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3 Osszefoglalas

A klasszikus pestivirusok tdbbnyire parosujju patasokat fertéznek, kdzéjik soroljuk a
szarvasmarha virusos hasmenését okozo virusokat (bovine viral diarrhea virus, BVDV-1 és
BVDV-2), a baranyokat és kecskéket megbetegitd border disease virust (border disease virus,
BDV) és egy jelent6s setéspatogént, a klasszikus sertéspestis virusat (classical swine fever
virus, CSFV), amely hazankban utoljara 2009-ben fordult el6 vaddisznoban, a korlatozo
intézkedéseket pedig 2013-ban oldottak fel az érintett tertleteken. Az utobbi évtizedben tobb
Uj pestivirust is azonositottak kilonféle allatfajokban, ezen fajok egyike az atipikus sertés
pestivirus (atypical porcine pestivirus, APPV). Az APPV els6é azonositasa 6ta egyértelmien
bebizonyosodott, hogy a virus vilagszerte elterjedt hazisertés- és vaddiszndallomanyokban
egyarant. A klasszikus sertéspestishez hasonléan, méhen bellli fertéz8déskor reszketékort
(congenital tremor, CT) okozhat az ujszulott malacokban. A CSFV-vel ellentétben, amely az
un. A-l-es tipusu CT-t okozza, az A-ll-es tipusu CT-vel sziletett, APPV-fert6zott malacok
valasztasi korukra legtobbszor klinikailag egészségesekké valnak. Feltételezhetéen ennek
oka a virus kisagyveleji lokalizacidjanak eltérése a két virus esetében, ugyanis az APPV
kizarélag a belsé granularis és molecularis réteget (kdztlik a Purkinje-sejteket) fertézi, igy a
fertézés nyoman elpusztuld idegsejteket az érintetlen, kilsé granularis réteg sejtjei pétolni
képesek. A virus honapokig Urilhet a mar tinetmentes allatok bélsaraval, tovabba az ivarérett

kanok spermajaval is.

2016-ban els6ként azonositottuk a virust hazai sertéstelepekrél szarmazo,
reszketokorban szenvedd sertések szovetmintaibol. A virust 2005, 2007 és 2010-bdl
szarmazo, reszketokoros sertések archivalt szovetmintaibdl is azonositottuk, tehat a virus
legalabb 18 éve jelen van a hazai tenyészallomanyban. 2018-2022 kdzott 26 magyarorszagi,
és egy szlovakiai teleprdl gyUjtottink vérsavo-, herélési folyadék-, és ragokotélimintakat,
amelyeket APPV kimutatasara optimalizalt RT-qPCR-mddszerrel ellenériztiink. Osszesen 18
telepen mutattuk ki a virus jelenlétét. Vérsavomintak esetén, telepenként atlagosan 100
vérsavomintat gydjtottink 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 hetes allatoktol, tovabba suld6ktdl, kétszer
és négyszer fialt kocaktol, amelyeket 5-0s poolokban vizsgaltunk. Ragokotélmintakat 10 és 20
hetes allatoktdl gydijtéttink. A nagymintaszamu keresztmetszeti vizsgalatok soran 66,67%-0s
magyarorszagi prevalenciat allapitottunk meg, azaz a vizsgalt magyarorszagi sertéstelepek
kétharmada fert6z6tt a virussal. Az érintett telepeken a vérsavémintak 6,3-50%-aban, a
herélési folyadékmintdk 20-100%-aban és a ragokotélmintdk 10-100%-aban mutattuk ki a
virust. A kocak, a 2 és a 4 hetes malacok mind negativak voltak, a 12 hetesek, valamint a
kocasUlldék alacsony fert6zottségi aranyt mutattak (4—6%), a 6, 8, 14 és 18 hetesek (14—16%)

és a 10 hetesek (27%) mutattak a legnagyobb pozitivitasi aranyt a vérsavémintaikban. Az
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APPV-pozitiv ragokotélmintak 41%-a 10 hetes, 59%-a 20 hetes allatoktdl szarmazott. Két telep
esetében csak a ragokotélmintakban azonositottuk az APPV-t, tovabba 5 fertézott telepen
nem tudtuk kimutatni a virust herélési folyadékmintakban. A herélési folyadékmintak abban az
esetben bizonyultak diagnosztikai szempontbdl megbizhatonak, amikor egy teleprél 5-nél

tobbet vizsgaltunk.

Filogenetikai vizsgalataink alapjan a meghatarozott részleges APPV szekvenciak
jellemzden europai szekvenciakkal alkotnak kozos filogenetikai csoportot, de voltak olyan
torzsek, amelyek egy Koreai Koztarsasagban leirt mintaval sorolhatéak egy monofiletikus
csoporba. Eredményeink alapjan a Magyarorszagon azonositott tdrzsek nem alkotnak
telepenként kuldn-kilén csoportokat, azonban eléfordult, hogy egymastdl atlagosan 100-300
km tavolsagra lévé telepeken hasonlé/azonos térzseket is azonositottunk. Habar jelenleg
nincs informacionk ezen telepek k6zotti kereskedelmi kapcsolatrdl, elképzelhet6, hogy ezek a
torzsek orszagon bellli kereskedelem utjan jutottak el az egyes telepekre, esetleg k6zds
forrasbdl szarmazo kocasuldéket, vagy akar spermat hasznalnak. Eredményeink arra utalnak,
hogy az APPV genetikai diverzitasanak f6 mozgatérugdja a torzsek helyi, divergens evolucidja,

valamint a fert6zoétt, tlinetmentes allatok és/vagy szaporitbanyag kereskedelme.

Fert6zott, 1-3 napos, tovabba egy CT-vel szlletett, majd tinetmentessé valo, ivarérett
kan heréjének in situ hibridizaciés vizsgalata sordn az interstitialis Leydig-sejteket, a
peritubularis myoid sejteket és kdzepes méretil artériak falanak simaizomsejtjeit azonositottuk
a virus célsejtjeiként. Megfigyeltik tovabba, hogy mig a fiatal malacok esetében az APPV nem
volt azonosithat6 a vér-here (Sertoli-) gaton tul, a kan heréjében azonban ezen a terileten is
talaltunk pozitiv sejteket, amely a bulbourethralis mirigy és a prosztata fert6zéttségével egyitt
megmagyarazza a fert6zott sperma Uritését. Ezen allatok kis- és nagyagyvelejében is
vizsgaltuk a virus jelenlétét in situ hibridizaciés modszerrel. Az APPV genetikai allomanyat
megtalaltuk a reszket6kéros malacok kisagyvelejének belsé granularis és molecularis
rétegében, valamint a Purkinje-sejtekben. Ezen fellil mérsékelt festédést figyeltink meg a

nagyagyvel®é neuronjaihoz kétotten.
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4 Bevezetés és célkitiizések

Az atipikus sertés-pestivirus (APPV, Pestivirus K) a Flaviviridae csaladba tartozé
Pestivirus nemzetség ujonnan felfedezett tagja, amelyet el6sz6r 2015-ben azonositottak az
USA-ban, ujgeneracioés szekvenciameghatarozasos modszerrel, a sertések reprodukcios
zavarokkal és légzbszervi tlnetekkel jar6 szindromajanak (porcine reproductive and
respiratory syndrome, PRRS) virusaval fertézott allatok mintaiban (Hause et al., 2015). Az6ta
az APPV-t azonositottak Németorszagban (Beer et al.,, 2016; Postel et al., 2016),
Svédorszagban (Blomstrom et al., 2016), Hollandiaban (de Groof et al., 2016), Ausztriaban
(Schwarz et al., 2017), Spanyolorszagban (Munioz-Gonzalez et al., 2017), Kinaban (Yuan et
al., 2017), Nagy-Britanniaban és Olaszorszagban (Postel et al., 2017a), Braziliaban (Gatto et
al., 2018c), Magyarorszagon (Dénes et al.,, 2018), Kanadaban (Dessureault et al., 2018),
Svajcban (Kaufmann et al., 2019), Japanban (Kasahara-kamiie et al., 2021) és nemrégiben
Daniaban (Pedersen et al., 2021) is. Az elmult években Németorszagban, Szerbiaban és
Spanyolorszagban vaddisznémintakbdl is kimutattak a virust (Cagatay et al., 2018; Colom-
Cadena et al., 2018) (1. abra).

1. dbra: Az atipikus sertés-pestivirus elterjedtsége a vilagon

Piros szinnel jeldltiik azon orszagokat, ahol csak sertéstelepeken azonositottak a virust,
sarga szinnel pedig ahol vaddiszné mintakbdl is. (Vaktérkép forras: www.outline-world-map-

com)

A kozelmultban igazoltak, hogy APPV-t tartalmazo vérrel vagy szdvetszuszpenzidval
mesterségesen fert6zott vemhes kocak utédai az A-ll-es tipusu reszketdkor (congenital
tremor, CT) klinikai tineteit mutattak (Hause et al., 2015; Arruda et al., 2016; Postel et al.,
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2016), amely egyes esetekben, jarvanyszeri megjelenés nyoman akar 10-60%-0s
malacelhullast is okozhat (de Groof et al., 2016; Postel et al., 2017a).

Ezen dolgozat keretében célul tiiztik ki, hogy informaciot gyljtsink a Magyarorszagon
kutatasunk el6tt még nem azonositott virus jelenlétével, elterjedtségével kapcsolatban, illetve,
hogy felderitsik, milyen 6sszefliggést mutat a mar régoéta, hazankban is megfigyelt, Ujszilott
malacokat érint6 reszketdkor el6fordulasaval. Célunk volt
(i) kulonb6z6 magyarorszagi sertéstelepekrél szarmazo mintakban az APPV kimutatasa,
(i) a begydjtott APPV-torzsek részleges genomszekvencia-meghatarozasa és filogenetikai
vizsgalata, melyek segithetnek eredetik, terjedésik és genomevoluciojuk megismerésében,
(iii) célzott, orszagos prevalencia-vizsgalatok elvégzeése a fert6zés elterjedtségének felmérése
céljabal,

(iv) a fert6zott allomanyokban az egyes korcsoportok érintettségének, fertézottségi aranyanak,
a virusterjedés allomanyon beluli dinamikajanak felderitése,
(v) RNS-alapu in situ hibridizaciés modszer (RNAscope) alkalmazasa a virus szoveti
elvaltozasokban valé kimutatasara, kulonos tekintettel a hereszdvetben és az agyvelében

érintett sejttipusok azonositasara.

5 Irodalmi attekintés

5.1 A Flaviviridae csalad

A Flaviviridae csaladot kisméretl, burokkal rendelkezd virusok alkotjak, amelyek
tobbnyire gazdaspecifikusak és féként eml6soket és madarakat fertéznek meg. A csalad négy
nemzetségbdl all: (1) a Flavivirus nemzetségbe tébbnyire izeltlabuak altal terjesztett korokozok
tartoznak, tobb képviselbje jelentds human vagy allati patogén (sargalazvirus, Dengue-laz
virus, Nyugat-nilusi virus); (Il) a Pestivirus nemzetség tagjainak tobbsége leginkabb sertések
és kér6dzdk megbetegedéséért felel6s, bar az utdbbi évtizedben leirtak tébb atipikus
Pestivirust, amelyek vadon él6 allatokhoz kothetéek. A fert6z6dés altalaban fert6zott
valadékkal (léguti cseppek, vizelet vagy bélsar) vagy a placentan keresztll torténik; (11l) a
Hepacivirus genus jellemzé tagja a Hepatitis C virus (HCV), amely jelentds human kérokozé:
az altala okozott fertézés idult majgyulladas, ill. cirrhosis kialakulasahoz vezethet; (IV) a
Pegivirus nemzetség tagjai szamos emldsfaj esetében perzisztens fert6zést okoznak,

azonban egyelére nem hoztak dsszefliggésbe 6ket ismert kérképekkel (2. abra).

Habar a Flaviviridae csalad tagjai morfolégiajukban, genomfelépitésiikben és
replikaciés stratégiaikban hasonlitanak, a kilénb6z8 nemzetségekhez tartozé virusok eltérd
bioldgiai tulajdonsagokat mutatnak, tovabba nem jellemzd rajuk szeroldgiai keresztreaktivitas
(Simmonds et al., 2017).
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2. abra: Az Flaviviridae csalad tagjainak RNS-fliggd RNS-polimerazt (RdRP) kodolo
konzervalt szekvencia régidjanak dsszehasonlitdasa Maximum Likelihood (ML) analizissel, az

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ajanlasa alapjan

A bootstrap értékek az abran nincsenek feltintetve. A méretskala 1 varhaté valtozast

jelez helyenként és agankeént. A piros nyil az atipikus sertés-pestivirust jeloli

A Flaviviridae csaladba tartoz6 virusok virionja megkdzelitéleg 40-60 nm atmérdjd,
kisméretl kapszidjan kett6 (Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus) vagy harom (Pestivirus)
membran-asszocialt glikoprotein talalhato (Simmonds et al., 2017). Genomjuk 9—-13 kb méretd,
pozitiv iranyultsagu, nem-szegmentalt, egyszalu RNS, amely egy nyitott leolvasasi keretet
(open reading frame, ORF) tartalmaz 5- és 3’-terminalis nem kodolé régiokkal (NTR)
hatarolva. A csalad Osszes tagja esetében hianyzik a 3'-terminalis poli(A) farok. Nem-
szerkezeti fehérjéik szerin-proteazt, RNS-helikazt és RNS-fuggé RNS-polimerazt (RdRP)

kédolnak. A transzlacié a flavivirusok esetében az I-es tipusu cap szerkezetet tartalmazé RNS-
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genomrol torténik, mig a tdbbi nemzetség esetében egy belsd riboszomalis belépési hely
(Internal Ribosomal Entry Site, IRES) elemei medialjak a cap-fliggetlen transzlaciot. A
genomreplikacid a citoplazmaban torténik, amelyet a virion Osszeépllése kovet az
endoplazmatikus retikulumbdél (ER) eredé membranvezikulumokban. Az érett virionok
bimbézassal jutnak at az ER lumenjén és a vezikulumtranszport-ttvonalon jutnak ki a sejtbél
(Tautz et al., 2015; Simmonds et al., 2017).

5.2 A Pestivirus nemzetség

Korabban a Pestivirus nemzetségbe négy fajt soroltak: a szarvasmarha virusos
hasmenését okozo virus 1-es és 2-es tipusat (bovine viral diarrhea virus, BVDV-1, Pestivirus
A és BVDV-2, Pestivirus B), a klasszikus sertéspestis virusat (classical swine fever virus,
CSFV, Pestivirus C), és a border disease virust (border disease virus, BDV, Pestivirus D),
amelyek jelentés gazdasagi kart okozhatnak szarvasmarha-, sertés-, és kiskér6dzo-

allomanyokban (Dietzgen et al., 2017).

Az utobbi két évtizedben tovabbi pestivirusokat is azonositottak: ilyen a villas szarvu
antilopot megbetegité pestivirus (Pestivirus E) (Vilcek et al., 2005), az ausztral sertések
mintaibdl kimutatott Bungowannah-virus (Pestivirus F) (Kirkland et al., 2015a), zsiraf-
pestivirusok (Pestivirus G) (Avalos-Ramirez et al., 2001), a szarvasmarhakat fert6zé HOBI-
like pestivirus (Pestivirus H), a kecskéket, baranyokat és szarvasmarhakat fert6zé Aydin-like
pestivirus (Pestivirus 1) (Becher et al., 2012), a norvég patkany-pestivirus (Norway rat
pestivirus, NrPV, Pestivirus J) (Firth et al., 2014), az atipikus sertés-pestivirus (Atypical porcine
pestivirus, APPV, Pestivirus K) (Hause et al., 2015). 2021-ben tovabbi fajok felvételét
javasoltak a pestivirusok ko6zé, ilyen az APPV-hez hasonlé, de annal sulyosabb
megbetegedést okozo LINDA-virus (lateral shaking inducing agent, Pestivirus L) (Lamp et al.,
2017), a barna delfint fert6z Phocoena pestivirus (PhoPeV Pestivirus M) (Jo et al., 2019), a
vadkecskébdl és muflonbdl kimutatott tunéziai sheep-like pestivirus (TSV, Pestivirus N) (Meyer
et al., 2021), juhokat fert6z6 ovine/IT pestivirus (ovIT PeV, Pestivirus O) (Sozzi et al., 2019a),
tovabba tobzoskabdl és rajta él6skddé kullancsbdl izolalt pangolin pestivirus (DYPV, Pestivirus
P) (Gao et al., 2020). Végul az 1-2 évtizede mar ragcsalokbdl (RtNn-PeV, Pestivirus Q és
RtAp-PeV, Pestivirus R) (Becher et al.,, 1997; Wu et al., 2018) és a Rhinolophus affinis
denevérekbdl kimutatott pestivirust (BtSk-PeV, Pestivirus S) is a Pestivirus nemzetségbe
soroltak (Wu et al., 2012; Smith et al., 2017; Postel et al., 2021).

Az International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) Pestivirus
referenciagenom-adatbazisat és az ujonnan leirt pestivirusok (Pestivirus M-S, Postel et al.,
2021) genomjat hasonlitottam 6ssze Maximum Likelihood analizissel (ML). A 3. abraan

lathato, hogy a csak Ausztralidban azonositott, sertéseket érint6 Bungowannah-virus és az
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APPV-hez hasonléan feltételezhetéen reszketékort okozd LINDA-virus a legkdzelebbi
rokonsagot a barna delfinekben felfedezett pestivirussal mutatjak. Az APPV legkdzelebbi
rokona a denevérekbdl azonositott BtSk-PeV, mig a ragcsalékban leirt pestivirusok kulon,
tavoli csoportot alkotnak, amelyek legkdzelebbi rokona a tobzoskaban azonositott pangolin
pestivirus. Erdekesség, hogy a klasszikus sertéspestis virusanak legkdzelebbi rokona a
Pestivirus nemzetségben a tunéziai sheep-like pestivirus és az Aydin-like pestivirus, azonban
ezeket a virusokat, a CSFV-vel ellentétben nem azonositottak sertésekben (Meyer et al.,
2021).
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3. abra A Pestivirus nemzetség tagjainak nem szerkezeti fehérje 5b (NS5b) kédold

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) ajanlasa alapjan.
A bootstrap analizist 1000 ismétléssel végeztik, az értékek az abran nincsenek
feltintetve. A méretskala 0,2 varhat6 valtozast jelez helyenként és aganként.
5.2.1 A pestivirusok genomszerkezete

A Pestivirus nemzetség tagjai genetikailag kifejezetten valtozékony, egyszalu pozitiv
iranyultsagl RNS-virusok. Genomjuk ~12,3 kb méretii, amely csak egy, ~3900 aminosavbdl

allé poliproteint kdédold nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF) tartalmaz.
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Genomjuk felépitése nagy hasonlésagot mutat a szintén Flaviviridae csaladba sorolt, jelentds
human patogén Hepatitis C viruséval (HCV), k6zbs jellemzdjik hogy a szerkezeti fehérjéken
tul a nem-szerkezeti fehérjék is szerepet jatszanak a virion morfogenezisében (Tautz et al.,
2015).

A nemzetség tagjai 40-60 nm atmérdji burkos virusok. A virionban négy szerkezeti
fehérje talalhato: C kapszidfehérje (core protein) és E™, E1 és E2 burokfehérje (4. abra). A
pestivirusok két egyedi fehérjével is rendelkeznek, amelyeknek még a Flaviviridae csaladot
alkotod, kozeli rokonsagban allé tébbi nemzetség tagjainak genomjaban sincs megfeleléje.
Egyik az E™, egy ribonukleaz aktivitdssal rendelkez6 RNaz T2 doménnel rendelkezé burok-
glikoprotein, a masik az NP® N-terminalis autoprotedz, az NS3 (nem szerkezeti fehérje)
autentikus N-termindlisat generald fehérje, amely fontos szerepet jatszik a virion
morfogenezisben (Klemens et al., 2015), tovabba ez felelés az APPV tekintetében egyedulallé
NP/C hely 6nhasitasaért (Pan et al., 2018). A BVDV nem-citopatogén torzsei esetében
bebizonyitottak, hogy az emlitett fehérjéknek jelent6s szerepik van a velesziletett,
immuntoleranciaval jaré perzisztens fert6zés kialakitasaban is. Az NP lebontja a veleszlletett
immunvalaszban fontos szerepet jatszé IRF-3 transzkripciés faktort, az E™ pedig a sejtek
kozotti térbe kikertlt viralis RNS-t darabolja fel célzottan, felismerhetetlenné téve azokat az
idegen molecularis mintazatok felismerésére hivatott, in. PRR (pattern recognition receptor)
receptorok szamara. E két folyamat hatékonyan képes gatolni a velesziletett immunrendszer
virusellenes hatasu I-es tipusu interferonvalaszat (Kiss and Dobos, 2021). Az APPV NP
fehérjéje nem mutat szignifikdns hasonlésagot egy ismert fehérjével sem, és aminosav-
Osszetétele mindéssze 9-18%-ban egyezik meg mas NP fehérjeszekvenciakkal. Az APPV

E™s fehérjéje 32,9—-39%-ban egyezik meg mas E™ fehérjékkel (Hause et al., 2015).
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4. abra: A pestivirusok alapvet6 szerkezeti jellemzéi

Az abran egy pestivirus részecske sematikus abraja lathatdé kézépen, bal oldalon a BVDV
elektronmikroszkopos képe ultravékony metszetben, jobb oldalon a CSFV
elektronmikroszképos képe negativ festéssel talalhatd. Ezek alatt van dbrazolva a pestivirus
genom sematikus felépitése, amely egyetlen nyitott leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz, az
altala koédolt fehérjecsoportok kuldonb6zd szinnel jeldlve. P: proteaz, H: helikaz (forras: Tautz
et al., 2015)

A masik két burokfehérje felelés a virus fertézéképességéért: az E2 egy 53-55 kDa
méretl receptorkdtd fehérje, amely f6 célpontja a neutralizalé ellenanyagoknak és kulcsfaktora
a virus sejttropizmusanak, az E1 pedig egyelére nem tisztazott szerepet jatszik a virus sejtbe
jutdsaban (Tautz et al.,, 2015). Az APPV esetében mindkét fehérje kevesebb mint 31%
egyezést mutat mas pestivirusokéval, habar az E2 54%-ban megegyezik a BtSk-PeV-
viruséval. A pestivirusok teljes genomjanak filogenetikai vizsgalata alapjan az APPV
legkdzelebbi rokonai a kinai denevérekbél (Rhinolophus affinis, Scotophilus kuhlii) azonositott
pestivirusok. Ezen harom virus E2 fehérjéi kb. 130 aminosavval révidebbek a tobbi
pestiviruséhoz képest, és filogenetikailag kildn csoportot alkotnak (Hause et al., 2015; Riedel
et al., 2021).

A nem-szerkezeti (non structural, NS) fehérjék fontos szerepet jatszanak a virion

kialakitasaban. Az NS2 cisztein-autoproteazként funkcional, amely az NS2-3 hasitasaért
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felelés, mig az NS3 helikaz, NTP-az aktivitassal rendelkezik és kofaktoraval, az NS4a-val
szerin-proteazként is mikodik (Becher and Tautz, 2011; Klemens et al., 2015; Tautz et al.,
2015).

Szovettenyészeten medfigyelt sejtkarositdé hatasuk alapjan a pestivirusokat nem-
citopatogén (ncp) vagy citopatogén (cp) biotipusba soroljak. Perzisztensen BVDV-fert6zott
allatok esetében a cp tipusu virus megjelenését gyakran RNS-rekombinacié okozza, amely
halalos kimenetell nyalkahartya-betegséghez (mucosal disease, MD) vezet (Becher and
Tautz, 2011). Ezen fenotipus kialakulasa korrelal a szabad NS3 fehérje képzddésével, amely
az NS2-3 kdédold régio szekvencigjanak eltérésébdl adodik (Klemens et al., 2015). A hasitatlan
NS2-3 fehérje lényeges eleme a virion morfogenezisének, am pontos funkcidja még nem
meghatarozott (Tautz et al., 2015). Tébb vizsgalat is alatdmasztotta, hogy bizonyos DNS-
fragmentek inzercidja az NS2 és NS3 gének k6zé megakadalyozza a fert6z6 virion képzddését
(Agapov et al.,, 2004; Moulin et al., 2007). Cp és ncp virusok egyarant képesek heveny
fertézést okozni, azonban perzisztens fert6zés kialakulasa kizarélag az ncp virusok esetében

jellemzd (Brownlie, 1991).

A pestivirusok aktiv viralis RNS-replikazat az NS3, NS4A, NS4B, NS5A, és NS5B
fehérjék, tovabba egyéb ismeretlen gazdafaktorok alkotjak (Tautz et al., 2015). Az APPV nem
szerkezeti fehérjéi koziul az NS2 60%, az NS3 74%, az NS4a 61%-ban egyezik az BtSk-PeV
nem szerkezeti fehérjéivel. Mas pestivirusokkal 6sszehasonlitva az NS4a 29-33%, az NS4b
és az NS5b 36-45%, mig az NS5a fehérje 12-17% egyezést mutat (Hause et al., 2015).

A transzlacio inicializalasaért és a virus-RNS replikaciojaért a pestivirusgenom 5-NTR
régidja felelés (Yu et al., 2000; Grassmann et al., 2005). A transzlaciot az 5’-NTR région kodolt
IV-es tipusu belsé riboszomalis belépési hely (internal ribosome entry site, IRES) medialja,
amely az IRES elemek hepatitis C virus/pestivirus (HP) csoportjaba tartozik (Tautz et al.,
2015). A transzlaciot kdvetéen a poliprotein ko- és poszttranszlacios hasitasat szerkezeti és
nem-szerkezeti fehérjékre a sejt és a virus proteazai végzik. A transzlacié a 3'-NTR régiénal
fejez6dik be, ezutan all 6ssze a replikacios komplex, amely elinditja a virusreplikaciét (Tautz
etal., 2015; Simmonds et al., 2017). A 3'-NTR a pestivirusok esetében nem rendelkezik poli(A)
farokkal, amely mas virusok esetében az RNS stabilitasdért felelds, tovabba az eukariota
szervezetekben az mRNS-ek transzlaciojat segiti (Smith et al., 2017). A Pestivirus nemzetség
tagjainal ezt a szerepet a gazdasejt NFOO/NAFR fehérjéi veszik at, amelyek kélcsdnhatasba
Iépnek a 3-NTR régidval és igy koordinaljak a transzlaciot és az RNS-replikaciét (Tautz et al.,
2015). Az APPV 5-NTR szekvencigja (~125 bp) megkdzelitdleg 250 bp-ral révidebb a tébbi
pestivirusénal (~370-498 bp), a 3-NTR hosszaban (~245 bp) azonban nincs eltérés (Hause
et al., 2015).
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5.2.2 Sertések pestivirusai

5.2.2.1 A klasszikus sertéspestis virusa

A klasszikus sertéspestis (classical swine fever, CSF) gazdasagilag jelentds,
bejelentési kotelezettség ala tartozo, nagy ragalyozé képességl virusos megbetegedés. A
CSFV-fertb6zés f6 utvonala az oronasalis Uton torténd horizontalis atvitel, fert6zott sertésekkel
valoé kdzvetlen vagy kozvetett érintkezés, illetve fert6zott takarmany (Moennig et al., 2003).
Habar a virus egyszer( fertétlenité szerekkel inaktivalhato, nedves bioldgiai kérnyezetben és
bizonyos élelmiszerekben, mint pl., szalami, sonka, friss sertéshus és belséségek a CSFV
akar hénapokig fert6z6képes maradhat (Edwards, 2000). Ezeken felll a fert6zés torténhet
fert6zott kanok spermajaval végzett inszeminacio utjan is (de Smit et al., 1999; Floegel, 2000).
A CSFV-fertézott egyedek testi valadékaik utjan a Klinikai tiinetek megjelenésétél a halal
bealltdig folyamatosan uritik a virust (Postel et al., 2018). Mas pestivirusokhoz hasonléan a
CSFV is képes athatolni a placentan, a vemhesség barmelyik szakaszaban. A magzatok
karosodasa attdl fliggéen eltérd mértéki lehet, hogy a koca a vemhesség mely szakaszaban
fert6z8dott meg. Az els6é trimeszterben lezajld fert6zddés vetéléshez, életképtelen vagy
mumifikalédott magzatok elléséhez vagy halvasziletéshez vezethet (Kaden et al., 2005). A
masodik trimeszterben (a vemhesség kb. 50 és 70 napja kdzott) vald fertéz8dés esetén az
immuntolerancia jelensége figyelheté meg. Ebben az esetben klinikailag egészséges malacok
szlletnek, azonban par hénapon belil, a betegség késén kifejlédé formaja miatt id6 elétt
elpusztulnak (Postel et al., 2018). A Suidae csalad tagjai, mint pl. az eurazsiai vaddiszno (Sus
scrofa) a CSFV természetes rezervoarjai, igy komoly veszélyt jelenthetnek a hazi
sertésallomanyra. A virus endémias olyan teruleteken, ahol sirli a vaddisznéallomany, mig a
kisebb, ritkabb egyeds(iriségl populaciok esetében altalaban elszigetelt eseteket figyeltek
meg. Hazi sertéseken és vaddisznokon kivul a virusnak mas rezervoarja nem ismert. Habar
embereket nem, kisérletesen kérédzbéket és nyulakat sikerllt a virussal fertézni (Moennig,
2015).

A CSF diagndzisa hagyomanyosan a Kklinikai tunetek, kérbonctani elvaltozasok
vizsgalataval, tovabba antigén-és antitest-kimutatassal torténik (Zhou, 2019). Az
Alllategészségligyi Vilagszervezet (World Organisation for Animal Health, WOAH, korabban
OIE) kézikdnyve alapjan megbizhaté diagnosztikai médszernek szamit a virusizolalas, a
fluoreszcens antitest teszt (FAT) vagy peroxidazfestés, az antigéncsapda Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), a reverz-transzkripcidos real-time vagy konvencionalis
polimeraz lancreakcié (RT-gPCR), a virusneutralizacios teszt (VNT), tovabba az ellenanyag-
ELISA (OIE Terrestrial Manual, 2019).

A CSFV genomjanak 5-NTR és az E2 glikoprotein nukleotid-szekvenciaja alapjan a

virust harom genotipusba és 11 altipusba soroljuk (1.1--1.4, 2.1-2.3, és 3.1-3.4) (Lowings et
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al., 1996; Paton et al., 2000; Deng et al., 2005). A genotipusok globalis megoszlasa eltérd
féldrajzi mintazatot mutat, amely fontos a betegségek dinamikajanak és jarvanytananak

megértéséhez (Paton et al., 2000).

A betegség bejelentéskoételes az Allategészségligyi Vilagszervezet felé, mivel jelentés
gazdasagi karokat okozhat a sertéstartasban (Wang et al., 2020). Az Eurépai Unié nagy része
CSF-mentesnek szamit (WOAH, 2016). Az utébbi években Eurdpaban a 2.1 (Litvania) és 2.3
(Lettorszag) genotipus el6éfordulasa volt a legjellemzébb. Az 1.1, 2.1, 2.2 és 2.3 altipus
Azsiaban (Postel et al., 2019), mig a 3.1-3.4 altipusok tobb kiilénallé féldrajzi régidban
sorolhatéak a relevans pathogének kozé (Blome et al., 2017; Zhou, 2019). 2019 majusaban
Argentina, Kanada, Chile, Francia-Guyana, Mexiko, Paraguay, az USA, Uruguay és Brazilia
néhany megyéje, Kolumbia bizonyos részei és Costa Rica szintén mentességet szerzett. A
CSF Magyarorszagon el6szér 1895-ben jelent meg, tdémeges elhullast okozva a
sertéstelepeken. Az 1960-as években indult mentesitési program hatasara az 1970-es évek
végére sikerlt eradikalni a virust (Mocsari and Molnar, 1994). Hazankban a vaddisznokat
erinté legutdbbi jarvany 2007 januarjaban kezd6doétt, mentes statuszunkat 2013 juliusaban
kaptuk vissza (NEBIH, 2013).

5.2.2.2 Bungowannah-virus

A Bungowannah-virus (BuPV) genetikailag és antigenitasat tekintve is kulonalld
pestivirus, a Pestivirus F faj egyetlen azonositott tagja (Read et al., 2020a). A virust
Osszefliggésbe hoztak 2003-ban 2—3 hetes malacok elhullasaval és halvasziletéssel kisért
jarvannyal egy ausztraliai sertéstelepen. Az elpusztult allatok esetében szivizomgyulladast és
izomelhalast is megfigyeltek (porcine myocarditis syndrome, PMC; McOirist et al., 2004). A
PMC kialakulasa és a Bungowannah-virus kozotti kapcsolatot késébb vemhes kocakkal
végzett fertbzéses kisérletekkel igazoltak (Kirkland et al., 2007, 2015b; Finlaison et al., 2009,
2010, 2012; Finlaison and Kirkland, 2020). A vemhesség 35. napjan fert6z6dott malacok a
fertdzés perzisztens formajat (alulfejlett, alacsony éltképességl), mig az 55. napon fert6z6dott
allatok a fert6zés kronikus formajat (ndvekedési visszamaradottsag, honapokig elnyuld
virémia) mutattak. A jellemz6 szivizomgyulladasos elvaltozasokat a vemhesség 90. napjan
torténd fertézés esetében figyelték meg (Kirkland et al., 2007; Read et al., 2020b). Az érintett
telep egységei kozott par hét alatt szétterjedt a virus, a fert6zés él6allat-kereskedelem atjan
jarvanyt okozott egy masik kozeli telepen is. Becslések szerint a jarvany 13 honapja alatt a
teljes malacveszteség elérte az 50 000 egyedet. A virus terjedése az emlitett két telepre
korlatozodott, azéta nem észlelték mas teruleten (Kirkland et al., 2015b). A Bungowannah-
virus eredete és természetes rezervoarja egyelére ismeretlen. Eddigi kisérletes eredmények
alapjan a virus in vitro kérilmények kozétt ember, denevér, és kuldonbdzé haszonallatok

sejttenyészetein is szaporithato (Richter et al., 2011; Kirkland et al., 2015a; Meyer et al., 2021).
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5.2.2.3 LINDA-virus

A LINDA- (lateral-shaking inducing neurodegenerative agent) virust (Pestivirus L)
néhany éve azonositottak reszketékorban szenvedd malacok vérsavo- és szdvetmintaibol két
ausztriai, egymassal kereskedelmi/jarvanytani kapcsolatban 1évé sertéstelepen. A vizsgalt
allatok koézponti idegrendszerében a reszket6kér fertbézéses formaira jellemzd
hypomielinizaciot figyeltek meg. A mintakban egy TagMan-rendszeren alapulé qRT-PCR-
modszerrel nem tudtak kimutatni az atipikus sertés-pestivirus 6rokitéanyagat, tovabba a
klasszikus pestivirusok jelenlétét sem azonositottak (Lamp et al., 2017). Ausztriaban ezt
koévetden egy 5 éves, orszagos szeroldgiai felmérést kovetéen mindbéssze az egyik korabban
fert6zott telepen azonositottak a virust (Kiesler et al., 2021), majd egy harmadik ezektdl

fuggetlen telepen klinikai tineteket mutatoé allatokbdl (Kiesler et al., 2022).

Fert6zéses kisérleteket végeztek a LINDA-virus és a reszketdkor kozotti 6sszefliggés
feltarasara. Valasztas utani (13 hetes) sertéseket fertéztek sejttenyészeten (SK-6) szaporitott
LINDA-virus szuszpenzidval, intranasalis és intramuscularis uton. A fert6zoétt allatok nem
mutattak reszketékoérra jellemzé tineteket, viraemia alig volt kimutathatd, azonban a fert6zés
14. napjatdl szeroldgiailag pozitivhak bizonyultak (Kiesler et al., 2019). A LINDA-virus a
Bungowannah-virushoz hasonléan kdnnyen szaporithatd sertés- és szarvasmarha-eredeti
sejtvonalakon, tovabba genetikailag a Bungowannah-virussal all legkézelebbi rokonsagban.
Megfigyelések alapjan a LINDA-virusfert6zott sejtek E1 és E2 fehérjéi keresztreakciot
mutattak BVDV E2-specifikus antitestekkel, amely a jévében problémat jelenthet mas
pestivirusok, kimondottan a CSFV-t érinté szeroldgiai vizsgalatok esetében (Lamp et al.,
2017). Eddigi ismereteink alapjan a LINDA-virus, kdzeli rokonadhoz, a Bungowannah-virushoz
hasonléan, egy adott foldrajzi terlletre korlatozédik (Kiesler et al., 2022). Eredete és

természetes rezervoarja ismeretlen.

5.2.2.4 Atipikus sertés-pestivirus

Az APPV-t 2015-ben fedezte fel egy kutatécsoport az USA-ban, PRRSV-vel fert6zott
mintak metagenomikai vizsgalata soran. Az ujgeneracidés szekvenciameghatarozas soran
nyert readeket 2167 contigba de novo Osszeillesztve hat 68-98%-0s egyezést mutatott
pestivirusokkal. A szekvenald konyvtarat ujraszekvenalva egy 11267 bp méretl, 3635
aminosavbdl allé poliproteint kédold contigot kaptak, amely 68-74% aminosavegyezést
telies poliprotein-kodolo régidjaval 37-40%-ban egyezett (Hause et al., 2015; Postel et al.,
2016). Megkisérelték izolalni a virust szamos sejtvonalon is, azonban két passzalas utan a
sejtek mar negativak voltak RT-qPCR-rel vizsgélva. Citopatogén hatas egyik sejtvonalon sem

volt megfigyelheté (Hause et al., 2015).
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Az elmult par évben t6bb kutatdécsoport is megkisérelte a virus sejttenyészeten valé
felszaporitasat. Beer és mtsai (2016) sikerrel izolaltak a virust sertésvese-sejteken (SPEV,
0008-as sejtvonal, Allatorvostudomanyi sejtgytijtemény, Friedrich—Loeffler Intézet), azonban
passzalasrél nem volt adatuk. Egy bécsi kutatdcsoport is izolalta a virust szintén sertésvese-
eredetll SK-6 és PK-15 sejtvonalakon. A sejteket reszketékdrban szenved®d, kolosztrumfelvétel
el6tti, APPV-fert6zott malac vérsavomintajaval fertézték, megdfigyeléseik alapjan a virus

terjedése a sejttenyészetben igy is gyenge hatékonysagu volt (Schwarz et al., 2017).

Arruda és kutatocsoportja (2016) PK-15, SK6 és els6dleges sertésvese-
sejttenyészetet inokulaltak APPV-fert6zott malacokbol szarmaz6 savoval vagy szovet-
homogenizatummal. Virusreplikaciot egyik sejtvonal esetében sem figyeltek meg. Napjainkig
az NRPV-t és BtSk-PeV-t kivéve mindegyik pestivirust sikeresen izolaltak kulénbdzé
sejtvonalon. Az APPV-vel végzett erre vonatkozo sikertelen kisérletek alapjan feltételezhet6,
hogy ez a jelenség az E2 fehérje eltéré szerkezetébdl adodik (Hause et al., 2015; Arruda et
al., 2016; Beer et al., 2016; de Groof et al., 2016)

5.2.2.4.1 A fertbzés terjedése

Egy CT-vel szlletett malacokon végzett vizsgalat kimutatta, hogy a viraemia szintje 6t
honapos korban lecsdkken, azonban a virus bélsarban valo Uritése tovabb folytatodik, amely
hozzajarulhat ahhoz, hogy az APPV képes hosszu ideig fennmaradni az érintett
allomanyokban, és idénként Ujabb klinikai tlineteket okozni. Fert6zott kocak nyalmirigyében,
duodenumaban, hasnyalmirigyében és vastagbelében jelentés mennyiségii APPV-genom
talalhatd, amely szintén azt igazolja, hogy a virus orofekalis utvonalon is terjedhet (de Groof
et al., 2016).

Egyel6re az APPV-fertézéssel szemben kialakuld immunitasrdl nincs sok informacionk.
Egy fert6zéses kisérlet soran de Groof és kutatécsoportja megfigyelte, hogy az a koca, amely
egyszer A-ll-es CT-ben szenvedd almot ellett, az ezt kdvetd almok esetében az ujszulott
allatok egyike sem mutatta reszket6koér tuneteit (de Groof et al., 2016), tehat az anyaallatban
nagy valoszinlséggel protektiv immunitas alakult ki, amely megakadalyozza a malacok
transzplacentaris fertéz6dését. Szintén erre utal, hogy fert6zott allatok nyirokszerveiben a
virus magas szintjét figyelték meg, ezen felil APPV-fert6éz6tt malacok vérsavomintaiban
kimutathaté volt az interferon-a (IFN-a) citokin is, tehat APPV-fertézést kovetéen a

gazdaszervezet immunrendszere aktivalodik (Mufioz-Gonzalez et al., 2017).

A CSFV, BVDV, BDV és Hobi-like pestivirus esetében is leirtak korabban a fertézés
perzisztens formajat (Meyers et al., 2007; Decaro et al., 2013; Schweizer and Peterhans,
2014). Pestivirusok esetében az NP és E™ fehérjék kulcszerepet jatszanak az I-es tipusu

interferonvalasz visszaszoritasaban, és igy a perzisztens fertézés kialakulasaban (Tautz et al.,
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2015), és tekintve hogy az APPV is rendelkezik ezen fehérjékkel, nem meglepd, hogy
esetében is megfigyeltek CT klinikai tlineteit nem mutaté, viraemias allatokat (Arruda et al.,
2016; de Groof et al.,, 2016; Postel et al., 2017b), amelyek tinetmentes hordozéként

észreveétlenll terjeszthetik a virust.

Masik lehetséges fertézési utvonal lehet a fert6zott sperma, akar allomanyon belll vagy
allomanyok kdzétt is. Ezt klasszikus sertéspestis esetében mar bebizonyitottak (de Smit et al.,
1999). Az APPV-t toébb esetben azonositottak tenyészkanok spermajaban (de Groof et al.,
2016; Schwarz et al., 2017; Gatto et al., 2018a; Houston et al., 2022), tovabba egy vizsgalat
soran egy telepen klinikai tineteket mutaté malacokbdl azonositott APPV torzs 98,9%-ban
megegyezett egy korabban a telepre érkezett spermadozisbdl kimutatott torzzsel (Houston et
al., 2022). Habar ezek a medfigyelések arra mutatnak, hogy sperma utjan is bekdvetkezhet
fert6zés, mivel fert6zott ondoval végzett inszeminacios kisérleteket napjainkig még nem
végeztek, ezen mintak fert6z6képességének megallapitasara tovabbi vizsgalatokra van

szukség.
5.2.2.4.2 Szervtropizmus

Postel és kutatocsoportja vizsgalta elséként gRT-PCR és fluoreszcens in situ
hibridizacios modszerrel (FISH) az APPV szervtropizmusat. Mindkét modszerrel azonositottak
a virust a gyomorban, a vastagbélben, az orrmirigyekben, a kétfeji karizomban és az ahhoz
kothetd gerincvel6i idegekben, a vese és a lép szoveteiben. A tidb és az agytorzs esetében a
virus alacsony képiaszamban volt megtalalhatdé, mig a thymus esetében FISH-mdodszerrel
nem talaltak fertézott sejteket. Ezeken felll a kdzponti idegrendszerben erés jelintenzitast
figyeltek meg, tébbnyire a kisagyveld belsé granularis sejtrétegében, a trigeminalis és
gerincvel6i ducokban, valamint az arcus palatoglossus mirigyhamsejtjeiben, a duodenum
Brunner-mirigyeiben és lymphoid szervek follicularis csirakdzpontjaiban (centrum
germinativum) (Postel et al.,, 2016). Feltételezték, hogy a reszketdkorra jellemzd klinikai

tineteket a kézponti idegrendszer el6bb felsorolt sejtjeinek APPV-fertézése okozza.

Korabbi tanulmanyok igazoltak (de Groof et al., 2016; Schwarz et al., 2017; Gatto et
al., 2018a), hogy az APPV megtalalhatoé ivarérett kanok spermajaban, amely arra utal, hogy a
fertézott kanok és spermajuk, a Flaviviridae csalad tébb mas tagjahoz hasonléan szerepet
jatszhat a virus atvitelében. Egy kézelmultbeli tanulmanyban Buckley és mtsai (2021) a virus-
RNS széles kori, szisztémas eloszlasat figyelték meg, beleértve az endothelsejteket, a
fibroblastokat és a simaizomsejteket is, mig a herében erds pozitivitast figyeltek meg a tunica

albugineaban és mérseékelt jelol6édést a kanyarulatos csatornak lumenében.
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5.2.2.4.3 Diagnosztika

Harom tanulmanyban RT-qPCR-rel a legnagyobb APPV-genomkdpiaszamot teljes
vérben, tracheobronchialis és mesenterialis nyirokcsomodkban, Iépben, orrtamponban (Arruda
et al.,, 2016), mandulaban, csecsemdmirigyben (Mufioz-Gonzalez et al., 2017), a szajpadlas

mirigyeiben, a mandibularis nyirokcsomdkban és a gyomorban mérték (Postel et al., 2016).

A RT-gPCR az egyik leggyakrabban hasznalt diagnosztikai eszk®tz virusok
kimutatasara, bar — mint minden mas maédszer esetében — itt is elengedhetetlen a fajlagossag
(specificitas) és az érzékenyseég (szenzitivitas) megfeleld kombinacidja. Kettd kutatdcsoport is
kimutatta, hogy a pestivirus-genom 5 nem forditandd régidjan (untranslated region, UTR)
tapadd primerek reaktivak lehetnek mind az APPV-vel, mind a kilénb6z6 CSFV-
genotipusokkal szemben (Postel et al., 2017b; Kaufmann et al., 2019), tehat specifikusan az
APPV kimutatasra nem alkalmazhatok teljes biztonsaggal. Mufioz-Gonzalez és mtsai (2017)
eredményei azt mutattak, hogy a virus a vizsgalt, CT-vel érintett malacok 42,3%-anak
vérsavojaban nem volt kimutathatd, amely azt jelentheti, hogy (i) a virus nem volt jelen a
vérsavoban a mintavétel id6pontjaban, vagy (ii) egy masik, azonositatlan virus okozta a CT-t
(pl. LINDA-virus), vagy (iii) az APPV-tbrzsek nagy variabilitdsat tekintve az alkalmazott

TagMan-proban alapulé RT-gPCR-vizsgalat nem volt kell6 érzékenységa.

A pestivirusok genetikailag és antigészerkezetlket tekintve is kdzeli rokonsagban
allnak egymassal, ezért az adott virusfaj azonositasara a kilénbdz6é ellenanyagok
alkalmazasa nem mindig megbizhaté. Egy tanulmany kimutatta, hogy az Allategészségiigyi
Vilagszervezet altal leirt ELISA-eljarassal (WOAH 2008) BDV-vel fert6zott sertéseket tévesen
CSFV-fert6zottként diagnosztizélhatnak (Rosell et al.,, 2014). Kisérleti immunologiai
modszereket fejlesztettek ki az APPV E™ fehérjével szemben képz6d6 ellenanyagok
kimutatasara, amelyek nem mutattak keresztreaktivitast mas pestivirusokkal. Egyik esetben
APPV E™ peptideket 6x hisztidinfuziés fehérjékként expresszaltattak Escherichia coli
baktériumban, amelyeket egy APPV-ellenanyagokat kimutaté ELISA-teszt kifejlesztéséhez
hasznaltak fel (Hause et al., 2015), hasonléan a CSFV esetében korabban kifejlesztett
modszerhez (Lin et al., 2005). Postel és kutatécsoportja a Németorszagban azonositott S5/9-
es APPV torzs Leishmania tarentolae eukaridta protozoonban expresszaltatott E™
glikoproteinjét alkalmazta indirekt ELISA-tesztjének el6allitasahoz (Postel et al., 2017Db).
Utobbi modszert alkalmazva egy masik vizsgalatban a szeronegativ malacok 10%-a volt PCR-
pozitiv (Postel et al., 2017a), amely azt bizonyitja, hogy az atfogd diagnosztikanak direkt és
indirekt (szeroldgiai) modszereket is tartalmaznia kell. Egy kutatécsoport a CSFV és BVDV
szero-diagnosztikajaban rutinszerlen hasznalt NS3 blokkolé ELISA-val analég, APPV-vel
keresztreakciét mutatdé antitesteket alkalmazott. Az antitestek el6allitdsa soran BALB/c

egereket egyidejlleg immunizaltak CSFV-vel és BVDV-vel, a heterogén antitestek kozll pedig
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ketté anti-NS3-helikaz fehérje adott reakciét APPV-vel fert6zott allatok vérsavomintaival
szemben (Schwarz et al.,, 2017). Napjainkig kereskedelmi forgalomban nincs elérhetd,
megbizhatd ELISA-teszt az APPV kimutatasara; az el6bb felsorolt kisérleti rendszerek
diagnosztikai szempontbdl fontos mutatoinak (érzékenység és specificitas) vizsgalata és
értékelése nem tortént meg kisérleti kérilmények koézott fertézott, tehat ismert fert6zési
statuszu egyedek mintaival. Arruda és munkatarsai 22 olyan allatot vizsgaltak, amelyektél
megvontak a kolosztruot. Ezek kdzil 6-ot szintetikus sejtkultira-mediummal (minimal essential
medium, MEM), 16-ot pedig APPV-vel inokulaltak, az allatok orrtampon-, vérsavo-, és
ragokotélmintait pedig a fertézéstdl szamitott 70 napig ellenérizték RT-gPCR- és ELISA-
modszerrel. Az ELISA-modszer esetében anti-E™S, -NS3, és -E2 ellenanyagokat alkalmaztak.
A vizsgalat soran az E™ alapu ELISA-teszt, tovabba a ragékétél- és vérsavomintak
bizonyultak a legmegbizhatdbbnak APPV kimutatasra (Arruda et al., 2022)

5.2.2.4.4 A vaddiszndk szerepe az APPV jarvanytanaban

Tdbb tanulmanyban igazoltak, hogy a vaddiszné (Sus scrofa) fontos virusrezervoar a
klasszikus sertéspestis esetében, és az utébbi években az APPV-t tdbb kutatécsoport is
azonositotta vaddisznéeredetii mintakban (Cagatay et al., 2018; Colom-Cadena et al., 2018;
Sozzi et al., 2019b).

Colom-Cadena és mtsai (2018) altal készitett tanulmanyban 437 északkelet-
spanyolorszagi vaddiszndé vadaszat soran begyljtott savomintajat vizsgaltak RT-gPCR
modszerrel, amelyek kézil mindéssze egy APPV-pozitiv egyedet talaltak (12—18 hénapos
kan). A szekvenciaanalizis alapjan ez az APPV-t6rzs 100%-ban azonos egy hazisertésbdl
szarmazo, 2003-ban meghatarozott spanyolorszagi szekvenciaval. A fertézétt vaddiszno
nagy- és kisagyvelejében nem figyeltek meg az APPV-fert6zés nyoman kialakulé CT-re
jellemzé elvaltozasokat, tovabba az allat nem mutatott Iathaté idegrendszeri tiineteket. Ezzel
ellentétben, Németorszagban 456 vaddiszné vérsavomintdjanak 19%-a bizonyult APPV-
pozitivnak RT-gPCR-rel, és 52%-a szeropozitivhak ELISA-mddszerrel. APPV-specifikus
ellenanyagokat olyan vadaszterileteken is kimutattak, ahol nem azonositottak PCR-pozitiv
allatot, amely arra utal, hogy a virus valdszin(leg jelen van ezeken a terlileteken is. Szerbiabdl
szarmazo mintakbol PCR-moédszerrel nem tudtdk azonositani a virust, azonban a
vérsavomintak szeropozitivhak bizonyultak APPV-re (Cagatay et al., 2018). Sozzi és mtsai
430, vadaszat soran elejtett vaddisznd vérmintajat vizsgaltak Eszak-Olaszorszagban APPV
jelenlétére. Szeroldgiai vizsgalatokkal nem, APPV-specifikus RT-gPCR-mddszerrel azonban
harom pozitiv mintat is azonositottak, két kiilénb6z6 tartomanybdl. Az azonositott harom torzs
két tavoli klaszterbe sorolhatd, korabban leirt, németorszagi és spanyolorszagi mintaval

mutatta a legnagyobb genetikai hasonlésagot (Sozzi et al., 2019b).
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5.2.2.45 Az APPV elleni védekezés

Jelenleg nincs a piacon elérheté APPV-vakcina, az elmult években azonban tébb
kutatécsoport is kisérletezett oltéanyag elballitasaval. 2016-ban szabadalmaztattak egy
inaktivalt vakcinat, amely képes megel6zni malacok esetében a reszket6kor klinikai tlineteit.
Ehhez egy olyan pestivirustdrzset alkalmaztak, amely legaldbb 95%-ban azonos egy korabban
az USA-ban izolalt atipikus sertés-pestivirussal (KU194229, Arruda et al.,, 2016). A
szabadalmat beadd kutatdcsoport (Patterson et al., 2018) ajanlasa szerint kocasuldék és
vemhes kocak vakcinazasaval megakadalyozhaté a méhen beldli fertéz6dés, igy az utédok
fert6z6dése és a reszketdkor kialakulasa is. Azonban mivel napjainking nem sikerult APPV-
torzseket in vitro fenntartani kulonb6z6 sejtvonalakon, egy inaktivalt vakcina nagyipari

termelésére egyel6re nem adottak a feltételek.

A kozelmultban két kozlemény is megjelent, amelyben eltéré vakcinafejlesztési
stratégiakat alkalmaztak. Egyik esetben virusszer(i részecskék (virus-like particles, VLP)
hasznalatat vizsgaltak, és bebizonyosodott, hogy E. coli baktériumban expresszalt, majd
természetesen 6sszekapcsolddo (self-assemble) E2 és E™s fehérjék altal képezett strukturak
er8s ellenanyagvalaszt valtanak ki és csokkentik rafert6zést kovetéen a virus mennyiséget
BALB/c egerek szbveteiben a vakcinazatlan kontrollcsoporhoz képest (Liu et al., 2021). Ezzel
ellentétben Ren és kutatécsoportja (2021) Fc-medialt E2-dimer alegységvakcinat fejlesztett ki.
Kisérletik soran APPV E2, E2Fc, és E2AFc fuziés fehériék és ISA 201VG és 1313VG
adjuvansok kombinaciéjanak hatasat vizsgaltak. Eredményeik alapjan az Fc-fragmensekkel
fuzionalt APPV E2 alegységvakcina ISA 201VG adjuvanssal emulzionalva er6s humordlis és
sejtes immunvalaszt valtott ki fiatal malacokban, tehat ez a konstrukcio is igéretes vakcinajeldlt
lehet az APPV elleni védekezésben (Ren et al., 2021).

A virus altal okozott karok mérséklésére megoldast jelenthet még megfelel6 suldé-
akklimatizacios eljarasok bevezetése, példaul a kocasulddk fiatal kori fertéz6dése. Az igy
kialakul6 adaptiv immunitas képes lehet megel6zni a magzatok méhen bellli fert6z6dését
(Postel et al., 2016). A mar Kklinikai tuneteket mutato malacokat melegen kell tartani,
gondoskodni kell a megfelel6 mennyiségli és mindségi kolosztrum bevitelérdl, hogy a
malacok az anyai ellenanyagok és lymphocytak mellett elegendd folyadékhoz és tapanyaghoz

jussanak.

5.2.3 A reszket6kor

A méhen bellli pestivirus-fertézés gyakran karos hatassal van a fejl6d6 embriora,

idegrendszeri karosodast, esetenként kisagyi hypoplasiat vagy akar magzatelhullast okozhat.
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Az idegsejtek és a myelinhlvely karosodasa révén bekovetkez6 mikodési zavar
reszket6korhoz, masnéven myoclonia congenita-hoz vezethet, amelyre az ujszilétt malacok
izomremegése jellemzd és gyakran egydtt jelentkezik a hatso labak szétcsuszasaval (Done et
al., 1986). A remegést kivalthatja stressz és a hideg is, azonban a tlinetek alvo allapotban akar
meg is szlinhetnek (Patterson et al., 1976). Annak ellenére, hogy a remegés dnmagaban ritkan
okoz kozvetlenl elhullast, a sulyosan érintett egyedek idével el is pusztulhatnak az elégtelen

kolosztrum- és taplalékfelvétel miatt (de Groof et al., 2016).

A sertések reszketbkdrjat el6szor 1922-ben figyelték meg (Kinsley, 1922). A CT
esetében megkulonboztetlink korszdvettani vizsgalattal felismerheté agyi és gerincveldi
morfologiai elvaltozasokat mutatd (A-1-A-V tipus) és nem mutaté (B tipus) csoportokat. A CT
oktani szempontbdl a kbvetkez6képpen oszthato fel: A-1 klasszikus sertéspestis virusaval valo
transzplacentalis fertézédés (Vannier et al., 1981); A-Il korabban ismeretlen eredetii virusos
fertézés, A-lll és A-IV recessziven 6rokl6dd genetikai rendellenesség (lapaly és saddleback
fajtak) (Done, 1968); A-V mérgezés (metrifonat, trikiérfon) (Bolske et al., 1978).

Habar a reszket6kort mar tobb mint 30 évvel ezelbtt sikeresen indukaltak malacokban,
vemhes kocak CT-ben szenvedé malacokbdl szarmazd agyszuszpenzidval torténd
beoltasaval (Done et al.,, 1986; Vandekerckhove, 1989) a fert6z6 agenst csak az elmult
évtizedben azonositottak. Egyes feltételezések szerint a 2-es tipusu sertés-circovirus (PCV2)
és kulénb6zd astrovirusok allnak a betegség hatterében, azonban erre iranyuld tanulmanyok
nem tamasztottak ala ezeket (Gustafson and Kaintz, 1974; Stevenson et al., 2001; Blomstrom
et al., 2014).

Minden A tipusu CT velejardja az agy- és a gerincveldi idegpalyak demyelinizacidja,
tovabba fert6z6 formaira (A-1, A-ll) jellemz6 még a szirke- és fehérallomany térfogatanak
csokkenése (Done, 1968; Bdlske et al., 1978). A kisagyvel6 kils6é granularis sejtrétegének
elsédleges fert6z6dése a neuronok pusztulasat okozza, amely kisagyi hypoplasiahoz vezet
(Zachary, 2012). A klasszikus sertéspestissel ellentétben az APPV-fert6zott reszketékoros
malacok valasztasi korukra klinikailag egészségesekké valhatnak. Feltételezhet6en ennek oka
a virus lokalizaciojanak eltérése a két virus esetében. Mig a CSFV esetében a teljes kisagyvel6
érintett, az APPV csak a kisagyvel6 belsd granularis és molecularis rétegének sejtjeit fertézi,
igy az elhalt idegsejteket potolhatjak az egészséges, csak Ujszildttekben megfigyelhetd kiilsé

granularis rétegb6l odavandorlo sejtek (Postel et al., 2016).

Az A-ll tipusu CT esetében elektronmikroszképos modszerrel medfigyelték, hogy a
gerincvel§ hypomielinizaciéjan tul a kisagyvel6 fehérallomanyaban myelindegradacié is
végbement. Ezek az elvaltozasok némileg eltérnek a CSFV-fert6z6tt malacok és a BVDV-

fert6zott borjak esetében megfigyeltekkel (Bradley et al., 1983; Porter et al.,, 2010).
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Immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan az oligodendrocytdk szama a gerincvel6ben nem
valtozott, azonban az oligodendrocyta transzkripcids faktor 2 (Olig 2) expresszidja
megndvekedett (Schwarz et al., 2017). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az APPV-fert6zés

karos hatassal lehet a myelinhlvely fejlédésére.

Az elmult években fert6zéses kisérleteket végeztek az A-ll-es tipusu CT és az APPV-
fert6zés kapcsolatanak bizonyitasahoz, és annak igazolasara, hogy a virus megfelel a Koch-
féle posztulatumoknak. APPV-pozitiv vérsavomintakkal de Groof és mtsai 3 vemhes
kocasuldét fertéztek intramuscularis uton a vemhesség 28. napjan. A bevatkozas utan 10
nappal mindharom koca vérsavomintaja PCR-pozitivnak bizonyult APPV-re, habar az egyik
allat esetében a vérben csak kis mennyiségl virusgenom volt kimutathaté. Mindharman a
vemhesség 114—-115. napjan fialtak, addigra vérsavé- és bélsarmintaik is PCR-negativak
voltak. A harombdl két alomban voltak CT-ben szenved malacok, 11/13 és 13/15 aranyban,
tovabba rendellenesen nagy szamu malac szlletett labszétcsuszassal. Nem talaltak
Osszefliggést a vérben kimutatott virusgenom koépiaszama és a tlinetek sulyossaga koézott.
Erdekes médon a virus két tiinetmentes malacbdl is kimutathaté volt. Az alacsony szintii
viraemiat mutaté kocasuldé6tdl sziletett malacok mindegyike APPV-negativ és Kklinikailag

egészséges volt (de Groof et al., 2016).

Arruda és mtsai (2016) vizsgalatuk soran harom kocasuldét a vemhességuk 45.
napjan, tovabbi harmat a 62. napon APPV-tartalmu szuszpenzidval, mig a kontrollcsoportokat
(n = 2) placeboval inokulaltak a 45. és a 62. napon egyarant. Ez utdbbi csoportban sem a
kocak, sem a malacok nem mutattak a reszket6kor tuneteit és APPV-re PCR-negativak voltak.
Az APPV-vel fert6z6tt kocak ujszilott malacainak jelentés része reszket6korban szenvedett
és mindegyikik esetében PCR-rel igazoltdk az APPV jelenlétét. A reszket6kor és a
labszétcsuszas elb6forduldsa az APPV-vel fert6zott almok esetében rendre 57-100% és 0-

40% kozott valtozott.

Egy masik pestivirus, a BVDV-2 lehetséges szerepét is vizsgaltak a CT esetében.
Vemhességuk 45. napjan négy vemhes kocasuldét oronasalisan, masik négy allat esetében
pedig szintén a vemhesség 45. napjan a magzatokat méhen belll fertézték BVDV-2-vel. Noha
az intrauterin fert6z6tt malacok magas ellenanyagszintekkel szilettek, egyik Gjszilétt sem
mutatta CT tlneteit és korszovettani eltéréseket sem talaltak a kézponti idegrendszerben a
kontrollcsoporthoz képest. Ezek alapjan nem talaltak Osszefliggést a sertések BVDV-2-

fertézése és a reszketdkor kozott (Mechler et al., 2018).

Vietnamban egy afrikai sertéspestissel fert6zott telepen PCR-pozitiv, de tiinetmentes
kocak sulyos szaporodas-bioldgiai zavarokat mutattak, és az élve szuletett malacaik

reszket6kor tineteit mutattak. A mandibularis és az inguinalis nyirokcsomokban, valamint a

30



vesek kéregallomanyaban vérzéseket, az agyvel6ben pedig sulyos, virusos gyulladasra
jellemzé korszovettani elvaltozasokat figyeltek meg. A CT-vel érintett malacok agyvelejében
és agy-gerincvel6i folyadékjaban az afrikai sertéspestis virusat azonositottak RT-qgPCR
modszerrel. A PRRSV-, a PPV-, a CSFV-, és az Aujeszky-betegség virusa altal okozott
fertézést PCR-modszerrel kizartak. Az APPV jelenlétét nem vizsgaltak, igy nem egyértelmiien
bizonyithaté az okozati dsszefliggés az ASFV-fert6zés és az allomanyban megfigyelt CT
megjelenése kozott. Nem zarhatd ki az APPV-vel val6 egylttes fertézés gyanuja sem, noha
ez utodbbi esetében agyvelégyulladas nem jellemzé még a klinikai tineteket mutaté allatok

esetében sem (Nguyen et al., 2022).
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6 Anyagok és Médszerek

6.1 Vizsgalt mintak
6.1.1 Diagnosztikai és prevalencia vizsgalatok

Az APPV magyarorszagi elterjedtségének felmérése, valamint klinikai esetek
kérjelzése kapcsan 6sszesen 31 sertéstelepen vizsgaltuk a virus jelenlétét, amelynek soran a
mintagydjtés a hatalyos magyar allatjoléti el6irasoknak megfeleléen zajlott (Etikai engedély
szama: PE/EA/544-5 /2018).

Vizsgalataink soran a 2018. és 2022. kozotti idészakban 23 hazai és egy szlovakiai
teleprél dsszesen 2650 vérsavomintat ellendriztiink, korcsoportonként képezett 5-6s
poolokban. Ezek koézll 23 teleprél 100 (60—160) db, korcsoportonként 10 allattdl szarmazé
mintat gy(jtottink. Az alabbi korcsoportok mintait vizsgaltuk: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 hetes
allatok, tovabba suldék, kétszer-és négyszer fialt kocak. Egy telep esetében korabban PRRS-

monitoring céljabdl gyljtétt 265 vérsavéminta kapcsan a korcsoportokrél nem volt adatunk.

Ezen telepek kdzll 22 esetében herélési folyadékmintat (processing fluid) is, tovabbi
harom telep esetében pedig kizardlag herélési folyadékmintat vizsgaltunk. A herélési
folyadékminta 10-15 alom 3-5 napos kan malacainak kasztralasa utan o6sszegydjtott
heremintakbdl felfogott savés jellegl folyadék. A mintagy(ijtés soran egy tiszta mianyag
vodorre eldobhatdé mianyag zacskoét és szdvetpelenkat erésitettink gumiszalaggal, erre
helyeztik a herélési mintakat (szOvet és folyadék), majd a szdvetpelenkat a szlirés végén
fennmaradt szdvetekkel egyitt eltavolitottuk, majd a miianyag zacskéban felfogott folyadékot

15 ml térfogatu mlanyag centrifuga csévekbe engedtik (5. dbra) (Lopez et al., 2018)
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5. abra: A herélési folyadékmintak gyijtésének Iépései

(1) tiszta mlianyag zacskot helyeztiink egy mlanyag vodorbe, (2) a zacskéra tiszta
szOvetpelenkat helyeztiink, majd ezeket gumiszalaggal rogzitettik a vodor szajahoz, (3) a
gézre boritottuk a heréléskor felfogott szovet és folyadékmintat, (4-5) a szirési folyamat
végeén eltavolitottuk a szévetpelenkaban fennmaradt szilard részeket, (6) a miianyag
zacskoban mar csak a herélési folyadék talalhato, (7) a herélési folyadékot tartalmazé
zacskot leemeltik a vodorrél, a tetejét 6sszehuztuk, az aljan pedig egy lyukat ejtve egy 15

mL-es centrifuga cs6ébe engedtik a mintat (forras: Lopez et al., 2018)

Szintén 22 teleprdl, telepenként 4-10 falkabdl 6sszesen 198 db ragokotélmintat (oral
fluid) gyUjtéttink, a battérian/utonevelén 10 hetes, a hizlaldan pedig 20 hetes allatoktol. A
mintagydjtés soran az adott allatcsoport folé I6gattunk egy erre a célra kialakitott pamutkotelet
15-20 perc id6tartamig, amelyet ez id6 alatt minden egyednek lehetésége volt megragni. Ezt
kdvetben a koteleket egy mianyag zacskdba helyeztik, folyadéktartalmat kipréseltik és egy
15 ml-es, zérhato gydijtécsdbe ontve szallitottuk a laboratériumi vizsgalat helyére.

Ot tovabbi teleprél kiuldnféle szdvetmintakat gydijtottiink (agy, kisagy, agytorzs,
mandula, vesék, tracheobronchialis és retropharyngealis nyirokcsomaok, ép, thymus, colon)
CT tuneteit mutaté malacok tetemébdl. A vizsgalandd szdvettipusokat az alapjan valasztottuk
ki, hogy irodalmi adatok szerint melyekben mutathaté ki legnagyobb eséllyel a virus (de Groof
et al., 2016; Postel et al., 2016).
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A Dbegyljtott savo-, herélési folyadék-, ragokotél-, és szdvetmintakat tovabbi

vizsgalatokig —80°C-on taroltuk.

Ezeken felil a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Allategészségiigyi
Diagnosztikai Intézetének gyiljteményébdl 2005-bél, 2008-bdl és 2010-bbl szarmazo, CT-ben
szenvedd ujszulott malacok formalinban fixalt, paraffinba agyazott (formalin fixed, paraffin

embedded, FFPE), archivalt szévetmintait is vizsgaltuk.

6.1.2 Szervtropizmus-vizsgalatok

Két sertésteleprél, 1-3 napos él6 malacot (3—3 allat mindkét teleprdl, a CT-fert6zott
allatok alomtarsak voltak, mig az egészségeseket masik alombdl valasztottuk ki) a hatalyos
magyar allatjoléti el6irasok szerint humanusan elaltattuk (Etikai engedély szama: PE/EA/544-
5 /2018). Minden gazdasagbdl 2-2 kivalasztott allat szenvedett reszketé6korban (A2-3, A5-6),
a harmadik, klinikailag egészséges malac (Al, A4) szolgalt kontrollként. Az allatokbdl gyijtott
szovetmintak (kisagyvel6, agytérzs, nagyagyvel6, mandula, vese, tracheobronchialis
nyirokcsomoé, 1ép, csecsemémirigy, vastagbél, mesenterialis nyirokcsomd, here) egyik felét
PCR-vizsgalatra hasznaltuk fel, masik felét 10%-os semleges pufferolt formalinban fixaltuk 24

oran keresztll, majd viztelenités utan paraffinba agyaztuk.

A Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetemrsl egy 6 hénapos, CT-vel sziiletett, késébb
tinetmentessé valt és ivarérésig kovetett kan FFPE-blokkokba agyazott szdvetmintait
(vastagbél, 1ép, ileum, madj, here, tudé, mellékvese, bulbourethralis mirigy, prosztata,
hasnyalmirigy, kis- és nagyagyvel®) vizsgaltuk. Az allat 6 honapos koraban még jelentds
mennyiségben Uritette az APPV-t az ondojaban (2,1 x 10° GE/mL) és a nyalaban (2,9 x 10°
GE/mL) egyarant, mig a vérsavoban a virus két nagysagrenddel alacsonyabb szintjét mérték
(2,0 x 10" GE/mL). APPV NS3 helikaz specifikus antitestek az allat szliletésétdl kezdve 8 hetes
koraig voltak kimutathatéak (Schwarz et al., 2017), tehat a mintavétel id6pontjaban az allat

mar szeronegativ volt.

6.1.3 RNS-kivonas és PCR-vizsgalatok

A heréket tartalmazé gydjtézacskokbol a folyadékfrakciot a korabban leirtak szerint
gyujtottuk ossze (Lopez et al., 2018), mig a boncolas soran gyujtott szervmintakat Tissuelyzer
Il (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével homogenizaltuk és 3000 fordulat/perc
sebességgel centrifugaltuk 3 percig. A virus-RNS-t vérsavéobol, herélési folyadékbdl és a
szévethomogenizatumok fellluszéjabdl Indispin/Cador Pathogen Mini Kit-tel (Qiagen) vontuk
ki, QlAcube (Qiagen) automatikus nukleinsavizolald robot segitségével, a gyarto utasitasai

szerint.

34



Az FFPE-szdvetmintakbdl AllPrep DNS/RNS FFPE Kit-tel (Qiagen) vontuk ki az RNS-
t, a gyartd elbirasai szerint. A blokkok felszinérdl a legfelsd, oxidalodott részt eltavolitottuk,
majd blokkonként 2 db 10 um vastag metszetet készitettiink rotaciés mikrotémmal. A
szeleteket steril gy(ijtécsébe tettink és 1 ml xilolban 15 mp-ig azonnal vortexeltik, majd
centrifugaltuk (2 perc, 12000 fordulat/perc). A felilusz6t dvatosan lepipettaztuk a pellet
felzavarasa nélkil, majd a xilol maradvanyainak eltavolitashoz 1 ml abszolut etanolt mértink
ra, ismét vortexeltik, centrifugaltuk, és lepipettaztuk a fellliszot. A pelletet tartalmazé
gylijtécsdvet nyitott feddével 37 °C-ra elbmelegitett termosztatba helyeztik és 10 percig
inkubaltuk, vagy amig mar nem érz8doétt az etanol szaga. Ezutan 150 pl proteinaz K puffert és
10 pl proteinaz K oldatot mértlink a mintankra, majd 15 mp vortexelés utan 15 percig inkubaltuk
56 °C-on. Ezutan a hatékony precipitacio érdekében a mintankat 3 percig jégre helyeztik,
majd 15 percig 16 000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk. Ett6l a Iépéstdl kezdve a kit
hasznalati utasitdsanak a telies RNS kivonasra optimalizalt protokolljat kovettik. A
centrifugalas utan a fellluszét dvatosan lepipettaztuk, majd egy uj, steril gyUjtécsébe mértiik
és 80 °C-on inkubaltuk 15 percig. Ezutan a nukleinsav tisztitasa szilikon membranos oszlopon
(RNeasy MinElute) tortént.

A vérsavo-, herélési folyadék-, szovet-, és FFPE-mintakbdl kivont nukleinsavat minden
esetben 60 ul eluciés pufferben (EB) (Qiagen) vettik fel, és kozvetlenll ezutan RT-gPCR-

vizsgalatnak vetettlk ala vagy —80 °C-on taroltuk a vizsgalatokig.

6.1.3.1 RT-gPCR

A sertéstelepekrdl érkez6 vérsavd-, ragokotél- és  herélési  folyadékmintak
vizsgalatdhoz RT-qPCR-t alkalmaztunk. Korabban az 5 UTR régiora tervezett RT-qPCR
rendszerekkel kisérleteztiink, azonban ezek nem voltak alkalmasak az 0Osszes hazai,
kordbban hagymanyos, end-point RT-PCR-vizsgalattal megtalalt virustdrzs kimutatasara.
Legalkalmasabbnak egy multiplex, TagMan-prébas rendszer bizonyult (Yuan et al., 2021),
amely az NS3 és NS5b régiokra tervezett, fluoreszcensen jeldlt rendszerek (1. tablazat)
egylttes alkalmazasaval az altalunk eddig Magyarorszagon talalt dsszes varians kimutatasara

alkalmasnak bizonyult.
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1. tablazat: A PCR vizsgalatokhoz alkalmazott primerek és fluoreszcens jel6lésl probak

Primer/préba Szekvencia (5°-3’) -I;aé;%gt Felhasznalas | Hivatkozas
APPV_5587- . | (Postel et
fwv CAGAGRAAAGGKCGAGTGGG NS3 Diagnosztika al., 2016)
APPV_5703- | A CCATAYTCTTGGGCCTGSAG NS3 | Diagnosztika | (POStel et
rev al., 2016)
APPV_5087- | G AAAGTGTCTGCCGCTTCATG NS3 | Szekvenalas | (POStel et
fw al., 2016)
APPV_4186- | 51GCGGCCTCCCAACTGTAG NS2 | Szekvenalas | (POStel et
fw al., 2016)
APPV_4273- | 16GGGACCTCACCAGTGATG NS2 | Szekvenalas | (POStel et
fw al., 2016)
APPV_5189- | AcGTCACCCTCTTTCCGCTC NS3 | Szekvenalas | (POStel et
rev al., 2016)
NS3-F2 Q GTGGTCATAGAYACYATGCAG NS3 | Diagnosztika g”gg;;
NS3-R2Q | TTCCTCTGGCCCTGTTCTTC NS3 | Diagnosztika g“gg;;

FAM- (Yuan et
NS3-P2 Q TAGTGAATTTCTCVGCAAAGATGCC- | NS3 | Diagnosztika

BHOL al., 2021)
NS5B-F Q TCGTCACTTAYAAGAAACCACG NS5b | Diagnosztika g”gg;h
NS5B-RQ | TTTACCCACTTGTACATTATTTTGGT | NS5b | Diagnosztika SMZB;B

FAM- (Yuan et
NS5B-PQ | ATACAGTACCCTGAGGCAGTCAC- | NSSb | Diagnosztika | o) “50 %)

BHQ1

A vizsgalatokhoz One Step RT-PCR Kit-et (Qiagen) alkalmaztunk (2. tablazat) a

kovetkezd hdmeérsékleti profillal: a reverz transzkripci6 50 °C-on 40 percig, a reverz

transzkriptaz enzim inaktivalasa, ill. a Tag-polimeraz héaktivaciéja 95 °C-on 15 percig majd 45

cikluson keresztll 95 °C-on denaturacié 15 masodpercig, primerek kapcsolédasa és elongacio

58 °C-on 30 masodpercig. A fluoreszcenciaadatok gydijtése a ciklusok utolsé 1épésénél, a FAM

(6-carboxyfluorescein) festéknek megfelel6 5105 nm emissziés hullamhosszon, a zoéld

csatornan tortént, Rotor Gene Q (Qiagen) készulékben.
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2. tablazat: A RT-gPCR reakci6 6sszetétele 25 ul reakcidelegyre szamolva

Reagens Mennyiség (ul)

—

RNaz-mentes viz 7,9

5x QIAGEN OneStep RT- 5

PCR puffer

dNTP Mix (10mM) 1

NS3-F2 Q (10 uM) 1

NS3-R2 Q (10 pM) 1

NS3-P2 Q (10 uM) 0,5

NS5B-F Q (10 uM) 1

NS5B-R Q (10 uM) 1

NS5B-P Q (10 pM) 0,5

RNaz inhibitor (Ribolock, 01

40U/ul, Fermentas) '

QIAGEN OneStep RT- 1

PCR Enzyme Mix

Templat 5

6.1.3.2 RT-PCR

A reverz-transzkripcios polimeraz lancreakciés (RT-PCR) vizsgalatokhoz One Step
RT-PCR Kit-et (Qiagen) hasznéltunk (3. tablazat). A részleges szekvencia meghatérozashoz
az RT-PCR-t az NS2—-NS3 fehérjék kodolo régidjat célzé primerekkel (1. tablazat) (Postel et
al., 2016). A reakcié az alabbi héprofilon zajlott: a reverz transzkripcié 50 °C-on 30 percig, a
reverz transzkriptaz enzim inaktivalasa, ill. a Tag-polimeraz héaktivaciéja 95 °C-on 15 percig,
majd 40 cikluson keresztll 95 °C-on denaturacié 30 masodpercig, primerek kapcsolédasa 58
°C-on 30 masodpercig, elongacié 72 °C-on 30 masodpercig. Az RT-qPCR vizsgalatot Genesy
96T PCR készulékkel (Xi'an Tianlong Science and Technology, Xi‘an City, China) végeztuk.
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3. tablazat: Az RT-PCR-reakci6 6sszetétele 10 ul reakcidelegyre szamolva

Reagens Mennyiség (ul)
—————————————————————————————————

5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 2

dNTP Mix (10mM) 0,4
Forward primer (40 uM) 0,2
Reverse primer (40 uM) 0,2
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 0,4
RNaz inhibitor (Ribolock, 40U/ul, Fermentas) 01
RNaz-mentes viz 5,7
Templat 1

6.1.3.3 Agaro6z gélelektroforézis

A PCR-termékek vizualizalasara 1,2%-o0s agardz gélt hasznaltunk. A géleket 1 x TAE-
pufferben, 120 V feszlltségen, a ME15-7-10-15 and Mini-300 (Major Science, Saratoga, CA,
U.S.A.) horizontdlis elektroforézis-készulékkel futtattuk. Az amplikonok futasat a PCR-
termékhez hozzaadott mintapufferrel (6 x TriTrack DNA Loading Dye, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA, amely bromfenolkék, xilén-cianol FF és orange G festékek
keveréke) kovettik. Az elvalasztott fragmensek vizualizéladsahoz SYBR Safe DNS-festéket
(Thermo Fisher Scientific) kevertink a gélhez, amelyben kék/UV fény megvilagitassal
gerjeszthetd a kettds spiral bazisai kdzé interkalalodo festékanyag. A PCR-termékek méretét
50 bp DNA Ladder (O'GeneRuler™, Thermo Fisher Scientific) segitségével hataroztuk meg.
A géldokumentaciét a Gel documentation system Basic rendszerrel (VWR, Leicestershire,

Anglia) végeztuk.
6.1.4 Sanger-szekvenalas és filogenetikai vizsgalatok

A szekvenald primerekkel (1. tablazat) futtatott PCR-termékek esetében az agaréz
gélelektroforézis utan a megfeleld hossziusagu amplikonokat (NS2 ~800 bp, NS3 ~600 bp)
steril szikével kivagtuk, majd Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk, a
gyarté utmutatasa alapjan. A kivagott géldarabokat gydjtdcsébe helyeztuk majd 800 ul QG
puffert pipettdztunk ra és 10 percig, vagy amig a gél teljesen feloldédott, 50 °C-on inkubaltuk.
A mintankat ezutan szilika-membranos oszlopon tisztitottuk, majd 40 pl eluciés pufferben (EB)

vettuk fel.
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Az FFPE-mintakbdl kivont RNS feltehetdleg a hosszu tarolas soran bekdvetkezd
fragmentacido miatt alkalmatlan volt hosszabb amplikonok felsokszorozasara, igy ezek
esetében a szekvencia meghatarozast az NS3-fehérjekddolo régiora tervezett diagnosztikai
primerekkel (APPV_5587-fw, APPV_5703-rev) végeztik.

A kétiranyl, Sanger-szekvenalasi PCR-reakciét a megfelelé szekvenald primerekkel
(1. tablazat), fluoreszcens festékkel jeldlt didezoxi-nukleotidos lancterminacidos maédszerrel,
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) segitségével végeztik. A szekvencialeolvasas kapillaris-elektroforézis modszerrel (ABI
PRISM 3100 automata) tértént a Magyar Természettudomanyi Muzeum DNS
Laboratériumaban, bérmunka keretében. A nyers elektroforetogramokat Chromas 2.6.6
(Technelysium Pyt Ltd., Brisbane, Ausztralia) szoftverrel jelenitettik meg, ellendriztik a
leolvasas megbizhatdésagat és a kétiranyu szekvenalasi eredményeket dsszehasonlitottuk
egymassal és egy, a GenBank-bdl letoltétt referencia torzzsel (KY652092), az esetleges

hibakat és eltéréseket javitottuk.

Az igy kapott szekvencidkat elséként BLAST (NCBI) internetes szoftverrel
azonositottuk, majd a GenBank-ban talalhaté hasonlo, reprezentativ NS2—NS3 fehérjéket
kédold szekvenciakat gy(jtottink, amelyek illesztése mafft 7 online szoftver E-INS-i
beallitasaval tortént (Katoh and Toh, 2008). A Maximum Likelhood (ML) analizist és
torzsfarekonstrukciot MEGA X szoftverrel végeztik (Kumar et al., 2018), a megfeleld modellt
a szoftver MODELS beallitasaval (Nei and Kumar, 2000) valasztottuk ki, az ML bootstrap-
értékeket 1000 ismétlés alapjan hataroztuk meg. A filogenetikai fat MEGA X szoftverrel

vizualizaltuk és szerkesztettik.

A Flaviviridae csalad filogenetikai elemzéséhez az International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) ajanlasat kovettik, a négy nemzetségre jellemzé fajok -fliggé
analizissel hasonlitottuk 6ssze. Az analizis MEGA X szoftverrel (Kumar et al., 2018) tértént, a
GTR+G+l szubsztituciés modellt a szoftver MODELS beallitasaval (Nei and Kumar, 2000)

valasztottuk ki. A bootstrap-analizist 1000 ismétléssel végeztik (2. abra)

A Pestivirus nemzetség tagjainak filogenetikai elemzéséhez az ICTV altal javasolt nem
szerkezeti fehérje 5b (NS5b) kodold szekvencia régidjat hasonlitottuk 6ssze Maximum
Likelihood (ML) analizissel. Az analizis MEGA X szoftverrel (Kumar et al., 2018) tortént, a
GTR+G+l szubsztitucios modellt a szoftver MODELS bedllitasaval (Nei and Kumar, 2000)
valasztottuk ki. Mindegyik fajbdl egy reprezentativ szekvenciat hasznaltunk az analizishez:
Pestivirus A (BVDV-1) (AB078950), Pestivirus B (BVDV-2) (AB567658), Pestivirus C (CSFV)
(AF407339), Pestivirus D (BDV) (AB897785), Pestivirus E (Pronghorn) (AY781152), Pestivirus
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F (Bungowannah) (EF100713), Pestivirus G (Giraffe) (AF144617), Pestivirus H (Hobi-like)
(AB871953), Pestivirus | (Aydin-like) (JX428945), Pestivirus J (NrPV) (NC025677), Pestivirus
K (APPV) (KR011347), Pestivirus L (LINDA) (KY436034), Pestivirus M (PhoPeV) (MK910227),
Pestivirus N (TSV) (MZ664274), Pestivirus O (ovIT PeV) (MK618726), Pestivirus P (DYPV)
(MK636874), Pestivirus Q (RtNn-PeV) (KY370101), Pestivirus R (RtAp-PeV) (KY370100),
Pestivirus S (BtSk-PeV) (MH282908)(3. abra)

6.1.5 RNS-alapu in situ hibridizacios vizsgalatok

1-3 napos malacok kis- és nagyagyvel6-, valamint hereszévetét, tovabba egy 6
honapos kan szévetmintait vizsgaltuk egy specialis, RNS-alapu in situ hibridizacios médszerrel
(RNAscope), az APPV-genom szoveti lokalizaciéjanak megjelenitése céljabol. A miivelet
soran az FFPE-mintakbdl 4 um vastagsagu metszeteket pozitiv toltésl tiveglapra (SuperFrost,

Thermo Scientific) rogzitettuk.

6.1.5.1 Mintak deparaffinalasa és feltarasa

A feltaras soran a formaldehid altal képezett keresztkotések felbomlanak, a
nukleinsavak hozzaférhetévé valnak. A metszeteket termosztatban egy éran at, 60 °C-on
inkubaltuk, majd elszivofilke alatt 2 x 5 percig xilolban, 2 x 2 percig 96%-0s etanolban
viztelenitettuk, majd 5 percig szobahémérsékleten szaradni hagytuk. A hibridizaciés
termosztatot (HybEZ™ Oven, Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA) 40 °C-ra
elémelegitettik, a hozza tartozé hibridizacios kamraba a hasznalat el6tt 30 perccel vizzel
atitatott parasité lapot helyeztiink, majd a kamrat a mar felf(itétt termosztatba helyeztik.
Ekdzben elékészitettiink 700 ml 1x Target Retrieval oldatot egy f6zépoharban, majd foliaval
lefedve forraltuk. A deparaffinalt metszetekre 5-8 csepp RNAscope® hidrogén-peroxid-oldatot
cseppentettink, majd 10 perc szobah&mérsékleten valod inkubaciot kdvetden desztillalt vizzel
kétszer mostuk. A targylemezeket a mar forrasban 1évé 1x Target Retrieval oldatba meritettik
és 15 percig aluféliaval lefedve forraltuk, majd kétszer desztillalt vizben, egyszer 96%-0s
etanolban mostuk, majd szobahédmérsékleten, levegén szaradni hagytuk. Ezutan Immedge ™
hidroféb jelold tollal 2—4 alkalommal koérberajzoltuk a szdvetmintakat, majd 10 percig,
szobah6mérsékleten szaradni hagytuk. A tovabbiakban kb. 5 csepp RNAscope® Proteaz Plus
oldatot cseppentettink a metszetekre ugy, hogy a szervmintakat teljesen lefedje. Ezutan a
metszeteket a 40 °C-ra eldmelegitett hibridizacios termosztatban (HybEZ™ Oven, Advanced

Cell Diagnostics) inkubaltuk 30 percig, majd desztillalt vizzel kétszer mostuk.

6.1.5.2 RNAscope
A virusgenom kimutatasara az APPV NS2-3 fehérjéit kodol6 régidkra komplementer,

altalunk terveztetett, 20 par dupla Z, tdbbsz6rds jeler8sité rendszerrel, ill. alkalikus-
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foszfatazzal jeldlt oligonukleotid prébakat (Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA,
kataldogusszam: 503381) alkalmaztunk, igy a virussal fert6zott sejtek piros szinnel jel6l6dtek.
Az RNS sértetlenségét és a reakcio specificitasat belsé kontroll prébakkal ellenériztik: pozitiv
kontrollként a minden sertéssejtben expresszalodd Ss-PPiB (Sus scrofa peptidilprolil izomeraz
B, Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA, katalogusszam: 428591), negativ
kontrollként pedig a bakterialis dapB (Bacillus subtilis dihidrodipikolinat reduktaz, Advanced
Cell Diagnostics, Newark, CA, USA, katalégusszam: 310043) RNS-re tervezett prébakat
alkalmaztuk.

A feltaras utan a metszetekre 4-5 csepp, a célszekvenciakra specifikus probak
keverékét csepegtettink, amellyel 40 °C-on 2 6ran keresztul inkubaltuk a hibridizacios
termosztatban, majd el6zdleg elkészitett moséd pufferban (Advanced Cell Diagnostics,
kataldgusszam: 310091) 2 x 2 percen keresztil mostuk. A felesleges folyadék leitatasa utan
amplifikal6 (Amp 1-6) reagenseket mértunk a lemezekre, a 1épések kozott 2 x 2 percen

keresztul mosopufferbe allitottuk a metszeteket (4. tablazat).

4. tablazat RNAscope modszer soran alkalmazott amplifikacios lépések

Inkubaciés
Inkubaciés
Reagens hémérséklet
ido (perc) .
(°C)
P —
Amp 1 30 40
Amp 2 15 40
Amp 3 30 40
Amp 4 15 40
Amp 5 30 20
Amp 6 15 20

Az utolsé amplifikalo Iépést kdvetben a metszetekre Fast RED-B és Fast RED-A
reagensek 1:60 aranyu keverékébdl 120-120 pl-t pipettaztunk, majd 10 percig inkubaltuk a
mintakat hibridizacios kamraban, szobahémérsékleten, majd desztillalt vizzel mostuk. Ezt
kovetben a metszeteket 2 percre 50%-0s hematoxilin-oldatba (Gill No. I, Sigma-Aldrich, Merck,
Darmstadt, Németorszag) meritettik, desztillalt vizzel mostuk, majd 10 masodpercig 0,02%-
os ammonia oldatban kékitettuk, melyet kovetben ismét desztillalt vizben mostuk. A felesleges
folyadék leitatasat kovetéen a mintakat 60 °C-on 15 percig szaritottuk, majd a targylemezeket

xilolba meritettiik, BioCare EcoMount (Advanced Cell Diagnostics, katalégusszam: 320409)
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médiummal és fedb6lemezzel fedtik. A targylemezeket levegbén szaradni hagytuk, 5 perc

elteltével fénymikroszkdppal vizsgaltuk.

6.1.6 Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az APPV-fert6zott allatok heréjében az RNS in situ hibridizacios vizsgalatokkal
parhuzamosan immunhisztokémiai (IHC) médszerekkel kiséreltiik meg azonositani az érintett

sejttipusokat.

Az egyuttes IHC- és RNAscope-vizsgalatokhoz a hat, Ujszilétt, altalunk elaltatott malac
heréjébdl készilt FFPE-blokkokbdl 3—4 um vékony sorozatmetszeteket készitettlink. A
targylemezeket xilolban (2 x 10 perc) és 96%-0s etil-alkoholban (2 x 5 perc) deparaffinaltuk.
Desztillalt vizes mosast kovetéen egy specialis feltaré oldatban (pH = 9, Target Retrieval
Solution, DAKO) forraltuk a mintakat mikrohullamu sitében (800 W), vWF esetében 25 percig,
c-Kit és a-SMA esetében pedig 10 percig, majd a mintakat peroxidazblokkolé reagenssel
(EnVision FLEX, Agilent, Santa Clara, CA, USA) 5 percig inkubaltuk. A metszeteket a
megfeleld elsédleges antitestekkel (5. tablazat) 30 percig inkubaltuk, szobahémérsékleten. Az
antigénhez kotott els6dleges antitesteket standard avidin-biotin immunperoxidaz komplex
(ABC) alkalmazasaval mutattuk ki (EnVision FLEX HRP kit, Agilent), amelyhez 3,3 -
diaminobenzidin-tetrahidrokloridot (DAB szubsztrat-kromogén, DAKO) hasznaltunk kromogén
szubsztratként. Desztilldlt vizes mosast kovetéen a metszeteket 30 masodpercig
hematoxilinnel (GILL Il, Merck, Darmstadt, Németorszag) festettik. A targylemezeket 96% és
abszolut etil-alkoholba (2 x 5 perc), majd xilolba (2 x 5 perc) meritettik. Ezt kdvetben a
mintakat DPX nem-vizes médiummal és feddlemezzel fedtik (Sigma Aldrich, Darmstadt,

Németorszag).
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5. tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran alkalmazott antitestek és jellemzdik

Antitest Célsejtek Tipus Higitas Gyarté
P —
anti-von poliklonalis DAKO,
Willebrand endothelsejtek nyul anti- 1:500 Glostrup,
Factor (VWF) human Dania
o poliklonalis DAKO,
_ . Leydig- és ) _
anti-c-Kit ] . nyul anti- 1:200 Glostrup,
csirasejtek o
human Dania
. kontraktilis monoklonalis
anti-alfa o DAKO,
o simaizomelemek egér anti-
simaizom o 1:100 Glostrup,
kulonféle human
aktin (a-SMA) - . Dania
sejttipusokban klon1A4

Az RNAscope- és IHC-vizsgalatok soran a fedést kdvetden a targylemezeket levegén
szaradni hagytuk, 5 perc elteltével fénymikroszkdppal vizsgaltuk, 12 6ra elteltével pedig
metszetszkenner (Pannoramic Midi Slide Scanner, 3D Histech, Magyarorszag) segitségével
digitalizaltuk. Az  Osszetartozé RNAscope- és IHC-sorozatmetszeteket  a
CaseViewer/SlideViewer szoftver (3DHistech) MultiView Toolbox csomagjaval illesztettik és

elemeztuk.

6.1.7 Statisztikai vizsgalatok

A vérsavo-, ragokotél-, és herélési folyadékmintak RT-gPCR-vizsgalata soran kapott
eredményeket tablazatos formaban rogzitettik, majd GraphPad Prism 9 szoftverrel (9.4.1.681
verzid, GraphPad Software, Boston, USA) statisztikailag elemeztik, hogy van-e szignifikans
kllonbség az egyes korcsoportok kozott. Elsd Iépésként mindegyik adatsor esetében
megvizsgaltuk, hogy normalis eloszlas jellemz6-e az adathalmazunkra. Amennyiben ez
teljesult, egyutas ANOVA-analizist, majd Tukey-féle post hoc tesztet végeztink 95%-0s
konfidenciaszinten. Amennyiben adataink nem mutattak normalis eloszlast, nemparaméteres
Kruskal-Wallis-prébat, majd Dunn-féle post hoc tesztet végeztink, szintén 95%-o0s

konfidenciaszinten.
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7 Eredmények

7.1 Az APPV magyarorszagi elterjedtsége

Az APPV jelenlétét 6sszesen 30 magyarorszagi telepen ellendriztik: két teleprél
reszket6koros allatokbdl archivalt szévetmintakat (FFPE-blokkok), hat telep esetében klinikai
tineteket mutatd allatokbdl szarmazé friss szOvetmintakat; 27 telepen vérsavé-, herélési

folyadék-, és/vagy ragokotélmintakat vizsgaltunk RT-gPCR-médszerrel.

Az APPV-t dsszesen 24 hazai és egy szlovakiai telepen azonositottuk (6. abra), a
prevalenciafelmérés soran vizsgalt 27 telep kozul pedig 18 bizonyult fert6zéttnek, ami 66,67%-
os prevalencianak felel meg. Vizsgalataink soran valamennyi, CT-re jellemzé klinikai tlinetet
mutato allat szovetmintajabdl kimutattuk a virust, amelyek kézul a 2005, 2007 és 2010-bél

szarmazo, archivalt FFPE-mintdk a legkorabbi magyarorszagi dokumentalt esetek kézé

tartoznak.

6. abra Magyarorszagon vizsgalt sertéstelepek, az APPV jelenlétét a piros szinnel jelzett

telepeken azonositottuk

A pozitiv telepek esetében atlagosan a vérsavomintak 21%-aban, a herélési
folyadékmintak 57%-aban és a ragokotélmintak 72%-aban volt kimutathaté az APPV-genom.
A vérsavomintak esetében a minimum és maximum érték 6,3% és 50%, a herélési folyadékok

esetében 20% és 100%, a ragokotél mintédk esetében pedig 10% és 100% volt. Négy olyan
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telepet talaltunk, ahol kizardlag a ragokotél-, négyet ahol csak a vérsavo- és ragokotél- és
egyet ahol csak a herélési folyadék- és ragokotélmintakbdl tudtuk kimutatni az APPV jelenlétét.
Négy telepen mindharom mintafajtaban azonositani tudtuk a virust. Két teleprél csak herélési
folyadék-, egy teleprél pedig csak vérsavomintakat kaptunk, ezek kozul két telep bizonyult
fertézottnek. Azon fert6zétt telepeken, ahonnan 5-nél tébb herélési folyadékmintat vizsgaltunk,

ebbdl a mintatipusbdl is minden esetben ki tudtuk mutatni a virust (7. abra).
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7. abra A pozitiv vérsavo-, ragokotél- és herélésifolyadék-mintak aranya az APPV-pozitiv

telepeken

Az APPV-pozitiv telepeken felmértik a fert6zottség korcsoportonkénti megoszlasat (8.
abra). Az dsszes pozitiv vérsavopoolhoz mérten a pozitiv mintak kb. 27%-a 10 hetes, kb. 17—
17%-a 14 és 18 hetes, kb. 15-15%-a 6 és 8 hetes, kb. 4%-a 12 hetes allatoktdl szarmazott. A
kocasuldékbél gydijtott vérsavopoolok minddssze kb. 6%-aban, mind0sszesen két telep
esetében azonositottuk a virust, a tébbszor fialt kocak és a 6 hetesnél fiatalabb allatok mintai

minden esetben negativak voltak.
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8. abra Az APPV-pozitiv vérsavopoolok szazalékos megoszlasa a vizsgalt korcsoportok

kozott

Korcsoportok szerint a mintak Cqg-értékei normalis eloszlast mutattak, a csoportok
kozotti eltéréseket igy egyutas ANOVA modszerrel elemeztiik. Csoportokon belil szignifikans
eltérést figyeltlink meg az értékek kodzott, azonban a csoportokat 6sszehasonlitva csak a 14
hetes allatoktdl vett vérsavomintak és a 10 hetes allatok ragokotélmintai kozott allapitottunk
meg szignifikans eltérést (p <0,0072) a Cqg-értékekben (9. abra).
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9. abra A kiilénb6z6 korcsoportokidl szarmazo pozitiv savomintak Cg-értékeit 6sszehasonlitéd

Boxplot-ok

A bajusz az értékek minimumat és a maximumat jelzi, a ,+” jelek pedig a mintasoratlagot. A
doboz vizszintes vonalai az felsé kvartilist, a mediant és az alsé kvartilist mutatjak. A Cg-
értékek statisztikai 6sszehasonlitasa egyutas ANOVA-teszttel tortént. A dobozok feletti

csillagok a statisztikailag szignifikans eltérést jeldlik. (**: p <0,01)

A mintatipusok Cqg-értékeit szintén egyutas ANOVA-méodszerrel hasonlitottuk 6ssze. A
vérsavo-herélési folyadékmintak (p < 0,0287) és a vérsavo-ragokdtélmintak kozott talaltunk

szignifikans eltérést (p <0,0137), ezek alapjan a vérsavomintdkban magasabb Cqg-értéket
allapitottunk meg (10. abra).
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10. abra A kulonb6zé APPV-pozitiv mintak Cqg-értékeinek mintatipus szerinti
O0sszehasonlitasa Boxplot-on abrazolva

A bajusz az értékek minimumat és a maximumat jelzi. A doboz vizszintes vonalai az fels6
kvartilist, a mediant és az als6 kvartilist mutatjak. A Cq-értékek statisztikai dsszehasonlitasa
egyutas ANOVA-teszttel tortént. A dobozok feletti csillagok a statisztikailag szignifikans
eltérést jeldlik. (*: p <0,05)

7.2 Filogenetikai vizsgalatok

A prevalenciafelmérés soran gydjtott vérsavé-, a reszketb6korban szenvedd allatok
szerv-, és az archivalt szévetmintak vizsgalata soran 15 telepen 22, az NS2-3 fehérjéket
kédold régidk részleges szekvencigjat sikerllt meghatarozni, ezeket a telepeket a 1111.
abraan jeloltik. Két telepen, habar sikerilt kimutatni a virus jelenlétét, feltételezhetéen az

alacsony virusszam vagy a virus-RNS nagymértékii fragmentacidja miatt nem tudtunk
szekvencia meghatarozast végezni.
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11. abra A mintagy(jtés azon helyszinei, ahonnan részleges NS2-3 fehérjét kodold
szekvenciakat hataroztunk meg.

Filogenetikai vizsgalataink alapjan a kulonb6z6 APPV-torzsek orszagonként nagy
valtozékonysagot mutatnak (12. abra). Esetenként az adott orszagbdl szarmazéd toérzsek
onallé, monofiletikus csoportokat alkotnak (lasd kinai szekvenciak). A 2002 és 2015 kozott
vizsgalt, kulénbozé telepekrdl szarmazd spanyolorszagi szekvenciak egy része kisebb,
monofiletikus csoportot alkot, tehat ezeken a telepeken ugyanaz a virustorzs leszarmazottjai
fertéztek tobb, mint egy évtizeden keresztil. Ezen csoporttal kbzelebbi rokonsagot mutat egy
ausztriai, tovabba egy hazai sertéstelepen 2016-ban és 2017-ben is azonositott szekvencia
is. Az egyetlen ismert, spanyolorszagi (Katalénia) vaddisznobdl szarmazé APPV-térzs nagy
hasonlésagot mutat egy 12 évvel késébbi, spanyolorszagi sertéstelepen izolalt mintaval. A
legtdbb, németorszagi vaddisznébdl gyijtétt térzs, figgetlenll a gydjtés idépontjatdl (2015—
2017), kuldon filogenetikai csoportot alkot, bar harom 2015-bél és 2016-bol szarmazé
szekvencia nagyobb hasonlésagot mutatott bizonyos Olaszorszagban, Hollandidban és az
Egyesult Kirdlysagban azonositott torzsekkel (2015-bdl és 2016-bdl is), tovabba egy 2015-ben

azonositott németorszagi sertésteleprél gydjtott mintaval.

A Magyarorszagon azonositott torzsek nem alkotnak telepenként kilon-kulon csoportot
(12. és 13. abra). Két, egymastdl 130 km-re fekvd magyarorszagi teleprél szarmazo minta egy
filogenetikai csoportot alkot egymassal, valamint németorszagi és hollandiai szekvenciakkal;
a Felvidékrdl és az egyik Alféldrél szarmazé minta egy 2015-ben Szerbiaban azonositott

torzzsel alkot egy kisebb csoportot. Ezekkel tartozik egy tagabb filogenetikai csoportba harom
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masik, dél-magyarorszagi teleprél szarmazd toérzs, amelyek esetében két kilonb6zd,
egymastol kb. 100 km tavolsagra 1évé teleprél szarmazé reszketékéros malacok mintaibdl
azonositott virus szekvenciaja teljes mértékben megegyezik egymassal. Egy 2017-ben,
reszket6koros malac szerveibdl azonositott APPV-t6rzs monofiletikus csoportot alkot kettd, 3—
4 évvel késbbb azonositott, egymastdl 300 km tavolsagra megtalalhaté sertéstelepen
azonositott torzzsel. Erdekes médon szinténkettd, egymastdl tavol esé hazai sertéstelepen
azonositott szekvencia mutat jelentés hasonlésagot (98,2%) egymassal, tovabba egy Koreai

Kdztarsasagban leirt mintaval is.

A legnagyobb genetikai tavolsag a kinai torzsek kozott figyelheté meg (18,1%-0s
eltérés), ez mas orszagokban atlagosan 9-12,3%. A hazai térzsek esetében 1,1-11,2%
genetikai tavolsagot figyeltink meg, az atlagos genetikai tavolsag pedig 7,6%. A hazai
szekvenciak gydjtési helye, akcesszios szamai és a mintagydjtés idépontjait a 6. tablazat

tartalmazza.

6. tablazat A hazai szekvenciak akcesszés szama / gy(jtés éve / telep sorszama.

Akszesszidés szam | Mintagyiijtés éve | Telep sorszama
MH049531 2017 1
MH049532 2017 1
MH049527 2017 2
MH049528 2017 2
MH049529 2017 2
MH049523 2016 3
MH049524 2016 3
MH049525 2016 3
MH049526 2017 3
MH049530 2017 4
MH049533 2017 5
00190178 2020 6
00190180 2020 7
00190183 2021 14
00190179 2020 16
00190182 2022 18
00190181 2021 21
0Q190176 2021 24
00190177 2022 29
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12. abra Az APPV GenBankbdl letoltott
referencia és sajat NS2-3 poliprotein-
kodold szekvencidak 0Osszehasonlitasa

alapjan készitett torzsfa

Az 0sszehasonlitast Maximum
Likelihood-eljarassal végeztik, az igy
(=70)
szazalékokként jelenitettik meg az agak
felett. A méretskala 0,01

valtozast jelez helyenként és aganként. A

kapott bootstrap-értékeket

varhaté

filogenetikai fan megjelend tdérzsek

kodolasa: génbanki akcesszios
szam_gy(jtés orszaga_gydijtés datuma A
fuggdleges szines oszlopok a kdvetkezd
(13. abra) abra szineivel megegyezden
mintak

mutatjdk a magyarorszagi

szarmazasi helyét.



13. abra Telepek szinkddos jeldlése virusvaltozatok szerint

Az azonos szinnel jel6lt telepeken hasonlo virusvaltozatokat azonositottunk. A két bekarikazott és

vonallal 6sszekotott telepen ugyanazt a virusvaltozatot azonositottuk

7.3 Szervtropizmus és a virus szovetbeli lokalizacidja

7.3.1 Valasztas el6tti malacok szdveteinek vizsgalata RT-gPCR méddszerrel

RT-gPCR-mdodszerrel mindegyik CT-ben szenvedd allatbdél (A2-3, A5-6) gylijtott
szovetminta (kisagyvel6, agytdrzs, nagyagyvel6, mandula, vese, tracheobronchialis
nyirokcsomo, lép, csecsemdmirigy, vastagbél, mesenterialis nyirokcsomé, here) pozitivnak
bizonyult APPV-re (kivétel az A5-6s allat mesenterialis nyirokcsomdja). A virust ezen tul
kimutattuk még a klinikai tineteket nem mutaté egyik allat (A1) kisagyvelejébél (quantification
cycle, Cq = 30,14) és manduldjabdl (Cq = 26,53) is. A nagyagyvel6t és kisagyvelét kivéve nem
talaltunk szignifikans kilénbséget a kilonb6zé szervek kozoétt a viruskdpiak mennyiségét

(atlagos Cq) illetéen (14. abra)
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14. abra Az atipikus sertés pestivirus szervtropizmusa

A négy CT-vel sziletett malac szerveinek kvantitativ real-time PCR (RT-gPCR) modszer
soran mért atlagos Cq értékeit abrazoltuk. Az értékeket nemparaméteres Kruskal-Wallis-
teszttel hasonlitottuk 6ssze, hibasavként a szérasértékeket abrazoltuk. Az oszlopok feletti

csillag a statisztikailag szignifikans eltérést jeldlik (*: p <0,05)

7.3.2 Valasztas el6tti malacok szdveteinek vizsgalata RNAscope-modszerrel

CT-vel érintett, ill. egyazon teleprél szarmazo 1-3 napos kontroll malacok kis- és
nagyagyvelejét vizsgaltuk RNAscope-modszerrel az APPV-genom szdveti lokalizaciojanak
megjelenitése céljabol. Az APPV genetikai allomanyat megtalaltuk a reszket6koros malacok
kisagyvelejének bels6 granularis €s molecularis rétegében, valamint a Purkinje-sejtekben (15.
abra A). Mérsékelt festédést figyeltiink meg ezen tul a nagyagyvel6 neuronjaihoz kététten (15.
abra B).
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15. abra: Atipikus sertés-pestivirus azonositasa RNS in situ hibridizaciés modszerrel

(RNAscope) fertézétt, 3-napos malacok kisagyveldjében (A) és nagyagyvel6jében (B)

A piros pontok fert6zott sejteket jeldinek. Bels6 granularis réteg (inner granular cell layer, 1G),
molecularis réteg (molecular layer, M), kilsé granularis réteg (outer granular cell layer, OG),

a Purkinje-sejteket piros nyillal jeloltik. ISH, 400x%, Bar = 50 ym

Sorozatmetszeteken RNScope- és IHC-mddszerrel vizsgaltuk az érintett sejttipusokat
a CT-tuneteket mutatd, ujszulétt malacok hereszdvetében. Az RNS integritdsa és a
fixalas/feltaras hatékonysaga megfelelt az elvarasoknak: a pozitiv kontroll probaval hibridizalt
mintak esetében intenziv, piros jelet észleltink mindegyik sejtben (16. abra, B), mig a negativ

kontroll probaval hibridizalt mintak esetében ilyen jelenséget nem figyeltiink meg (16. abra, A).
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16. abra: Negativ kontroll prébaval (dapB, A) és pozitiv kontroll probaval (Ss-PPIB, B)

ellendriztik az altalunk alkalmazott RNAscope-mddszer soran az RNS integritasat és a

fixalas/feltaras sikerességét

A pozitiv jelet piros pontok jelzik. ISH, 600%, Bar = 20 ym

Az APPV-fertézott sejteket mind a négy CT-vel érintett Ujszllétt malac (A2—3, A5—6)
hereszdvetében azonositottuk RNAscope és RT-qPCR mddszerrel, az egészséges allatok
negativnak bizonyultak (7. tablazat).

7. tablazat: Az atipikus sertés-pestivirus azonositdsa 1-3 napos malacok hereszdvetében
kvantitativ real-time PCR (RT-gPCR) és RNAscope mddszerrel

Allat kédja CT RT-qPCR (Cq) RNAscope
Al _ _ _
A2 + 22,94 +
A3 + 23,72 +
A4 - - —
A5 + 34,15 +
A6 + 27,09 +
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A pozitiv sejteket a here harom kulonallé részében figyeltik meg: az interstitialis
régiéban, a primitiv, nem-funkciondlis kanyarulatos csatornakat koruldlelé orsé alaku

sejtekben, tovabba a kdzepes méretl (nem-kapillaris) artériak falaban (17. abra).

17. &bra Atipikus sertés-pestivirus azonositasa RNAscope-maodszerrel, reszketékoros egy
napos malacok heréjében

A piros pontok a fert6zott sejteket jeldlik. Fekete nyil: fert6zoétt pertibularis myoid sejtek, piros
nyilak: fertézoétt Leydig-sejtek, fehér nyilak: fertézott endothelsejtek a fekete csillaggal jel6lt

kézepes méretl artériak falaban. ISH, 600x%, Bar = 20 um

A kulénbdz6 sejttipusok azonositdsara tdbbféle immunhisztokémiai festést
alkalmaztunk a sorozatmetszeteken. A vérerek endothelsejtjeit anti-vWF antitesttel (18. abra
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B), az interstitialis Leydig-sejteket és a csirasejteket anti-c-kit antitesttel (18. abra C), a
kanyarulatos csatornakat koérilvev®é simizomsejteket anti-a-SMA antitesttel (18. abra A)
azonositottuk, a 18. abra D szegmensében pedig ugyanazon vizsgalt terlilet RNAscope-

modszerrel jeldlt képe lathatd.

i [ S - Qe

18. abra: Reprezentativ képek Ujszul6tt malacok heréjébdl készilt sorozatmetszetek alfa
simaizom aktin (a-SMA) (A), von Willebrand Factor (VWF) (B), c-kit (C) immunhisztokémiai
és RNAscope ISH (D) jelolésével

A bal als6 sarokban lathato fekete csillag mindegyik képen ugyanazt az artériat jeldli, a
szaggatott vonalu korok a (B) és (D) képen az interstitialis régidban talalhato kapillarisokat
jeldlik. A fehér nyilak az a-SMA-pozitiv peritubularis myoid sejtekre mutatnak az (A) képen, a
piros csillagok a (C) képen a c-kit-pozitiv interstitialis Leydig-sejteket jeldlik, a fekete nyilak
pedig az atipikus sertés-pestivirus (APPV) genomijat jel6l6 piros pottydkre mutatnak (D).
300x, Bar = 50 um

Egyes terlleteken a VWF-pozitiv sejtek eloszlasa hasonlé volt az anti-a-SMA antitesttel
jeloltekéhez a vérerek kettds pozitivitasa miatt. Ezzel szemben a herecsatornacskak koérdli,
peritubularis sejtek esetében csak az a-SMA-festéssel figyeltink meg intenziv jelet a
citoplazmaban, amelybdl arra kdvetkeztettlink, hogy azok olyan simaizomelemeket tartalmazé
sejtek, amelyek nem a vérerek falat alkotjak. Ezek a here un. peritubularis myoid sejtjei. A
hereszdvetekbdl készult sorozatmetszetek RNAscope- és IHC-vizsgalatai alapjan az APPV-
genom leginkdbb az interstitialis Leydig-sejtekben, a kanyarulatos csatornak kordili
peritubularis myoid sejtekben és a kbzepes méretli artériak falaban lokalizalodik (17. abra). A
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virus genomjat nem azonositottuk a csirasejtekben és a Sertoli-sejtekben, tovabba a négy CT-
ben szenvedd allat (A2-3, A5-6) esetében a virus herén belili eloszlasa k6z6tt RNAscope-

modszerrel nem figyeltink meg kilonbséget.

7.3.3 CT-vel szuletett, de mar tunetmentes, ivarérett kan szOveteinek vizsgalata

RNAscope-médszerrel

A Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetem egy 2017-es vizsgéalatabdl szarmazé kan
szerveit is megvizsgaltuk az emlitett RNAscope-mddszerrel. Pozitiv sejteket azonositottunk a

Iép periarteriolaris lymphoid hivelyében (19. abra A), az ileum MALT (Mucosal Associated
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19. abra: Atipikus sertés-pestivirus azonositasa RNAscope-maodszerrel fertézott, 6-hdnapos

kan lépében (A) és ileumaban (B).

A pozitiv reakcioét piros pontok jeldlik. Fekete nyil: periarteriolaris lymphoid havely (PALS),
piros nyil: MALT, sarga nyil: Lieberkihn-kriptak. ISH, 600% (A), 750x (B), Bar = 50 ym

Pozitiv jelet talaltunk a mellékvese-kéregallomany kiilsé rétegében (zona arcuata, 20.

abra A), ill. az exocrin hasnyalmirigy acinaris sejtjeiben (20. abra B).
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20. abra: Atipikus sertés-pestivirus (APPV) azonositdsa RNS in situ hibridizaciés mddszerrel

(RNAscope) fert6zott, 6-honapos kan mellékveséjében (A) és hasnyalmirigyében (B).

A pozitiv reakciot piros pontok jeldlik. Fekete nyil: pozitiv sejtek a Zona arcuata régidban.
ISH, 700x (A), 600% (B), Bar = 50 um

Erds jelintenzitast figyeltink meg a szaporitdé szervek vizsgalatakor (21. abra) is. A
hereszdvet esetében az interstitialis régiéban elhelyezkedd Leydig-sejtek, peritubularis myoid
sejtek, tovabba vér-here gaton tuli csirasejtek esetében is azonositottunk APPV-pozitiv jelet
(21. abra A). Ezeken felul markans festédést figyeltink meg a Cowper-mirigy (glandula
bulbourethralis) sejtjeiben (21. dbra B) és a prosztata apocrin sejtjeiben (21. abra C).
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21. abra: At|p|kus sertés- peétlwrus (APPV) azon03|tasa RNS |n S|tu h|br|d|zaC|os modszerrel
(RNAscope) fert6zott, 6-hdnapos kan hereszévetében (A), Cowper-mirigyében (B) és

prosztatajaban (C)
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A pozitiv reakciét piros pontok jeldlik. Fekete nyil: pozitiv sejtek. ISH, 400x (A), 750x (B)
600x% (C), Bar = 50 ym

Enyhe festédést figyeltink meg az allat kisagyvelejében, a granularis-, és molecularis
sejtrétegben, tovabba a Purkinje-sejtekben (22. abra A). Ezen felil a gerincveld
szlrkeallomanyaban (22. abra B) is talaltunk APPV-érintett neuronokat, mig a nagyagyvel6 és
agytdrzs negativnak bizonyult.

22. abra: Atipikus sertés-pestivirus azonositasa RNAscope-maodszerrel fertézott, 6-hdnapos

Peye

kan kisagyvelejében (A) és gerincveljében (B).
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A pozitiv reakciot piros pontok jeldlik. Piros nyil: Purkinje-sejtek, fekete nyil: fert6zott
idegsejtek. A granularis-sejtréteget G-vel, a molecularis-sejtréteget M-mel jeldltik. ISH, 600%
(A), 750% (B), Bar = 50 ym

Az RNAscope-moddszerrel vizsgalt, FFPE-blokkokban archivalt szévetmintakbdl RNS-
kinyerést is végeztink, majd RT-gPCR mddszerrel is ellenériztik a virus jelenlétét (8.
tablazat). A mellékvesekéreg és a gerincvel® esetében a virusgenom igen kis mennyiségét

figyeltik meg RNAscope és RT-gPCR modszerrel is.

8. tablazat: Az atipikus sertés-pestivirus azonositasa 6 honapos kan archivalt
szdvetmintaiban RT-gPCR- és RNAscope-modszerrel

Szervek RT-gPCR (Cq) RNAscope
lép 33 +
ileum 32 +
mellékvese 38/- +
hasnyalmirigy 34 +
here 29 +
Cowper-mirigy 33 +
prosztata 34 +
kisagyvel6 35 +
gerincvel® 40/- +
nagyagyvel6 - -
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8 Megyvitatas

8.1 Prevalenciafelmérések és a hazai torzsek filogenetikai
osszehasonlitasa

A sertések reszket6korja régota ismert korkép, amely az érintett telepeken esetenként
akar jelentés malacveszteséghez is vezethet (de Groof et al., 2016; Postel et al., 2017a).
Néhany évvel ezel6ttig a klasszikus sertéspestis virusan kivul nem azonositottak mas fert6z6
agenst, amely felel6s lehet a reszketdkorra jellemzd tunetek megjeléséért. EQy PRRSV-
monitoring vizsgalat kapcsan ujgeneracids szekvencia meghatarozasos modszerrel 2015-ben
azonositottak az atipikus sertés-pestivirust, amelynek koéroki kapcsolatat a CT-vel ezt
kovetden tdbb fertézéses kisérletben is bizonyitottak (Hause et al., 2015; Arruda et al., 2016;
Postel et al., 2016). A reszketdkor jol ismert Gjszuldttkori korkép hazankban is, de mivel az
APPV jelenlétét kutatasunk elétt még nem mutattak ki Magyarorszagon, célul tlztlk ki a virus
azonositasat, prevalencidjanak felmérését a hazai sertésallomanyokban, tovabba a
korcsoportok érintettségének felmérését és a kulonb6zé mintatipusok diagnosztikai

szempontbdl valé megbizhatésaganak 6sszehasonlitasat.

PhD-kutatasaim kezdetén csoportunk elséként azonositotta a virust hazankban
reszket6kdros malacokbdl szarmazd vérsavé- és szervmintakban, valamint a NEBIH
archivumabdl szarmazdé, CT-érintett malacokbdl gy(jtott FFPE-szervpoolokban, amelyek
kozul a legkorabbi 2005-bél szarmazott. Kutatasunkban valamennyi, reszket6kor tuneteit
mutato sertéstél vett minta APPV-pozitivnak bizonyult, amely az APPV és CT-tlinetek kozotti
okozati dsszefuiggést ersiti. Az altalunk vizsgalt, 6sszesen 31 sertéstarto teleprél szarmazé
mintat vizsgalva 24-ben mutattuk ki a virus jelenlétét. A klinikailag egészséges allomanyok
prevalencifelmérése soran pedig 66,67%-0s el6forduldst allapitottunk meg, amely alapjan
kijelenthet8, hogy a virus széles koérben eléfordul hazankban. Egy spanyolorszagi retrospektiv
vizsgalatban APPV-t taldltak 1997-bél szarmazé sertésszérum mintakban (Mufioz-Gonzalez
et al., 2017), amely ezidaig a virus kimutatasanak legkorabbi id8pontja. Hazankban 2005 volt
a legkorabbi pozitiv minta begydlijtésének ideje, az altala okozott CT pedig mar régota ismert
tinetegyuttes hazankban és vilagszerte, igy megallapithatd, hogy a virus mar régoéta jelen van
a sertésallomanyokban, tlineteket azonban csak sporadikus eléfordulassal okoz. Az emlitett
tanulmanyban vizsgalt, 1997-2016 koz6tti id6szakbdl szarmazé 642 savominta 13,9%-a volt
pozitiv, ill. sajat eredményeinkkel ellentétben, a CT-vel érintett allatok mintainak csak 57,7%-
a volt PCR-pozitiv APPV-re. Habar a szerz6k egyértelml 6sszefuggést taldltak az APPV
jelenléte és a CT kdzott, voltak olyan tinetmentes egyedek is, amelyek APPV-fert6zéttnek
bizonyultak (Muhoz-Gonzalez et al., 2017). Sajnos arrél nincs informacid, hogy a felmérés

soran hany teleprél gyUjtottek vérsavomintakat.
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Az altalunk ellen6rzott 510 db vérsavopool kb. 21%-a bizonyult APPV-pozitivnak, ez
7%-kal haladja meg a spanyolorszagi prevalenciaértéket, azonban ennek oka lehet az altaluk
vizsgalt kisebb mintaszam. A telepek nagy hanyadaban a vérsavo-, ragokotél-, és
herélésifolyadék-mintakbol csak két-két mintatipusban tudtuk kimutatni a virust,
mindbsszesen 5 telep volt, ahol mindharom mintatipus érintett volt. Abban az esetben, ahol
vérsavobol igen, herélési folyadekbdl pedig nem sikerllt azonositani a virust, 5 vagy kevesebb
herélésifolyadék-mintat kaptunk, azokon a telepeken pedig, ahol mindkét mintatipusbdl
kimutattuk a virust, 5-nél tobb herélési folyadékmintat tudtunk megvizsgalni. Ennek alapjan
diagnosztikai célra telepenként 5 vagy tobb herélésifolyadék-minta begyijtése javasolhato,
ilyen formaban ez a mintaféle kifejezetten alkalmasnak tlinik egy adott sertéstelep APPV-
fertézottségének megallapitasara (Dénes et al., 2021), csak ugy, mint PRRSV esetében
(Lopez et al., 2018). A herélési folyadékot els6sorban ujszilétt allatok PRRSV-szlirésére
alkalmazzak, mivel a virus jelenléte ebben a korcsoportban aktiv fertézésre, viruscirkulaciora
utal a tenyészallomanyban (Lopez et al., 2018). A naposkori allatok herélésifolyadék-mintak
alapjan bizonyitott fert6zottsége ellenére a pozitiv telepeken sem figyelték meg CT
el6fordulasat a mintavétel idépontjaban annak ellenére, hogy az eredmények széles kor(
méhen belllli fertézédésre utalnak. Ezek a tliinetmentes allatok feltételezhetéen méhen beldli
fejlédésuknek mar késdbbi szakaszaban fert6zédtek, amikor idegrendszeri fertéz6déstik sem
okoz reszketdkoros tuneteket. Erre utalnak sajat eredményeink is, amikor egy klinikailag
egészséges Ujszllétt malac agyvelejébdl és thymusabdl sikerilt kimutatnunk a virust (lasd
kés6bb). Eredményeinkkel sszhangban korabbi tanulmanyok is igazoltak, hogy elegymintak
vizsgalata alkalmas lehet prevalenciafelmérésre, ill. egy telep fert6zottségének

megallapitasara (Sipos et al., 2021).

Eredményeink alapjan telepi diagnosztikai célra a legmegbizhatébb mintak a 10 hetes
allatok vérsavomintai (27% pozitiv) és a 20 hetes allatok ragokétélimintai (59% pozitiv)
bizonyultak. APPV-monitoring céljabdl célszerli lehet herélésifolyadék-mintakat és a
ragokotélmintakat vizsgalni, mivel ezek nem jarnak kuldn diagnosztikai célbdl végzett invaziv
beavatkozassal, tovabba nagyobb egyedszamot kisebb energiabefektetéssel tudunk

ellendrizni (Sipos et al., 2021).

A fert6zott telepekrdl 22 részleges NS2-3 fehérjekddold szekvenciat hataroztunk meg,
ezeket hasonlitottuk egymashoz és a GenBank-ban talalhaté hasonlé6 APPV-szekvenciakhoz
filogenetikai elemzés soran. A hazai torzsek esetében medfigyeltik, hogy a sziikebb
monofiletikus csoportba tartozé virusvaltozatok nem feltétlenul korlatozodnak egy telepre,
azonban teljes szekvenciaegyezést csak két telep esetében talaltunk. Abban az esetben,
amikor egy telepen tobb mintat is megszekvenaltunk, minden alkalommal teljesen megegyez6

szekvencidkat azonositottunk a vizsgalt 1635 nukleotid hosszusagu szakaszon. A vizsgalt
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hazai telepek kdzotti él6allat-kereskedelmi vagy egyéb jarvanytani kapcsolatrdl jelenleg nincs
informacionk, de nem zarhatd ki, hogy az azonos/hasonld valtozatok orszagon beldli
allatmozgatas és/vagy azonos spermaforras utjan jutottak el az egyes telepekre (ez utébbi
fert6zéskozvetité szerepére a spermaval torténd virusirités ellenére nincs tudomanyos

bizonyiték, lasd késdbb).

Egy kutatocsoport vizsgalata alapjan a spanyolorszagi izolatumok tébbsége
genetikailag igen valtozatos, és kilénb6zd eurdpai és kinai torzsekkel egyltt tdbb kildnféle
filogenetikai csoportba sorolhaté (Mufioz-Gonzalez et al., 2017). A hazai és a Szlovakiabdl
szarmazo torzsek esetében hasonlé megfigyeléseket tettiink, tehat eddigi ismereteink alapjan
a virus nem csoportosithato foldrajzi eredete szerint. Az egyetlen ismert, spanyolorszagi
(Katalénia) vaddisznobol szarmazd APPV-térzs nagy hasonlosagot mutat egy 12 évvel
késébbi, spanyolorszagi sertéstelepen izolalt mintaval. Spanyolorszagra jellemzd az ibériai
sertés (Iberico) extenziv tartdsa, amely telepek esetében a jarvanyvédelem, azon belll is a
vaddisznoallomanyoktél valé elkllonités nehéz feladat. Habar az extenziv sertéstartas féleg a
deéli régidkra jellemzé, a Kataldnia szomszédsagaban 1évé Kasztilia La Mancha régidban is
folyik Iberico sertéstartas (Horrillo et al., 2022). Ezek alapjan nem zarhaté ki a vaddisznék és

a hazisertés-allomany kozotti jarvanytani kapcsolat.

A legnagyobb genetikai tavolsag a kinai térzsek esetében figyelheté meg (18,1%-0s
eltérés), ez a hazai térzsek esetében 1,1-11,2% volt, mas orszagok esetében pedig atlagosan
9-12,3%. Eredményeink arra utalnak, hogy az APPV genetikai diverzitdsanak f6
mozgatdrugdja a torzsek helyi, divergens evolucidja, valamint a fert6zott, tinetmentes allatok
kereskedelme. A fert6zott sperma lehetséges szerepét az APPV terjedésében még nem

vizsgaltak, de feltételezhetben ez is szerepet jatszik.

8.2 Szervtropizmus-vizsgalatok

Az APPV-fertbzés soran érintett szdvetek és sejtek felderitése érdekében természetes
modon fert6z8dott Ujszilétt malacok szerveit vizsgaltuk, kilonds tekintettel a herékre és az
agyvelbre. 2-2 reszketbkorban szenveddé és 1-1 tunetmentes, kontroll allatot kaptunk
nagyuzemi sertéstelepekrdl, amelyek szervmintaiban RT-gPCR mddszerrel ellenériztik a
virus jelenlétét. Azonositottuk a virust a CT-érintett allatok 6sszes vizsgalt szervmintajaban,
amelyek virusterheltsége kozott csak a nagyagyveld- és kisagyvelémintak kozott talaltunk
szignifikans klldénbséget. A két Ujszildtt kontroll allat kézil az egyik (A4) negativnak bizonyult
APPV jelenlétére, azonban az A1-es allat mandulajaban és kisagyvelejében azonositottuk a
virust, utébbi feltételezhetéen a gesztacié egy késébbi idépontjaban fertéz6dott (feltehetéleg
a 68. nap utan), igy a CT-re jellemzd korkép és szisztémas fertézés mar nem alakult ki (Arruda
et al., 2016; de Groof et al., 2016).
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Ezen CT-vel érintett 1-3 napos malacok kis- és nagyagyvelejét vizsgaltuk RNS-alapu
in situ hibridizaciés modszerrel (RNAscope) az APPV-genom szdveti lokalizaciojanak
megjelenitése céljabdl. A virusgenom kimutatasara az APPV NS2-3 fehérjéit kddolo régidkra
komplementer, 20 par dupla Z, tébbszords jelerésitdé rendszerrel, ill. alkalikus-foszfatazzal
jelolt oligonukleotid probakat alkalmaztunk, igy a virusfert6zott sejtek piros szinnel jelolédtek.
Ugyanezzel a moédszerrel vizsgaltuk egy reszketékoérral sziletett, majd tinetmentessé valé, 6
honapos, virustirité kan szerveit is. Az APPV genetikai allomanyat megtalaltuk a reszketékoros
malacok kisagyvelejének belsé granularis és molecularis rétegében, tovabba a Purkinje-
sejtekben, azonban CSFV-fert6zés esetében megfigyeltekkel ellentétben a kilsé granularis
réteg nem bizonyult érintettnek. Eredményeink tdbbnyire egybevagnak korabban végzett
hasonlé vizsgalat eredményeivel, azzal a kildnbséggel, hogy abban az esetben a Purkinje-
sejtek nem mutattak pozitivitast FISH-modszerrel (Postel et al., 2016). Az altalunk vizsgalt
Ujszuloétt malacok nagyagyvelejében intenziv pozitiv jelet azonositottunk, mig az ivarérett kan
esetében nem figyeltiink meg ilyet. Buckley és mtsai (2021) fertézéses kisérletben hozzank
hasonléan RNAscope-modszerrel vizsgaltak malacok és ivarérett kanok szdveteit, velliink
ellentétben nem figyeltek meg intenziv festédést a nagyagyveld sejtjeiben egyik csoport
esetében sem. A perzisztens fertézésben szenved6 ivarérett kan esetében enyhébb festédést
figyeltink meg az allat kisagyvelejében, a granularis, és molecularis sejtrétegben, tovabba a
Purkinje-sejtekben. Buckley és kutatdcsoportja ellentétes tendenciat figyelt meg a jelintenzitas
tekintetében: a fiatal allatok esetében gyenge, az idésebb allatok esetében intenzivebb jelet
azonositottak, tovabba a malacok esetében elszértan gyenge jelintenzitast azonositottak a
kisagyvel6 kulsé granularis sejtjeiben is. Malacok esetében a fert6zott kisagyveldi terileteknél
a virus multifocalis eloszlasat figyelték meg, ez dsszhangban van sajat eredményeinkkel
(Buckley et al. 2021). Az altalunk vizsgalt ivarérett kan esetében a gerincvel6
szurkeallomanyaban is talaltunk APPV-pozitiv neuronokat, azonban az agytérzs nem bizonyult

értintettnek.

A prevalenciavizsgalatok soran a herélésifolyadék-mintak nagyaranyu pozitivitasa, ill.
egyeb pestivirusok bizonyitott heretropizmusa (Voges et al., 1998a; Choi and Chae, 2002;
Read et al., 2020b; Storino et al., 2020) okan célul tiztuk ki annak kideritését, hogy az APPV
okoz-e fert6zést a hereszdvet sejtjeiben, vagy az emlitett elegyminta pozitivitasa inkabb a
vérsavo pozitivitasat (viraemia) tikrozi-e, ahogy azt a PRRSV esetében igazoltak (Lopez et
al., 2018). Kutatasunk soran sikerrel azonositottuk az APPV-genomot RNAscope-mddszerrel
Ujszlloétt malacok hereszdvetének interstitialis Leydig-sejtjeiben, a kdzepes méretli artériak
simaizomsejtjeiben, tovabba a kanyarulatos csatornak koérdli orsé alaku mesenchymalis
sejtiekben. Utdbbiak sorozatmetszeteken, immunhisztokémiai vizsgalattal intenziv,

citoplazmatikus a-SMA-pozitivitast mutattak, mig a vWF-jeldléssel negativak voltak, ami arra
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utal, hogy ezek a sejtek vérerektdl fliggetlen, simaizomelemeket tartalmazoé, un. peritubularis
myoid sejttekként azonosithatéak. Erdekes médon nem azonositottunk pozitiv jelet a
kapillarisok endothelsejtjeiben, habar ezen sejtipus fert6zottségét mas szervekben korabban
mar leirtak (Postel et al., 2016; Liu et al., 2019; Buckley et al., 2021). A peritubularis myoid
sejtek a kanyarulatos csatornakat kortilvevé simaizomsejtek. Ezen sejtek felelések a csatornak
szerkezeti épségéért, szerepet jatszanak a spermatogenezis szabalyozasaban, tovabba
izomrostjaikkal részt vesznek a kanyarulatos csatornak 6sszehiuzodasaban, igy segitik a
spermatozoa lumenbe jutasat (Maekawa et al., 1996). Az intertubularis térben elhelyezkedd
Leydig-sejtek felelések a tesztoszteron termeléséért, amely fontos a spermatogenesis és a
him masodlagos nemi jellegek fenntartasahoz (Mital et al., 2011). A szakirodalomban egyel6re
csak néhany olyan tanulmany lelhetd fel, amely pestivirus-fertézés esetén a herében érintett
sejttipusokat vizsgalja (Voges et al. 1998; Choi and Chae 2002; Read et al. 2020; Storino et
al. 2020). Az APPV-vel filogenetikailag kdzelebbi rokon pestivirust, a BVDV-t korabban
azonositottak egy ivarérett bika hereszévetében, amely spermajaban perzisztensen Uritette a
virust majdnem egy éven keresztul. A virusfertézés csak a herékre korlatozodott, ezeért
feltételezhetd, hogy a bika csak a pubertast kdvetden fert6z6dott meg, mivel a Sertoli-sejtek
altal létrehozott vér-here gat, amely megvédhette a virust a bika immunvalaszatdl, csak
pubertas utan lesz mikodéképes (Voges et al.,, 1998b). Egy kdzelmultbeli tanulmanyban
perzisztens BVDV-fert6zésben szenvedd bikakat vizsgaltak, amelyek hosszabb idészakon
keresztul Uritették a virust spermajuk Utjan és a fertézés az ivarszervekre korlatozodott.
Medfigyelték, hogy a virus tdbbnyire a kanyarulatos csatornakban lokalizalédott. Az érintett
tubulusokban elhelyezkedd, kulonféle fazisban lévé ivarsejtek, ugy mint spermatocytak és a
kerek vagy megnyult spertmatidak festédését tapasztaltak a hereszdvet karosodasa mellett
(Read et al., 2020b). A kanyarulatos csatornak érintettségét a BVDV-fert6zésen tul egy
humanpatogén flavivirus, a Zika-virus esetében is megfigyelték, amely esetében bizonyitott,
hogy sperman keresztul is tovabbadhaté a fertézés (Siemann et al., 2017). Egy BVDV-vel
végzett vizsgalat soran nem tapasztaltak virusuritést a reprodukciés utvonalon, azonban ez
esetben a medfigyelés idészaka rovidebb volt (Storino et al., 2020). Az APPV-vel kozeli
rokonsagban allo klasszikus sertéspestis virusat nem mutattak ki a here Sertoli-, Leydig- és
endothelsejtjeiben, a virus tdbbnyire a monocytakat/macrophagokat fertézte (Choi and Chae,
2002). Egy kézelmultbeli tanulmanyban Buckely és mtsai (2021) a virus-RNS széles kori és
szisztémas eloszlasat figyelték meg, beleértve az endothelsejteket, a fibroblastokat és a
simaizomsejteket is, mig a herében erés pozitivitast figyeltek meg a tunica albugineaban és
mérsékelt jeldlédést a kanyarulatos csatornak lumenében. Az altalunk azonositott sejtek
esetleges APPV-fertézottségérdl ebben a tanulmanyban nem szamoltak be. Egy korabbi
tanulmanyban, a Phocoena-pestivirus és mas pestivirusok esetében, mas szervekben a

vérerek, fibroblastok és a mesenchymalis sejtek érintettségét figyelték meg, amely
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0sszhangban van kutatécsoportunk eredményeivel (Jo et al., 2019). A vérerek
simaizomsejtjeinek érintettségét korabban medfigyelték mar CSFV- és BVDV-fertézés
esetében is (Liebler-Tenorio et al., 1997; Narita et al., 2000).

Jelen ismereteink szerint a virust még nem azonositottak a vér-here gaton (Sertoli-sejt
gat) tuli tertileteken, ezért célunk volt APPV-fert6zott, ivarérett kanok hereszovetét is vizsgalni.
Schwarz és mtsai (2017) CT-vel szlletett, majd abbdl felgyogyult sertéseket kovettek 6
honapon keresztlil és RT-gPCR mddszerrel az APPV-genom magas szintjét mutattak ki egy
ivarérett kan nyaldban és spermajaban, mig savojaban két nagysagrenddel kisebb
képiaszamot azonositottak. Az allat a vizsgalat id6pontjaban szeronegativ volt, ez alapjan nem
zarhaté ki a BVDV esetében megfigyelt (Voges et al.,, 1998a) perzisztens fert6zés és
immuntolerancia gyanuja sem, bar erre vonatkozéan még nem jelentek meg tovabbi, bizonyitd
ertékli vizsgalatok, tovabba az allat szeropozitiv volt szlletésekor, ami szintén valészinitlenné
teszi, hogy immuntolerans lett volna (Schwarz et al., 2017). Ennek az allathak FFPE-
blokkokban archivalt szerveit vizsgaltuk APPV jelenlétére a mar bemutatott in situ hibridizacios
modszerrel, kiemelt figyelmet forditva az allat hereszdvetére és jarulékos nemi mirigyeire. Az
APPV sejttropizmusaban esetlegesen bekdvetkez8, életkorral 6sszefiggd valtozasok
elemzése kiemelten fontos, ugyanis kifejlett kanokban a virus ondéval torténé Uritését mar
bebizonyitottak (Gatto, Arruda et al., 2018). Habar az ondé fert6z6képességérdl még nincs
informacio, egy fert6zott telepen 98,9% nukleotidegyezést talaltak egy klinikai tlineteket
mutatd malac vérsavémintajabdl és egy telepre érkezett sperma dozisbol azonositott
virustorzs kozott (Houston et al., 2022). A fiatal allatokkal ellentétben az ivarérett kan
hereszdévetében nem csak az interstitialis régié sejtjeiben azonositottuk a virust, hanem a vér-
here gaton tuli  Sertoli-sejtekben és  csirasejtekben is. Ezen felul a
spermaképzddésben/Uritésben szintén szerepet jatszd prosztata apocrin sejtjeiben és a
Cowper-mirigy sejtjeiben is kimutattuk a virust, ez magyarazatot adhat arra, korabban hogyan
talaltdk meg a virust ivarérett kanok spermajaban (Gatto et al., 2018b). Eredményeink fontos
kilonbséget tartak fel a herét alkotd sejttipusok fertézottsége kdzott vjszuldtt és ivarérett
allatok esetében, illetve igazoltuk a jarulékos nemi mirigyek fertézottségét is egy a virust
spermajaval (és nyalaval) Uritd, feltételezhetben perzisztensen fertézott, immuntolerans allat
esetében. Ennek hatterében két ok is feltételezhet6: (i) az allat ivari érése soran olyan
valtozasok kdvetkeznek be a here sejtjeit illetéen, amelyek nyoman fogékonnya valnak az
APPV-fert6zésre; (ii) a hosszan, hénapokig is eltartdé perzisztens fertézés alatt a virus —
valamilyen eddig nem azonositott mechanizmus révén — képessé valik atjutni a Sertoli-sejt

gaton, amely az immunrendszert8l védettebb teriletnek szamit (Voges et al., 1998a).

Eddigi vizsgalataink alapjan az APPV magyarorszagi elterjedtsége jelentés és

amennyiben naiv kocaallomany fert6zédik, az UGjszilétt malacokban esetlegesen megjelend
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CT nyoman malacelhullas is bekdvetkezhet. Megfelelé silddakklimatizacios eljarasok
bevezetésével, tovabba a mar klinikai tlineteket mutatdé malacokrél vald korlltekintd
gondoskodassal a virus altal okozott karok mérsékelheték. Eredményeink alapjan
mindenképpen javasolhato a tenyészkantelepek szilirése a virus jelenléte szempontjabdl, amit
tovabbi kutatasaink soran tervezink, illetve el is kezdtlink, valamint semmiképpen nem ajanlott
reszket6korosan sziletett, majd abbdl kigyégyult kanok tovabbtartasa tenyésztési célokbdl.
Filogenetikai elemzésink soran azonositottuk a magyarorszagi virusvalozatokat, amely
alapjan az APPV genetikai diverzitdsanak f6 mozgatérugdja feltételezhetéen a térzsek helyi,

divergens evolucidja, valamint a fert6zott, tinetmentes allatok kereskedelme.
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Uj tudomanyos eredmények

Els6ként azonositottuk az atipikus sertés-pestivirust magyarorszagi és szlovakiai

sertéstelepekrél szarmazoé friss, illetve archivalt mintakbol.

Els6ként végeztink nagy mintaszamu, reprezentativ, keresztmetszeti
prevalenciavizsgalatokat hazai sertésallomanyokban, megallapitottuk, hogy egy telep
APPV-fert6zottségének igazolasahoz a herélési folyadékmintak, a 10 hetes sertések

vérsavomintai és 20 hetes allatok ragékstélmintai a legalkalmasabbak.

Els6ként hataroztuk meg Magyarorszagon és Szlovakiaban azonositott térzsek részleges
NS2-3 fehérjekddold régidjat, osszehasonlitd filogenetikai vizsgalatok céljabdl.
Megallapitottuk, hogy a hazai torzsek nagy diverzitast mutatnak, azonban tébbnyire

Eurdépaban azonositott virusokkal alkotnak filogenetikai csoportot.

Els6ként dolgoztunk ki RNS-alapu in situ hibridizaciés moédszert (RNAscope) a virus

szOvetbeli lokalizacidjanak vizsgalatara.

Els6ként azonositottuk az érintett sejttipusokat RNAscope- és IHC-modszerekkel napos
malacok és egy CT-vel sziletett, perzisztens APPV-fertézésben szenvedé kan
hereszovetében és jarulékos nemi mirigyeiben. Megallapitottuk, hogy a fiatal allatokéval
ellentétben, az ivarérett kan esetében a vér-here gaton tuli sejtek (Sertoli-sejt, csirasejtek)
is érintettek, a fertézés nem korlatozddik kizardlag az interstitialis Leydig-sejtekre, a
kanyarulatos csatornak kérili peritubularis myoid sejtjekre és a kbzepes méret(i artériak

faldban elhelyezked6 simaizom-sejtekre.
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12 Koszonetnyilvanitas

Els6sorban szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, dr. Balka Gyulanak az elmult
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Kdszéndm Pop Renatanak, Schénhardt Kittinek és Igriczi Barbaranak a mintael6készitésben
nyujtott segitségiket, Pop Renatanak kulon kdszonettel tartozom a metszetkészités és
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begyljtése.

Szeretnék koszonetet mondani dr. Lukas Schwarznak a bécsi Allatorvostudomanyi
Egyetemrdl, dr. Biksi Imrének, dr. Albert Ervinnek, dr. Albert Mihdlynak és dr. Szeredi
Leventének a klinikai és az archivalt vizsgalati mintak gyUjtéséért és rendelkezésemre
bocsajtasaért.

Halas vagyok dr. Inés Ruedas-Torres-nek a Corddébai Egyetem Allatorvostudomanyi Kararél a
szOvettani vizsgalatokkal kapcsolatos szakmai tanacsaiért, tovabba az Eotvés Lorand
Tudomanyegyetem Novényszervezettani Tanszékérdl dr. Knapp G. Danielnek, aki

megismertetett a filogenetikai vizsgalatok alapjaival.

Kilon készonetet szeretnék mondani a Patologiai Tanszék vezetdjének, dr. Mandoki Miranak,
aki minden lehetséges modon tdmogatta szakmai eldmenetelemet és vezetdi stilusaval rovid
idén belll egy olyan munkakdrnyezetet teremtett, ahova azéta is 6rém megérkezni. Ugyanitt
szeretnék kdszénetet mondani a Patoldgiai Tanszék 6sszes munkatarsanak, akik lathatatlanul
ugyan, de tevékenységikkel segitették, hogy munkam a mindennapokban gdérdilékenyen

folyjon.

Kbészdndm kedves vélegényemnek, Sagi-Kazar Maténak az ELTE Novényélettani Tanszék

PhD-hallgatojanak, hogy mind szakmailag, mind baratilag tamogatott ezen a rogds uton.

Végul, de nem utolsé sorban szeretnék kdszonetet mondani csalddomnak és barataimnak,

akik a nehéz pillanatokban is mellettem alltak.
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