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1. Osszefoglalas

A szarvasmarha virusos hasmenése (BVD) valtozatwsaban megjelénbetegség, mely
sulyos gazdasagi veszteségeket okoz az allomanyokbBVD-t okoz6 virus &laviviridae
csaladPestivirusgenuséaba tartozik, egyszali RNS genommal rendklkamely egy nyilt
leolvasasi keretet kédol. A virusnak cytopathoggm) €s nem-cytopathogén (ncp) biotipusa
ismert és a tunetmentes fteréstl kezdve, a hasmenésen és a vetélésen at valtozato
korformak kialakitasara képes, iedértve a perzisztéertizést és a fatalis kimeneiel
nyalkahértya betegséget (MD).

Munkéank egyik célja az volt, hogy meghatarozzuk \AD® fert6zottség prevalerncidjat
hazankban, felhasznalva egy, az orszag nagy téréldtiterjed mintavételi kampany
eredményeit. Mivel az utobbi harminc évben nentgtiirtlyen felmérés, eredményeink alapul
szolgalhatnak tovabbi felmérésekhez, melyek @lgiskben elinditandé BVDV mentesités
megtervezéséhez és ivitelezéséhez nélkildzhtetlen.

A vizsgalatokat ELISA modszer alkalmazaséaval hajtotvégre, melyhez 1200 vérmintat
hasznaltunk fel 54 hazai szarvasmarha allomanybsékidl a mintakbdl 521 bizonyult
pozitivnak (43,4%), 40 adott kérdéses eredmény%B,és 639 volt negativ (53,3%). A
kizar6lag negativnak bizonyult mintdkat bekillgazdasdgok kozul néhany esetében a
szeronegativ eredmeény bizonyithatja a BVDV mentgisgz adott allomanynak, mivel tébb
eve tejeb tehenekBl vettek véreket, igy ezek fé#désmentessége jelzi azt, hogy nincs jelen a
telepen a BVDV. Emellett azok kozétt a gazdasagdkzok, melyek szeropozitivnak
mutatkoztak volt néhany, mely igen alacsony prenvaég mutatott (<5%), sokszor csak egy
minta adott pozitiv vagy kétes eredményt. Eredmidky@lapjan, a hazai szarvasmarha
allomanyok egy jeleks része (korllbelll egyharmada) tekinthBiVDV mentesnek, mely
lényegesen kedvéhb adat a korabban becsiiltnél. Azok a becsléselbkarkisebb tertileten
és kisebb mintaszammal elvégzett felméréseken ldpugy egy a kozeljdsben eseleg
inditandd orszdgos mentesitési kampany kethiehelyzetbl indulhat és az IBR mentesités
mellett parhuzamosan is folytathato.

A borjak Ujszllétt kori pancytopeniaja egy olyangpr&bban ismeretlen, de a BVDV-
fertozéssel Osszefliggésben jelentkezkérkép, amelynek kialakulasara szlletett
feltételezéseket, elméleteket Osszefoglaltam, ¢&t sazsgalatok alapjan ismertettem a
legjellemzbb tineteket és kéros elvaltozasokat, mivel a k@08 telén és 2009 tavaszan

eléfordult Magyarorszagon is, és nagyjabol egy évetdib elhullassal is jart. A jelenleg



elfogadott elmélet szerint immunpatolégiai alapaaldkuld korkép hazai esetéibegyszer
sem sikerilt semmilyen kérokozét sem kimutatnuniediményeink, tovabba a megfigyelt
tinetek és a kialakult korbonctani és korszovetdwvdltozasok sem tértek el a nemzetkozi
szakirodalomban leirt eseteéitigy sajat vizsgalataink is megsitették a korkép BVD-
elleni vakcinazassal 6sszefiiggésbe hozhaté immiuoidaiai koroktanat.

A rekombinacio az egyik alapwetnddja annak, hogy a virusok rovidsidlatt akar jelerits
meértékben megvaltoztassak genetikai allomanyuk exgpzét. Annak érdekében, hogy a
BVDV torzsek kozott lehetséges rekombinansokat ssuak ki, a GenBank-bol szarmazé
telies BVDV-1 és BVDV-2 szekvenciakat vizsgaltumhkelyek. A kivalasztott szekvencidkat
egymashoz illesztettiik és az illesztést bioinfoikaatlemzésnek vetettik ala. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a rekombinacio nem ritka a BVBS&tén. A rekombinaciok létrejottét
elésegitheti a virusnak az a tulajdonsaga, hogy kgeessztens fetizés kialakitasara,, mivel
ebben az esetben a fadtt egyed nem termel specifikus ellenanyagokatwssal szemben.
Ekkor egy antigénjeiben rokon, de genetikailagréli8VDV torzs szimultan feizheti az
egyedet, megteremtve a rekombinacio léb&gét. A vizsgalt 62 BVDV-1 torzs kozott 5
rekombinanst talaltunk, mig az 50 BVDV-2 toréklesak egy bizonyult rekombinansnak.
Ezeknek a torzseknek az esetében a rekombinacidveteztét alacsony (1.26x10és
1.58x10°™° kozott) p-értékek igazoljak, és legtobb esetben a véltszuli' torzsekhez
kozeliszekvenciak is azonosithatéak voltak. Az agm talalt rekombinans térzseken kivil
sikertlt korabban azonositott rekombinaciokat mégieeni vagy maodositani az altalunk

hasznalt RDP 4.46 BETA program segitségével.



2. Summary

Bovine viral diarrhoea is a viral disease appeaiimgvarious forms and causing high
economic losses in the cattle stocks. The BVD vinetongs to the~laviviridae family,
Pestivirusgenus, with ssRNA genome, which has one open ngaidame. The virus has
cytopathogen and non-cytopathogen biotypes andesawexious forms of diseases in cattle
from unapparent infection, through diarrhoea andrt&mn to persistent infection and fatal
mucosal disease.

One aim of the study described in the present weak to determine the prevalence of the
BVDV in Hungary by a monitoring survey carried aut samples collected in cattle keeping
units throughout the country. Since no such suhasybeen carried out in Hungary during the
last thirty years, our study may serve as a basisater monitoring examinations aimed to
follow the progress of an expected BVDV eradicattampaign.

The examinations were carried out using ELISA ofiQLBlood samples sent from 54 cattle
stocks. From a total of 1200 samples 521 provebet@ositive (43.4%), 40 gave doubtful
result (3.3%), while 639 was negative (53.3%). Agtime stocks there were some, where the
samples were collected from cows serving alreathyutlh several lactation periods, therefore
the seronegativity indicates the BVDV free statfishe given stock. Moreover among the
positive herds we found a few, where the seropafsitirate was rather low (x<5%).
According to the results of the investigation, ¢hea high portion (about one third) of the
cattle keeping units of Hungary can be regarde8\ASV free, which ratio is much better
then it has been anticipated, based upon survegigadt@aut on lower number of samples and
in smaller regions of the country. Hence the charmafean eradication campaign launched in
the near future, or carried out parallel with tBRIleradication are better then expected.
Bovine neonatal pancytopenia is a previously unknayndrome of calves, which was
connected to BVDV infection, but its aetiology hrat been explained up to the last times. In
this work the theories circulating previously topkain the development of the disease are
summarized. The most characteristic clinical symqsoand pathological lesions are
introduced based on our own observations, sincesyndrome appeared on the winter of
2008. and spring of 2009. also in Hungary, and edseveral fatalities. No pathogens could
be demonstrated from the local cases of the diseasethe pathological lesions and clinical

symptoms did not alter from the ones describedéimternational literature. Thus our own



examinations also support the immunological baakigdoof the disease and can be correlated
with use of a certain kind of vaccine used in eattbcks to reduce losses caused by BVD.
Recombination is a basic mechanism through whiehabte viruses to change their genetic
structure quickly and profoundly. To identify pddsi recombination events of BVDV,
complete genome sequences of BVDV-1 and BVDV-2rsdrdeposited in the GenBank were
submitted to bioinformatic analysis using recombora detecting softwares. The results
indicate that recombination events are not rathencase of BVDV, which frequently causes
immunotolerance and consequently, persistent iioiecin calves. The lack of specific
immunity provids an ideal possibility for multipi@fections by antigenically related, but
genetically different BVDV strains and hence recambons may occur. Among the 62
BVDV-1 genomes five recombinants and their posspgaeent strains, while among the 50
BVDV-2 genomes one recombinant and its parent rdravere identified, which were
supported by extremely strong probability valuesviues vary between 1.26X1Gnd
1.58x10°"9). Besides the freshly identified recombinants, nelsimation events described
previously were confirmed, but in some of thesenkr information was completed with new
data, or different parent(s) were suggested byptogram (RDP 4.46 BETA) used in this
study.



3. Bevezetés, célkitzések

A szarvasmarhak virusos hasmenését okozé virusngowral diarrhoea virus; BVDV)
Eurépa szamos orszagaban vézetllategészségugyi probléma a szarvasmarha-
allomanyokban. A virus &ltal okozott féres valtozatos korformékat idézhets,ela
szubklinikai fertzottségbl és szeroldgiai athangolodastol kezdve, a sulyasmenéses
korképen és reprodukcios zavarokon keresztil, egéaz esetek jelefd részében fatalis
kimeneteli nyalkahartya betegségig (mucosal disease; MD). eAditett korfolyamatok
részben kozvetlen veszteségeket okoznak a hasréeres elhullasok révén, de emellett az
okozott szaporodasbiolégiai zavarok Iényegesen kesiilkk az allomany reproduktiv
kapacitasat, a feizéssel jar6 immunszuppresszidé pedig noveli a mas f§kultativ)
korokozok iranti fogekonysagot.

A betegség bélgyulladassal jaré formajésebr 1946-ban az Amerikai Egyesilt Allamokban
irtak le, majd ké&sbb, 1953-ban egy élt némileg eltéé tlinetegydttest figyeltek meg, mely
szintén a szarvasmarhakon jelent meg, de sulydkahgrtya-kifekélyesedéssel, és az érintett
egyedek elhullasaval jart. A korképet a tinetekjalanyalkahartya betegségnek nevezték el.
A tovabbi vizsgalatok 1961-re kideritették, hogké korkép azonos korokozora vezethet
vissza, melyet borjak virusos hasmenését okoz&@ndiu (BVDV) neveztek el. A kérkép
hazankban az disleirds utan nem sokkal megjelent, de a kérokozak @z 1960-as évek
elején sikerdlt izolalni.

A koérokoz6 BVDV a Flaviviridae csalad Pestivirus genusaba tartozik, és mara mar
vilagszerte elterjedt. A BVDV torzsek jelenleg Kétion virusfajpa (BVDV-1 és BVDV-2)
tartoznak, melyek a hasonlo rie{szero)tipusokat foglaljak magukba. Ezek kdzulaibbi
hosszabb ideig csak az amerikai kontinensen volgtat@hatdé, az elmult 10-15 évben
azonban szamos U] terlleten, igy Eurépaban is kittdkt a jelenlétét. Hazankban
pillanatnyilag a BVDV-1 a meghatéarozé, BVDV-2-estgmnem sikerilt kimutatni.

A torzsek képesek transplacentarisan megdeait a magzatot. Ha ez a fézs az
immunkompetencia kialakulasa#ltorténik, akkor immuntolerancia alakulhat ki,e&zaltal a
virussal ferdzotten szllét, és azt élethosszig hordozd, uUn. perzisztensetbzoar
(persistently infected; PI) borjak jelennek meg @manyban. A perzisztens fézxes
kialakulasa azért rendkivil veszélyes, mert a gebtien az esetben szeronegativ marad, igy
azonositasa a hagyomanyos szerolégiai moédszerakkellehetséges, de egész élete soran

nagy mennyiségben Uriti a fézbképes virionokat. Ezért a Pl allattal vagy valadéda
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érintkezve a csoport tobbi tagja is teddhet, aminek a kdvetkezménye a szerokonverzié a
kordbban egészséges egyedeknél, és a mar eméfetidukciés problémak a vemhes
allatokban. A tartos virushordozas masik kévetkemaghogy amennyiben a Pl allatokban
levé virus genetikailag megvaltozik (mutacié vagy rekomacio révén) akkor ezekben az
egyedekben kialakulhat a nyalkahartya betegségsgdiataink soran mi is szadmos esetben
talalkoztunk (nem egyszer halmozottan jelentkewalkahartya betegséggel.

Tekintve, hogy hazankban 2014-ig nem jelent megVdWB fert6zottség felmérésér az
orszag teljes terlletére kiterfedvizsgalatok eredményeit dsszefoglald kbzleméngrtea
lehet legtdbb, nagy létszamu, magyarorszagi szarvasmahia bevonasaval 0j szeroldgiai
vizsgélatsorozatot terveztink. Vizsgalati modszeraevirus ellen terméds ellenanyagok
vérsavobol tortéh kimutatasat valasztottuk, mivel az ellenanyagokskan perzisztalnak a
vérben, igy megbizhatobb adatokat kaphatunk a kamkprevalencigjaval kapcsolatban,
mint a direkt viruskimutatd6 moddszerek segitségévdksgélatunk célja a jarvanytani
adatgyijtésen kivll az volt, hogy segitsik az egyes gampadan dnkéntesen meginditott
BVDV mentesitést. A febizottség lehéileg minél alaposabb felmérésének hianyaban ugyanis
nem lehet eredményesen megtervezni a mentesitaggsfijat, hiszen a valaszthato
mobdszerek kozul a fémdttség ardnyanak ismerete alapjan lehet kivalaszia
leghatékonyabb eljarast. Mivel Magyarorszagon edékes lenne az orszagos, kdzpontilag
tamogatott BVDV elleni mentesités elinditasa, igyiras prevalencigjanak ismerete segiti a
késsbbi dontéshozatalt. Szerettik volna megtudni, hegypnak-e olyan allomanyok a
vizsgélatba bevontak kozott, amelyekben a virucsijelen, mert az ezeéb szarmazo
allatok lehetnek a forrasai a jilven a kiselejtezerddtenyészanyag poétlasanak a sulyosan
fert6zott allomanyokban. A sulyosan fézbtt allomanyokban valésZisithet a Pl egyedek
jelenléte, melyek ékeqgitik a kdrokozo6 folyamatos fennmaradasat amélbean.

Ugyancsak vizsgalni kivantuk egy Uj, a kulonb&atisztikai-analitikai modszereket 6wz
rekombinécié-azonositd eljarast hasznalva az Ujotfjgmsok megjelenését eredmértyez
Ezt azeért tartottuk lényegesnek, mert hazankbaidlb évtizeden keresztil, kiterjedten
hasznaltak olyan &irusos vakcinat, amely esetleg perzisztens6Zédt okozhatott,
amennyiben vemhes allatok oltasara hasznaltak. bbéyaaz ilyen oltdbanyagot alkalmazdé
allomanyokban fennmaradva, Uj BVDV variansok kialakat indukalhatta szimultan
fertozések és kovetkezményes rekombinaciok révén. Jaelatasunkban arra kerestik a

valaszt, hogy a BVDV milyen, részben egyéb BVDVzsakiél, részben esetleg mas
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pestivirusokbdl szarmazé rekombinécidkat hordozlést, egyaltaldn, mennyire tekintet
gyakorinak a rekombinacié a BVDV evolucidjaban.

Vizsgalataink egyik tovabbi célja volt egy é&ltegesen a BVDV-fedzétt, és az ellen a
vemhes tehenek vakcindzasaval véedéké@omanyokban éforduld korkép, a borjak
Ujszuléttkori pancytopenidja (bovine neonatal pamggnia, BNP) néven ismert betegség
hazai ebfordulasanak és a BVD-vel val6 esetleges kapcsmét&izsgalata, mivel a kérkép

magyarorszagi éfordulasa idején ez az dsszefliggés meég nem vzidzistt.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. A betegség torténete, éfordulasa

A virus altal okozott hasmenéses korkép (bovinalwdrarrhoea, BVD) els leirdsara 1946-
ban az Amerikai Egyesilt Allamokban kerilt sor ©ten et al. 1946). Ké&bb, 1953-ban egy
ettdl jelentbsen eltéd tliinetegyittest figyeltek meg, mely szintén a sasmarhakon jelent
meg, de sulyos nyalkahartya-kifekélyesedéssel léstegek nagyaranya elhullasaval jart. A
korképet a tinetek alapjan nyalkahartya betegségmelcosal disease, MD) nevezték el
(Ramsey és Chivers 1953). A tovabbi vizsgalatok11@6 kideritették, hogy a két koérkép
azonos koérokozora vezethievissza, melyet borjak virusos hasmenését okozdswak
(bovine viral diarrhea virus, BVDV) neveztek el @ns et al. 1961). A virus mara mar
vildgszerte, igy hazankban is elterjedt. A viruseeddetileg a szarvasmarha a gazdafaja, de
egyeb tulkésszarvaakbdl (juhbol, kecséklpakbol) és eltér fajokbdl (sertést) is izolaltak
(Deng et al. 2014).

A genetikai és ezzel egyutt antigenitasbeli kil@gek alapjan a BVDV torzseket jelenleg
két virusfajba soroljak (BVDV-1; BVDV-2), melyek kdl a kettes jeéi virusfaj hosszabb
ideig csak az amerikai kontinensen volt kimutatha® az elmult 10-15 évben szamos Uj
terlleten, igy Eurépaban is megjelent. Hazankbbanpitnyilag csak a BVDV-1 fordul & a
BVDV-2-est eddig még nem nutatték ki.

A BVDV okozta kérképet az ddsleiras utan nem sokkal hazankban is felismertékad
korokozot csak az 1960-as évek elején sikerilt almol (Manninger et al. 1963).
Magyarorszagi elterjedtségét ibein sokaig csak becslések Aalltak rendelkezésre, mert
hazankban 2014-ig nem jelent meg a BVDV deittséget felmé;, az orszag teljes tertletére
Kiterjeds vizsgalatokrol készilt kozlemeény. Az egy-egy kisebgiora kiterjed szeroldgiai
vizsgalatokra alapozott feltételezések kozel 10@Hak tartottak a magyarorszagi
nagylétszamu szarvasmarha-allomanyoléfittségét (Kudron 1999; Varga et al. 1999).

A virusferbzés kozvetlen és kozvetett kartétele egyarant tigderst, indirekt kartétele (a
fejlédésben valo lemaradas, a rosszabb takarmanyetéseai reprodukcios zavarok, az
immunszuppresszio miatti masodlagos deések stb. miatt) nagyobb veszteséget jelenthet,
mint az allatok gyogykezelésével, illetve az egyggedek elhullasaval 6sszefidggadasok.

Eurépa szamos orszaga mentesitési kampanyokatotindiléhany orszag pedig a
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szarvasmarha-allomanyok mentesitését sikerrel begeiste (Ozsvari et al. 2001; Szabéara és
Ozsvari 2013)

4.2. A koérokozo

4.2.1. Rendszertani besorolas

A BVDV virus a Baltimore féle besorolas szerintazipiv iranyitottsagu, szimplaszali, RNS
genommal rendelkéz(+ssRNS) virusok kdzé tartozik.Aaviviridae csalad tagja, azon belll
a Pestivirusgenusba soroljak, amelybe jelenleg négy virustdaprik, ezek a kovetkék: a
BVDV két faja (BVDV-1; BVDV-2), a klasszikus serg@sstis virusaGlassical swine fever
virus, CSFV) és a juhok border betegségének virBsader disease viryBDV). A térzsek
5'UTR végszakaszanak (untranslated region, le raitbtt génterllet) genetikai vizsgélata
alapjan kiderult, hogy a BVDV tovabbi genotipusokiarolhatd, melyeket a latin ABC
betiivel jeldlnek: 1-es genotipus esetén BVDV-1a-o, i&igs genotipus esetén BVDV-2a-d
(Becher et al. 2003; Sato et al. 2016).

4.2.2. Morfologia, genomszerkezet

A virion 40-60 nm atméyji ikozaéder alaku kapsziddal rendelkezik, amelyeidiiurok
(envelop) vesz korul. A genom altalaban ~12200 $dwmisszusagu, mindkét végén UTR
régidkkal. A kédolo szekvencia egyetlen nyitottheséasi keretet (open reading frame; ORF)
tartalmaz, amely egyetlen virdlis polipeptidet kibdo keletked fehérje részben autoproteaz
aktivitdsa, részben pedig gazdasejt efedptoteazok segitségével darabolédik fel a
funkcionalis fehérjékre. A virus funkcionalis fefééra kovetke#gk: N°'% C; E™ E1; E2; p7;
NS2; NS3; NS4a; NS4b; NS5a és NS5b (Collett el @88). Ezek kozil immunoldgiailag
igen fontosak az envelop fehérjéit kodolé E1 éssExkaszok, mivel ezek azok a fehérjék,
amelyek ellen a gazdaszervezetben protektiv hatifesianyagok termétinek (Rumenapf et
al. 1993). Kértani szempontbdl a nem-strukturadibérjek kozil az NS2 és NS3 Iényeges,
mivel a vizsgalatok szerint ezeknek a fehérjeknekifddése, illetve a két fehérjének az
egymastol tortéh genombeli elvalasztodasa (1. &bra) alajpet befolydsolja az adott
virustorzsin vitro ésin vivo tulajdonsagait (Becher és Tautz 2011). A két dealasztodasa
eseténin vitro sejttenyészetekben sejtkarositdé hatas (cytopatiect, CPE) alakul ki, a

fert6zo6tt allatokban pedig a virus fokozott patogeniasialik (1. ké$bb).
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Struktaralis fehérjék Nem-struktiralis fehérjék

Npro
SUTR | C ‘ p7 NS4A 3'UTR

Ei| E NSz - NS NS NS NS
ncp ﬂ 1 2 2 3 || 4B SA 5B P
EKT\S
Npro
SUTR | C ‘ p7 NS4A 3'UTR
Ei| E NS NS NS NS NS
cp A 1| E2 2 3 4B 5A 5B P
| =
I
~12300 bp

1. 4bra: A BVDV nem citopatogén (ncp) €s citopato@@p) valtozatanak genetikai

kulénbségét bemutaté sematikus rajz Ammari eRéil2) nyoman.

Az E™fellleti glukoprotein, amely a virus immunszupréssalajdonsagaért felel (Bruschke
et al. 1997). Az UTR régiok kozul az 5’ végen tAib a vizsgalatok alapjan nagyon
konzervativ terllet belsriboszoOma-kdt helyet (internal ribosoma entry site, IRES) tamiat
(Poole et al. 1995), igy a transzlaci6 megkezdégélkaios, mig a 3’ végen taldlhaté UTR
fontos szerepet jatszik mind a transzlacioban, naintlkleinsav replikaciojaban (Yu et al.
1999).

4.2.3. Biotipus véltozatok

A BVDV torzsek, akar az 1-es akar a 2-es genotipusintoznak, szovettenyészetekben
tortérd in vitro szaporodasuk soran megfigyethsejtkarositd tulajdonsaguk alapjan kétféle
biotipusba sorolhatdk: a citopatogén (cp) illetveean citopatogéen (ncp) csoportba. A térzsek
nemcsak a sejttenyészeten valé szaporitasuk kozbegfigyelheb sejtelvaltozasok
(lekerekedés, rogosodés, sejtlizis) , hanem a gHattzan kifejtett kérokozo6-képességik
alapjan is elkulonilnek, ugyanis a BVDV esetébeaejtkarositd hatas (citopatogenitas) és a
korokozo-képesseg (patogenitas) hattereben azamegikai jellegzetesség all (Houe 1995).
A sejtkarositd képesség kialakulasat egy genetikdacié eredmeényének tekintik, amely az
NS2-NS3 régio kozott egy enzimatikus vagashelyakiallasat idézi él Ezaltal a két fehérje
egymastol flggetlen tkodésre valik képessé (1. &bra). Ennek eredménpekém
sejttenyészetben a férbtt sejtek lekerekednek, elvesztik tapadasukatlidethez és vegul

elpusztulnak. Ezzel szemben, amennyiben az NS2f&B&jepar nem valik szét, ugy a
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multiplikacié soran semmilyen, a férésre utald jelet nem lehet tapasztalni mikroszképo
vizsgélattal a sejttenyészeten (Lackner et al. 2004

Klinikai szempontbdl a tapasztalatok szerint a doptipusu térzsek altalaban ttinetekben
megnyilvanul6 korképet idéznekseimig az ncp térzsek virulencidja csokkent. Feiketesek
szerint ebbb a cp tdrzs volt jelen, de ez a tulajdonsag asvitlélése szempontjabdl
hatranyos volt, mert a gazda elhulldsahoz vezeteitel korladtozta a virus terjedését is.
Valoszirii, hogy mutacié soran késb egyes térzsek elvesztették a cp tulajdonsagidpat,
lényegesen megit az esélyik a fennmaradasra é€s adféd eredmeényes tovabbvitelére
(Goens 2002). A vizsgéalatok alapjan az a feltéésdelzonosodott meg, hogy az ncp toérzs
visszaszerezheti cp képességét, mégpedig valamiyretikai valtozds, mutécié vagy,
gyakrabban genetikai rekombinacio altal (Tautz ket 1898; Balint et al. 2005). Mas
feltételezés szerint a virusfézes egyes fazisai alatt ugyanaz az ncp-nek tatto#s
szabalyozottan citopatogén, mivel a deds kezdetén, amig még nincs elegemennyiség
virion, kedve®, ha a ferdzott sejt pusztulasa révén a kornyezetébe nagy yrs&ti aktiv
virion jut, ezzel biztositva a kornyézsejtek ferdzédését. A fekizés ebrehaladtaval a virus
kikapcsolja ezt a funkcigjat, ezaltal beall egyzeisylagos egyensuly a gazdaszervezet
egészségi allapota és a fedst okozo6 virus szaporodasa kozott. A cp toridkoaése et
annyiban tér el, hogy a genetikai valtozas miatth képes kontrolalni a cp képességét, ezaltal
a fertbzés minden fazisaban elpusztitia a deitt sejteket, és életkortdl fuggormaban
megjelerd, akar sulyos tlinetekhez vagy a gazdaszervezetytdsahoz is vezétkorképet
(magzatelhalas, magzatkarosodas, enteritis, nyditigah betegség) idézhetée{Becher és
Tautz 2011).

4.3. Klinikai tinetek, kdrbonctani elvaltozasok

A BVDV fert6zés az esetek nagy tobbségében tlinetmentesen, ziglikendszeresen
eléfordul klinikai tlinetekkel jaré korkép,6s esetenként elhullast &tiézs forma is. A
betegség jellegében és sulyossagabdiulelges szerepe van a fat torzs korabban emlitett

in vitro sejtkarositd (cp) tulajdonsaganak. A cpBVDV deds az egészséges, nem vemhes
szarvasmarhaban hasmenéssel jar0 kérképet idékhetniy az ncpBVDV torzs gyakran
tinetmentes fefzést, szeroldgiai athangolédast és legfeljebb enymaunszuppressziot

okoz.
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Vemhes tehén fefzédésekor a klinikai képet €s a gynecopathologiaekkezményeket nem
csak a virus biotipusa, hanem adeftlés idpontja is befolyasolja (Abutarbush 2010; Kahn

2010). A ferbzédés lehetséges kdvetkezmeényeit a 2. abra szemléltet

Citopatogén virussal (A tehénben hasmenés vagy Iégz  észervi tiinetek)

Embridelhalas, Vetélés Magzatkarosodas
visszaivarzas izUleti és koponya-elvaltozasok
kdzponti idegrendszeri elvaltozasok
A . — = B
0 40 120 180 Elles
(¥ Y y - -~ N —
Embrio- Immun- Szeropozitivitas
elhalds, tolerancia
vissza-
ivarzas

Nem citopatogén virussal (A tehén tiinetmentes!)

2. abra: A BVDV citopatogén (cp) és nem citopatofjéap) valtozataval val6 féizédés

kovetkezménye az anyai €s a magzati szervezetbemlaesség kilonbdZazisaiban

A 2. 4bran lathatd, hogy a magzat fokozottan émrgleevirulensebb cpBVDV torzzsel valo
fertézésre. A kezdeti szakaszban embriéelhalds, emlmidfédas és visszaivarzas
jelentkezik, a késbbiekben pedig gyakran alakul ki vetélés, illetveve@mhesség utolso
harmaddban magzatkarosodas. Ez utdbbi esetbenrersisreri elvaltozasok (ankylosis,
végtagdeformitas, koponyatorzulas), illetve a csordszer kialakulasat kévetdészakban
tortént in utero fert6zés esetén a kodzponti idegrendszeré@igsi zavarai (hydrocephalia,
cerebellaris hypoplasia) jelentkezhetnek.

A kevésbé virulens ncpBVDV torzsek csak a vemhessgikprabbi szakaszaban végzetesek
az utodszervezetre. Ekkor ugyancsak embridelhaddshridfelszivédast okoznak, a tehén
pedig visszaivarzik. Amennyiben a vemhesség kb. #4@pja utan, de még az
immunkompetens szervek (csontyethymus, lép stb.) kialakulasastlfertozédik a magzat,
akkor az immunitasban, a sajat-idegen antigénak@iitésében kulcsszerepet jatsz6 magzati
sejtek funkcionalis kialakulasa alatt jelerdewirusantigént is sajatjaként fogadja el a
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szervezet, az immunsejtek a virus jelenlétét abioakban toleraljdk. Az oOnfelismerés
szakaszdban (kb. a vemhesség 40-120 napja kdadaitero fert6z6dott, és ezért a BVDV
irAnt immuntoleransan szuletett borjakban a vialgaimatosan jelen marad, igy alakulnak ki
a Pl egyedek. A korformak kozul a virus fennmarad@&s evollcioja szempontjabdl
legnagyobb jeledsédi a perzisztens feizés, mivel ebben az esetben a virus hossiu adl
képes Urilini a PI allatbdl, a kialakult immuntoletea miatt az ilyen egyed vakcinazasa
hatastalan. A Pl allat kdzvetitésével a virus loorialisan és vertikalisan egyarant képes
terjedni (Kelling és Topliff 2013).

Amennyiben a perzisztensen terdtt, immuntolerans allat szervezetében a viruslodik
vagy rekombinalddik és a korabban emlitett genetik@tozas kovetkeztében a virus
ncpBVDV biotipusubol cpBVDV biotipusuva alakul &kkor a védekeiképesség teljes
hianya miatt az allatban sulyos klinikai tiinetekjéeb, legtébbszor végzetes kimenét®D
alakul ki. Ez akkor is éfordulhat, ha a PI allat felllféizédik cpBVDV torzzsel (Meyers és
Thiel 1996).

A MD soran a nyalkahartya hamrétegéeben ballonisdidjulas, hamsejtelhalas és -levalas
figyelhet meg. Kezdetben a szaj- és garatiiregben, majdlkahgdtya-elvaltozas kiterjed az
emészics teljes hosszara. Klinikailag hasmenés, esetlecsilérs hasmenés figyelldaneg.

A nyélkahartya betegség tuneteiben beteg allatdbrjire elhullanak. Ez a korforma
azonban ritka, és altalaban a borjakat vagy novesdarvasmarhakat érinti. A kérbonctani
vizsgalat soran a jelefgen megnagyobbodott nyirokcsomokban heveny reaitilladas
észlelhet. A peritoneum és a vese tokja alatt multiplex ppefi vérzéseket, tovabba a
vékonybélben a Peyer-plakkokra lokalizalédé dipbitergyulladast, sulyos foka heveny
mesenterialis nyirokcsomoé-gyulladast, a vastaginélbiéerjedt heveny vérzéses-elhalasos
gyulladast, a majban pedig reaktiv hepatitist lehegfigyelni (Tautz et al. 1998).

A Kkorszovettani vizsgalat sordn a nyirokcsomokban & Peyer-plakkokban kifejezett
lymphoid depletio, tovabba a nyirokképletek feldittlszOvetben az eredeti hisztoldgiai
szerkezet teljes destrukciojat, fibronecroticusplitiroid) gyulladas jeleit, tovabba a
submucosa réteg kitagult vérereiben haemostasiitve microthrombosisra (disseminalt
intravascularis coagulopathia, DIC) és nyirokénthbosisra utalé elvaltozasokat lehet latni.
A vastagbélben a mucosa kiterjedt necrosisa, aigrép a submucosa gyulladasos viZgay
gyulladasos-sejtes bdg#dése, vérereinek tagulata, haemostasis és DIC, blhéva
erythrocytodiapedesis jelei tapasztalhatok (Tatied.€1998).

Amennyiben a nem virushordoz6, immunkompetens agararha a megsziletése utan

(legtbbbszor borju- vagy noévendékkorban) talalkoelészér cpBVDV torzzsel, akkor a
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betegség nevében is megjéledrforma, azaz hasmeneés jelentkezik. A 7-9 nappgdngasi
id6 utan jelentked, lazzal, nyalkas vagy esetenként vércsikos hassaehgard korkép kisér
tineteként centralis szaruhartya-homaly is kiala&ul A nagy virulenciaju térzsek vérzeses
jellegi elvaltozast is képesekaoadézni. Klinikai tiinetként véres hasmenés, nyalkiglaa
vérzések, orrvérzés jelentkezhet, illetve korboaskdr a savoshéartydk alatt petechialis
vérzések is lathatok. Kovetkezményesen anaemiahré@nbocytopaenia alakulhat ki. A
betegségnek ez a formdja altalaban letalis kiménh€fautz et al. 1998).

A BVDV altal kivaltott immunszuppresszié alapja dzogy a virus gatolja az antigén-
prezentald sejtek tkodését. Emellett azM\ és E™ fehérjék gatoljak az apoptozist, az utobbi
fehérje ribonukleaz aktivitasa révén pedig szelekjthalalt idéz él a lymphocytakban,
ezaltal csokkenti az immunrendszer aktivitasat $Bnke et al. 1997; Peterhans és Schweizer
2013). A BVDV immunszupressziv hatasa miatt aé¥s hajlamosit egyéb kérokozokkal
val6 tarsferdzésekre. Gyakran @&brdul ilyen eset a szarvasmarhak deét rhinotracheitisét
okozé herpeszvirussdhfectious bovine rhinotracheiti$BR, Bovin herpesvirud, BHV-1),
parainfluenza 3 (PI-3) virussal, illetve kulonboZakultativ patogén baktériumokkal
(Mannheimia haemolyticaPasteurella multocida Mycoplasma bovisstb.). Lég#észervi
korokozokkal szogdott BVDV fertozés esetén disorban a légiszervi tiinetek dominalnak,
de leirtak olyan BVDV torzset is, mely 6nmagabaképes alsé 1éguti tiinetek kialakitasara
(Baule et al. 1997).

4.4. Diagnosztikai lehetiségek

A szarvasmarha-allomanyokban a borjakban jeletkbasmenéses kérképek esetén
feltételezhet a BVDV altal okozott fefizés, de el kell kiloniteni az egyéb virusok (plaro
corona-, adenovirusok stb.) illetve bakteridlisdk@zok (pl. Escherichia coli altal okozott
betegségekt. Mint minden mas feéiz6 betegség esetében, a BVDV-6ads azonositasa
soran is a virus direkt vagy indirekt kimutatéddané a biztos diagnozist.

A virus direkt kimutatasareazaz a virusnak, vagy valamelyik osszé&avek (fehérjéjének
vagy nukleinsavanak) kimutatasara tébb modszetraliea A kilonboé biologiai mintakbdl

a ferbzoképes virus borjuhere- vagy orrkagyloham eregetmer sejttenyészeten, esetleg
Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK) sejtvonalon izok&t6. Az izolalast megneheziti, hogy
egyrészt az ncp virus kimutatasahoz egyéb maodszéote immunfluoreszcens vagy

immunperoxidaz festéssel) kell lathatova tenni roedtt sejteket, masrészt mind a primer
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sejttenyészet, mind pedig a sejtvonal esetéb#&fordllhat, hogy eleve faizdttek ncpBVD-
vel (Dubovi 2013).

A kérokozé fehérjéi kimutathatok a beteg egyede@iveirildl és testvaladéekaibol direkt
antigén-kimutaté eljarasokkal, Ag-ELISA, illetve nmunfluoreszcens (IF) vagy
immunperoxidaz festés (peroxidase-linked assay,)Rilkalmazasaval. Mindegyik médszer
hasznalhatd cp- és ncpBVDV torzsek kimutatasérardgy. Az ELISA modszer tovabbi
elénye, hogy részben automatizalhato, igy tomegviasgiél végzésére alkalmasabb
(Brinkhof et al. 1996; Roehrig 2003).

A jelenleg egyik leggyakrabban alkalmazott, megaiahés gyors direkt viruskimutatd
modszer a reverz transzkripciét kévglimeraz-lancreakcio (RT-PCR). Az eljaras érzéken
és specifikus, tovabba a virusnukleinsav kimutaték®&il a reakcido soran keletkezett
amplikon nukleotid-sorrendjének meghatarozasa (saeddasa) révén a virustorzs
filogenetikai besorolasdhoz, rokonségi viszonyainsghatarozasahoz is informaciét adhat
(Lanyon et al. 2014).

Az indirekt viruskimutatd eljardsok korokozé ellen a gazdaszervezetben teiuded
specifikus ellenanyagok kimutatasat célozzak. Eaekeljarasok hasznosak lehetnek egy
nagyobb &llatcsoport féizbttségének felderitésében, mivel az ellenanyagolelgesen
hosszabb ideig perzisztalnak a vérben, mint a yillatse a virussal fezott lymphocytak. A
modszerek hatranya, hogy a friss deést kovei néhany napig még negativ eredményt adnak,
€s az immuntolerans, virushordozo és éuURt allatokat sem képesek kimutatni (Dubovi
2013).

A BVD-diagnosztikdban a legszélesebb koérben hasindirekt viruskimutatasi eljaras az
ellenanyag-kimutatd6 ELISA (Ab-ELISA). Mintaul aléddan vérsavot vagy tejmintat
hasznalnak, amelyb az eljaras segitségével egysiaar, steril kdrnyezetet és munkavégzest
nem igényd modon kimutathaté az ellenanyag. A médszer haata&ombinalhatd marker
vakcinaval tortééh mentesitési eljarassal. Ebben az esetben az srkridiinativ ELISA
alkalmazasaval kiderithgthogy az esetleges szeropozitivitds vakcinazastkézmeénye-e,
vagy vad virus feéizés hatasara jott Iétre (Durham és Hassard 1999gCal. 1991).

A virusneutralizaciés (VN) proba kifejezetten a &wzo ellen termédott neutralizald
ellenanyagok kimutatdsara és mennyiségének meghasi#ira szolgal, ezért tovabbra is
nélkilozhetetlen pl. a vakcinazas hatékonysagaraiérését célzé vizsgalatok soran
(Dubovi 2013).
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4.5. Védekezés a fezés ellen

A BVDV fert6zés okozta gazdasagi karok elleni védekezésnekedt@m két mddja van, a

vakcinazas és a mentesités, valamint & legjylttes alkalmazasa.

4.5.1. Vakcinazas

Egy allomany endémias fédese esetén a vakcinazas csokkenti a virus kétiéted nem
sZinteti meg a virus jelenlétét az adott populaciébarokban az esetekben, amikor egy
allomanyban vagy egy foldrajzi terlleten a virusvatencidja nem tal nagy, a vakcinazas
helyett a mentesitésre célse&irekedni (Ridpath 2010).

Az immunizalast a borjak 4-6 hdnapos koraban k&dezleni. Tenyészallatok esetén a
teheneket vagy U8ket a termékenyités @t 4-5 héttel emlékeziét oltdsban célszér
részesiteni. Igy egyrészt védjilk a magzatot a nie@zesodastol és az immuntolerancia
kialakulasatél, masrészt megfélematernalis immunitassal latjuk el a majdan s#llet
borjakat. A vakcinazas utan érdemes szerolégiagélatnak alavetni az allomanyt, mivel
azok az allatok, melyek az immunizalas hataséara memgolédnak at, perzisztens fadsre
gyanusak. A kéibbiekben érdemes ezeket direkt viruskimutatdé efaidis megvizsgalni
(Ridpath 2013).

A vakcinazasra inaktivalt virust, vagyoég¢lattenualt kérokozoét tartalmazd oltéanyagok

egyarant rendelkezésre allnak.

4.5.1.1Elévirusos oltéanyagok
Az él6, alacsony virulenciaju virust tartalmazé vakcinglkéllitasdhoz korabban Oregon

C24V torzset alkalmaztak. Ezt a vakcinat Magyaragsn fejlesztették ki Védévac (Phylaxia)
néven (Simonyi és Bir6 1967). A hasznalati utasstsint a vakcinaval az allatok barmely
életkorban olthatok voltak és a Védévacot vemhlesrtekben is kiterjedten alkalmaztakt,S

a magzati kor kés szakaszaban a magzat aktiv immunizalaséra islo#iihk mivel
magzatkarositdo hatdst nem tapasztaltak (Bognar)19v®agyomanyos élirusos BVDV
vakcinak alkalmazasaval kapcsolatban azonban a@-49%®vek végén biztonsagi aggalyok
merultek fel, ezért azok forgalmazasi engedélyéegtobb orszagban - igy hazankban
is - visszavontak (van Oirschot et al. 1999).

A Kklasszikus (,hagyoméanyos”, gyengitett virulengiakérokozot tartalmazo) @lirusos

vakcinak hasznalatanak visszaszorulasa utan, jabbgéenmaodositassalééllitott virust
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tartalmazd, rekombinans vakcinak alkalmazasa vanedtden. Illyen konstrukciok
kialakithsanal lehéség van un. markervakcinak létrehozasara, amik@zi®ltéanyaghoz
készult diszkriminativ szeroldgiai vizsgalattal resak az derithétki, hogy immunizalodott-

e a kezelt allat a virus ellen, hanem az is, haggtbangolodas vad virus okozta deés vagy

a vakcinazas eredményeként jott-e létre. Az ilykdanyagok nagyban konnyithetik a virus
elleni mentesités folyamatat. Jelenleg hazankbaandelkezésre all olyanéélgenetikailag
maodositott kiméra-virust tartalmazo oltdanyag (BayBoehringer Ingelheim RCV GmbH &
Co. KG), amely mind a BVDV-1, mind a BVDV-2 neuiecidjat kivaltd ellenanyagok
termeléséért felés fehérjéit kodold géneket tartalmazza, igy mindkatsfaj ellen védelmet
biztosit. Elvileg ez a vakcina is szolgalhat mavia&cinaként (Makoschey et al. 2004).

A vakcinazas a vitathatatlanselyok mellett kockazatokkal is jar. Az egyik ilyendkazat az
elovirusos vakcinak hasznalata esetén a genetikaineka@cio leheisége. A virusok
korében a mutacié mellett a rekombinacio a legfsaidd mddja a genetikai allomany
megvaltozdsanak. A rekombinacié soran a ‘&gghomokbdl" kiméra keletkezik, mely
bizonyos részein az egyik, mas részein a masiks gehetikai anyagaval mutat nagyfoku
hasonlosagot. A keletkezett rekombinans nem fehétl életképes, igy csak azokrdl a
rekombinacidés eseményékrszerezhetliink tudomast, amelyek a virus életkégéssnem
rontottak és ezaltal a rekombindns genommal repdelkj térzs fennmaradt. Az RNS
genommal rendelkézvirusok k6zott a vizsgalatok szerint gyakori aomkinacio. A BVDV
esetében ennek az evollcidés léségnek a figyelembe vétele killondsen fontos, negges
vélemények szerint a citopatogén biotipusu torgereetikailag majdnem azonos ncp tofitsb
jon létre rekombinacié révén. Bizonyos kutatasok ramtatjdk, hogy ebben az esetben a a
gazdasejttl szarmazd genetikai részlet, pl. ubiquitin génldpgia BVDV genom NS2 és
NS3 fehérjéit kddolo terlleteik kbze, letved téve a fehérjek egymastol fliggetletikidéesét
(Becher és Tautz 2011).

4.5.1.2Inaktivalt oltbanyagok
Az inaktivalt kérokozét tartalmazoé oltéanyag kiindsi virusa altaldban a C86-0s torzs (Patel

és Williams 1998). Az inaktivalt vakcinakban tevirus nem szaporoddképes, igy hasznélata
elvileg kockazatmentes: mutaciora, rekombinacioirecsn lehebség. Az ilyen vakcinakat
altalaban tobb alkalommal kell alkalmazni a medtelemmunitas elérése érdekében.
Ugyancsak az immunogén hatas fokozasa céljabdlightadtalmaznak adjuvaloszereket is,
melyek az antigénprezentaciét fokozzak, depohatddtanak ki. Ez mégis hordozhat
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magaban bizonyos kockazatot, mert a modern, nadg¢kdmysagu adjuvansok esetleg
felerésithetik az olyan mikromennyiségben o6ferduld, rezidualis” antigének
immunogenitasat is, amelyek nem kivanatos reaktidgthatnak ki az oltott allatok
szervezetében. Az elmult évtizedben erre j0 pélala & BNP korkép jelentkezése. Ezt a
korképet néhany éven keresztil (2007-2011 kozattpa szerte, tobb orszagban észlelték
fiatal borjakban (Friedrich et al. 2009). Az &lsémetorszagi éfordulasokrol megjelent
beszamoldt kovéen egyre tébb kdzlemény jelent meg, melyek szeiléfiordult Belgiumban
(Pardon et al. 2010), Franciaorszagban és az Elgyasiiysagban is (Penny et al. 2009). A
korképet tobb néven emlitették, ezek kozul a seblekdrben ismertek: a borjak vérzéses
betegsége (bleeding calf syndrome), ismeretlen noktaérzéses diatézis (idiopathic
haemorrhagic diathesis, ,blood sweating diseasepnatal haemorrhagic diathesis (NHD)
(Pardon et al. 2010), a legaltalanosabban elfotgadweélt elnevezés, a szarvasmarha
Gjszuldttkori pancytopeniaja, vagy BNP (Bell 2011h. kérkép az esetek tulnyomé
tobbségében egészségesen, megfdiglettségi allapotban, a fajra jellethzemhességi it
utan szulletett, j6 kondicidéban teworjakon jelentkezett. A betegség altalaban an ige
menedzsmenttel rendelkez atlagon fellli allat-egészséglgyi ellatasban agghk
allomanyokban, jo tartasi feltételeket biztosite, BVDV ellen vakcinas védelmet folytato
gazdasagokban okozta a legnagyobb karokat. Az urdidit a kezdetekt felvetodott és
folyamatosan vizsgalat targyat képezte a korképtlezmes kdébdése a borjak virusos
hasmenését okozd viruskozta ferbzéshez. Ennek az a magyarazata, hogy a vérzéses
diathesis halmozott &ordulasa igen gyakran tarsult azésen virulens BVDV-1 vagy a
BVDV-2 altal okozott ferdzésekhez (Corapi et al. 1989). Ugyanakkor a BVDvWWatasara
irAnyuld vizsgalatok sorra sikerteleneknek bizotgkib BNP esetekh Mint késsbb kiderult,

a korkép nagy valésziséggel immunpatologiai alapon fajhetett ki egy nagy hatékonysagu
adjuvanst és inaktivalt BVDV-t tartalmazo vakcinatdsara (Sauter-Louis et al. 2012),

amelynek piacrdl val6 visszavonasa 6ta nem figketieg Gjabb esetet.

4.5.2. Mentesités

A BVD elleni védekezés legeredményesebb, mindathetieid tAvon legkoltségesebb modja
a mentesités. A virus kartétele miatt az Eurépad Uontolgatja egy altalanos mentesitési
program meghirdetését, de tobb tagorszag mar tekéntdon elkezdte a folyamatot. A
fertozés megsintetése tobb stratégia mentén lehetséges. A lesglybr de legkoltségesebb

megoldas a fedzott allomanyok azonnali lecserélése mentes allgokma. Ez a stratégia
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természetesen feltételezi, hogy rendelkezésreléderd mennyiséf és mibsédi negativ
allat az allomanycseréhez.

A masik leheiség a hagyomanyos szelekciés mentesités, melyeesatb allomanyokat
folyamatosan vizsgaljak szerologiailag, a szerdpoegyedeket eltavolitjak mindaddig, mig
tobbszori ismételt vizsgalat utdn sem talalnak dgitiv egyedet (ezt segiti, hogy a BVDV
terjedbképessége viszonylag csekély, a virus nem nagyngozd képessély Ebben a
stratégiaban alapvin fontos a Pl allatok kigrése. Abban az esetben ugyanis, ha egy
allomanyban folyamatosan Uj és Uj szeropozitiviéhiat deritenek fel anélkil, hogy mas
allomannyal talalkoztak vagy Uj, vasarolt allatokeiztak volna be, akkor felmeril a Pl
egyed(ek) jelenlétének gyanuja. Ekkor sziikségeéfik & szeronegativ allatok vizsgalata
direkt viruskimutatd eljarasokkal. A szelekcios nesités alatt nem lehet vakcinazast
alkalmazni, kivéve a markervakcinakat, amelyek migzelents segitséget nydjtanak, mivel
csokkentik a gazdasagi veszteségeket és kozberudmedb, hogy a szeropozitiv allat a
vakcinazas hatasara hangolodott-e at vagy vad fertézés miatt. llyen modon a Pl allatok
jelenlétének felismerése is hatékonyabb lehet héng €s Alenius 1999).

A mentesités fent vazolt stratégiai kozul az alloyok fertzottségének a mertéke alapjan
lehet valasztani. Amennyiben egy orszag vagy régiérvasmarha-allomanyanak csak kis
hanyada fetizott, gy érdemes lehet az allomanycserét valasztiana virus prevalenciaja
magas, akkor az allomanycsere a koéltségvonzata altathban nem megvalosithato, igy a
szelekcios mentesitést érdemes valasztani. A \gitdésda két lehéséget altalaban egyuitt
alkalmazzdk, a mentesités korai szakaszéban akesibasleelvet hasznaljdk, a kisbi,
lecserélésével gyorsitjak meg a folyamatot (Prieal.2011).

A mentesség elérése utan nagyon fontos ennekusatak a megzése. Mind a mentesités
alatt, mind pedig utana alapgetfontossagu az allatok beszerzésére vonatkozo6- allat
egészséqgugyi és jarvanymeiglsi szabalyok maradéktalan betartdsa, kizarélagtame
allomanyokbol torté allatbeszerzés és a karantén szabdlyok alkalmazasadasagi
szempontbdl a mentesség szaméargfel is jar. Egyrészt, a BVDV okozta tetemes gaada
veszteség megsaik, masrészt a mentes allatok magasabb aron &ite&sk, emellett az
onkéntes mentesitési kampanyokat folytaté orszago#tszerint a mentesités megkezdisét
kezdbdéen csak BVDV-mentes orszagokbol engedélyezik ssamaghak behozatalat, vagyis
a mentesség piaciéelyt is jelent (Ozsvari et al. 2001; Szabéara és @22013).
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5. Anyag és mddszer

5.1. Szeroldgiai vizsgalat ala vont allomanyok, mintaveét

A vizsgalatokhoz 54 szarvasmarha allomanybadijtgt mintakat hasznaltunk, amelyek
szarmazasi helyei tobbé-kevésbé lefedték az omgégz teriiletét (3. abra). A mintéggs
soran torekedtiink arra, hogy minden korcsoportlii@dsznositasi iranybol és ivarbdl
sikerdljon mintat venni. Néhany allomany esetébenaHatokat tobb, egymastdl eléér
féldrajzi helyen tartottdk. A vizsgalt mintak midlyan gazdasagokbol szarmaztak, ahol nem
vakcinaztak BVDV ellen. (A telepek felsorolasata&sintak részletes adatait a Melléklet
tartalmazza.) A mintavételi helyeket és a mintas#ara vizsgalatokat szerw&zés

finanszirozo6 vakcinaforgalmazo6 cég hatarozta meg.

3. abra: A mintavétel helyszinéll szolgalé gazdaka&gldrajzi helyeddése.

A véralvadasban nem gatolt vérmintakatema jugularisbdl vettiik a szakma szabalyainak
megfeleben. Teljes megalvadas utan a veérszérumot 1000 3y-perces centrifugalassal

elkll6nitettik és a vizsgalat elvégzéseéig -208@érsékleten taroltuk.
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5.2. Szeroldgiai vizsgalat

A szérumokban jelenlévBVDV elleni ellenanyagokat IDEXX Herdchek BVDV Ahbdy
Test Kit ELISA rendszerrel vizsgaltuk (IDEXX Labdoaes Inc., Westbrook, ME, USA) a
gyarto ebirasainak megfeléen.

5.3. A genetikai rekombinéaciés vizsgalatokban hasznaltapnomszekvenciak

Vizsgalatainkhoz az amerikai GenBank (NCBI) adagi#d szarmaz6 BVDV-1 és BVDV-2
teljes genom-, vagy teljes ORF-szekvenciakat hdtsmiéfel. Ezek az alabbi akcesszids

szamokon voltak elérhsk:

BVDV-1:

ABO78950, ABO078951, ABO078952, AF041040, AF091605,F220247, AF268278,
AF526381, AJ133738, AJ133739, AJ585412, DQO0889%3,08530, HQ174292, HQ174293,
HQ174294, HQ174295, HQ174296, JN380080, JN3800$380088, JN380089, JN400273,
JN644055, JN704144, JQ418633, JQ418634, JQ799KPR7312, JX297513, IJX297514,
JX297515, JX297516, JX297517, JX297518, JX2975X294520, JX297521, JX419397,
JX419398, KC695810, KC695814, KC757383, KC853440C883441, KC963967,
KF501393, KF772785, KF835697, KF835698, KF835698886608, KJ541471, KJ620017,
KJ689448, LC089876, M31182, M96687, M96751, U634F786599, U86600

BVDV-2:

AB567658, AB894423, AB894424, AF002227, AF145967)Y1A9215, AY149216,

FJ527854, GQB888686, HGA426479, HG426480, HG42648G428482, HG426483,

HG426484, HG426485, HG426486, HG426487, HG42648&426489, HG426490,

HG426491, HG426492, HG426493, HG426494, HG426498)1HI297, HQ174298,

HQ174299, HQ174300, HQ174301, HQ174302, HQ1743032%8810, JF714967,
JN380081, JN380082, JN380084, JN380085, JN38008863QD87, JN380090, JQ418635,
KC963968, KF835700, KF835701, KF835702, KJO006 2006970, U18059
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5.4. A BNP vizsgalata soran gjijtott vizsgalati anyag

Vizsgélatainkat a Szent Istvan Egyetem Allatorvedsmanyi Karanak Korbonctani és
lgazsagiigyi Allatorvostani Tanszékére vizsgalajabél 2010-2011-ben bekiildétt elhullott
borjakbdl, ezek szerveih tovabba a klinikai tiineteket mutatod borjakbdrsmazo mintakon
(szérum, alvadasgatolt periférids u@rbyert fehérvérsejtek) végeztik. Az altalunk vélsg
O0sszes eset olyan gazdasagbodl szarmazott, ahokjak §é kolosztrumellatasara, tartasi
korilményeire és Aallat-egészségugyi felligyeletéskoZott figyelmet forditottak, és a
teheneket technolégianak megfékr adott esetben kétszer vagy haromszor BVD ellen

vakcinaztak.

5.5. Boncolas, korszovettani vizsgalat

Az elhullott borjakban jelentkézelvaltozasok makroszkopos vizsgalata és képi téggiutan

a kilénbos szervekBl mintakat vettiink kérszovettani és kiegé$ziatologiai vizsgalatok
céljara. A korszovettani vizsgalatokra vett mintakautinvizsgélat sordn megszokott eljaras
szerint 4%-o0s pufferolt formaldehid—oldatban fix&lt majd a mintakbdl 5 pum vastagsagu
metszeteket készitettlink, és ez#dkd rutineljarasnak megfetedn hematoxilin-eozin festést
végeztunk.

A rutin bakteriolégiai vizsgalatokat véresagar leeteen, aerob kérilmények k6zott végeztik.
A viroldgiai és molekularis viroldgiai vizsgalataka makroszkopos vizsgalatok sorén vett, de
formalinnal nem fixalt mintdk homogenizatumaibdlgeatik, a mintakat felhasznalasig -
80°C-on taroltuk.

5.6. PCR vizsgalatok

Az RT-PCR-re alapozott, a BNP oktananak felderftéé&¢ vizsgalatok soran a kovetkez
korokozok esetleges jelenlétét probaltuk kimutalheive kizarni: BVD-virus, circovirusok
eés herpeszvirusok. A circovirus PCR sordan a Csagelantsai altal leirt moédszert és
oligonukleotid primereket hasznaltunk (Cségolale2@06). A herpeszvirusok kimutatasara a
HANSON és mtsai altal leirt mddszert és a valamennyi dsayrus egy reakcidban valo
kimutatasara alkalmas, ,altalanos nagy DNS-virugimpreket hasznaltuk (Hanson et al.
2006).

A BVDV esetleges jelenlétének kimutataséra, illekieardsara a OneStep RT-PCR Kit-et
hasznaltunk (QIAGEN, Valencia, CA USA). A PCR-kedlevégé mennyisége cstvenként

27



25 ul volt. A vizsgalathoz hasznalt sajat tervdzpsmerek nukleotid-sorrendjét az 1. tablazat

tartalmazza.

1. tAblazat. A vizsgalatban alkalmazott BVDV spi&ai$ primerek jellemd

Tapadasi| Termék Tapadasi
Primer neve Szekvencia 5’-3’ irAnyban hely mérete | (annealing)
(Osloss) (bp) homérséklet

BVD84f CGAAGGCCGAAAAGAGGCTA 84-104
566 55°C

BVD649r AATAACGGCCCCGGTTTCAG 649-629

A DNS megsokszorozasakor 95 °C-on 2 perces demafués 55C-on 50 masodperces
kapcsolddasi |épést koven 72C-on 1 percig tartd lancszintézist alkalmaztunkcéduson

A keletkezett terméket etidium-bromidot tartalmd2®6-os agar6zgélben elektroforetizaltuk,
majd UV atvilagitassal tettiik lathatova. Az elektrézis soran GeneRuler 100 bp (Fermentas,

Vilnius, Litvania) markert alkalmaztunk a terméknei@nek meghatarozésara.

5.7. Filogenetikai vizsgéalat és szekvencia illesztés

A kivalasztott genomokat ClustalW moddszer szerilgskttettik egymashoz a Mega 6.06
programcsomag segitségével (Tamura et al. 2013)llesztés alapjan maximum likelihood

fat készitettink az emlitett programmal. Meghatéozaz elagazasok bootstrap eértékeit,
ehhez 1000 mintavételt alkalmaztunk. Az abran atdtap értékeket az elagazasoknal a

szekvenciak GenBank azonositészamait pedig az\aggdn tlntettik fel (11. abra).

5.8. BVDV torzsek kdzott bekdvetkezett rekombinaciok visgalata

A lehetséges rekombinacios események detektalasahdwrabban [étrehozott genom
illesztést az RDP 4.46 Beta program segitségévanesdtik (Martin et al. 2015). A
programba beépitett vizsgalati médszerek kozihetk@zket hasznaltuk az elemzés soran:
RDP (Martin és Rybicki 2000), Geneconv (Padidanaletl999), Bootscan (Martin et al.
2005), MaxChi (Smith 1992), Chimera (Posada 208can (Gibbs et al. 2000), 3Seq (Boni
et al. 2007) és LARD (Holmes et al. 1999). Az erédgnkiértékelésekor azokat a lehetseges

28



rekombinacidkat fogadtuk el, amelyeket a felsoreitsgalati mddszerek legtobbje a

legeBsebb p-értékekkel tamogatta.

5.9. Rekombinéciéra érzékeny, ,hot spot” teriiletek keregse

Vizsgélataink soran igyekeztiink olyan genetikalileteket azonositani a BVDV genomon
belil, amelyek rekombinacios szempotbdl ,hot-spwk azaz rekombinécidra érzékeny
tertletnek mutatkoznak. Ehhez az RDP 4.46 BetarpnogBreakpoint p-distribution plot”

grafikonjat hasznaltuk.
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6. Eredmények

6.1. Szeroldgiai felméres

Eredményeink alapjan a vizsgalt allomanyokat a ablazatban lathatd maodon

csoportositottuk.

Az. 1. csoportba sorolt allomanyok 100%-0s vagyoazhhagyon kozeli szeroprevalenciat
mutattak, vagyis a vizsgalt savok mindegyike pemdk bizonyult. A 2. csoportba soroltuk
azokat a telepeket, amelyekben ellenanyag valtoadyhan (10-85%) volt kimutathatd, de a
vizsgalt savok szama és a pozitiv savok aranygaaldg@tségtelendl jelen volt a virus. A 3.
csoportba sorolt allomanyok alacsony szeroprevaerfe10%) mutattak. Esetenként csak
egy-egy minta volt pozitiv, illetve az ELISA vizdginal kapott OD érték a moddszer
hibahataraba esett (kétes eredmény, vagy kiszddikdagyon alacsony értékpozitivitas)
igy érdemes lenne ezeket az allomanyokat Ujraviazsga

A 4. csoportba sorolt allomanyokbol szarmazo viletgénintak mar negativ eredményt adtak
ugyan, de ezek esetében a teljes vizsgalat szejapohtfontos adatok (pl. életkor)
hianyoztak, vagy a mintaszam tul alacsony volt.rEgtatisztikailag nem volt értékelléeaz
eredmény. Az adatok az adott allomany értékeléséalmasak, de feltehidn tovabbi
kovetkeztetések levonasa hiba lenne. Az 5. csopastiyolt allomanyok BVDV-mentsek.
Nagyszamu allatbdl kiuldtek mintat, az eredményissttitailag értékelhét lett volna, de
mivel az allatok korardél nincs informacio (azon livhogy 6 hénaposnal ddebbek), igy ez
sem teljes értékeredmény. A 6. csoportban BVDV ellenanyag-meniiesnényok talalhatok,
amelyekben a mintazott allatoknak az életkori ddatabapjan lett volna lehéséguk
fertozédni a virussal. Emellett ezeldb az allomanyokbdl statisztikailag reprezentativ
mintamennyiséget sikerilt vizsgalni, igy valébargyhaaloszitiséggel BVDV-mentesnek
mondhatdk. Az allomanyokra vetitett 6sszesitetirények megoszlasat a 4. abra mutatja be.
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2. Tablazat: A vizsgalt mintak és vizsgalt allomadkynegoszlasa a szeropozitivitas aranyaban
Minta- » ) Alloméanyok | Alloméanyok | Mintak
i Pozitiv Ketes i i i
szam szama aranya aranya
1., 100%-o0s szeropozitivitas (minden vizsgalt mpaaitivhak
_ 153 153 0 10 18% 13%
bizonyult)
2., Szeropozitiv alloményok, valtozo, de viszonylag
nagyaranyu (10-85%) szeroprevalenciaval, a vizsgiitak 620 363 39 22 41% 51%
kozil legalabb kedtvolt pozitiv.
3., Nagyon kis aranyu szeropozitivitdst mutatérényok (a
vizsgalt mintak kozo6tt csak egy adott pozitiv vkgyes 104 5 1 6 11% 9%
eredmeényt)
4., Szeronegativ allomanyok alacsony mintaszamxsdly)
] ] 58 0 0 5 9% 5%
vagy életkor adatok nélkul.
5., Szeronegativ allomanyok megféletintaszammal (x>15)
] ] 65 0 0 3 6% 5%
de életkor adatok nélkdl
6., Szeronegativ allomanyok, tébb laktacios pesoduatesett
) ) o 200 0 0 8 15% 17%
tehenekBl szarmazdé, megfelgélszamu minta (x>15)
Osszesen 1200 521 40 54 100% 100%
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Az eredmények megoszlasa

[ Szeronegativ dllomanyok

[ Szeropozitiv dlloméanyok

11.1%
18.5%

40.7%

I Szeronegativ allomanyok, a mintak

Enyhén fert6zott szeropozitiv allomanyok
tobbszor ellett tehenekbdl szdrmaznak

(max. 1 pozitiv vagy kérdéses minta)
Nagyobb szamu (x>15) mintat
kiild6 szeronegativ allomanyok
életkor adatok nélkiil

Valtozo fertézottségli szeropozitiv allomanyok

Erdsen fertdzott allomanyok

(100% szeroprevalencia) Alacsony szami (x<15) mintat

kiildé szeronegativ allomanyok

4. abra: A szerologiai felmérés eredményeinek &sazallomanyok szintjén.
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6.2. BNP esetek vizsgalata

6.2.1. Klinikai tinetek

A tinetek 1-4 hetes borjakon jelentkeztek és adpmka kifejezett vérzékenység uralta. A
véralvadasi zavart jelezte a mindejrdgrilést (injekcié beadasat, vérszivo rovarok asat)
koveb tartds vérzés mellett a spontan vérzések megmdefu@rvizelés, orrvérzeés, inyvérzés
stb.). A Kklinikai tlinetek jelentkezése utan a borgtalaban révid i@n belil (2—7 nap)

elhullottak. Az elhullasok aranya igen nagy volhedeg borjak tobbsége elpusztult.

6.2.2. Kérbonctan, korszovettan

A boncolasok soran kiterjedt vérzéseket lehetdtti léestszerte:, a doben, a bBr alatti
kotészovetben, a nyalkahartyak alatt, az entézarvek falaban, a zsigerekben. A savés
testiregekben vorhenyes exsudatum halmozédott fel.
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5. abraA lép follicularis szerkezetének felbomlasa sufgia lymphoid depletio
kovetkeztébem—E, 100X

Korszovettani vizsgalattal kiterjedt, multifocaliérzések voltak megfigyelhit ugyanezeken
a teriileteken. Kifejezett volt a csontyelplasiaja. A lépben lymphoid depletiét (5. aben),

recésgyomor falaban kiterjedt vérzéseket és émadic@last lattunk (6. abra).
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6. abra. Az oltégyomor falaban fut6 artéridkban az endotbjgdk kifejezett duzzanata, a

teljes érfal fellazulasa és degeneratidja, valampetivascularis oedem#ad—E, 200X

pusztulasaH-E, 100X
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8. abra. Az alveolusokban a vorosvérsejtek intraalveolai®vérzésre utalnak.
H-E, 200X

A csontvebben sulyosfoku aplasiat (7. abra), adiiiein vérzéseket (8. abra), az alveolusokban
nagy mennyiségfibrint (9. abra), illetve disseminalt intravasatioagulatio (DIC, 10. abra)

jeleit figyeltik meg.

9. &bra. Nagy mennyiségfibrin az alveolusok tUregébeH—E, 200X
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10. abra.Egy tudrartéria lumenében nagymétefriss kelef thrombus a disszeminalt

intravascularis coagulatio (DIC) részekéht-E, 100X

6.2.3. PCR vizsgalatok

A PCR-en alapul6 kimutatasi Kkisérletek valamennyzsgalt koérokozo6 (circovirus,

herpeszvirus, BVD virus) esetében minden mintabghativ eredménnyel zarultak.

6.2.4. Bakteriologiai vizsgalatok

A vizsgalt borjak 1épédil és csontvdljebsdl baktériumokat nem lehetett kitenyészteni.
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6.3. A rekombinéciés vizsgalatok eredményei

Az 11. abran lathaté a BVDV genomok illesztése jalapekonstrualt filogenetikai fa. Mivel

a kivalasztott genomok kozott jelést szamban talaltunk kozel rokon szekvenciakat,
igy - elkertilend a zsufoltsagot - az dbran azokat a szekvenci&hkattiintettik fel, melyek
valamelyik, a fan mar szerépfjienommal 98% vagy annal nagyobb hasonlésagot takutat
késsbbi vizsgalatokkal rekombinansnak felismert és laetleéges ,széif torzseket nyilak
jeldlik a torzsfan.

Az RDP vizsgalat identitasi grafikonjai a 12. ab& pontjai alatt lathatok. A grafikonokon
a felismert rekombinaciok koérilbellli méretét éa@mon vald helyeidését mutatjuk, mig a
pontos adatok illetve az RDP 4.46 Beta altalunklafiazott mérési médszereinek a felsorolt
rekombinacidés eseményeket tamogatd szignifikandékeéi (p) az 3. tablazatban lathatok. A
rekombinaciokban részvészekvenciak részletes adatai a 4. tablazatbosbatak ki.

A teljes BVDV genom hossza altaldban 13-14 kb kbmiizog, mig a 12. abra grafikonjain
abrazolt genomméret ennél valamivel nagyobb (18)2 A kilonbséget az okozza, hogy az
illesztés soran eltolodasok és ,gap’-ek kiprek, melyek a teljes illesztés hosszat
megndvelik az azt alkoté egyedi genomokhoz kéggsben a vizsgalatban ezt a jelenséget
ergsitette, hogy mind BVDV-1, mind BVDV-2 térzseketvoatunk a kdzos illesztésbe. Az
egylttes vizsgalattal az volt a célunk, hogy lébégink legyen kimutatni a két virusfaj
kozott esetleg kialakult rekombinaciot. igy a gkafiokon egy elméleti genomhosszlsaghoz
viszonyitva lathatdbak a bemutatott rekombinaciésmesyek. A rekombinans teriletek
végpontjainak pontos, a rekombindns genomhoz vigimihhelyzetét az 3. tablazatbdl lehet
kiolvasni. A bemutatott rekombinaciés eseményeksgddati eredményei statisztikailag

nagyon efsen alatdmasztjak a rekombinacio létrejétténekszatiiségét.
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11. dbra: A 112 BVDV torzs vizsgalata alapjan késziikitett torzsfa. Azok kdzil a
genomok kozil, melyek 98%-nal jobban hasonlitarggkrésra csak egyet tintettink fel a
fan, igy 72 teljes genom hasonldsagi viszonyagléth Voros: rekombinans; kék: major
parent; zold: minor parent; narancs: mesterségnérki, kontrolként hasznaltuk. Azokat a
rekombinacidkat, melyeket kordbban masok is leinek kereteztiik b&(Weber et al. 2015)
P(Jones és Weber 2004).
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3. Tablazat: A legjobban alatdmasztott BVDV rekombinacids eseyek, amelyeket teljes genomok illesztésének aséliel kaptunk. Néhany
eseményt korabban leirtaR (Weber et al. 2015%(Jones és Weber 2004)], de vizsgélatunk 0j &z8kekveciakat azonositott bizonyos
esetekben (részletek a szOvegben). Adkettonal a BVDV-1 és BVDV-2 torzseket valasztja elymastdl. {A mi vizsgalataink ezt a

rekombinaciét nem ésitettek meg, de a 11. abran és a 3. tablazatbarepsitetjik, mert kiemelten foglalkoztunk vele adszer

érzékenységének bizonyitdsa miatt.)

Végpontok “Szulsi” (parent) ] o i o L
(rekombinans Rekombina c " A vizsgélati eljarasok altal szamitott valédidégi értékek
rekombinans ekompinans szekvencia

szevencia ) _ GENE- ) . )
Start| Vég Minor Major RDP CONV Bootscan Maxchi| Chim-aera SiSscan LARD 3Seq
7780| 11923| JQ799141 | JN400278 KF896608.73x10™¢| 1.02x10™°| 9.71x10™° | 1.49x10"°|5.62x10%| 2.29x10°° | 1.44x107" | 1.12x10%°
7348| 8500 U86599 AF091605JX297513 8.57x10?" | 3.71x10% | 8.00x10% |5.97x10"|3.91x10"| 2.83x10%”° | 1.29x1("*° NS
332 | 1004| AF268278| Unknownh M31182 2.38%10 5.98x10™%| 1.80x10*" |4.41x10°*|1.14x10°°| 2.76x10°° | 7.96x10°** | 2.61x10'®°
2939| 4536 | JN704144 | M96751 |KC695814 6.22x10’| 4.38x10'%*| 2.23x10°" |5.23x10%°|7.23x10"| 1.72x10%® | 1.60x10"? | 1.28x10%*°
8783| 12046| JN704144 | M96751 |KC695814 4.90x1d’|2.73x10"*| 1.01x10™° | 1.59x10°®|1.93x10°®| 3.08x10% | 1.24x10°* | 1.55x10'%°
5976| 6575 | U86600° | AF041040/JX297513| 5.52x10° | 1.35x10% | 7.89x10** [1.680x10"%7.99x10™| 9.89x10' | 2.52x10°? NS
11490 11679| AF145967 | AY149215AY149216| 7.74x10™° | 4.40x10% | 3.05x107° |1.74x10°|1.26x10™| 4.24x10” | 8.36x10"° | 9.39x1(%®
3586| 7357 | GQ888686 °| Unknown |AY149215 1.31x10* NS 4.04x10% | 8.5x10™ | 2.77x10"| 1.24x10% | 6.46x10% | 7.57x10%®

" Szignifikancia szint: p<0.005; NS: nem-szignifikans

39



1

4. Tablazat: A rekombinansok, valamint a major és minor paednGenBank-i adatai

Ak(;iz?nziés Rovid leiras (GenBank leiras) Hossz (nt) Szerdk
AF268278| PSS g’rf’ge hle;ar::‘;:g'acl S::Lrge,flzgnggﬁgrom NABIrain of | 15734 Lai,V.C.H. and Hong,Z.

M31182 | BVDV-1 NADL strain 12573 Colett,M.S., Larson,R., Gold,C., Strick,Dnd&rson,D.K. and Purchio,A.F.
JQ799141| Bovine viral diarrhoea virus 1 from yak 212 Sun,K., Liu,Y.G., Yu,J.F., Wang,W.B., Hu,B.Wang,P.P. and Feng,Y.Y.
KF896608 | BVDV-1c isolate Bega-like polyprotein géram cattle 12193 Gao,S., Chang,H. and Yin,H.

JN400273| BVDV-1 isolate SD0803 from swine 122717 ~Deng.Y. ShanT.L. T%g&f“:;‘(?%gg”’g?'Y'Zh’eng'H" Cao,S.J.,

U86599 E?;tr';]’gg; t\ﬁr’ﬁsl cytopathic genomic RNA, ILLC-BoeiVirall 5554 Roath,P.D. and Berry,E.S.

AF091605| BVDV-1 strain Oregon C24V 12310 McGoldriek Bensaude,E. and Paton,D.J.
JX297513| BVDV-1 b isolate Aries polyprotein gene 640 Neill,J.D., Dubovi,E.J. and Ridpath,J.F.
AF145967| BVDV-2 strain 1373 polyprotein gene froattle 12333 Ridpath,J.F., Neill,J.D., Vilcek,S.,Howi,E.J. and Carman,S.
AY149216 | BVDV-2 strain p24515 polyprotein gene froattle 12320 Goens,S.D., Wood,R.D., Bennett,@d.Rodriguez,L.L.
AY149215| BVDV-2 strain p11Q polyprotein gene fraattle 12271 Goens,S.D., Wood,R.D., Bennett,Cd Rodriguez,L.L.
JN704144| BVDV-1 b isolate 3156, complete genome 0223 He,Y.H., Huang,X., Bo,X.W. and Wang,X.H.

M96751 | BVDV-1 SD1 polyprotein gene 12308 Deng,Rd &nock,K.V.

KC695814| BVDV-1 isolate Av69 VEDEVAC 12276 Gao,8hang,H. and Yin,H.
GQ888686| BVDV-2 isolate JZ05-1 12285 Li,Q., Miao,L., Liu,Y., Li,H. and Zhang,G.

U86600 | Pestivirus type 1 noncytopathic genomic RNA 12267 Roath,P.D. and Berry,E.S.

JX297513| BVDV-1b isolate Aries polyprotein gene 406 Neill,J.D., Dubovi,E.J. and Ridpath,J.F.
AF091605| BVDV-1 strain Oregon C24V 12310 McGoldriek Bensaude,E. and Paton,D.J.
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12. abra: Az rekombinans genomok RDP vizsgalatgnaidikonjai
(major parent és a rekombinans hasonlésagi szazdikielk minor parent és a rekombinéns
hasonl6ségi szazaléka: zdld, minor és major par@sunlosagi szazaléka: kék)
A: AF268278 genetikailag modositott torzsA major parent az NADL torzs (M31182), a
minor parent egy hepatitis C torzs. Ezt a mestes&gnéerat kontrollként kezeltik, a
rekombinaciét felismé modszer hatékonysaganak igazolasara.
B: JQ799141 rekombinans térzsmelynek major parent-je a KF896608, mig minoep&r
je valamely a JN400273-hoz hasonl6é szekvenciagsior
C: UB6599 rekombinans térzsmelynek major parentje a JX297513 és a minor pazn

AF091605, vagy ahhoz nagyon hasonld, ma még islaprg&trzs.
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12. abra folytatas
D: AF145967 rekombinans torzsmelynek major parent-je az AY149215ijébrzs, minor
parent-je pedig az AY149216-hoz hasonld szekveioiags.
E: IN704144 ketés rekombinans térzs melynek major parentje a KC695814-es tdrzs mig a
minor parent-je az M96751-hez nukleotid-sorrendjghagyon hasonld, ma meég ismeretlen

torzs.

A rekombinaciés ,hot-spot” kereséshez hasznalt ghpeint p-distribution plot” analizis
négy lehetséges terlletet azonositott a BVDV-1 gg&io, ezek helyédése az ,altalanos”
genomon: A: 0,5 kb; B: 1 kb; C: 7,5; D: 12 kb (1&bra, A). A fentebb bemutatott
rekombinaciés események végpontjai elfogadhatéamelénak ezekkel a pontokkal. A
csucsok nem élesek, tehat nem egyes nukleotid ipkaic jeldlnek, hanem inkabb
szakaszokat.

A rekombinécios végpontok azonositdsa akkor a legsabb, ha csak a rekombinanst és a
,SZUI6I” szekvenciakat vetjik ©6ssze, de a vizsgalatbanké®nbtsd BVDV-1 genomot
elemeztink parhuzamosan, igy az illesztés eltobddss a kilonbdz genomok ,hot spot’-
jainak némileg eltér végpontjai széthuzzak a rekombinaciora kitlintdietyeket, igy azok

nem ,forré pontok” (,hot spot”), hanem néhany shkézis hosszisagu szakaszok formajaban
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jelennek meg az abraban. Az 50 BVDV-2-es szekvewieisgalatakor a fent emlitett ,hot-

spot”-ok kozll ketit sikerllt azonositani, de a helgeZsik kissé eltér a BVDV-1 esetén
tapasztaltaktdl, a BVDV-2 genomjaban ezek 0,15 &kl &7 kb kdrnyekén talalhatdok (13.

abra, B).
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13. &bra: A grafikonokon a BVDV fajok rekombinacit®t-spot” analizisének eredménye

lathato. A rekombinacids végpontok pozicidit egglahos BVDV genomhoz viszonyitva

abrazoltuk, az egysaesitett genom rajza a grafikonok felett lathato.

A pontozott és pont-vonalazott vonalak a konfidarszinteket reprezentaljak.
A: BVDV-1-es torzsek "breakpoint p-distribution"ajtkonja
B: BVDV-2-es tdrzsek "breakpoint p-distribution"agikonja
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7. Megbeszélés

7.1. Szeroldgiai felmérés eredményeinek megbeszélése

A BVDV Aaltal okozott ferézés kovetkeztében jelentkexilonbod korformak jelends
gazdasagi k&rokat okoznak; és ezek két csopormthaisk. Egyrészt, kbzvetlen veszteségek
amelyek a kisebb tejtermelédp a csokkent vagoértékh az elhullasbdl, illetve a
reprodukciés zavarokbdl szarmaznak. Ezeken fellihggilnek még egyéb, a gyakoribb
allatorvosi kezelésh és a megnovekedettséhunka igénybl adédo koltségek (Ozsvari et al.
2001). A szakirodalom szerint szé&dgges esetben a veszteségek elérhetik akar a 340
Euro/éllat mértéket is egy-egy sulyos jarvanykistieén. Husmarha-allomanyban ennél
enyhébb, kb. 54 Euro/allat veszteséggel lehet sirarfiondberg et al. 2006). A betegséggel
endémiasan sujtott orszagokban, az Egyesult Kédlyan, Daniaban és Norvégiaban a
veszteségeket ellésenként 8,5 és 34 Eurora bdcg@itéiser-Wilke et al. 2003; Gulliksen et
al. 2009). Ezen felll tobb orszagban vagy régiohmiicaul Skociaban a jarvany kitorése
hasonlo mérték koltségek mellett egydtt jart a BVDV-mentes statet/esztése miatt kiés
prémium bevételekkel is. Osszefoglalva tehat agséig jelerds veszteségeket okoz mind a
mezgazdasagi terméknek egyénileg, mind nemzetgazdasagi szinten (&r¥iblke et al.
2003; Hagglund et al. 2006; Laureyns et al. 2010).

A vazolt gazdasagi jeletgég miatt minél hamarabb célszenlna hazankban is mentesitési
kampanyt inditani a betegség felszamolasa érdekédddgmez azonban szikséges a jelen
allapot ismerete, ennek érdekében vegeztik el Ipgmofelmél vizsgélatunkat. A vakcinas
védekezés csak a gazdasagi veszteségek csokkentdkalmas, nem pedig a betegség
lekizdésére. A vakcinas védekezés hatterében s tavabb perzisztalhat az allomanyokban.
Emellett a Pl allatok nem vakcindzhatdk sikeregsntovabb terjesztik a virust (Laureyns et
al. 2010).

A szerologiai vizsgélatok eredményeképpen BVDVémittségi statuszuk alapjan 6
csoportba osztottuk a telepeket:

1., Teljesen, vagy majdnem teljesen szeropozitiem@nyok. Ezek az allomanyok a
leginkabb problémasak és ezek profitalnanak a Idgh a mentesitééb Azoknak a
telepeknek az esetében, ahol a szeropozitiv allatphkabb a tobbszor ellett tehenek kozl
keriilnek ki, feltételezhét hogy aktiv Pl allat van az allomanyban vagy dandny korabbi

generacioja volt kitéve PI allatbol szarmazé deésnek. A nagyfokld szeropozitivitas oka
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lehet tovdbba a korabbi generacié attenudlt vakeingald immunizaldsa, és a Védévac
vakcinaban le§ attenudlt torzs fennmaradasa a telepensl Brikorabban hazankban széles
korben hasznalt, &irust tartalmazo vakcinarol kimutattak, hogy képeplacentan atjutva
fertézni a magzatot, mely ennek eredményeképp (Bognd@B)19zeropozitivan sziiletik,
amennyiben az anyat a vemhesség 3. trimeszteraélemsztak. Amennyiben az oltbanyagot
a vemhesség didelében alkalmaztdk a vemhes allatokban, gy azatagimuntoleranssa
valt a kérokozoéra nézve, igy a korabbi vizsgalasakrint sok Pl allat sziletett. Szintén
magyarazhatja a magas szeropozitivitast az allonmemy dokumentalt vakcindzasa és az
esetleges Allatorvos-véltas, amikor is a korablst@vos nem tajékoztatta az alkalmazott
immunizalasrol az Ujat. Hozz§jarulhatott ehhez binéd a bikaval valé fedeztetés illetve
fertoz6tt ondd hasznalata mesterséges termékenyité@s@ierz utdbbi gyakorlatilag kizart,
hiszen a legéalisan kereskedelmi forgalomba Kemihdonak minden esetben BVD¥%H

mentes bikatol kell szarmaznia.

2., Ebbe a csoportba azok az allomanyok keriltelelyek esetében valtozatos
szeropozitivitasi aranyokat kaptunk. Ez arra utalgy az allomanyban valos#irg van Pl
allat, mely folyamatosan terjeszti a virust, egefertzott allatokat hoztak be, illetve arra is
utalhat, hogy a tenyészallatok ferésnek voltak kitéve a vemhesség kulogbétadiumaiban.

3., Ebbe a csoportba soroltuk a minimalis szerdpitéist mutatd allomanyokat. Ez az enyhe
fert6zottség (egy szeropozitiv vagy kétes eredmeénytnaidéa egy adott telepl) betudhaté
akar az ELISA modszer hibajanak is, hiszen az allabtt ELISA kit gyartd altal megadott
validitasa kb. 98%. Ezeknél a telepeknél tanacsidsava pozitiv egyedeket Ujravizsgalni,

hogy kiderlljon valodi szeroldgiai statuszuk.

4., Ebben a csoportban, bar a mintdk szerol6gizégdlata negativ eredményt adott, az
eredményeket a kélsbi kiértékeléskor, a kdvetkeztetések levonasakan wettik figyelembe.
Részben a kiséradatok (életkor, hasznositasi irany) hianyoztagyvaianyosak voltak,
részben a tdlzottan alacsony mintaszam statisletkaiem reprezentalta megféleh az
allomanyt. Ezeknek az adatoknak a felhasznélasashiredményekhez, ezaltal hibas

kovetkeztetések levonasadhoz vezetne.

5., Ebben a csoportban olyan allomanyok eredményddtjuk, amelyek szérummintai

negativ eredményt adtak és BVDV-mentességik majdneatos. Kelben nagy
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mintapopulaciot vizsgaltunk ugyan, de az allatatkadrardl nem all rendelkezésre informacio,
igy Ovatosan kell kovetkeztetni az allomany st&wsz (Nem mindegy ugyanis, hogy a
mentes allatok Usk vagy idsebb, tobbszor ellett tehenek, melyeknek nagyokitazcesélye

az esetleges féizédésre.)

6., Ez a csoport tartalmazza azokat az allomanyakaelyek szeronegativitast mutattak,
statisztikailag reprezentativ szamu mintat vizegedtés minden sziikséges kégrformaciot

a rendelkezésiinkre bocsatottak. Jell@enz idssebb allomanyokrol van szd, amelyek
életkoruk miatt jelerits eséllyel fekizédhettek volna korabban a virussal, de negativ
eredményik azt bizonyitja, hogy a koézelikben nentt Vert6zési forras. Ezeket az

allomanyokat valoban BVYDV-mentesnek tekinthetjik.

Osszefoglalva eredményeinket, az 1200 minta ko3{#% mutatkozott szeropozitivnak az
Osszesitésben (521 allat). Ez az eredmény magagalit, a skandindv orszagok
szeroprevalencia értékei, de ott korabban elinadetegség elleni mentesitési folyamat, igy
sikeresen csokkenteni tudtak a deitt allatok szamat. Mas orszagok esetében (plzthas
egyes régioi, illetve Dania) a prevalencia alacsduy(Greiser-Wilke et al. 2003).
Amennyiben allomanyszinten vizsgaljuk a &exittség meértékét, akkor azt allapithatjuk meg,
hogy a vizsgalt allomanyok 29,6%-a mentesnek bialinfez az arany cafolja, a korabbi,
szinte teljes atfedzottseégél szolo feltételezéseket (Varga et al. 1999). Eaelallomanyok
szolgalhatnak a mentesités meginditasa esetémadfkrallomanyokbdl eltavolitott egyedek
potlasanak forrasaul. Ezek a gazdasagok magasablérlietnek el allataik értékesitésekor
(s6t egyes orszagokba csak ezek exportalhatnak), mazek az allatok biztosan nem
terjesztik a virust. Ez igaz mind bel-, mind kikskedelmi értelemben, hiszen a korryez
orszagokban megindult mentesités miatt egyre ndggdereslet a BVDV-mentes allatokra.
A vizsgalt alloméanyoknak tovabbi 11,1%-a igen abeysszeropozitivitast mutatott. Ezekben
az esetekben az ELISA kiértékelésénél az OD érély eppen elérte a pozitiv szintet, vagy
kétségesnek mutatta az ominodzus 1 mintat 15-20arkiietil. Ezeket az allatokat célskéett
volna Ujravizsgalni, hiszen az eredményt befolydestjh szamos kortlmeény, leginkabb a
mintaban a tarolas hibajabdl kialakult haemolimly kdonnyen hamis-pozitiv OD értéket
eredményezhet. A mintavétel azonban nem a mi szésuaekben zajlott, igy az ismételt
vizsgalatra nem volt leh&églink. A szerologiailag negativ allatokat a peteissen vagy
esetleg frissen fefz6dott, de szerologiailag még at nem hangolodott @églyeelismerése

érdekében a virus jelenlétére is meg kell vizsgdinie alkalmas a fllszam behelyezésekor
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nyert mintanak, a vér lymphocytainak és/vagy a adysak a vizsgalata, a virusnukleinsav
kimutatasa céljabol RT-PCR-rel, illetve a virusigénjeinek a kimutatasa érdekében Ag-
ELISA-val. A virushordoz¢ éallatokat az allomanylebkell tavolitani.

Amennyiben egy allomanyon belll igen magas a speitip allatok szama, Ugy nincs
lehetiség a szelekciés mentesitésre. A megoldast a tdlaanycsere jelentheti, ami nagy
koltséggel jar. Koztes mbdszerként javasolhatohagy a frissen szlletett borjakat amint
lehet, valasszak el az anyjuktol, és elkllonitvestbzésmentes kérnyezetben neveljék,
mikdzben minden Ujszulétt borjua krotaliazasnal my&ilminta-korongjat megvizsgaljak
BVDV jelenlétére, hogy a megsziiletett Pl borjakadranal el lehessen tavolitani. igy tels
forrasbél meg lehet oldani a mentesitést, de metgmdh, hogy az eljaras csak olyan
gazdasagban alkalmazhato, amely egymastdl foltagjalkulonib telepekkel rendelkezik,
és igy biztonsagosan megoldhaté a mentes allatdloeitese a feéizott allomanyres#t.
Vizsgalataink sordn kaptunk mintat olyan gazdastioamelyek tobb teleppel rendelkeznek,
egymastol tavolabb. Ezekben az esetekben a kilénbgizpeket kilon kezeltik, és a
szerologiai statuszuknak megféleh soroltuk be a fenti csoportokba. Ezeknek a
gazdasagoknak alkalmuk nyilik a fent emlitett é&&al elvégezni a mentesitést, vagy
kivalasztani a legkevéshé féxtitt/mentes telepet, és annak esetleges szelekadtesitése
utan onnan feltdlteni a tobbi telepen kiselejteaiimanyokat. igy ezekben a gazdasagokban
viszonylag koltség-hatékonyan elvégeshed mentesités. Természetesen ezeknek a
gazdasagoknak is alap@eérdekik, hogy a mentesitési folyamat alatt kizgdigazoltan
BVDV-mentes allatokat vasaroljanak, és semmi esetieeveredjenek a mentesnek bizonyult
borjak a virussal fefzott, vagy erre gyanus allatokkal.

A vizsgalataink alapjan mentesnek mutatkozé alloyokban lehdileg meg kellérizni ezt a
statuszt. Ennek érdekében alkalmazni kell mindealaddos jarvanymegétési eljarast, a
gazdalkodas mindeniiveletében, beleértve a tenyésztést és az allatzéstés. Ezen felll
fokozottan tgyelni kell a személyi és a telepreditéhgépjarnivekre vonatkozé higiéniai

kovetelmények betartataséara.
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7.2. BNP esetek vizsgalati eredményeinek megbeszélése

A korabban ismeretlen korkép kialakulasanak magydéiia szamos elmélet §dott fel, de
ezek egyike sem bizonyult hosszu tavon elfogadlakton

A kialakulé kérbonctani-kérszovettani kép alapjaeeéietben felvédott a ndvényi eredét
vagy mycotoxinok okozta mérgezeés, de ennek ellentiotb az, hogy Ujszulott, abrakot és
szénat még nem fogyasztd borjak betegedtek megz ényjukon semmilyen tiinet nem
jelentkezett, valamint a tartds korabban emlitéttsginvonala miatt a kérképet ésélel
gazdasagokban a technoldgia és a takarmany ikiviabsédi volt.

Az egyes circovirusok Aaltal kivaltott korképekheal&s hasonlésag miatt felatott a
circovirusok esetleges koértani szerepe is. EztRQR-vizsgalat is alatamasztotta, amelynek
soran sertés circovirus genomot mutattak ki BNRbés€éKappe et al. 2010), de ebben az
esetben a retrospektiv vizsgélattal nem lehetetirki az esetleges bonctermi szendyés
lehetiségét. E vizsgalat kivételével mas beszdmold nefsitette meg a circovirusok
esetleges oktani szerepéit safoltak azt (Willoughby et al. 2010).

Ugyancsak felvéidott a kéknyelvbetegseég virus (BTV) esetleges kddaerepe is, melynek
kozvetett bizonyitékat a virusfémes eurdpai elterjedésének, illetve a BNP-esetek
eléfordulasanak idbeli és foldrajzi egybeesésében vélték felfedeAnBTV kimutatasara
irdnyuld valamennyi kisérlet negativ eredménnyallz@Pardon et al. 2010).

Ujabban a kulénbdz virusvakcinak eallitasa soran hasznalt, szarvasmarha efedet
szovettenyészetek  sejtieinek  felszinén 6levimmunhisztokompatibilitasi  (major
histocompatibility complex, MHC) fehérjemolekuldkzesepét feltételezik a koérkép
kialakulasanak hatterében (14. abra). Eszerint DBYert6zés okozta gazdasagi karok
csokkentésére, dlsorban a szaporodasbioldgiai zavarok kivedésérdesrallatokban széles
korben hasznalt inaktivalt vakcinaban (PregsurézePflnc.) alkalmazott immunstimulans
adalékanyagok olyan mértékben fékdtik a vakcina alapanyagként szolgalo
virustenyészetben 18y sejtereddét szennye&déesen eifordulé allogenetikus MHC
molekulakat, hogy azok ellen a vakcinaval immurizéhenekben ellenanyagok kédmek
(Bridger et al. 2011; Pardon et al. 2011). A szemarhdk részére gyartott kilonBoz
virusvakcindkat ugyanis szarvasmarha-efeds¢jttenyészeteken Aallitjak 6el igy azok
elkertlhetetlendl tartalmaznak rezidualis MHC-aétigket. Az eldlt (inaktivalt) vakcinak
eléallitasanal hasznalt modern adjuvaloszerek néneelglyan efteljes mértékben fokozza

az immunogén hatast, hogy a virusfehérjék mellettaerezidualis MHC-komponens is
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immunvalaszt indukal az oltott allatokban. Természen csak azok ellen az MHC-
molekuldk ellen képdik ellenanyag, amelyek nem fordulnak @ tehénben, hiszen a sajat
MHC antigénjeire tolerans minden allat. Ezek azrelhyagok (a tdbbi ellenanyaghoz
hasonloan) a kolosztrummal atjutnak az Ujszul6tjiba, és amennyiben a borjunak a bikéatol
orokolt sejtfelszini MHC antigénjei kdzott vannakyanok, amelyek ellen képdtek
ellenanyagok az anyadllatban a vakcinazas mellékaként, akkor ezekhez kapcsolddva
citotoxikus reakciot inditanak meg (Assad et all20 Ez a cytotoxicus reakcié étorban
csontveb-karosodast és kdvetkezményes pancytopeniat olkazidR et al. 2010; Bastian et
al. 2011; Deutskens et al. 2011). Ez egyben md¢fetagyarazatot adhat arra is, hogy miért
csak, §t miért el$sorban a j6 tartdsi korilmények kodzots,étendszeresen vakcinazott
tehenekdl szilet, kolosztrummal bven ellatott borjakon jelentkezik a kérkép (Frietiriet

al. 2011), ahogyan az az altalunk vizsgalt esetb&irtént.

Mivel az allatadllomanyukra legjobban gondot visegjazdasagok a vemhesség alatt akar
kétszer-haromszor is immunizaltak a teheneket, azakte hiperimmunizalddtak az idegen
MHC-allotipus ellen, és az ellenanyagok a kolosmbvan is nagy mennyiségben valasztédtak
ki. Ez nem okoz gondot, ha a borju apai vonalon r@ewvakcinaban lev MHC-allotipust
orokoli. Ha viszont igen, akkor az anyai ellenarglagitotoxikus hatast fejtenek ki a borju
sejtjeire, azok kozil is élsorban az MHC—antigénekben igen gazdag csdigepékre.

Mindez magyarazatot ad arra, hogy miért nem jekadgk egy gazdasagon belil sem
valamennyi borjun a kérkép. Hiszen a gazdasagokbtahenek MHC-allotipusa elégrigy
nem mindegyik immunizalédott a vakcinabandeMHC antigén ellen, volt, amelyik azt
sajatjanak ismerte el. Ugyancsak kulonbdehet egyazon gazdasadgban az apai vonal is,
hiszen kiulénbdZ bikakbdl szarmazé szaporitbanyagot hasznalhagrakékenyitésre, igy a
borjak kozott is eltér apai MHC-antigénekkel rendelkiezgyedek lehettek. Csak azok
betegedtek meg, ahol a vakcinatermelésre haszegltosal és az apai MHC-antigének
hasonl6ak voltak. Emiatt vélték tobben genetik&definek a betegséget (Ballingall 2011;
Ballingall et al. 2011; Kasonta et al. 2012).

A kolosztrum meghatarozo szerepét a korkép kiddaklian egyérteliien tisztaztak: tobbszor
vakcinazott tehenek focstejével a nem az adottnefi@ sziletett borjakban is sikertlt
pancytopeniat kivaltani (Friedrich et al. 2009; IBslal. 2010; Schroter et al. 2011).
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14. abra: A borjak Gjszulottkori pancytopéniajamaknunpatoldgiai hatteré\ vakcinaban

Apai MHC 1

— ¢

levé MHC . alloantigének csak a nem homoldg allotiptehiénben (fehér szinnel jeldlve)

indukalnak ellenanyagvalaszt. Amennyiben ezt arteha vakcinaval megegyeMHC I.
allotipusu bika (feketével jelolve) spermajavahtékenyitik, akkor a borju (feketével jeldlve)
is hordozza az apai allotipust, igy a kolosztrumiglakett anti-allotipus ellenanyagok hatasara

kialakul benne a pancytopenia (Deutskens és misajénak médositasa, 2011).

Az altalunk megfigyelt esetek a BNP legjellegzebéstineteit mutattak. Mivel a vizsgalatok
idején egyeértelitien elfogadhaté magyardzat még nem volt a kérkémnakt illeten,

vizsgélatainkat szdmos més iranyba is kiterjes#etizen beldl is killén gondot forditottunk
a BVDV esetleges kértani szerepének kizarasara.mitmlen esetben megtortént, de a

vizsgalatra érkezett tetemek egyikelsem sikerilt BVD-virust kimutatni. Ugyanakkor a
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vizsgélat soran alkalmazott PCR-alapu tesztek niddsok jelenlétét sem mutattak ki, €s
baktériumokat sem sikerilt az elvaltozott terllesekveteiBl kitenyészteni. A BVD—elleni
vakcinazas, a betegség altal okozott gazdasagk kidroeretében (Ozsvari et al. 2001),
tovabbra sem mélkhet a fertzott telepeken. Tekintettel a betegség gazdasiagitjeégére,

a karok csokkentése érdekében tovébbra is renddiezill hatékony, Magyarorszagon
engedélyezett vakcina, de a vemhes tehenek tobhbsakzindzasat mindenképpen kerdini
kell. A korkép immunpatolégiai hattere felveti akndehetségét, az igen hatékony
adjuvalészerek miatt a borjak Gjszulottkori panpgioiajahoz hasonld korképek kialakulasara

mas vakcinak és mas fajok esetében is szamitdni kel

51



7.3. Rekombinéciés vizsgalatok eredményeinek megbeszéés

A vizsgalat soran meglépvolt a BVDV genomok rekombinacios gyakorisagazérsa 62
BVDV-1 genombdl 5, mig a BVDV-2 esetén 50 genomtdlalkalommal sikerilt
rekombinciés eseményt kimutatni. Ez a vizsgalt BMD genomok 8%-a, a BVDV-2
genomok 2%-a. Ezeket a rekombinaci6kat megimest ets (1,58x10"° és 1,26x10
kozott) p-értékek tdmogatjdk, melyek majdnem |kggsé kizaréan bizonyitjak a
rekombinacidk valddisagat. Az altalunk talalt hakoambinacié kozul keit mar korabbi
szerdk leirasaibdl ismert volt, de a sajat vizsgalatatzkkben az esetekben is kiegészitik a
korabbi ismereteket. Az elemzés kezdetén ugy diimkt hogy csak teljes genomokat
vonunk elemzés ala, mivel a vizsgélati médszeretematikai algoritmusaibol kdvetkéen a
révidebb szakaszok vizsgalata esetén tébb rekomiBmaEsemény azonosithatd ugyan, de
ezzel egyultt jeledsen megh a hamis-pozitiv észlelések szama is. Ennek okagy leo
rovidebb szakaszok egymashoz hasonlé részeinekkkiasdban koevoluciés folyamatok
miatt a mutaciok is jeleis szerepet jatszhattak, melyeket ilyen médon nelé#oniteni a
valodi rekombinacioktol.

A két BVDV-faj torzsei vilagosan elkulonidlnek adgenetikai fan. Korabbi vizsgalatok
egyetlen, a két faj kozott bekovetkezett rekombivacderitettek fényt (Ridpath és Bolin
1995). A jelen vizsgélatban, amikor az elemzéshestgenomszekvenciakat vontunk be, ezt
a rekombinacios eseményt nem sikertlt mégjeenink. A fajok kozotti rekombinaciok
alacsony szama alatamasztja azt a hipotézist, neadgrint a virusfaj-specifikus
immuntolerancia ékegiti a koinfekcié kialakulasat a fajazonos, deegi@ailag eltéd
virustérzsekkel a gazdaegyedben. Mastészrvannak rekombinaciok, melyek
megvaltoztatjak az adott t6rzs hasonlosagi viszibnigy teljes-genom illesztés esetén nem
teljesil a tébb szebz altal javasolt és hasznalt szubgenom csoportositaBVDV-1
(BVDV1a-BVDV1n) esetében. Az emlitett csoportositdlapja a genomok 5 UTR
szakaszanak filogenetikai dsszehasonlitdsan atspulem veszi figyelembe a genom tobbi
részét, ami joval meghaladja az 5’ UTR szakasz t@€&rés emiatt a nagyobb genomszakasz
genetikai bélyegei elnyomhatjak, feltlirhatjak &idébb szakasz elemzése alapjan kialakulo
rokonsagi viszonyokat.

Vizsgéalatunkban az algoritmusok olyan genomokaas#ibttak ki ,szilli” szekvenciaként,
melyek az adott illesztésben a legvaloghbnek tintek a rekombinaciok létrehozasaban. Ez

nem jelenti azt, hagy a rekombinacioban pont ezigkzsek vettek részt, mivel meglebstn
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valoszirti, hogy a valddi szekvencia donor térzsek nincsenéfg megszekvenalva, igy nem
keriilhettek be a GenBank-ba. Igy lehetséges azy hogekombinans szakaszok nem
egyeznek meg 100%-osan a program altal ¢8zZkent azonositott genomok megfdel
szakaszaival, csak nagyon kdzeli rokonsaguk bizbatg.

Az Altalunk hasznalt modszerek robosztussdganakol@sara bevontuk a vizsgalandoé
genomok k6zé az AF268278-as rekombinans torzseD{BY), mivel a szakirodalom és a
GenBank-i adatok attanulmanyozasa utan kiderilgyha térzs egy mesterséges kiméra,
melyben a kutatok a BVDV R génjét egy human hepatitis C virus erédstakasszal
cserélték ki. A vizsgélat soran csak az egyik ,8zliorzset (major parent) lehetett
azonositani, ez az M31182 (12. abra A). A minoepakeresése nem hozott eredményt, igy a
program erre a ,széite” unknown, azaz ismeretlen eredményt adott, mheatitis C
genomok nem képezték részét az elemzésnek. Ezdmeény igazolta az altalunk hasznalt
mobdszerek megbizhatésagat és érzékenysegeét.

Eredményeink megésitették Weber és mts-ai 2015-ben leirt, a IN7044#4ben felderitett
kettbs rekombinaciés eseményt melynél a rekombinans tkét eltéé helyen is atvette a
minor parent genomszakaszait. A rekombinans toggskénai esetdl szarmazik, a major
parent az Av69-es Védévac torzs, amelyet szintémaliin szekvenaltak, a minor parent
pedig szintén egy telepi mintabol szarmazo izolatam SD1-es torzs. Amellett, hogy ez a
rekombinacidés esemény példaja a feltélagf ritka ketés rekombinacionak, ravilagit azégl
attenudlt vakcinak hasznéalatanak kockazataira i.€Bvirusos vakcina csokkenti a vad
virusok okozta gazdasagi veszteségeket, de meletegtizés fennmarad és, mint lathato,
rekombinciéra ad leh&éget vad virusokkal. A rekombinaciés esemény abdodl
szempontbdl is egyedi, hogy extrém alacsony p-éktéldmogatjak minden alkalmazott
modszer esetében, az értékek p<7,23%#8 1,28x18°°kozott valtoznak (3. tablazat).

A kovetked rekombinans, a JQ799141, melyet szintén Kinabaldliak, ugyanagy, mint a
,szUls” torzseket, a JN400273-ast és a KF986608-at. [estdge a jelenségnek, hogy mig a
rekombinans torzs gazdafaja a jak volt, az egyilemiaet, a JN400273-t sertéslizolaltak.
Logikus, hogy ez a térzs szarvasmarha és jak allgokdan is perzisztal, maskuléonben nem
johetett volna létre a rekombinacié. A tény, hogpen a tripletben mindharom toérzs (a két
,SzUl6” és a rekombinans is) harom kulonBogazdafajbol (szarvasmarha, sertés, jak)
szarmazik, igen fontos jarvanytani szempontb6l. Mém publikaltak olyan esetet, melynek
soran kulonbo& gazdafajok eltér virusfajpa (a juhok border disease virusa /BDV/,
szarvasmarha BVDV és a klasszikus sertéspestisaviOSF/) tartozé torzsei kézott alakult

volna ki rekombin4cié aPestivirus nemzetségen belll. llyet mi sem talaltunk, bér
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vizsgélataink kezdetén az elemzésnek része vadB\2 és 171 CSF torzs is, de ezen éltér
gazdafajok virusai k6zott nem tudtunk rekombina@ésményt kimutatni, igy ezeknek a
szekvenciaknak az adatai nem keriltek bele az ,4mgmodszer” fejezetbe. Mindazonaltal
a JQ799141 rekombinans torzs megtaladlasa msiienzt, hogy azonos virusfajba tartozo
torzsek — melyeket kulonbéazdafajokbdl izolaltak — k6zo6tti rekombinaciceadtség van.
A keresztferdzés lehaisége (BVDV-1 sertésben) pedig felvetheti a kilodbdajok,
kilonbo® faju virusainak egymassal torterekombinacidjanak lehéségét is.

Az UB6599-es torzs mas szempontbdl valt érdekdsseek a genomszekvencidja nagyon
hasonlit az U86600-ra, melyben kordbban SimPlotliasasegitségével felderitettek
lehetséges rekombinécidés eseményt (Jones és WeDd). Az altalunk kapott eredmény
szerint a korabban meghatarozott JX297513 valGbanagr parent, de a minor parent
tekintetében 0j eredményt tudunk bemutatni: az ABd9 helyett a AF091605 az Gj minor
parent az altalunk haszndlt fejlettebb programeerriedményei szerint. Mindazonaltal a
vizsgélatok szerint az AF091605 igen kozeli rokama&orabbi ,szidiként” azonositott
szekvencianak. Emellett az Ujabb moddszerekkel @iikérosszabb rekombinacids terlletet
felderiteni az U86599-es genomban, mint andélgrkorabbi publikaciéban beszamoltak az
U86600 esetén, és a mi esetiinkben a p-értékekgskdrek. Mivel az U86600 nagyon kozel
rokona az U86599-nek (kevesebb, mint 1%-ban tééle), igy az eredményt 6sszefoglalva
azt mondhatjuk, hogy az U86599 az eredeti rekonmsinérzs, az U86600 pedig €ibb
szarmazik, az eltérést a Ketkdozott pedig a rekombinans kialakulasa oOta elszéett
pontmutaciok eredmeényezték. Fontos megemlitenibaxdy ezt a rekombinaciés eseményt
tamogatjak a leggyengébb p-értékek a mi eredmékyaail, és az egyik eljaras, a 3Seq
nem is igazolta a rekombinacié bekovetkeztét. Ezkkirilmények a szekvencia részletesebb
vizsgalatat tették szikségessé, €s a bemutatottmiekacios esemény valddisagat
fenntartasokkal kellett kezelni. Ez j6 példa ahmagy a kapott szamsZeés grafikus adatokat,
még ha a kritériumoknak meg is felelnek, mindiggzéti Gjraértelmezni, amennyiben egyéb
korilmények ezt indokoljak. A rekombinaciéban spéfemajor parent-et az Amerikai
Egyesiilt Allamokban izolaltak, a minor parent-etligeaz Egyesiilt Kiralysagban. Mivel a
kimutatott ,szUb” szekvencidk a valddiakkal tavolabbi rokonsagb#inak, mint a tobbi
bemutatott rekombinacié esetén, igy a mégj#r p-értékek gyengébbek. Tovabbi zavard
korilményként jelentkezik a genom szokatlanul nagdrete (15521 nt). Mint a vizsgalat
soran kiderult, ennek az oka a genomba az NS2i8ha@dpeekdldé 3263 nt hosszu szakasz.
Ez a szakasz a virus bizonyos génjeinek részlegesicioja (részleges NS2, NS2-3 és NS3

gén), melyek bizonyos atfedéssel épiiltek be a gemulitett teriletétre. A szakasz genetikai
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hasonldségi viszonyainak felderitése utdn kidehidgy a beékéds szakasz legkdzelebbi
.,fokona” ugyanannak a térzsnek a megfeletlyen €% sajat génjeiél 6sszeall6 régio (15.
abra). igy kimondhat6, hogy ennek a beé#iélszakasznak az eredete nem mas, mint a térzs
sajat génjeinek részleges duplikacioja és nem @ggyein genombol szarmazé rekombinalédé
szakasz. Mivel azonban az elgipmgram algoritmusai nem alkalmasak arra, hogyt saja
genom eredét replikativ szakaszokat keressenek, igy a bédk#él szakaszt a hozza

legkdzelebbi rokon szekvencia erddetkombinacioként azonositottak, helytelenul.
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15. abra: Az U86599 tdrzs génjeinek részleges kagilbja.

Egy masik példa egy kordbban leirt eredmény Ugaétésének szilkségességére a BVDV-2
torzsek kozott korabban leirt rekombinans, a GQ8888sete. Az altalunk elvégzett elemzés
soran, amikor mind a 112 genomot tartalmazo illestiztvizsgaltuk és az elfogadasi
kiiszobérteket p<0,005-re (5*10-3) allitottuk, edpetmddszer sem jeldlte meg ezt a térzset
rekombinansként. Amikor az 11. abran lathato filgjkai fa alapjaul szolgalo @kitett
illesztést alkalmaztuk, és 72 genomot analizalttakk RDP modszer ismét nem fogadta el
rekombinansnak a szekvenciat, és a tbbbi mddszesak viszonylag gyenge p-értékeket
adott. A korabban leirt ,széil szekvencidak mindkét esetben részét képeztékeszi€seknek.
Eredményeinket O6sszefoglalva a GQ888686 torzsetljazovabbfejlesztett algoritmussal

vizsgélva nem tekintjik rekombindnsnak.
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Eredményeink attekintése soran kiderllt, hogy agaiat torzsek kozul a BVDV-2 fajba
tartozok kozott igen kis szamban sikerllt rekombids eseményt kimutatni, bar a
vizsgalatba vont BVDV-2-es torzsek szama csak dgekértekben volt kevesebb a
BVDV-1-es torzsekénél. A BVDV-2-es torzsek jelémirészét Eszak-Amerikaban (az USA-
ban és Kanadaban) izolalték, tehat elméletileg ezghknas mellett 1éteznek egy (a BVDV-1
elterjedési tertiletéhez képestjilszbb foldrajzi tertleten, ami pedig alkalmat kinéitna a
koinfekciora és ennek kdvetkeztében a rekombinadétrkjtttére. A kis szamu rekombinans
a BVDV-2-es torzsek kozott jelentheti a faj nagyaametikai stabilitasat, melyet meggit,
hogy 6sszehasonlitva a BVDV-1-gyel, Iényegesen s&hie szubgenotipus csoportba soroljak
a torzseket az 5’ UTR szekvenciak alapjan. Munksoién a korabban mas szeddtal leirt
eseten kivil, melynek rekombinacios jellegét a kbad leirtaknak megfel&n elvetettiik,
csak az AF145967 j&lBVDV 2-es torzset tudtuk rekombinansként azonasgitA torzs
genomjaban mas szérzkorabban mar leirt rekombinacios jelenséget, deaateriilet
kilonbozik az altalunk azonositott rekombinans agatdél. Emellett a korabban
rekombinacidkent leirt jelenség mely az NS3 gémitiérvéleményink szerint egy inzercio
eredménye, és az elemzés soran ezen a terilletagjaldit rekombinans és minor parent
hasonldsagi vonal a grafikonon csak kissé kozeléginem keresztezi a rekombinans-major
parent hasonlésagi vonalat. Ezen kivil egyetlealualk alkalmazott eljaras sem hozott
szignifikans eredményt ennek a leirt rekombinadidema alatamasztasara, igy el kell vetniink
ennek az eseménynek a valédisagat. Ellenben a gé@heege felé, az NS5b génben egy 195
nt hosszusagu rekombinans terilletet sikerilt aitamdsAz eredmények szerint ez a terilet
az AY149215-6s torzsth szarmazik, amely szintén a BVDV-2-es fajba takoA kérdéses
rekombinans teriletet vizsgalva kiderult, hogy BOAI&resést alkalmazva 100%-0s egyezést
talaltunk egy BVDV-1 torzzsel, melynek részlegesnayaja KF896612 jelzéssel szerepel a
GenBank-ban. A rekombinaciok azonositasara haszméltiszereink azért nem voltak
képesek ezt a jelenséget azonositani, mert részlegekvencidk nem képezték részét az
elemzésinknek, és a jelek szerint a felhasznalt B\E2s genomok kodzil egy sem volt
kelléen hasonlé a KF896612 szakaszhoz.

Eredményeink igazoljak a rekombinacios eseménykltivegyakori ebfordulasat a BVDV
torzsekben. A genomatrendelés és a genetikai csuszamlas jelensége régotat isme
szegmentalt genetikai allomannyal rendetkezusfajok (influenzavirusok, bluetongue virus)
esetén, de ritkAbb a nem-szegmentalt genomu vimasoknint amilyen a BVDV is.
Figyelembe véve a BVDV patomechanizmusaban a Rito&ll altal jatszott szerepet, az

endémiasan fefzott terlileteken a Pl allatokéskegithetik a rekombinécidk, ezen belll fajok
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kozotti rekombinacidk létrejottét. A rekombinaciokeresésére szolgaldé modszerek
alkalmazasakor mindenképpen indokolt a lehetséj@rasok, a kilénbdz algoritmusok
parhuzamos hasznéalata, mert igy, kombinacioban agrgmok egymas ésségeinek

kihasznalasaval és gyengeségeiknek az ellensuBwaianegbizhatobb eredmeényt adnak.
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Egész orszagra kiterj@dszerologiai felmérést végeztem a magyarorszagi BVD
fertozbttség megallapitasa érdekében. Ennek soran @lism, hogy a korabbi
feltételezésekkel ellentétben, a hazai szarvasné@itraanyok jelerits része mentes a
BVDV fert6zottségbl.

2. Elséként szamoltam be a Ujszulétt borjak pancytopekégh (bovine neonatal
pancytopaenia; BNP) leirt betegség hazéfoetiulasarol.

3. Rekombinaciokat kerésszamitdogépes program segitségével Uj, eddig le imem
rekombinans virustorzseket deritettem fel, egyesalkman leirt rekombinacios
események adatait pontositottam (minor-major pargemomok, rekombinacios
szakasz lokalizacidja, az esemény statisztikai szaiségének adatai kulonbdz
modszerekkel meghatarozva).

4. A rekombinaciés vizsgalat soran kimutattam, hogyédiwirusos BVDV vakcina
(Védévac) torzs képes rekombinalédni vad BVDV wikial, és ramutattam ennek
lehetséges jarvanytani kockazatara.

5. Sikerult felderitenem egy eddig le nem irt, fajkiizdekombinacios esemény a
BVDV-1 és BVDV-2 fajba sorolt virusok k6zott.
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1 12.Melléklet

2
3

A minta eredete Helység Minte Mintaszam Pozitiv Kérdéses  Modszer Korcsoport
beérkezése
|. Gyér-Moson-Sopron megye
1. Elére Szovetkezet Beled 2006.08.22 10 VN nincs adat
2. Elére Szovetkezet Beled 2006.10.26 25 0 0 ELISA nincs adat
3. Lajta-Hansag Zrt. Kimle 2006.11.13 10 2 ELISA tehenek
4. Lajta-Hansag Zrt. Taniizem Mosonmagyaroz06.11.13 10 10 0 ELISA nincs adat
5. Lajta-Hansag Zrt. Hansagliget 2006.11.13 10 10 0 ELISA nincs adat
6. Lajta-Hansag Zrt. Mosonszolnok 2006.11.13 11 1 0 ELISA nincs adat
7. Faradi Mg. Szov. Faréad 2007.03.02 6 2 PCR nincs adat
8. Faradi Mg. Szov. Faréad 2007.05.23 15 0 0 PCR nincs adat
9. Lajta-Hansag Zrt. Karolyhaza Karolyhaza 2008.03.03 21 15 1 ELISA nincs adat
Il. Komarom-Esztergom megye
10. Komaromi MgZrt. Koméarom 2007.07.25 13 13 0 ELISA nincs adat
IV. Veszprém megye
11. Vicenter Kft. Devecser Szak. Telep Devecser 200609 36 30 0 ELISA borjak
12. Bakony HO-Li Kift. Borzavar 2006.10.26 20 2 0 ELISA tehenek
13. Vam-Tej Kift. Nemesvamos 2006.11.21 13 1 0 ELISA nincs adat
14. Bovina Kift. Takacsi 2007.01.112 17 15 0 VN nincs adat
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A minta eredete Helység Minte Mintaszam Pozitiv = Kérdéses  Maodszer Korcsoport
beérkezése
6-7hdnapos
15. Aranykocsi Zrt. Malomsok 2007.05.17 10 4 6 VN vemhes Usz
37: tehenek, 9:
16. Toth Tamas Sumeg 2007.10.29 48 33 ELISA vemhes usz
17. Agroprodukt Zrt. Papa 2008.05.08 10 7 ELISA nincs adat
18. Agroprodukt Zrt. Marcalgergelyi  2008.05.10 20 10 ELISA nincs adat
19. V. Fejér megye
tehenek; 12: vemhes
20. Szabd Zsolt e.v. Nagylok 2006.10.26 209 101 20 ELISA usz,
21. Mezsfold Mg. Szov. Me#szilas 2007.12.07 20 1 ELISA tehenek
22. Mez6fold Mg. Szov. Me#szilas 2007.12.07 5 0 ELISA 6 honapos borjak
VI. Zala megye
20: min 1xgave
birth; 10: vemhes
us®; 10: 13-14
honapos; 10: 3
hénapos; 10: 4
honapos; 10: 7
23. Hegyks MgZrt. Hegyl6 2007.08.27 70 0 0 ELISA honapos
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A minta eredete Helység Minte Mintaszam Pozitiv  Kérdéses  Mdbdszer Korcsoport
beérkezése
VIl. Somogy megye
24, Marcali Ma Rt. Marcali 2006.09.08 13 0 VN nincs adat
25. Bos Frucht Agrar Kazsok 2006.10.26 20 18 ELISA nincs adat
VIII. Baranya megye
26. Somberek Zrt. Somberek 2006.09.26 15 15 ELISA tehenek
27. Szajki Zrt Szajk 2006.10.26 20 0 ELISA tehenek
IX. Tolna megye
28. Szekszard Rt. Szekszérd 2006.12.12 15 0 0 ELISA tehenek
29. Milkmen Kit. Paks 2006.12.18 15 0 0 ELISA nincs adat
XIl. Borsod-Abauj-Zemplén
megye
30. Geo-Milk Kft. Sarospatak 2006.11.16 20 1 0 ELISA tehenek
31. Aranykalasz Mg. Szov. Mékeresztes 2006.12.15 20 ELISA nincs adat
32. Tiszamenti szOvetkezet Tiszakeszi 2007.01.10 20 ELISA tehenek
XIlll. Szabolcs-Szatmar-Bereg
megye
33. lbranytej Kift. Ibrany 2006.11.07 20 ELISA tehenek
34. Farm-Tej Kft. Kemecse 2006.11.08 20 0 ELISA tehenek
35. Erdéhat Zrt. Csaholc 2006.12.05 20 20 0 ELISA tehenek
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A minta eredete Helység Minte Mintaszam Pozitivn  Kérdéses  Modszer Korcsoport

beérkezése
. Batortrade Kift. Nyirbator 2006.12.21 20 20 0 ELISA nincs adat
XIV. Hajdu-Bihar megye
. Hajduszovati Sz. T. H. Kift. Hajduszovéat 2006.10.26 20 0 0 ELISA tehenek
. Komadi Tehenészet Kift. Komadi 2006.10.31 20 20 0 ELISA tehenek
Berettyoujfalu,
. Agro-Cow Kift. Pozsar farm 2006.11.03 15 12 0 ELISA  3-5 hénapos borjak
Berettyouijfalu, 8-20 hdénapos
. Agro-Cow Kift. Tettlen farm 2006.11.03 15 14 0 ELISA borjak
2-5 napos borjak -
elss vemhességh;
Berettyoduijfalu, 15: 3-5 honapos
. Agro-Cow Kift. Balogh farm 2006.12.12 20 3 1 ELISA borjak
. Bocskai Szarvasmarha Teny. Kift. Hajdudorog 200803. 12 0 0 ELISA nincs adat
XV. Jasz-Nagykun-Szolnok
megye
. Agro-Lehel Kft. Jaszberény 2006.09.11 5 5 0 VN nincs adat
. Kunhalom Agréria Kft. Fegyvernek 2006.10.26 20 20 0 ELISA nincs adat
. J&sz-Fold Zrt. Jaszladany 2006.10.26 20 17 1 ELISA nincs adat
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A minta eredete Helység Minte Mintaszam Pozitiv  Kérdéses  Moddszer Korcsoport
beérkezése
Torokszentmiklési Mg. Zrt. (2
46. telep) Torokszentmiklés 2006.10.26 40 37 1 ELISA tehenek
47. Kbdzéptiszai MgZrt. Kunhegyes 2006.11.13 20 0 ELISA tehenek
48. Belan-Alcsi Red Kit. Mezétar 2006.12.07 20 0 ELISA nincs adat
49. Kenderes 2006. Kft Kenderes 2007.12.07 15 0 0 ELISA tehenek
XVI. Pest megye
84-128 napos
50. Pirké Kft Cegléd 2007.11.26 13 0 0 ELISA borjak
51. DPMG Zrt. Tortel 2008.02.15 20 13 0 ELISA nincs adat
52. Agrifutura Kft. Tarnok 2008.02.15 25 19 0 ELISA nincs adat
53. Galgamenti Szovetkezet, Haraszt Tura 2008.04.11 20 1 0 ELISA nincs adat
XVII. Bacs-Kiskun megye
54. Agro-Business. Kift. Janoshalma 2006.11.23 13 1 1 ELISA nincs adat
XVIII. Csongrad megye
55. Agrar-Ker Kft. Csanadpalota 2008.03.03 20 20 0 ELISA nincs adat
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