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1. Roviditések jegyzéke

RNS Ribonukleinsav

NP Nukleoprotein

M Matrixfehérje

HA/H Haemagglutinin

NA/N Neuraminidaz

NS Nem strukturalis fehérje

Cys Cisztein

RBD Receptor kotd domén

VE Csokevényes észteraz

F Fuziés fehérje

™ Transzmembran

SIvV Sertés influenzavirus

IL Interleukin

IF Interferon

TNF Tumor nekrézis faktor

PRDC Sertések 1égzdszervi betegség komplexe

PCR Polimeraz lancreakcio

RT-PCR Reverz transzkriptdz-PCR

ELISA Enzimhez k6tott immunoszorbens assay

TGEV Transzmisszibilis gastroenteritis virus

PRCoV Sertés 1égzdszervi coronavirusa

PEDV Sertés jarvanyos hasmenésének virusa

PHEV Malacok agy- és gerincveld gyulladasat
okoz6 haemagglutinal6 virus

PDCoV Sertés deltacoronavirus

SeCoV Sertés enteralis coronavirusa

ACE2 Angiotenzin-konvertaz enzim 2

APN Aminopeptidaz N

DPP4 Dipeptidil-peptidaz 4




mCEACAML1

Ragcsald carcinoembriondlis antigénnel

rokon sejtadhézios molekula 1

CCoV Kutya coronavirusa

FCoV Macska coronavirusa

MHV Egér hepatitis virus

HCoV Humén coronavirus

SARS-CoV Sulyos akut 1égzdszervi szindromat okozo
coronavirus

IBV Fert6z6 bronchitis virus

PRRS Sertés  reprodukcios és  légzdszervi
szindroma virusa

COVID-19 Coronavirus-betegség 2019

MERS Kozel-keleti 1égz0szervi coronavirus

DNS Dezoxiribonukleinsav

MDCK Madin-Darby kutyavese

SADS-CoV Sertés  akut  hasmenés  szindroma
coronavirusa

S Tlske

E Burok

N Nukleokapszid

BCoV Szarvasmarha coronavirusa

NTD N-terminalis domén

NNK Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont




2. Bevezetés

Mind a coronavirusok, mind az influenzavirusok okozta megbetegedések, foként az 6sz
végétdl a tavasz kozepéig, gyakran jelentkeznek akar a human, akar a virusokra fogékony
allatok esetében. Bar a coronavirusokrdl a coronavirus betegség 2019, vagy kdzismert nevén
COVID-19 péandémia eldtt a kozdsségi médiakban kevés informdécid esett, orvosi és
allatorvosi korokben jol ismert koérokozok, amelyek elsGsorban felsé léguti, illetve
hasmenéses tiineteket okoztak. Az influenzavirusok minden évben a figyelem
kozéppontjaban vannak a magas mobiditasuknak koszonhetéen emberek és madarak
tekintetében is.

A kinai Wuhan tartomanybdl kiindulo sulyos akut 1égzdszervi szindréma-coronavirus 2
(Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARSCoV-2) okozta pandémia soran
figyeltek fel az influenzavirusok visszaszorulasara. A SARSCoV-2 okozta fertézések
elterjedésével a Betegségellendrzo és Megel6z6 Kozpont (CDC) adatai alapjan az influenzas
megbetegedések szdma nagyjabol harmadara csokkent a korabbi évekhez képest. A
fels6léguti megbetegedések szdmanak drasztikus csokkenésének hatterében a személyi
higiénia betartasat célzo tudatos magatartast és a tarsadalmi felel6sségvallalast gondoljak [1,
2].

Sertésekben 2010-2011 ¢és 2014-2016 kozott végzett vizsgalatok alapjan a
magyarorszagi telepeken a sertések 1égzdszervi coronavirusit (PRCoV) és
sertésinfluenzavirusokat egyidejiileg, egy egyedbdl nem sikeriilt kimutatni (LOrincz Marta
személyes kozlése alapjan). Ezt a human populadcioban a sulyos akut 1€gzdszervi szindroma-
coronavirusa (SARS-CoV), illetve a Kozel-keleti 1€gzdszervi coronavirus (MERS) kitorése
utan is tapasztaltdk a kutatok, orvosok. Ekdzben az utdbbi két virust a lassabb terjedés
jellemezte (a globalizacié fejlodésének koszonhetden), mikdzben — akar a sertéstelepeken —
a higiénias szabalyok betartdsat nem gondoltdk annyira fontosnak. Véleményiink alapjan
csupan a maszk viselése, a kézmosds és a tavolsagtartds nem csokkentheti ennyire

drasztikusan az influenzavirusok hattérbe szorulasat.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Influenzavirusok

Az influenzavirusok az egyike a kozismert virusoknak, melyek vilagszerte
el6fordulnak. Ezek az Orthomyxoviridae csaladba tartoznak, amelyen beliil elkiilonitiink 9
nemzetséget (genus-t) is [3]. Allatorvosi szempontbél az Alphainfluenzavirus nemzetség a
kiemelend6é (régebbi nevén Influenza A virus), melybe a sertésinfluenza koérokozoi is
tartoznak. Emellett fontos csoportot képviselnek még a Gammainfluenzavirus nemzetségbe
tartozo virusok, melyek kozott szintén talalhato sertést is fertézni képes korokozd, valamint
ugyanez mondhaté el a Deltainfluenzavirus genusrél is [4—6]. Ezekkel szemben a
bétainfluenzavirusok, az alfa- és gammainfluenzavirusokkal egyiitt, a human influenza
kialakitasaban jatszanak fontos szerepet. A tobbi genus (lsavirus, Mykissvirus,
Quaranjavirus, Sardinovirus és Thogotovirus) tagjai koziil vannak olyanok, melyek
megfertézhetnek halakat, madarakat, emldsoket is, de jelentségiik jelen dolgozat

szempontjabol nincs [7-11].

3.1.1. Szerkezet

Az influenzavirusok koriilbeliil 100 nm atmér6ji korokozok, amelyek negativ, szimpla
szala ribonukleinsavat (RNS) tartalmaznak és lipid burokkal rendelkeznek. Fontos
tulajdonsaga a genomnak, hogy tobb szegmensbdl all, amely nagyban hozzajarul a virus
nagyfoku valtozatossagahoz. Az Alpha-, valamint Betainfluenzavirus genus tagjai 8, mig a
Gamma-, és Deltainfluenzavirusok 7 szegmenssel rendelkeznek [12]. A virus genomja 10
fehérjét kodol. Egy része konzervativ génekbdl all alacsony muticios rataval, amelyek
alapjan lehet nemzetségekbe sorolni a virusokat. A virus tartalmaz strukturalis és nem
strukturalis fehérjéket is. El6bbihez tartoznak az RNS-dependens-RNS-polimeraz alkotoi: a
PA, a PB1 és a PB2 protein. A polimeraz enzim felelés a sejtbejutast kdvetden a
transzkripcioért. Tovabbi strukturalis fehérjék kozé tartozik a nukleoprotein (NP), a
matrixfehérje (M) — utobbi kett6t konzervativ gének kodoljak — a haemagglutinin protein
(HA, illetve a virusok szerotipusanak megadasakor H-ként roviditem) és a neuraminidaz
(NA, illetve a virusok szerotipusanak megadasakor N-ként roviditem). A HA sejtfeliileti
receptordhoz vald kotddésért €és a sejtbejutasért felelds, az NA pedig a gazdajestbdl vald
kiszabadulas folyamataban tolt be fontos szerepet [13]. Ezen két fehérjét kodolo génekben

gyakran kovetkeznek be pontmuticiok, amik egy lassabb valtozashoz vezetnek. Ezt



nevezziik antigén sodrddasnak (drift), mely a szezonalis influenzajarvanyok kialakulasanak
alapja. Szintén az influenzavirusok valtozatossagaért felelds az antigén csuszamlés (shift),
mely a virus genomjanak szegmentalt szerkezetének koszonhetd. Ilyenkor az egyes
szegmensek kicserélddnek (reasszortacid) abban az esetben, ha két kiilonb6z6 influenzavirus
fertéz meg egyazon sejtet. A HA és az NA fehérje alapjan az influenza virusokat altipusokba
tudjuk sorolni. Jelenleg 18 HA ¢és 11 NA altipust kiilonboztetink meg az
Alphainfluenzavirus genuson belill [14]. A felileti fehérjék koziil elsGsorban a
haemagglutinin fehérjét vizsgaltuk, a coronavirusokkal valé interakcié soran ezt tartjuk
lényegesnek. Emellett a virus rendelkezik még két nem strukturalis fehérjével: az NS1 és az
NS2 fehérjével. A virus fehérjéit, valamint sematikus felépitését az 1. abra hivatott

bemutatni.
NS2/NEP

Lipid bilayer

/ NA (neuraminidase)

HA (hemagglutinin)

M2 (ion channel)
Proton selective

|||||||||||

|||||||||||

M1 (matrix protein)

NS1 (multifunctional
infected-cell protein:
antagonist innate
immune system)

PB1, PB2, PA i
(transcriptase complex) NP (nucleccapsid)

1. dbra: A képen egy Alphainfluenzavirus sematikus szerkezete ldthato. A kép forrdsa: [15]

A HA a virus olyan glikoproteinje, ami rendelkezik egy transzmembran résszel,
valamint a virus feliiletén egyfajta tiiskét képez. Fontos szerepet jatszik a gazdasejtbe valo
bejutas folyamataban. A rajta talalhatd antigének ellen a gazdaszervezet B-sejtjei
neutralizalo ellenanyagokat termelnek, amelyekkel megakadalyozzak a virus sejthez valo
kapcsolodasat, illetve a sejten beliili replikaciot. A virionban a haemagglutinin fehérje
prekurzor formaban talalhato meg, amely egy inaktiv forma (HAO-val jeloljiik). Ezt a virus
genomjaban a negyedik szegmens kodolja és egy trimer komplexet alkot [16]. A HAO-t a
kiilonboz6 tripszin-tipusu protedzok (példaul a plazmin és a triptaz) képesek hasitani. Ezt
kovetden két részre valik a fehérje: egy HA1 és egy HA2 alegységre. A vagasi hely
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aminosavsorrendje hatarozza meg, hogy mely enzimek képesek a haemagglutinint hasitani.
Ennek megfeleléen — amennyiben a vagasi helyen nagyobb szdmban fordulnak eld bazikus
aminosavak — egyéb tipusu enzimek is aktivalhatjdk a HAO-t (példaul a furin-tipust
proteazok). Ebbdl kovetkezik, hogy az ilyen HA-val rendelkez6 virionok (pl.: H5 és H7)
képesek szisztémas elvaltozasokat okozni, és a fertdzések sulyosabb elvaltozasokkal,
valamint megnovekedett mortalitassal (extrém adat, de 2003-ban a HSN1 madarinfluenza
emberekben 52%-os mortalitassal jart az Egészségiigyi Vilagszervezet adatai alapjan) is
jarhatnak [17]. Emellett a HA fehérjéhez szamos helyen kapcsolodik gliikkoz molekula,
melyet 6sszefliggésbe hoztak a virus szaporodoképességével [18].

A haemagglutinin két nagyobb részre oszthatd: egy globularis, un. feji-, valamint egy
szar doménre (2. abra/B). El6bbihez tartozik a HA1 nagyobb része, mig utobbihoz a HA1
kisebb része és a HA2 alegység egésze. A két alegységet diszulfid-hid, valamint hidrogén-
kotések kapcesoljak 6ssze. E16bbi két cisztein (Cys) aminosav kozott alakul ki [19], amelyek
elhelyezkedése a 2/A abran lathato. A globularis részen helyezkednek el olyan fontos
teriiletek is, melyek a virus antigenitasaért felelnek, a receptorkotd hely (RBD), valamint
egy csokevényes észteraz rész (VE) [19]. Utobbi a gammainfluenzavirusoknal nagyobb
jelentdségli, ahol a gazdasejtekbdl valo kijutasért felelds. Ezt haemagglutinin-észteraz-
fuzios glikoproteinnek nevezziik [20]. A szar doménen helyezédik el a membranfazioért
felel6s peptid (F), a HA2 ektodomén része, valamint a transzmembran rész (TM) [19]. Ez
utobbi kozvetlen kapcesolatban van az M fehérjével [21]. Ennek megfeleléen lathatd a HA
fehérje sematikus felépitése a 2. abran. Mutaciok bekdvetkezhetnek azon génekben,
amelyek az RBD, vagy annak szomszédsagaban 1évé aminosavakat kodoljak [21]. Ez
eredményezi tobbek kozott az influenzavirusok nagyfoku valtozékonysagat. A virus
receptorkotd helye a megfertézendd sejt feliiletén talalhatd szialsav-tartalmi receptorhoz
kapcsolodik [22]. Attol fiiggden, hogy a szialsav milyen kotéssel kapcsolodik a galaktozhoz,
az eltérdé influenzavirusok kiilonb6zo gazdafajokat preferalnak. Ennek megfeleléen a2-6-
kotés esetén embert és sertést, mig a.2-3-kotés esetén madarakat, valamint lovakat fert6z meg

[22]. Ezt a preferenciat a HA receptorkoté helyének aminosav-szekvenciaja hatarozza meg.



HA1 HA2

B -0 e | [
anchor
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2. dbra: A, a haemagglutinin fehérje alegységekre bontott sematikus szerkezete (alfainfluenzavirus).
B, a HA monomer szerkezeti felépitése, kiemelve a feji (head) és a szar (stalk) domént.
C, a HA fehérje trimer komplexet formdlo szerkezete.

Forras: [19]

3.1.2. Sertésinfluenza

A sertésinfluenza (SIV) egy vilagszerte endémiasan jelen 1év6 korokozo, mely képes
nagy gazdasagi karokat okozni a sertéstartod tizemekben. A virust mar a XX. szdzad elején
leirtak és a Spanyolnatha korokozojaval hoztak dsszefiiggésbe. Késébbiekben ki is mutattak,
hogy a két virus genetikai rokonsagban all. Jelenleg harom altipust lehet megfigyelni a sertés
populaciokban: a HINIl-et, a HIN2-t és a H3N2-t [14]. Az 1918-ban megjelent
influenzavirus a pandémia soran mehetett at a sertésekbe. Ez volt a klasszikus sertés HIN1
influenzavirus, amely elterjedt Eszak-Amerikéban és Azsiaban. A késébbiekben, 1976-ban
megjelent Eurdpaban is. Harom évvel késébb, 1979-ben mutattak ki egy wjabb torzset,
amelyet Eurazsiai madarszerii sertés HIN1 influenzavirusnak neveztek. Ez atvette a korabbi

torzs helyét a sertéspopulacioban. A virus a késObbiekben tobbszor rekombinalodott
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kiilonb6zé human influenzavirusokkal. Ez &ltal alakultak ki a mar kordbban emlitett
altipusok: a HIN1, a HIN2 és a H3N2. 2009-ben jelent meg egy uj HIN1 influenzavirus,
amely pandémiat okozott. Név szerint a A(HIN1)pdmO09 virus egy tripla reasszortans virus
¢s az Eurdzsiai madarszert sertés HIN1 kombinaciojabdl jott 1étre. Ebbdl is kovetkezik,
hogy ez a virus sertés eredetii volt [23].

A virus altalaban kiils6 forrasbol, 0j, fertozott allat behurcolasaval keriil be a telepre.
Ebben szerepet jatszhat a sertés, az ember ¢és a vadmadarak is. Ez utobbiak a virus
természetes rezervoarjai. Aerogén uton, a léguti valadékokkal terjed aeroszol formajaban,
vagy direkt kontaktus soran. EIObbi terjedési moddal a virus viszonylag gyorsan képes az
allomany nagy részében megjelenni, akar 100%-os morbiditast elérve [12].

A SIV a szaj és orriireg nyalkahartyajan keresztiil jut be a szervezetbe, majd az also- és
felsd 1égutak epitél sejtjeiben szaporodik. Altalanossagban a sertésinfluenza virus az also
légutak hamsejtjeit preferalja, azaz elsdsorban a tiidében okoz elvaltozasokat [24]. Az
okozott 1ézidk egy része a virus kozvetlen hatdsanak tekinthetd, a masik része a
gazdaszervezet immunreakciojanak kovetkezménye. A természetes 6l0sejtek elpusztitjak a
virus altal fert6zott sejteket. Ekozben gyulladasos mediatorok szabadulnak fel. Ezek
elsésorban kiilonb6z6 citokinek, mint az interleukinok (IL) — féként az IL-1 és az IL-6 —
vagy az interferonok (IFa, IFy), illetve a tumor nekrozis faktor (TNF) [25]. Pozitiv jelzésként
(un. kemotaktikus ingerként) szolgalnak az immunrendszer sejtjeinek, féleg a neutrofil
granulocitaknak, monocitaknak és a beldlik szarmazo makrofagoknak, valamint a
limfocitaknak is. Ezek a sejtek megjelennek a fert6zés helyén. A limfocitdk koziil a
citotoxikus T-sejtek elpusztitjak a fert6zott sejteket, még a B-sejtek feladata féleg a
nyalkahartydk védelmében részt vevé immunglobulin-A (IgA), valamint a vérkeringésben
megjelend IgG termelése. Ezek 0sszessége felelds a kialakult elvaltozasokért.

A sertésinfluenza elsédlegesen 1égzdszervi tiinetekben megnyilvanulo betegség, amely
kohogéssel, nehezitett 1égzéssel és magas lazzal (40,5-41,5 °C) jar. A testhémérséklet
emelkedése miatt az allatok elfekszenek, étvagytalanok, legyengiilnek. Orrfolyéas és
konnyezés is megfigyelhetd. A gazdasagi karokat a masodlagos fertézések jelentik, de a
kifejezett laz miatt szaporodasbiologiai problémak, mint a vetélés, halvafialas is el6fordul.
A lappangasi id6 jellemzden 1-3 nap, majd az esetek tobbségében az allatok 5-7 nap alatt
gyogyulnak [12]. Ebbdl kovetkeztethetd, hogy a betegség alacsony mortalitassal
jellemezhetd, viszont ezzel szemben a morbiditas kozel 100%-o0s. A betegség lefolyasat,
valamint kimenetelét szamos kiils6 és belsd tényezdé is befolyasolja, mint példaul a

tartastechnologia, a kdrnyezet szennyezettsége, a takarmanyozas, az allatok kora, valamint
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foleg a bakterialis masodlagos fertézések [26]. Utdbbi soran a virus mellett megjelenhet
Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae, Streptococcus suis,
Pasteurella multocida, valamint Haemophylus parasuis is. Ezek a korokozok a tiinetek
sulyosbodasahoz vezethetnek. Az igy kialakult korképet nevezziik ma a sertés 1€gzdszervi
betegség komplexének (PRDC=Porcine respiratory disease complex) [27].

Patognomikus tiinetek hidnyaban az influenza virusok diagnosztikaja laboratoriumi
vizsgalatokon alapul. Elkiilonitiink direkt, valamint indirekt kimutatasi modokat. EIobbi
esetben a korokozot, annak antigénjét mutatjuk ki, ezzel igazolva a fert6zést. Erre
hasznalhat6 a polimeraz-lancreakcié (PCR), mely ma mar széles korben elterjedt modszer.
Elénye, hogy gyors, valamint kis mennyiségii mintabdl is képes megbizhat6 eredményt adni.
Az influenzavirusok esetében Gn. reverz transzkripcios polimeraz-lancreakcio (RT-PCR)
hasznalatos, mely soran a folyamat elején a virus RNS-ét atirjuk dezoxiribonukleinsavra
(DNS). A korokozo emellett kimutathaté direkt virusizolalassal, melyhez embrionalt
tytktojast, vagy kiilonb6z6 sejtvonalakat (leggyakrabban Madin-Darby kutyavese-MDCK)
hasznalnak. A virus feliileti fehérjéje, a HA a nevébdl is adoddan képes a vordsvértestek
Osszecsapasara, haemagglutinaciora. Ezt a diagnosztikdban is fel lehet hasznalni tobbek
kozott csirkevér segitségével [28]. Emellett hasznalhatok még antigént kimutato enzimhez
kotott immunoszorbens assay (ELISA) Kitek is. Indirekt modszerek esetében a korokozo
ellen termelt ellenanyagok kerililnek detektdldsra. Erre alkalmazhaté haemagglutinacio-

gatlasi proba, ELISA, valamint virusneutralizacios proba.

3.2. Coronavirusok

A Coronavirus név az elmult években széles korben megismerté valt, melynek oka
természetesen a COVID-19 vilagjarvany volt. A Coronavirusok 60-160 nm atmérdvel
rendelkeznek. A Nidovirales rend tagjai, azon beliil a Coronaviridae csaladba tartoznak. A
csalddba harom alcsalad tartozik, melyek koziil ezen dolgozat szempontjabol az
Orthocoronavirinae alcsalad emelendé ki. Ezen beliil 4 genust kiilonitiink el: az Alpha-,
Beta-, Gamma-, és a Deltacoronavirus genust [3]. A sertést fert6zni képes virusok a
Gammacoronavirus genus kivételével barmelyik nemzetséghez tartozhatnak. Az
Alphacoronavirus nemzetségbe sorolandd a transzmisszibilis gastroenteritis virus
(TGEV=transmissible gastroenteritis virus), valamint ennek a delécidos mutansa, a sertés
1égz6szervi coronavirusa (PRCoV=porcine respiratory coronavirus) is. Szintén ezen

nemzetségbe tartozik még a sertések jatvanyos hasmenésének virusa (PEDV=porcine
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epidemic diarrhea virus). A Betacoronavirus genus tagja a sertések agy- és gerincveld
gyulladasat okozo haemagglutinald coronavirus (PHEV=porcine haemagglutinating
encephalomyelitits virus). A Deltacoronavirus genus szintén tartalmaz sertéseket fertézni
képes coronavirust (PDCoV=porcine deltacoronavirus). A coronavirusok valtozékonysagat
mutatja, hogy sertésekben megallapitasra keriilt egy rekombinans virus is, a sertések
enteralis coronavirusa (SeCoV), mely a TGEV ¢és a PEDV rekombinaci6jabol jott 1étre. Ez
a virus egy TGEV alappal rendelkezik, azonban PEDV-re jellemz6 tiiskefehérje gént hordoz
[29]. Emellett nemrégiben leirtak a sertés akut hasmenés szindroma coronavirusat (SADS-

CoV) is [30].

3.2.1. Szerkezet

A sertés coronavirusok, mint minden coronavirus pozitiv, szimpla szalit RNS genommal
rendelkeznek, mely nagyjabol 25-30 kilobazisbol all. Pleomorf alakjukat kiviilrél burok fedi,
mely a virus szaporodasat kovetden a gazdasejtbdl valo kijutas soran kapcsolodik hozza a
sejtmembranbol [12]. Utdbbinak koszonhetden a legtobb coronavirust a kdrnyezetben
detergens oldoszerekkel inaktivéalni lehet. A legtobb coronavirus 4 struktirfehérjébdl épiil
fel: a feliileten talalhato tiiskefehérjékbol (S protein), a burok fehérjébdl (E protein), a
membran fehérjébdl (M glycoprotein) és a nukleokapszid fehérjébdl (N protein) (3. abra).
Ezeken kiviil a Bétacoronavirusok rendelkeznek haemagglutinin-észteraz fehérjével is [31].

Az antigenitds szempontjabol az S fehérje a legfontosabb, ezért foleg ezzel

foglalkozunk.

Az S fehérje felelds a kiilonbozo sejtek fertdzéséért. Ezen taldlhatok meg azok a részek,
melyek lehetové teszik a feliileti receptorokhoz valé kotédést, valamint a membranfuziot.
Ennek a két folyamatnak kdszonhetden jut be a megfertézendo sejtbe a virus, majd kezdddik
meg az Uj virus partikulak kialakulasa.

Szerkezetileg a fehérje egy rovid farki részbdl , egy transzmembran részbdl, valamint a
virus burkan kiviil elhelyezkedd, tin. ektodoménbdl (extracellularis domén) épiil fel. Utobbin
talalhato a fehérje N-termindlis része, mig a farki részen a C-termindlis. Az S protein a
hasitasi helyének megfelelden két alegységre oszthatd. Az egyik az N-terminalis résznél
talalhato globularis, un. feji rész. Ezt S1 alegységnek nevezziik [33]. Ez az alegység 3
monomerbdl all, igy kialakitva egy trimert [34]. A sulyos akut 1égzdszervi szindromat okozo
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) esetében minden egyes monomeren talalhatdo egy-egy
receptorkdté domén (RBD) [35]. Emellett az S1 alegység ellen képes az immunrendszer

neutralizal6 ellenanyagokat termelni. A masik része az S fehérjének az S2 alegység. Ez egy
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Az S protein, elsdsorban az antigenitdsért felelds része, az idé folyaman folyamatos
evolucion ment keresztiil. Ennek egy megjelenési formdja a sertések 1égzdszervi
coronavirusa (PRCoV), mely a TGEV-bdl alakult ki. Az S fehérjét kodolod génszakaszban
delécio, azaz genetikai informacio kiesése kovetkezett be. A delécid kiilonb6zd helyeken
alakult ki a 621-681-es nukleotidok kozott [36]. Ezt a valtozast az S protein szerkezetében

Osszefiiggésbe hoztak a virus megvaltozott szoveti tropizmusaval [37].

Spike (S)

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E)

RNA viral genome

3. abra: A Coronavirus sematikus szerkezete. Az abrdn lathato a tiiskefehérje (S), a nukleokapszid (N),

a membrdn fehérje (M), a burok fehérje (E), valamint a virus genomja. A kép forrdasa: [32]

A coronavirusok kapcsan az elmult években szamos receptort azonositottak, melyekhez
az S fehérje képes kotédni. Ezek a kovetkezok: az angiotenzin-konvertaz enzim 2 (ACE2),
az aminopeptidaz N (APN), a dipeptidil-peptidaz 4 (DPP4) és ragcsalod carcinoembrionalis
antigénnel rokon sejtadhézios molekula 1 (NCEACAM1) [33].

3.2.2. Sertés coronavirusok
TGEV, PRCoV:

A sertések transzmisszibilis gastroenteritis virusa (TGEV) egy korabban nagy
jelentdséggel bird koérokozod volt, mivel vilagszerte a nagyilizemi telepeken tomeges
malacelhullasokat okozott. Mara ezek a heveny jarvanyok megsziintek, ami a virus delécios
mutansanak koszonhetd. Ez a sertések 1€gzészervi coronavirusa (PRCoV), mely 1984-ben

jelent meg Belgiumban [38], majd vilagszerte elterjedt. A PRCoV szerkezeti hasonlosagabol
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eredendden keresztvédettséget biztosit a TGEV-vel szemben [39], ami a klinikai tiinetekkel
jar6 megbetegedések eléforduldsat lecsokkentette. A TGEV elsdsorban a vékonybél
hamsejtjeiben képes elszaporodni. A sejtek fertézése a bélbolyhok megrévidiiléséhez vezet.
Ennek kovetkeztében a feliilet csokken, ami felszivodasi zavart okoz. A virus szaporodasat
kimutattak még az emlémirigy sejtjeiben, valamint a tiidében [12]. A PRCoV ezzel szemben
az also-, és fels6 1égutak epitél sejtjeit, a pneumocitakat és az alveolaris makrofagokat képes
megfertézni. A fertézés tobbnyire tiinetmentes, de ritkan intersticialis tiidégyulladas
alakulhat ki [40]. A tiinetek legtobbszor tarsfertézések hatterében talalhatok meg, melyet
tobbek kozott mycoplasma, influenza, vagy a sertés reprodukcios és 1égzdszervi szindroma
virusa (PRRS) okozhat . Ilyen esetekben eléfordulhat nehézlégzés, kohogés [12]. A TGE
jarvanytanilag két megjelenési formaban fordul eld. Az epidémias forma elsésorban a téli
idészakban jelentkezik fogékony, szeronegativ allomanyokban. Itt képes gyors terjedésre,
kozel 100%-os morbiditast elérni 2 hetes kor alatti malacokban [41]. A betegség sargasfehér
hasmenéssel, hanyéssal, étvagytalansaggal jar. Az elhullds oka a kdvetkezményes
metabolikus acidézis, kiszaradas ¢és hiperkalémia. IdGsebb allatokban tobbnyire
tiinetmentes, laktalo kocdkban jelentkezhet étvagytalansag és tejtermelés csokkenés vagy
elapasztas, melyek a malacok tulélési esélyeit tovabb csokkenthetik [12]. A masik
megjelenési formaja a betegségnek az endémias TGE. Ez olyan nagylizemi telepeken fordul
eld, ahol a virus perzisztensen jelen van, az allomany 4athangolddott. A betegség megjelenése
szempontjabol hajlamosito tényezd a magas ellésforgo, valamint az allomanyok keveredése.
Az epidémias formahoz képest itt egy lassabb terjedés tapasztalhato, a mortalitas is joval
alacsonyabb, valamint a tiinetek is enyhébbek [41]. Ugyan mara a TGEV prevalencigja
jelentdsen lecsokkent, mégis a mai napig kimutathatéak a kiilonbozé torzsek a
sertésallomanyokban, példaul Kindban [40]. Emellett megfigyelhetd, hogy a virus
folyamatos evoliicion megy keresztiil, ijabb rekombindnsok, mutansok alakulnak ki, melyek
akar magasabb virulenciaval is rendelkezhetnek elédjeiknél [40].

PEDV:

A sertések jarvanyos hasmenésének virusa (PEDV=Porcine epidemic diarrhoea virus)
szamos tulajdonsagaban hasonlit a TGEV-re. A betegséget eldszor Anglidban, 1971-ben
észlelték novendékekben, valamint hizd sertésekben [12]. Ezt a klasszikus PEDV okozta,
majd 2010-t61 ajtipusu PDEV torzsek okoztak jarvanyokat. Két torzs tartozik ide: az S InDel
torzs €s a non-S InDel torzs. Az S InDel torzs a virus S-protein S1 alegységén tartalmaz
inzerciokat (In) és deléciokat (Del) [42]. Erre a torzsre alacsonyabb virulencia és patogenitas

jellemz6 [43]. A non-InDel torzsek ilyen eltéréseket nem tartalmaznak. Az okozott tiinetek
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nagyban hasonlitanak a TGEV éltal okozott tiinetekre. Itt is jellemzd a profiiz hasmenés,
hanyas ¢s étvagytalansag [12]. A mortalitas szintén a fiatal, 2 hetes kor alatti egyedekben
magasabb, altalanossagban 50-100% ko6zott mozog. A morbiditas a mar coronavirusoknal
megszokott kozel 100%-o0s mutatoval jellemezhet [42, 44]. A TGEV-vel ellentétben a
virust kimutattak vastagbél epitéliumban [45], valamint kripta-sejtekben is [46]. A TGEV
esetében tisztazott és fontos szerepet betdltd pAPN (sertés aminopeptidaz N) receptor
szerepe egyelore tisztazatlan [44]. Az bizonyitast nyert, hogy a mar influenza virusoknal is
megismert szialsavak, mint a NeuSAc (N-Acetilneuraminsav) koreceptorként részt vesznek
a PEDV sejtbejutasa soran [47].

Tovabbi sertés coronavirusok:

Dolgozatom soran elsésorban a TGE- és PRCo-virusokra fokuszéltam, de a PEDV
vizsgalatat is elvégeztiik. Tovabbi sertés coronavirusokkal nem foglalkoztunk, ezért ezekrdl
csak roviden emlékezem meg.

A sertés enteralis alfacoronavirusat (SeACoV) 2017-ben Kinaban mutattak ki el6szor
[30], sulyos, akut hasmenéses szopds malacokbol. A korokozd masik elnevezése a sertés
akut hasmenés szindroma coronavirusa (swine acute diarrhea syndrome coronavirus, SADS-
CoV) [48]. A virus denevér-virus eredeti. Az S-protein szerkezete alapjan feltételezhetd,
hogy alfa-, és bétacoronavirus rekombinaciojabol jott 1étre [49].

A PHEV haemagglutinalé Betacoronavirus [3]. A magas mortalitisa miatt nagy
karokozasra lenne képes [50], azonban klinikai manifesztaciora ritkan keriil sor a
kolosztralis immunitas miatt[51]. A virus idegrendszeri formaja 3 hetes kor alatt jelentkezik,
remegéssel, gorcsokkel, garatbénulassal, ataxidval és a végtagok bénulasaval. Masik forméja
a ,,vomiting and wasting syndrome”, mely a 4-6 hetes malacok lesovanyodasaval,
hanyasaval és kiszaradasaval jar [12].

A sertés deltacoronavirus (PDCoV) a Deltacoronavirus nemzetségbe tartozik [3, 52]. A
megbetegedés enyhébb tiinetekkel és alacsonyabb mortalitassal (30-40%) jar jsziilott
malacokban [12]. Szamos mas allatfaj APN-receptorahoz is képes kotddni, koztik az
emberéhez, mely felveti ugyancsak a zoonoétikus potencial kérdését [44], de receptor

hidnyaban is képes fertdzni [53].

3.3. A fert6zések szempontjabol fontos receptorok
APN:
Az aminopeptidaz-N (APN) egy transzmembran fehérje, amely peptidaz aktivitassal bir.

A receptor szamos kiilonféle sejten megtaldlhato, mint példaul az egyes immunsejteken, a
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bélhamsejteken, valamint még az idegrendszer egyes sejtjein is [54]. A receptort szamos
alfacoronavirus hasznalja. Ezek koz¢ tartoznak az alfacoronavirus-1 fajba tartozé
korokozok, mint a kutya coronavirusa (CCoV), a macska coronavirusa (FCoV), valamint két
sertés coronavirus: a TGEV és a PRCoV [33]. Emellett a PEDV-nél szintén felmertilt az
APN receptor hasznalata, azonban ez egyeldre tisztazatlan [42]. Ezenkiviil egy human
patogén virus, a HCoV-229E is ide tartozik [33]. Az Alphacoronavirus genus mellett a
Deltacoronavirus nemzetségbe tartozo PDCoV szintén ezen fehérjéhez képes kapcsolodni
[44]. Fontos kiemelni, hogy a kiilonb6z6 virusok alapvetéen a megfertézendd allatfajnak
megfeleld specifikus APN-t képesek hasznalni. Ez alapjan a sertés coronavirusok a sertés
aminopeptiddz N-hez (pAPN) tudnak kotédni. Ez alol kivételt képez a macska
aminopeptidaz N (fAPN), amelyet a TGEV, a CCoV, az FCoV, valamint a HCoV-229E is
képes hasznalatba venni [55].

Szilsav:

A szidlsav (N-acetil neuraminsav) egy 9 szénatombol all6 vazzal rendelkezd
monoszacharid, amely a szervezetben és a szovetekben széles korben megtalalhato. A sejtek
feliiletén gangliozidokhoz, glikolipidekhez, vagy glikoproteinekhez kapcsolddva talalhatok
meg [33, 54]. Fontos kiemelni, hogy az influenzavirusok szintén a szidlsavat képesek
receptorként hasznalni. Lényeges kiilonbség azonban, hogy a coronavirusok nem elsédleges
receptorként veszik igénybe a szidlsavat, hanem csak mint kiegészit6 faktort. Ez eldsegiti a
virus-sejt kapcsolat kialakulasat és a sejtek fertézését. A szidlsavhoz az S1 alegység N-
terminalis része (NTD) képes kotddni. A coronavirusok koziil szamos genus tagjai képesek
a szialsavhoz kapcsolddni. Ide tartozik a Alphacoronavirus genus tagjai koziil a TGEV és a
PEDV [54]. A TGEV deletalédott mutansa, a PRCoV azonban elvesztette ezt a képességét.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy a szidlsavhoz valo kotddés képessége befolyasolja a szoveti
tropizmust, valamint a patogenitast [56]. Emellett a mucinhoz valé kotédés elésegitheti ezen
enteropatogén alfacoronavirusoknak a bélhamsejtek fertdzését. A bétacoronavirusok koziil
a szarvasmarha coronavirusa (BCoV), az egérhepatitis virusanak (MHV) JHM-torzse, a
HCoV-0C43, a HCoV-HKU1, a MERS-CoV ¢és a PHEV képes kotddni a 9-O-acetilezett
szialsavhoz [54]. Ezek koziil a MERS-CoV az a2,3-kdtésben 1€vo szialsavakat preferalja
[57] a fert6z6 bronchitis virushoz (IBV) [33], valamint a madarak influenzavirusaihoz
hasonléan. Az MHV JHM-t6rzse abbdl a szempontbol kiilonleges, hogy az NTD képes
kotddni mind a fehérje receptorahoz (mMCEACAMI1), mind pedig a szialsavhoz [54]. Ezek
mellett a SARS-CoV-2-nél is leirtak a szidlsav koreceptorként valo hasznalatat [58]. A

Gammacoronavirus genusba tartozo IBV szintén képes kapcsolddni a szialsavhoz [59]. A
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Deltacoronavirus nemzetségbe sorolando PDCoV-nal szintén kimutattak a szénhidratokhoz
valo kot6dést, azonban ezen a teriileten tovabbi vizsgalatokra van sziikség [60].

Az influenzavirusok olyan szidlsavakat hasznalnak receptorként, melyek galakt6z
molekuldkhoz kapcsolodnak. A HA fajspecificitasat a galaktozmolekula-szialsav kotése
hatarozza meg. A madarinfluenza virusok esetében ez a-2,3 kotés, még az emberekben
megtelepedd virusokéban a-2,6. A sertések 1éguti hamsejtjei mindkét kotést hordozzak, ezért
benniilk mindkét fajt megbetegitd virus képes megtelepedni. Ezért tekinthetok az
influenzavirusok ,.keverétégelyének™ [76, 77, 78]. Az aminosav-valtozassal jaré mutaciok
képesek a gazdaspektrumot is megvaltoztatni a kotOképesség valtoztatdsa miatt, de a
sejttropizmusra, illetve neutralizal6é ellenanyagokra is befolyassal lehet. A kétddé HA

fehérjéket enzimek hasitjak. A hasitas gyorsasaga a patogenitasra van hatassal [76].
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4. Célkitiuzések

A vizsgalataink célja, hogy sertések esetében a coronavirusok és influenzavirusok
egyiittes hatasat vizsgaljuk. Ehhez felso 1éguti tiineteket mutato kiilonb6zo koru allatokbol
mutattunk ki virusokat PCR és gyorsteszt segitségével, illetve szerologiai vizsgalattal a
megjelend ellenanyagot is vizsgaltuk. Emellett sejttenyészeten (MDCK) egyiitt
szaporitottuk el a virusokat kiilonb6z6 koncentracioban. A lathaté citopatogén (CPE) hatas

mellett a virusokra jellemz6 citokinszintet is néztik.
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5. Anyag és modszer

5.1. Mintadk

A vizsgalatainkhoz felhasznalt mintdkat négy kiilonbozd sertésteleprdl szereztiik be
2022 decemberében. Ezeken a telepeken azokbol az éllatokbdl vettek szaraz orrtampon
mintat, amelyek fels6 1éguti tiineteket mutattak, jelen esetben kohogtek. A kapott mintakat
az 1. tablazat mutatja be. Az elso telepen 2022. tavaszan egy masik diagnosztikai laborban
elvégzett influenza PCR eredménye alacsony titerben pozitiv eredményt adott. A minta
tarolasa a tovabbi vizsgalatokra alkalmatlannak bizonyult, ezért innen kétszer érkezett 3, 4,
5, 6, 7 és 8 hetes malacokbol orrtampon minta. A széraz orrtamponokat megérkezésiiket
kovetéen 7,4-es pH-jh, izotdnias, foszfattal pufferolt sdoldatba (PBS) helyeztiik, ezzel
kioldva beldliik a keresendd virusokat. Az alvadasban gétolt vérmintadkrol a plazmat
leszivtuk és a nem gatolt vérmintakrol szdrmaz6 savoval 20 °C-on taroltuk. Az alvadasaban
gatolt vérmintakbol a fehérvérsejteket szelektiv lizis utan esetleges tovabbi felhasznalasig -
80 °C-on taroltuk. A szelektiv lizis Dr. Tuboly Tamas leirasat koveti (a laboratérium

dolgozoinak személyes kozlése).

1. tablazat: A felhasznalt mintaink

Telepek: Korosztaly Minta
1. telep* 3-4 hetes kor Orrtampon + vér
2. telep 3-9 hetes kor Orrtampon
2-5 hetes kor Vér
3. telep
1. telephely 34, 55, 69 napos kor Orrtampon + vér
2. telephely 25, 70, 46 napos kor Orrtampon + vér
4. telep Novendék Orrtampon

* A 2023-ban érkezett mintakat a tablazat nem tartalmazza.

5.2. Direkt viruskimutatas

5.2.1. Nukleinsav kivonas

A tamponokat a vizsgalatok soran nem kiilon-kiilon egyesével vizsgéltuk, hanem a
mintadkbol poolokat képeztiink. Ezt mutatja be a 2. tablazat.

A virusok Orokitéanyaganak kivonasahoz Zymo Research (USA) Quick Viral

DNA/RNA Kkit-et alkalmaztuk. Ehhez 400 ul mintat készitettiink el6, majd a gyarto
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utasitasinak megfelelden vontuk ki a nukleinsavat. A kivonas végén 50 pl desztillalt vizben

oldott RNS-t kaptunk.

2. tdblazat: A mintak poolozéasa

Telepek Orrtampon mintak szama Képzett pool-o0k
1. telep* 15 db minta 3 pool (5 minta/pool)
2. telep Korcsoportonként 14 db | 3 pool korcsoportonként:
minta, 6sszesen: 98 db 4/5/5 minta/pool
3. telep
1. telephely 60 db minta/3 istallo 4 pool/1 istallo
(5 minta/pool)
2. telephely 20 db minta — 1. istalld 4 pool (5 minta/pool)
20 db minta — 2. istalld 4 pool (5 minta/pool)
7 db minta — 3. istallo 2 pool (4 és 3 minta/pool)
4. telep 10 db minta Egyesével vizsgalva

* A pozitiv eredmény utan érkezett mintdkatat a tablazat nem tartalmazza, mivel ezeket

egyénileg vizsgéltuk meg.

5.2.2. PCR vizsgalat

A kinyert nukleinsavak vizsgdlatat polimerdz-lancreakciéo (PCR) modszerrel végeztiik
el. Ez egy olyan molekularis biologiai technologia, mely soran a vizsgaland6 nukleinsav
szakaszokat amplifikaljuk (megsokszorozzuk). Jelen esetben Un. reverz transzkripcidos PCR-
t alkalmaztunk, mivel a vizsgdlandé virusaink (TGEV, PRCV, PEDV ¢és SIV) RNS-t
tartalmaznak. Emiatt sziikséges a hagyomanyos PCR vizsgélathoz képest beiktatni egy plusz
lépést, amely soran az RNS-t atirjuk cDNS-re. Ehhez a Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Fischer Scientic, USA) kitet hasznaltuk a gyartd
utasitasanak megfeleléen, 10 pl nukleinsav mintahoz. Jelenleg forgalmaznak olyan
rendszereket is, melyekben az atirasi 1épéseket is tartalmazza a PCR reakcid. Témavezetdm
a kiilon 1épésben valo atirast preferalja, féleg abban az esetben, amikor az atirt RNS tobb
vizsgalathoz is sziikséges lehet.

Ezt kdvetéen a PCR reakciohoz a Thermo Fischer Scientific cég (USA) DreamTaq
Green PCR DNA Polymerase enzimjét (5U/ul) alkalmaztuk. A DNS szélak felépitéséhez
sziikséges nukleotidokat szintén a Thermo Fischer Scientific cég ANTP Set-jébdl rendeltiik.
A megfelel6 DNS szakaszhoz kapcsolddod primereket irodalmi adatok alapjan valasztottuk
ki és a Merck cégtol (USA) szereztiik be (3. tdblazat). A reakcidhoz az atirt cDNS-bdl 5 pl-
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t hasznaltunk fel. A PCR reakcié mintanként 5 pl DreamTaq Green puffert (10X), 1-1 pl
forward és reverz primert (25 pM), 1 pul ANTP mixet (10 mM), 1 U enzimet tartalmazott,
melyet 40 ul Milli-Q vizbe (Merck, USA) kevertiik el. Ugyan sokan a reakciot 10-20 pl
térfogatban alkalmazzak, de témavezetom szerint a felhasznalt anyagok koncentracidja

toményebb, ezért lesz kevesebb a végsé oldat. A mérési pontatlansag miatt preferalja a

nagyobb térfogatot.
3. tablazat Az altalunk hasznalt primer-ek
Primer |Irany | Szekvencia Kimutat- | Hiv.
neve hat6 virus
SVIP- | F 5'-GGCCCCCTCAAAGCCGA-3' Influenza-
MP-F virus [61]
SVIP- | R 5'-CGTCTACGYTGCAGTCC-3’
MP-R
Co-F F 5'-TGATGATGSNGTTGTNTGYTAYAA-3’ Corona-
Co-R R 5'-GCATWGTRTGYTGNGARCARAATTC-3’ | virus [75]
TGE2 |F 5’-TAAGGAAGGGTAAGTTGCTCA-3’ TGEV
vagy [62]
TGE3 | R 5’-TGGTCCATCAGTTACGCCGAA-3’ PRCoV
TGEN |F 5'-GCAGGTAAAGGTGATGTGACAA-3’
F TGEV és
TGEN | R 5'-ACATTCAGCCAGTTGTGGGTAA-3’ PRCoV [63]
R

A PCR reakciok soran 3 1épés kiilonithetd el, amelyek ciklusokban ismétlodnek meg
atlagosan 35 alkalommal. Nulladik Iépésként a nukleinsav eldmelegitése tortént 95 °C-on
10 percig. Ezt kovette a ciklus els6 1épése, amely soran a DNS szalak szétvalasa tortént meg
95 °C-on, 30 masodperc alatt. Ezt a 1épést nevezik denaturdldsnak. A masodik 1épés a
primerek kapcsolodasa a DNS megfeleld szakaszahoz (annealing). Ez utobbi 55 °C-on
tortént a coronavirusok esetében, mig az influenzavirus esetén 60 °C-on, 30 masodperc alatt.
A harmadik 1épés soran tortént meg a lanchosszabbitas, 72 °C-on, 40 masodpercig, majd
72 °C-on, 7 percen keresztiil végeztiik. Ez alatt a DNS polimerdz enzimiink létrehozta a
komplementer szalat. A PCR reakcidhoz a TGradient Thermocycler (Biometra,
Németorszag) késziiléket hasznaltuk.

A PCR soran keletkezett DNS termékek azonositdsdhoz agargél-elektroforézist
alkalmaztunk. Ennek alapja, hogy a negativ toltéssel rendelkezé DNS a pozitiv toltésli anod
felé vandorol. A DNS szilak igy méretiik alapjan, egy DNS-létra segitségével
beazonosithatok. Erre mi a DNA 1 kb ladder (Thermo Fischer Scientic, USA)

molekulatdmeg markert hasznaltuk. A futtatast 2%-os agardzgélen (Lonza, Svéjc) végeztiik

22



el, 110 volt fesziiltségen. Annak érdekében, hogy a DNS mintdinkat lathatova tegyiik, GR
Safe DNA Stain I (Nzytech, Portugalia) festéket hasznaltunk. A futtatast koriilbelil 20
percig végeztiik.

Az elméletben influenza pozitiv (tavaszi) mintak esetében a PCR reakciot a Nemzeti
Népegészségiigyi Kozpont (NNK) munkatarsai is megismételték, illetve virusizolalas

esetében a 3. passzazs utan szintén naluk is végeztiink PCR vizsgélatot.

5.2.3. Influenza gyorsteszt

Az alfainfluenzavirus direkt kimutatasara egy gyorstesztet is alkalmaztunk. Ez a teszt a
CerTest Influenza A+B Tube Test (Spanyolorszag). A vizsgalathoz szintén poolozott, PBS-
ben feloldott orrtampon mintakat hasznaltunk. Poolonként 100 pl-t hasznaltunk a teszthez a

gyart6 utasitdsanak megfelelden.

5.2.4. Virusizolalas sejttenyészeten

Kutatasunk soran kontrollként, illetve virusneutralizaciéhoz is mind influenza-, mind
coronavirus referenciatorzseinket elszaporitottuk egyrétegii sejttenyészeten. A sertés
transzmisszibilis gastroenteritis (TGE) virusanak laboratoriumi referenciatdrzse Kanadabol
szarmazik. Dr. Tuboly Tamas sertés heresejteken (STC sejtek, ATCC, USA) szaporitotta el,
ezért mi is ezt hasznaltuk. A liofilizalt virust 1 ml tdpfolyadékba vettiik fel.

Az STC szaporitdsdhoz 15 ml RPMI 1640 (Merck, USA) tapfolyadékot hasznaltunk.
Tapanyagforrasként magzati szarvasmarhaszérumot (FBS, Merck, USA) alkalmaztunk 5%-
os aranyban, az esetleges bakteridlis, illetve gombas fertdzések ellen 10 ml/l mennyiségben
antibiotikum ¢és antimikotikum oldatot (Antibiotic Antimycotic Solution, Merck, USA)
adtunk a tdpanyaghoz.

Amikor a masodik passzazs elérte a 90%-ot, akkor a tapfolyadékot lecseréltiik olyan
RPMI1640-re, mely nem tartalmazott FBS-t, csak antibiotikumot és 100 pl virussal fertéztiik
meg. A szovettenyészeten a virus szaporodasat a 3. napon citopatogén hatds jellemezte
(sejtlekerekedés és levalas).

Az influenzavirus csak embrionalt tytktojason, illetve MDCK sejten szaporithato a mi
sejtjeink koziil, ezért a TGE torzset hozzaszoktattuk ehhez a sejthez. Ehhez a lentebb leirt
modszert alkalmaztuk, mert a tripszinnel kezelt sejtekbe a virus kdnnyebben be tud jutni.

Az influenzavirus a PR8-as virus (HIN1 strain A/Puerto Rico/8/1934), amely egy
egérhez adaptalt human HIN1 influenzavirus torzs. A virust MDCK sejteken (ATCC, USA)

szaporitottuk el. Ez a sejtvonal egy 1958-ban izolalt kutya vese tubulus sejtekbdl szarmazik.
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Médiumként az RPMI 1640-et (Merck, USA) hasznaltunk. A sejtek tdpanyagigényeinek
kielégitésére 5%, hovel inaktivalt magzati szarvasmarha szérumot (FBS, Merck, USA)
tartalmt készitménnyel (Antibiotic Antimycotic Solution, Merck, USA). Miutan a sejtek a
palack aljat benétték, megpasszaltuk azokat a virusok felszaporitaséhoz. Ehhez 75 cm?®
szovettenyésztd palackon (VWR, USA) szaporitottuk el a sejteket. Amikor nagyjabol 90%-
ban benétték a sejtek a palackot, posztinokulacios médiumra cseréltiik a tapfolyadékot (FBS
mentes, 10 ml/l héstabil tripszint - Thermo Fischer, USA -, antibiotikum és antimikotikumot
- Merck, USA - tartalmazdé RPMI 1640). Erre tettiink a PR8-as virusbol, TGEV-bdl és az
altalunk PCR-rel kimutatott PRCoV-bol 100-100 pl-t (természetesen virusonként kiilon
palackot hasznaltunk. A sejteket 37 °C-on inkubaltuk 5%-0s CO2 koncentracio mellett.
Fénymikroszkop segitségével mindennap kerestiik a citopatogen hatas jeleit. A virust a
harmadik napon lefagyasztottuk -80 °C-ra.

A 2. és a 3. telep mintaival, illetve a tavasszal érkezett elsd telep mintaival direkt
virusizoldlast is végeztiink. A mintdkat egyesével (a masodik telep esetében poolozva)
vizsgaltuk. MDCK sejteket fertdztiink meg 100 pl felhasznalasaval. Ezt el6tte Millipore
szirén (0,22 um poérusatmérd; Merck Millipore, USA) atengedtiik a bakteridlis fert6zés
elkeriilése miatt. A protokoll a korabban leirtakkal megegyezett. A sejtek elszaporodasat
kovetden egy palack tartalmat egy 24 lyuku szovettenyésztd lemezre (Greiner Bio-One,
Ausztria) helyeztiik. Ezt kdvette 1 nappal kés6bb a mintakkal torténd fertdzés, majd 1 héttel
késObb passzaltuk a sejteket. A passzazsokat a korabban mar leirt PCR modszerrel, valamint
az influenza gyorsteszt segitségével vizsgaltuk.

A virusok kozti interakcid sordn 24 lyuku szovettenyésztd lemezt (Greiner Bio-One,
Ausztria) hasznéltunk. Amikor a szovet 95%-ban bendtte a palackot, a tapfolyadékot a mar
ismertetett modszer segitségével lecseréltiik.

Az els6 vizsgalat soran a virusokat dsszekevertiik (60-60 pl) és ugy mértiik ra a lemezre.
Mindkét virust higitottuk és a kiilonb6zd viruskoncentraciokat mértiik a lemezre.
Kiprobaltuk az influenzat PRCoV-vel és TGEV-vel, valamint a TGEV-t PRCoV-vel is.

A masodik vizsgalat soran csak a TGEV-t és az influenza virust hasznaltuk. A lemezre
kiilon-kiilon helyeztiik ra a virushigitasokat, a két virus kozott egy orat varva (a TGEV és az
influenza virus is keriilt el6bb a lemezre, és a két virussal egyszerre is fertéztiik a sejteket).

A CPE hatas 3 nap utan mar detektalhatova valt.
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5.3. Ellenanyag kimutatas

5.3.1. ELISA-vizsgalat

Ellenanyag kimutatasra egy ELISA kitet alkalmaztunk, amely képes a TGEV ¢és a
PRCoV ellen termelddott ellenanyagokat elkiiloniteni. Ez a INgezim Corona Diferencial 2.0
kit (Ingenasa, Spanyolorszag). A tesztet a gyartd utasitasainak megfelelden végeztiik el.

Miutan a sejttenyészeteket megfertdztilk influenza- és coronavirussal, ezzel a
koinfekciot szimulalva in vitro, a feliiliszokbol mintat vettiink. Ezekben a mintakban
vizsgaltuk a sertés interferon-gamma citokin szintet egy ELISA teszttel. Ehhez a Porcine
IFN-gamma ELISA Kit-et (Thermo Fisher Scientific, USA) valasztottuk, a vizsgalatot a
gyartoi ajanlasnak megfelelden végeztiik el.

Az eredményeket a Labsystem cég (jelenleg Thermo Fischer Scientic, USA) Multiskan
Ex ELISA olvasoé hasznalataval, az OD értékek alapjan szamoltuk ki. A citokin mennyiséget
standardhez hasonlitottuk, mig a TGEV/PRCoV vizsgalatot az S/P értékek
meghatarozasaval dontottiik el, bar mindkét teszt egyértelmii eredményeket adott.

5.3.2. Virusneutralizacid

Virusneutralizaciot végeztiink PR8-as, valamint TGE-virussal.

A 96 lyuku szovettenyésztd lemezre (Greiner Bio-One, Ausztria) a virusizolalashoz
hasonléan MDCK, valamint STC sejteket vittiink fel 10000 sejt/lyuk mennyiségben. Ezutan
megvartuk, mig a sejtek a lyukak 95%-at elfedték. Ezt kdvetden a sejtekrdl kicseréltiik a
tapfolyadékot 100 pl posztinokulacids tapfolyadékra és inkubaltuk 1 6ran 4t a virus-vérsavo
mixszel egyiitt 37 °C-on 5% CO: jelenlétében.

Amikor a sejteket a vizsgalatra alkalmasnak gondoltuk, a vizsgalandé savomintakat
kettes alapon higitottuk 96 lyuku steril higitolemezen (Greiner Bio-One, Ausztria). Ezeket a
2. telep 2-5 hetes allataibol, valamint a 3. teleprdl kaptuk az 1. tablazatnak megfelelden. A
virushigitast a savohigitasra ramérve a mar elézetesen meghatarozott TCIDso-es virusokkal
végeztiik 60 pl/lyuk térfogatban. Mindkét higitashoz FBS- €s tripszinmentes RPMI 1640-es
médiumot (Merck, USA) hasznéltunk, a keveréket 37 °C-on 1 6rat inkubéltuk.

Amint az inkubacios 1d6 letelt, a sejtekre ramértiik a virus-vérsavo mixbdl 100 pl-t és 3
napon keresztiil inkubaltuk tovabb 37 °C-on, 5% CO2 mellett. Ez id6 alatt naponta kerestiik
fénymikroszkop segitségével a citopatogén hatés jeleit. A harmadik napon megfestettiik a
sejteket neutralvoros festékkel (Merck, USA), majd vizsgaltuk az optikai denzitast. A festési

eljaras forrasa: [64]
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6. Eredmények

6.1. Direkt viruskimutatas

6.1.1. PCR vizsgalat

Az influenzavirusra iranyuld PCR vizsgélataink sajnos tobbnyire negativ eredménnyel
zarultak. Egy telepen (2. telep) sikeriilt kimutatnunk a kérokozot az orrtampon mintakbol.
Itt a 4 és az 5 hetes allatok koziil keriiltek ki a pozitiv mintak. E16bbinél a 2. és a 3. pool,
utobbinal az 1. és a 3. pool adott pozitiv eredményt. Erdekes modon a korabbi vizsgalatokban
pozitiv teleprdl érkezett mintakbdl nem tudtunk virus nukleinsavat kimutatni. A vizsgalatot
az NNK munkatérsai is megerdsitették.

A coronavirusok esetében a PCR vizsgalat pozitiv eredményt adott PRCoV-re harom
telep esetében (2., 3. és 4. telep). Ugyanezt az eredményt kaptuk a kevésbé specifikus,
Alphacoronavirus genus kimutatasara képes vizsgalattal is. A 2. telep poolozott mintai koziil
18 db lett pozitiv a 21 poolbol. Itt a 3-9 hetes sertések koziil a 3,5,7,8 és 9 hetes allatok
mintaibol képzett poolok adtak pozitiv eredményt, valamint a 4 hetes allatok mintai koziil 1,
a 6 hetes allatok mintai koziil 2 pool volt pozitiv. A 3. telep mintainal a 22 poolbol 18 pozitiv
eredményt adott. Ez a kiilonb6z6 korosztalyok mindegyikénél koriilbeliil 75% pozitivitast

jelentett. A 4. telep esetében 4 pozitiv minta lett.

6.1.2. Influenza gyorsteszt

Az influenza gyorsteszt eredményei megegyeztek a PCR vizsgalat eredményeivel.

6.1.3. Virusizolalés sejttenyészeten

A virusizolalas sikeres volt, mind a TGEV, mind a PR8-as virus esetében.

A direkt virusizolalas soran 1 nappal késébb mar citopatogén hatas volt lathato. A
mintakkal fert6zott sejtek feliiluszojabal levettiink 100 ul-t, majd ebbdl kivontuk az RNS-t
és PCR-rel vizsgaltuk. A 3. telep/2. telephelyen 1év6 70 napos allatok 4 poolja koziil 1 db
pozitiv eredményt adott. A PCR segitségével igy egy 1égzdszervi coronavirust sikeriilt
beazonositani, amely képes volt az MDCK sejteken is elszaporodni.

Az egyes teleprdl érkezd mintakat szovettenyészeten 3 vakpasszdzs utdn sem tudtuk

kimutatni.
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Interakcio vizsgalata:

A lemezeken a citopatogén hatas nagyjabol koncentraciotol fliggetleniil lathato volt. A
virusok csokkenésével aranyosan az elhalt sejtek szama is csokkent.

A két virussal egyidejli fert6zés esetében a vart eredménynek megfelelden a 1égzdszervi
coronavirus izolatum enyhébb CPE-t mutatott. Ez kiilondsen influenzavirussal egytitt tortént
fert6zésnél volt szembeotlo.

A masodik kisérletnél (mikor egy oOras kiilonbséggel fertdztiik a sejteket) markans
kiilonbséget lehetett latni. A sejteket a két virus egyidejii fertézése karositotta a legjobban
az azonos viruskoncentracidkat figyelembe véve. A leggyengébb hatas akkor latszott,
amikor a TGEV-re kertilt az influenza virusa.

Az interferon-gamma ELISA vizsgalat negativ eredménnyel zarult.

6.2. Ellenanyag kimutatas

6.2.1. ELISA-vizsgalat

Az ELISA-vizsgéalat soran a TGEV és a PRCoV ellen termelddott ellenanyag
elkiilonitése volt a cél. Erre egy blokkold tipustt ELISA-t hasznaltunk. Itt a szinreakcio a
negativ esetekben kovetkezett be, igy az alacsony OD érték jelenti a pozitiv eredményt. A
lemez paros soraiban a TGEV ellen termel6dott ellenanyagokat mutattuk ki, mig a paratlan
sorok mindkét tipust ellenanyag jelzésére alkalmasak. Egyik telepen sem talaltunk TGEV-
re specifikus ellenanyagot. Kivancsisagbol a paratlan sorok esetében negativ kontrollként
PEDV ellen termelt ellenanyagot is hasznaltunk, mely a varakozasoknak megfeleloen

negativ eredményt adott.

6.2.2. Virusneutralizacio

A TGEV-vel torténd virusneutralizacié sikeres volt. A 2. telep mintai koziil a 2 hetes
allatok mintai adtak pozitiv eredményt. A hdrom hetes malacok mintai negativ eredményt,
vagy alacsony titert mutattak. A 4 és az 5 hetes allatokban viszont talaltunk neutralizalo
ellenanyagokat. A 3. telep/1. telephely mintai koziil csak a 69 napos allatokban mutattunk
ki neutralizal6 ellenanyagokat, a 34 és 55 napos allatok mintai negativ eredményt adtak. A
2. telephely mintai koziil a 25 napos malacokban még nem talaltunk, vagy csak alacsony
titerben neutralizal6 ellenanyagot. A 46 és 70 napos malacok mintdi mar magasabb titerben
tartalmaztak immunglobulinokat.

A PR8-as influenzavirust nem sikertilt neutralizdlnunk egyik telep savomintaival sem.
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A virusneutralizaci6 €és ELISA eredményeit Osszefoglaldo tablazat (4. tablazat)

témavezetdm sertés szakallatorvosi szakdolgozatabol szarmazik.

4.tablazat TGEV/PRCoV szerologiai eredmények

Telep | Minta | Virusneutralizacio TGE virussal ELISA
PRCoV
- 1:1 [ 1:2 |14 | 1:8 [1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | + + |-
2 2hét |1 |0 4 4 5 0 0 0 0 13 |0 |0
2 3hét (8 |2 2 2 0 0 0 0 0 5 |2 |7
2 4hét |3 |1 1 0 3 2 3 1 0 10 |1 |3
2 5hét |0 |4 1 1 3 1 0 0 0 12 |0 |2
31 |34n |20 |0 0 0 0 0 0 0 0 0O |0 |20
3/1 |55n. |20 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 |20
31 |69n. |1 |5 5 6 3 0 0 0 0 15 |0 |5
32 |25n. |12 |4 3 0 1 0 0 0 0 3 |0 |27
32 |70n. |1 |2 2 1 4 0 0 0 0 3 |1 |3
3/2 |46n. |0 |O 0 0 3 2 8 6 1 20 |0 |O
n=nap
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7. Megbeszélés

7.1. Direkt viruskimutatas

Mindkét virus szovettenyészeten izolalhatdo. A hdstabil tripszin felhasznéalasa egy
nagyon jo trilkkk a virusok elszaporoddsara. Varakozéasainknak megfelelden a két virus
egyikének kimutatdsa se ment gordiilékenyen. Azzal, hogy olyan telepeket valasztottunk,
ahol az influenzavirus jelen volt, résziinkrdl tudatos dontés. Feltételeztiik, hogy mivel a
TGEV-t nem detektaltak mar egy ideje, de a PRCoV-t senki nem keresi, ezért valoszintileg
jelen lehet a telepeken. A két virus kozti interakciora akkor van a legnagyobb esély, ha az
influenzavirus kimutathat6. A vizsgalt allatok 1égzdszervi tiineteket mutattak, de sajnos az
influenzavirust csak egy telepen, a 4-5 hetes korosztalyban mutattak ki. Jarvanytani adatok
alapjan a virus iiritése két hét alatt le is csenghet, ezért még azon a telepen is, ahol aktualisan
a kozelmultban tényleg kimutattak a virust, mar nem tudtuk detektalni.

Magyarorszagon a PRCoV vizsgalata nem elterjedt. Mivel a virus klinikai tiinetekben
nem manifesztalodik altaldban, ezért sem a virus, sem az ellenanyag kimutatissal nem
foglalkozik senki. A TGEV utols6 kimutatasa 2013-ban volt Magyarorszagon [62]. Azota
PEDV el6fordulasarél vannak informacidink, illetve a rekombinans virusrol is. Az
ellenanyagszintek vizsgalata alapjan a telepeken a PRCoV ellen lehet ellenanyagot talélni,
de a veszélye fennall egy TGE jarvany kitorésének is [41]. Vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy a légzészervi coronavirus az altalunk vizsgalt telepeken — egy
kivétellel — jelen van az orrvaladékban. A kimutatott virusok egyértelmiien PRCoV-k, de
szekvenciaanalizist nem végeztiink tovabbi meghatarozéasra. Egy esetben a virust izolaltuk
is, ezt az N2/3 néven -80 °C-on taroljuk.

Védo ellenanyagokat is lehetett talalni. Egytittmiikodés keretein beliil szandékunkban
all egy kozeli laboratériummal dolgozni, akik mdas coronavirusokat is kimutathatnak a
hattérbol (akar gamma- vagy deltacoronavirusokat is). Jelenleg a rendszer beallitdsanal
tartanak.

Egy olyan telepet talaltunk, ahol a két virus egylittesen jelen volt, de izolalni csak egy
esetben, a 1égzdszervi coronavirust lehetett. A mintakbol nem volt elegendd, hogy a poolokat
szétszedjiik, és egyenként nézziik meg. fgy elméletiinket sem igazolni, sem cafolni nem
tudjuk, hiszen ebbdl nem kovetkezik, hogy egy allatbol szarmaznak-e. Amit biztosan
kimondhatunk, hogy azon a telepen a két virus jelen van, de a telepet ellatd allatorvos

véleménye alapjan az enyhe légzdszervi tiineteken (kohogés, orrfolyas) kiviill mast nem
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tapasztaltak. Az allatoknal lazat, étvagytalansagot, elfekvést nem figyeltek meg. Ujabb
mintakat kértiink, de a tavaszi id6jaras a kohogések elmaradasat hozta, igy értelmetlen lett

volna vizsgalni.

7.2. Indirekt viruskimutatas

Az influenzavirus ellen termelt ellenanyagok kimutatasa sikertelen volt. Mivel a
virusneutralizacids teszthez csak egér PR8-as torzs allt rendelkezésilinkre, az eredmény
annyira nem meglep6. A torzs leirasaban szerepelt, hogy a rokon antigének kimutatasanal a
tesztek negativitasa nem jelenti az ellenanyagok hianyat [65]. Ellenben egy publikacio
alapjdn a humdn virusok esetében ugyan nem tisztdzott a keresztneutralizacio, de
megfigyelték, hogy a szezonalis vakcinaval oltott egyedek a pandémias influenza ellen is
védelemmel rendelkeztek [66].

Sertésbdl detektalt virus sajnos nem all rendelkezésiinkre. Az ismerten vakcinazott
telepen sem tudtunk ilyen ellenanyagokat kimutatni (igaz, hogy ezen a telepen mutathaté ki
a virus is). El6fordulhat, hogy a mintak egyedi vizsgalataval kellett volna kisérletezni, ami
abban az esetben meg is torténik, amennyiben az erre beadott palyazat nyerni fog. A vérben
1évé IgM és IgG vizsgalata egyszerii megoldasnak tlinhet, de egyaltalan nem biztos
megoldas. Az IgM friss fertdzést jelent, de az antigénspecificitdsa rosszabb, az IgG jelenléte
pedig nem jelenti a virus jelenlétét. A nyalkahdrtya IgA tartalma lenne a legjobb vélasztas.
Annak detektdldsa nem egyszerii, a vérbdl az IgA kimutatasa pedig ugyancsak kérdéses,
rovid idejii stabilitasuk miatt. A memoriasejtek a teljes testfeliileten jelen vannak, de ezek
aktivalasa nem jelent friss fert6zést [79]. Tanulsagként levontuk, hogy mindenképpen
sertésvirust kell izolalni, ezzel mar tudunk heamagglutinacio-gatlasi probat,
virusneutralizacidt, immunfluoreszcens vagy akar ELISA vizsgalatokat is végezni, akar
tobbféle ellenanyagra is.

A négy teleprdl harombdl érkezett vérsavo (az elsd teleprdl a tavaszi iddszakban, és
mivel az influenza detektalasa nem volt sikeres, igy a neutralizaciot el se végeztiik a korabbi
sikertelen tapasztalatok miatt). A masodik telepen a 2-5 hetes korosztalyokbol kaptunk
mintat. A kocaallomany inaktivalt influenzavirus vakcinat kapott. lrodalmi adatra alapozva
a kolosztralis védelem 4-8 hetes korig tart [77], igy a korosztaly fert6z6dése ennek
megfelelden alakult.

Mind a négy telep magas allategészségligyi statusz telep, szigori vakcindzasi

programok mentén védik az allatokat a fertdzésektdl. A sertések 1€gzdszervi coronavirusa
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Onalldan elvaltozast ritkan okoz. Ezért a tiinetek hatterében ugyan ott lehet a virus, de nem
onalléan okozza azokat. A telepek a masodlagos bakteridlis koérokozokra a szakma
szabalyait betartva antibiotikumos kezelést alkalmaznak, a harmadik telep az autovakcinazas
hive.

A masodik telepen a coronavirusok esetében az ellenanyagok az elvartnak megfeleléen
alakulnak. A jelenlévo 1égz0szervi virus miatt a kocak kolosztralis védelme feltehetden két
hétig tart, majd a malacok fertézédve aktiv védelemre tesznek szert.

A harmadik sertéstarto telepen két telephely van. Kapcsolat a két telep kozott van, de a
rendszer a fertdzddések keveredését a lehetd legjobban probalja meg kivédeni. A telepet
ellatd allatorvos szerint a telephelyre bekeriilés idejével Osszhangban jelentkeznek a
1égzdszervi tiinetek. Az athangolodas liteme nem azonos a két telephelyen. Ez a 2.-4. hétre
tehetd.

A TGEV/PRCoV differenciald ELISA teszt blokkold teszt. Ez azt jelenti, hogy
szinvaltozas akkor kovetkezik be, ha nincs ellenanyag a vizsgalt savoban. Mivel a
konjugatum nem a sertés ellenanyagaihoz kapcsolddik, ezért nem is lehet az ellenanyagok
tipusat meghatdrozni a teszttel. Ebbdl kifolyolag a fert6zddés idejének megkozelitd
meghatarozasara sincs mod, ahogy a virusneutralizacids teszteknél sincs. Az IgG és IgM is
képes mindkét tesztben pozitiv eredményt adni.

7.3. Interakci6 vizsgalata

A coronavirusok régéta ismert humén patogének, melyek a szezonélis natha tlinetein
nem mutatnak tal néhany kivételtdl eltekintve (SARS-CoV, MERS-CoV, illetve jelenleg az
1889-1894 kozti orosz influenzat is coronavirusnak [67] gondoljak). Ezekben az esetekben
rendre kideriilt, hogy akarcsak a SARS-CoV 2 esetében egy allati virus adaptacidja tortént.
Ezekben az esetekben a virus magas mortalitassal és morbiditassal jart.

Az emberekben a COVID-19 pandémia el6tt a coronavirusok kimutatasara nem
helyeztek nagy hangsulyt, de a két virus egyidejii fertézése ritka [68]. A COVID-19 idején
az influenzas esetek szama csokkent, ami nem magyardzhaté azzal, hogy nem végeztek
teszteket [1, 69]. Ha a két virus mégis egyszerre okoz fertdzést, akkor a tiinetek a vartnal
erdsebbek voltak az esetek egy részében [70]. A COVID-19 pandémia el6tt a két virus
interakcidjat human vonalon nem vizsgaltak.

Az allatorvosi vonalon a sertések, madarak és a lovak influenzas megbetegedései a
legismertebbek, de kutyakban, macskakban, szarvasmarhakban is el6fordul. Ezekben az
allatfajokban a coronavirusos megbetegedések is el6fordulnak. A baromfi coronavirusa

(IBV) ellen széleskorben vakcinaznak, a szarvasmarha esetében influenzavirus D fordul eld
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(Magyarorszagon is megtalaltak — Biksi Imre személyes kozlése —), de izolatumunk nincs,
ahogy hazikedvencekbdl sincs, ezért esett vizsgalatunkhoz a vélasztas a sertésekre.

A sertésekr6l — ahogy az irodalmi attekintésben is irtam — ismeretes, hogy human- és
madar influenzavirusokkal is képesek megfertdz6dni. A coronavirusai jobbara
emésztOszervi megbetegedéseket okoznak, de a 1égzdszervi coronavirus alkalmas lehet az
interakci6 vizsgalatara. A PRDC hatterében mindkét virus eléfordulhat.

A szakirodalomban a két virus kombinalt fertézésével kisérletesen foglalkoztak.

El§ allatokban ellentmondasos eredményeket kaptak a klinikai tiinetek alapjan. Leirtak
a patogenitas fokozodasat [71], de ennek ellentétét is [72]. Sajat vizsgalataink alapjan egy
telepen tudtuk a PRCoV-t és influenza virust kimutatni, de ez nem feltétleniil egy allaton
beliil tértént. Minden esetre a tiinetek enyhék voltak.

A sejteket érintd kisérletekben ugyanez a bizonytalansag észlelheté [70, 73, 74].
Tracheagytr(i vizsgalataban a csillok mozgasa csokkent koinfekcio alkalmaval [73, 74].
Sajat  vizsgalataink alapjan és  irodalmi adatok alapjan az interferencia
megkérddjelezhetetlen, a hatdismechanizmus viszont még nem tisztazott, az azonos receptor
hasznalatan (szialsav) kiviil [73]. Azt gondoljuk, hogy ha nem egy egyébként is patogenitas
novekedés figyelhetdé meg a virusok valamelyikénél, a két virus egyiittes hatasat a kdrnyezeti
tényezok befolyasoljak. A szovettenyészeten kialakuld CPE fokozodas a két patogén
korokozo egyiittes jelenlétekor detektalhato volt, de ebben az esetben a két virus interakcioja
a szervezetben legalabbis megkérddjelezhetd (napos malacok hasmenése versus 4 hetes kor
feletti 1égzOszervi probléma). A kérdés mindenképpen kutatdsokat igényel még, belevéve a
legijabb, egyenlore tlineteket nem okozo, de érdekes genetikaval rendelkezd

deltainfluenzavirusokat is.
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8. Osszefoglalas

A COVID-19 pandémia soran az emberek ¢és koztiik a kutatok, human orvosok és az
allatorvosok figyelme is a coronavirusok fel¢ iranyult. A SARS-CoV-2 okozta jarvany alatt
megfigyelték, hogy a kordbban szezonalis influenza esetek szama nagy mértékben
lecsokkent. Ezt elsdsorban a személyi higiénia eldtérbe helyezddésének, a gyakoribb
kézmosasnak ¢és a maszkhasznalatnak a szamlajara irtdk. Err6l azonban megoszlanak a
vélemények és feltételezik, hogy esetleg a két virus kozott egyéb interakcio is lehet, mely
magyarazna ezt a valtozast. Ezen TDK-dolgozat is ennek a kérdésnek a miértjére probal
valaszt keresni.

Korébbi kisérletek is zajlottak mar a sertés influenza- €s coronavirus interakciojanak
kapcsan. Végeztek sejttenyészet vizsgalatot, valamint kisérleti allatoltast is. Ott azt talaltak,
amit a human esetekben is megfigyeltek, hogy a két virus koinfekcidja sordn a sertésekben
is a tlinetek stilyosbodasara lehet szamtani.

Sajat vizsgalataink soran 4 telep mintait dolgoztuk fel. Ebbdl harom teleprdl vérsavot is
kaptunk, mig orrtampon minta mind a 4 teleprdl érkezett. Utobbibdl direkt viruskimutatast
végeztiink, mig a vérsavot indirekt vizsgalatokra hasznaltuk fel. A direkt viruskimutatas
soran a masodik teleprdl sikeriilt kimutatnunk mindkét virust, az elsé telepen egyik virust
sem sikeriilt detektalnunk, valamint a tobbi telepen a 1€gzdszervi coronavirust talaltuk meg.
A korabban mar emlitett poolozott mintdk miatt azonban a masodik telep esetében sem
tudtuk megallapitani, hogy vajon a két virus egy egyedben volt-e megtalalhat6, koinfekciot
okozva. Az ellato allatorvos beszamoloja alapjan az allatokban nem jelentkeztek sulyosabb
tiinetek, ami a korabbi irodalom alapjan a koinfekcid hidnyara utalhat.

Az indirekt viruskimutatasi vizsgéalataink soran a sertés 1égzdszervi coronavirusa ellen
képzddott ellenanyagokat talaltuk meg. Ez utobbit a differencialé ELISA kit segitségével
allapitottuk meg. Mind az influenzavirus, mind a sertés transzmisszibilis gastroenteritis
virusa ellen termelddott ellenanyagok kimutatdsa azonban sikertelen eredménnyel zarult.

Véleménylink szerint a két virus kozott kompeticio lehet, azonban kutatasunk ezt sem
megerdsiteni, sem megcafolni nem tudta. Emellett amennyiben a két virus egy egyedben
koinfekciot okoz, Gigy a tiinetek sulyosbodaséara lehet szdmitani. Ezen kérdéskor tovabbi

kutatomunkat igényel a jovoben.
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9. Summary

During the COVID-19 pandemic, the attention of the public, including researchers,
doctors and veterinarians, was focused on coronaviruses. During the pandemic, it was
observed that the number of previously seasonal cases of influenza dropped sharply, mainly
due to the emphasis on personal hygiene, more frequent hand washing and the use of masks.
However, opinions are divided concerning this topic and it is speculated that there may be
other interactions between the two viruses that could explain this change. This TDK thesis
also seeks to answer this question.

Previous experiments have been carried out on the interaction of swine influenza and
coronavirus. Cell culture studies have been performed as well as experimental animal
vaccination. There they found what has been observed in human cases, that when the two
viruses co-infect in pigs, a worsening of symptoms can be expected.

In our own studies, we processed samples from 4 colonies. Blood samples were obtained
from three of these colonies, while nasal swabs were obtained from all 4 colonies. The latter
was used for direct viral detection, while the blood serum was used for indirect testing. In
the direct virus detection, both viruses were detected in the second colony, neither virus was
detected in the first colony and respiratory coronavirus was detected in the other colonies.
However, due to the pooled samples mentioned above, it was not possible to determine
whether the two viruses were found in the same individual, causing co-infection, in the case
of the second colony. According to the report of the attending veterinarian, the animals did
not show any severe symptoms, which based on previous literature may indicate the absence
of co-infection.

Our indirect virus detection tests revealed antibodies against porcine respiratory
coronavirus. The latter was detected using a differential ELISA kit. However, the detection
of antibodies against both influenza virus and porcine transmissible gastroenteritis virus was
unsuccessful.

We believe that there may be competition between the two viruses, but our research
could neither confirm nor refute this. In addition, if the two viruses cause co-infection in an
individual, a worsening of symptoms can be expected. This is an issue that requires further

research in the future.
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