,09-100 %-ban, a horvatorszagi teljes PCV2 genomok 95,36-100 %-ban, a
lengyelorszagiak 98,81 %-ban egyeztek.

5.1.3. Kozép-Europat érinté filogenetikai vizsgalat

A PCV1 kimutatasat nem tliztlik ki célul. Bar az els6 korben PCV specifikus (PCV1
¢s PCV2 kimutatast szolgald) primerekkel vizsgaltuk a mintdkat, a felerdsitett DNS
szakaszokat PCV2-re specifikus primerekkel néztiik meg, vagyis egy kevert fertdzés esetén
kizarolag a PCV2-t mutattuk Ki.

A PCV?2 (Grau-Roma és mtsai., 2008) harom genotipusra oszthatd: PCV2a, PCV2b
¢s PCV2c. Tobben szubtipusokat hoztak 1étre a PCV2a és PCV2b esetében is. Olvera és

mtsai. (2007) altal készitett csoportositas a legszélesebb korben elfogadott, mely szerint a
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PCV2b tipust harom szubtipusra (1A, 1B, 1C), mig a PCV2a genotipust 5 szubtipusra (2A,
2B, 2C, 2D, 2E) osztottak. A kinai kutatok altal leirt PCV2d és PCV2e nem bizonyitott, hogy
valoban genotipusok lennének, a filogenetikai fak alapjan szerencsésebb a szubtipus
kifejezést hasznalni (Cortey és mtsai., 2011), a kovethetdség érdekében a PCV2b 1C
(PCV2d) illetve PCV2a (PCV2e) neveket hasznalom az elkovetkezdkben.

Az altalunk vizsgalt mintak harom kivétellel a PCV2b genotipusba tartoztak. A 3.
abran lathat6 a régioban fellelhetd Osszes teljes genomszekvencia helye az altalunk

Neighbor-Joining (NJ) analizissel készitett filogenetikai abran.

Egy PCV2a genotipusu (2D szubtipust) virust talaltunk, amely 2008-bol szarmazd
horvatorszagi eredetii virus volt (HQ591374). Nagymérték(i hasonlosagot (98,98 %) mutat
a hozz4 a filogenetikai fan legkdzelebb allo magyarorszagi vaddiszndbol kimutatott virussal

(genbanki azonosito sz.: AY874166).

Két masik 2009-es horvatorszagi PCV2 minta (HQ591379 és HQ591381) nem
tartozik a PCV2b genotipusba. Az NJ analizis alapjan nem volt besorolhaté a filogenetikai
fa egyik csoportjaba sem (sérga kor jelzi a 3. abran). A vizsgélatok alapjan a rekombindcio
lehetdsége sincs kizarva, de egyértelmiien nem lehet megmondani, hogy a PCV2b 1A, 1B
vagy a PCV2e genotipusiinak mondott (Wang és mtsai., 2009) viruscsoportokbol alakult-e

ki ez a 4 virus.

A PCV2b csoportba tartozd virusok nagy része az Olvera és mtsai. (2007) altali
besorolas szerint a PCV2b 1A altipusba tartozik. Az altalunk megszekvenalt teljes genomok
koziil 11 nem ide tartozik. A mar fent emlitett harom virus mellett a PCV2b 1B szubtipusba
tartozik 1 lengyelorszagi, 2 horvatorszagi és 2 hazai genom. Egy pedig a PCV2b 1C (Wang
¢és mtsai., 2009, szerinti PCV2d genotipus) alcsoportba sorolodott. Tovabbi két szekvencia
(a703. sz. horvatorszagi és a 22. sz. szerbiai mintabol készitett szekvencia) szintén a PCV2b
genotipuson beliil helyezdédik a filogenetikai fan, de szubtipustol fiiggetleniil. Ezen a két
virus csoporton kiviili helyezddését egy—egy pontmuticid okozza, amely aminosav

valtozassal is jar.
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3. Abra. Kozép-Europabél szarmazo teljes genomszekvenciakbél, NJ modszerrel késziilt
filogenetikai abrazolas. Azok az agak, ahol régiobeli szekvenciak nincsenek, nem jelennek meg a

filogenetikai fan.

Ko6zép-Eurdopaban a PCV2b 1A szubtipus virusai a dominansak. Ide 28 virust

soroltunk be: 3 magyarorszagi (3. sz., 5. sz., 6.sz. ), 3 romaniai (2.sz., 8.sz., 10.sz.), 3

szerbiai (1.sz., 17.sz., 18.sz.), 1 lengyelorszagi (7.sz.) és 16 horvatorszagi (642.sz.,
644.sz., 651. sz., 655. sz., 670.sz., 675.sz., 682.sz., 686.sz., HQ591365, HQ591370,
HQ591371, HQ591375, HQ591376, HQ591377, HQ591378, HQ591380) virust. Van két
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olyan szekvencia, amely rokonsagi viszony tekintetében ide tartozik (a 703. sz.

horvatorszagi és 22. sz. szerbiai szekvencidk).

Azonositottunk egy nagyobb kézép-europai csoportot, ahova 11 2008 utani, 7 2008
elétti Kozép-Eurdpabdl szarmazo virus tartozik. Emellett egy 2009-es portugaliai és két
franciaorszagi virusszekvencia alkotja a csoportot, amelyet a 4. abra mutat be. A csoporton
beliil vannak azonos szekvenciaju virusok is, azonban a legnagyobb mértékben eltérd

szekvenciak is tobb, mint 99 %-ban hasonlitottak.

HQ591370 Horvato.

HQ591378 Horvato.
642 Horvato.

HQ591365 Horvéto.

HQ591371 Horvéto.

AY256457 HUN4 2003

1 o

18 Szerbia
17 Szerbia

Slo5 2007
Slo6 2007

Slo4 2007

21 45
50 Slo2 2007
66 Slo3 2007
—| 651 Horvato.

8 DQ233257 Romania 2005

[l 16 -
10 Romania
40
72 2 Romania

0 HQ831538 Portugal 2009
_|20 E AY321997 Fra. 2003
16 L AY321998 Fra. 2003

HQ591375 Horvéto.

4. Abra. A teljes genomszekvenciakat tartalmazo, NJ modszerrel késziilt filogenetikai fan a
PCV2b 1A szubtipuson beliil az az 4g, amely els6sorban K6zép-Eurdopabol szarmazé
szekvencidkat tartalmaz. A sziirke keretben a 2008 utani, a régiobol szarmazo virusok lathatoak.

A NJ modszerrel a 703. sz. horvatorszagi és a 22. sz. szerbiai virus a PCV2b 1B
szubtipushoz 4ll kozelebb filogenetikailag, viszont a filogenetikai &bratol fliggetlen
Osszehasonlitast végezve mindketté a PCV2b genotipus 1A szubtipusahoz tartozik (Pubmed
nucleotide blast analizis, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Egymasra 99,32 %-ban
hasonlitanak. A szekvenciak 6sszehasonlitasa soran a Rep-génen két as valtozassal jar6 nt-

mutaciot azonositottunk.
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A PCV2b 1B genotipushoz tartozott a 2. sz. lengyelorszagi, az 1. és 4. sz.
magyarorszagi és a 662. és 671. sz. horvatorszagi szekvencia. A 2. sz. lengyelorszagi minta
legk6zelebbi rokona egy Csagola (2009) altal korabban megszekvenalt, szintén
lengyelorszagi virusgenom (az egyezés koztik 99,15 %). A hazai, 4. sz. szekvencia
legkozelebbi rokonai filogenetikai elemzés alapjan kinai szekvencidk (90% felett
egyezoség). A két horvatorszagi virus egymadssal azonos (100 %). A magyarorszagi 1. sz.
tavolabb all mindezektdl és a fa azon agan helyezkedik el, ahol féleg 2009-2010-es, Tavol-
Keletrdl szarmazo virusok vannak. A PCV2b 1C (PCV2d) szubtipust virusok kézott van
olyan, amely as-ainak szama eggyel nétt. Ezeket a delécids mutansokat mar Kozép-
Eurdpaban is kimutattak. Ide sorolandok HQ378158 azonositdju (Savic és mtsai., 2012) és
a 14. sz. szerbiai szekvencia is. Filogenetikai dbrankon kozép-eurdpai mintdk koziil egy
megszekvenalt genom (14. sz., Szerbiabol) sorolodott ide, mely szdmos kinai szekvencidval
all rokonsagban. Egy korabbi szerbiai szekvencia (HQ3778158) filogenetikai fa alapjan a
PCV2b 1C szubtipushoz tartozik (hasonlosag 99,15 %).

5.2. Sertés circovirusok kapcsolata befogott ragesalokkal
5.2.1. PCR eredmények befogott ragcsalok esetében

Osszesen 7 db patkiany mintit vizsgiltunk, ezek koziil 4 mutatott egyértelmii
pozitivitast (2-es, 4-es, 6-os és 7-es szamuak). A kimutatdsra az MCV1-MCV?2 primerpart
(Fenaux és mtsai., 2000) alkalmaztuk korabbi tapasztalatokra alapozva (LOrincz €s mtsai.,
2010). A pozitiv mintakat vizsgaltuk tovabb PCV2 specifikus primerekkel (mivel ezen virus

valtozasanak kovetése volt a célunk).

5.2.1.1. Szekvenciaanalizis a befogott ragcsalok esetében

CBB1J-CBB2, valamint CBB3-CSz2 primerparokat hasznaltunk a virus teljes
genomjanak szekvenaladsahoz. Ezen primerek PCV2-re specifikusak. Mindhdrom esetben
pozitiv eredményt kaptunk mindkét primerpar esetében. A CBB1J-CBB2 esetében egy
terméket kaptunk, mig a CBB3-CSz2 esetében 2 terméket kaptunk a hetes minta kivételével.
Ezek koziil az egyik a varhatd méretii volt, mig a masik kisebb (500 bp kortili). A hetes minta
esetében csak a kisebb amplikon jelent meg. Szekvenciaanalizist a kettes €és hetes mintakbol
végeztettiik el. Az eredmény eddig nem ismert szekvenciakat adott, de nem volt tiszta a PCR

termék. Sem DNS sem a fehérjére alapozott szekvencidk nem mutattak hasonlosagot.
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Az gordiilé-kor alapt amplifikacio (RCA) alapjan nagy valosziniiséggel korkoros DNS
genomot mutattunk ki, amely a circovirusoknal korabban kimutatott integralt genom (Fehér

¢és mtsai., 2013) elé6fordulasat zarta ki.
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6. Megbeszélés

Régionkban a virus kovette a Csagola (2009) altal eldrevetitett fejlodést. A PCV2a
genotipusu virus 2003-ban még igen elterjedt volt, de 2007-re csékkent az aranya a PCV2b-
hez képest. A mostani vizsgalat sordn csak egy ,,a” genotipusu virust talaltunk. Ez egy 2008-
as horvatorszagi szekvencia volt, amely a 2D szubtipusba sorolédott. Ugyanezen csoportba
keriilt Cadar és mtsai. (2010) 4ltal leirt vaddiszno virus is. O is megerdsitette azt, amit a
vildgon mindeniitt megfigyeltek, hogy a heterogén PCV2a kiszorul, helyét a PCV2b veszi
at.

A PCV2c genotipust nem mutattuk ki, bar ezt csupan egyszer irtdk le (Dupont és

mtsai., 2008), azota nem. Ez a csoport Ggy tiinik, hogy evolucids zsakutca.

A PCV2b mér elég hamar elterjedt Eurdpaban és Azsiaban, 2005 ota pedig az
amerikai kontinensen is. Mar 2007-ben sokkal elterjedtebb volt, mint a PCV2a, raadasul a
viruscsoport joval egységesebb képet mutat. Csdgola (2009) azt josolta, hogy a
viruscsoporton beliil az Olvera és mtsai. (2007) altal 1A szubtipust virus lesz az evolucio
iranya, a tOobbi szubtipust hatérbe szoritva. Térségiinkben mar tobbszor végeztek
vizsgalatokat az elterjedést illetden. A teljes genomszekvenalds azonban ritka. Mindenki
inkdbb a Cap-gént szekvendlja. Mi azonban a teljes genomot valasztottuk, mivel a
kapszidfehérje motivumainak vizsgélata nélkiil nem allapithaté meg egyértelmiien, hogy az
adott szekvencia az 1A vagy 1B szubtipusba tartozik. (A dolgozatom témadja csak a térség
PCV2 elemzése, amely egy, a teljes vilagot feloleld munka része, amelybe a GénBankbol
letoltott szekvencidk is tartoztak. Igy nagyon nagy mennyiségii adat feldolgozasa tortént
meg, amelyek egyenkénti vizsgalata lehetetlen feladatnak tiinik.) A régié mas vizsgalatai
alapjan is ugy tlinik, hogy a PCV2b 1A a legelterjedtebb szubtipus (Cadar és mtsai., 2010;
Turcitu és mtsai., 2011; Novosel és mtsai., 2014). Az altalunk megvizsgalt virusok koziil 26
tartozott az 1 A szubtipusba, 5 az 1B-be és 1 pedig az 1C szubtipusba. Ez megfelel az erdélyi
hazisertésekben talalt aranyoknak (Cadar és mtsai., 2010). Két virust talaltunk, amely a
filogenetikai analizis soran egyik szubtipusba sem sorolodott be. Ezek a 703 sz.
horvatorszagi €s a 22 sz. szerbiai szekvencidk. A filogenetikai fan ugyan inkédbb a PCV2b
1B csoporthoz tartoznak, azonban ettdl fliggetlen Osszehasonlitdssal a PCV2b 1A
szubtipusunak tiintek. A virusokban a rekombinacio jeleit nem tudtuk felfedezni. Az ORF1-

en olyan mutéaciok is vannak, amelyek alapjan a két virus mas-mas csoportba tartozik. A 34.
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nt valtozasa a 703 sz. horvatorszagi virusnal a PCV2a 1A szubtipusu virusokra jellemzd,

mig a 105. nt megvaltozasa egyik csoportra se.

Régionk nem mutatott valtozdsokat a hazi sertések esetében a 2007-ben
megjosolthoz képest (Csagola, 2009). Azonban a PCV2b 1B ¢és 1C is megjelent. A vilag mas
részén az 1C mar elterjedtebb. A kapszidon megjelent mutdcid miatt feltételezhetd, hogy az
allomanyokban kialakult vakcinas védelem ebben az esetben nem elég. Azonban a mutacid
mar 2010 el6tt is jelen volt, igy biztos, hogy nem ezért jott 1étre. Ennek a csoportnak a

terjedése jelenleg gyorsabb.

Két virusrol nem esett még sz6. Ezek a 2009-bdl szarmazo horvatorszagi szekvenciak
(HQ591379 és HQ591381). Méretiiket tekintve 1767 nt, ami a PCV2b, illetve a PCV2c
méretének felel meg, 4m nem hasonlit egyik csoporthoz sem. Mindkét virus és a veliik egy
agon elhelyezkedd virusok (EF524523 ¢s HM776452) egymastol viszonylag messze allnak
(a paronkénti hasonlosag 96,83-99,83%). A kapszidjuk 234 as-bol all, am ezen is valtozasok
kovetkeztek be, nem egyeznek meg a PCV2b 1C (PCV2d) esetében latottakkal. Azon
virusok, amelyek ilyen mutaciokat tartalmaznak, sikeresek lehetnek a vakcinacio okozta
védelem kivédésében. Ez az Ut lehet az evollcid 1j vonala, amely a virus szempontjabol

elényds lehet.

A ragcsalok esetében a teljes genom szekvenalasat tiiztiik ki célul. Ennek oka, hogy
ezek az allatok rezervoar szerepet tolthetnek be (Lorincz és mtsai., 2010), és a vizsgalatok
soran feltételezhetd volt, hogy a virusgenom valtozik a ragcsalokban. A virust emellett
ragcsalok egymasnak is atadhatjak (Csagola €s mtsai., 2008), igy pedig a vakcindzastol
fliggetlentil a virus fennmarad a sertéstelepeken. Azt feltételeztiik, hogy a ragcsalokban a
természetes fert6zés esetén a virus valtozni fog, hiszen igen nagy mutdcios rataval
rendelkezik (Firth és mtsai., 2009). A korabbi szekvenalas alapjan a virus valtozott a telepen
eléforduld sertés szekvencidkhoz képest. A GénBankban laboratériumi egerekbdl szarmazo
circovirus szekvenciakat talaltunk. Eltéré szamu passzalas utan lettek meghatarozva, de nem

lehetett két megegyezd virust talalni (a 94,96-99,89% hasonlosag).

A PCR termékek nagyon biztatdak voltak, mert ugy tlint, hogy az eredmény a
korabban szarvasmarhédk esetében latottakra hasonlit. Abban az esetben két eltérd virust is
azonositani lehetett. Itt azonban annyira szennyezet volt a szekvencia, hogy nem lehetett

kitisztitani. Igy a teljes genom még mindig nem 4ll rendelkezésiinkre, melyb6] adédoan nem
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tudjuk, hogy egerekben vajon eléfordulhat-e az, hogy a virus képes megvaltozni, amely akar
a PCV2b 1C (PCv2d) kialakuldsahoz is vezethet.
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7.  Osszefoglalas

A Circoviridae viruscsaladba tartoz6 Circovirus nemzetség neve is utal arra, hogy
korkords, szimpla szala DNS genommal rendelkeznek. Méretik 17-26 nm, kobos
szimmetridjuak, burok nélkiiliek. Tovabbi ismert circovirus nemzetség a Gyrovirus genus,
mely jobban hasonlit az Anelloviridae csalad tagjaihoz, mint a Circoviridae-hez, ezért
atsorolasat fontolgatjdk. Tovabbd egy Uj nemzetség létrehozasarél dontés varhato,
Cyclovirus genus néven, ennek rendszertani helyét azonban még nem tisztaztdk. A
Circovirus genusba tartoznak az altalunk vizsgalt sertés circovirusok, valamint madarak
circovirusai. El0bbieknek két faja ismert: az egyes tipusu sertés circovirus (PCV1), melyet
apathogénnek tartottak, bar ujabban magzatkarosit6 hatasat leirtak és a kettes tipusa (PCV2),
mely a sertéstelepeken hatalmas gazdasagi karokat okozott az elmult évtizedekben. A PCV2
az egész vilagon elterjedt. Eldszor Kanadaban irtak le. Elsdsorban a vélasztasi korban
(Eurépaban 28-30 naposan) okoz jelentds karokat, de szamos megbetegedés hatterében is

kimutattak.

A 2-es tipusnak harom genotipusat ismerjiik:a PCV2a, PCV2b, PCV2c. A jelenleg
domindns PCV2b mellett a PCV2a, ha kisebb mértékben is, de el6fordul a
sertésallomanyokban. PCV2c-t csak egy alkalommal irtak le, Daniaban. Epidemiologiai
vizsgalatok azt mutatjak, hogy a legpathogénebb genotipus a PCV2h. Mas elképzelések
szerint inkabb az Uj hibrid sertésfajtdk, a valtozékony tartastechnoldgia, az allatok
lezsaroléasa egyiittesen felelds az egyre stlyosbodo klinikai tiinetekért. Az elmult években a
virus genetikailag stabilnak tiinik, ami alapjan lehetséges, hogy a sertéshez vald adaptacio
egy végéhez kozeledé folyamat. Fontos viszont, hogy a vakcinazasokkal arra
kornyezd orszagokban, amely képes a vakcinas védelmet attdrni €s vilagszerte terjed, igy

elképzelhetd, hogy nalunk is jelen van.

A PCV-ok 06sének feltételezhetd gazdajaként szoba johetnek ragesalok. A
sertéstelepek kornyékérdl szarmazo patkanyokbodl €s egerekbdl PCV2 volt kimutathato,
mely utalhat arra, hogy a ragcsalok lehetséges rezervoarok. E megfigyelések miatt vizsgaltuk
patkanyokban a virust, hogy milyen mértékii genetikai valtozasokon ment keresztiil. A k6zos

genetikai 6st nem sikeriilt felfedni a vizsgalatokkal.
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8. Summary

Circovirus genus belongs to the family Circoviridae. The family name refers to a
circular, single-stranded DNA genome. Their size is 17-26nm, they have icosahedral
symmetry and are non-enveloped. The family contains other genera such as Gyrovirus,
which is more similar to the family Anelloviridae as Circoviridae and its reclassification is
being considered. There is another tentive genus called Cyclovirus. Its taxonomic position
hasn’t been clarified yet. Circovirus genus includes porcine circovirus (the target of this
study) and bird circoviruses. The former has two species: porcine circovirus type 1
(PCV1), considered to be non-pathogenic, although there is some experimental evidence
that it might it damage fetuses. Porcine circovirus type 2 (PCV2), however caused huge
economic damage to pig farms in the recent decades. Type 2 is present all over the world.
It has been described in Canada first. This virus causes significant damage mostly in
weaning piglets (28-30 days old in Europe), and its presence was shown in in the

background of a variety of diseases.

The three known genotypes of type 2 are: PCV2a, PCV2b and PCV2c. Currently
PCV2b is dominant but PCV2a is also present in pigs. PCV2c was described only once, in
Denmark. Epidemiological studies show that the most pathogenic type is PCV2b. Others
say the new hybrid breed of pigs, the variable technology, and the exploitation of animals
are all together responsible for the worsening clinical signs. In the last few years the virus
seemed to be genetically stable, so it is possible that the adaptation of the virus to pigs is
approaching the end of the process. However, it’s important, that the virus is forced to
change into different directions due to the pressure of widespread vaccinations. In
neighboring countries scientists detected PCV2b which was able to break through vaccine
protection. It is spreading all over the world so it is likely that it will appear in Hungary,

too.

Our theory was that rodents maybe one of the ancestor hosts of PCV viruses. We
were able to find PCV2 in rodents caught in areas surrounding pig farms. This suggests
that rats might act as reservoirs. Because of these observations we examined the genetic
variability of the virus in rats. The common ancestor virus could not be identified by

examinations of rodents.
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