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1. Roviditesek jegyzéke

PPIV-1: Porcine parainfluenza virus 1
PRV-1: Porcine respirovirus 1

SeV: Sendai virus

PPI1V-2: Porcine parainfluenza virus 2
PPIV-3: Porcine parainfluenza virus 3
PPIV-5: Porcine parainfluenza virus 5
N fehérje: Nukleokapszid fehérje

P fehérje: Foszfoprotein

M fehérje: Matrix fehérje

F fehérje: Fuzios fehérje

HN fehérje: Hemagglutinin-neuraminidaz
L fehérje: Nagy polimerdz fehérje

CD/CD: Ceserean-derived colostrum-deprived, csaszarmetszésbdl szarmazd kolosztrumtol
megfosztott

PRDC: Porcine respiratory disease complex, sertés 1égzdszervi betegség komplex
IFN: Interferon
ISG: Interferon-indukalhat6 gének

PRRSV: Porcine reproductive and respiratory syndrome virus, sertés reprodukcios és
légzészervi szindroma virus

IAV: Influenza A virus

SOV: Sertés orthopneumovirus

RT-qPCR: Valos idejii kvantitaiv reverz-transzkripciés PCR
Ct: Cycle threshold, kiiszobérték



2. Irodalmi attekintés

2.1. A paramyxovirusok

A Paramyxoviridae csaladon beliil négy alcsaladot kiilonboztetiink meg, ezek az
Avulavirinae-,  Orthoparamyxovirinae-, Metaparamyxovirinae- és  Rubulavirinae
alcsaladok. Az Orthoparamyxovirinae alcsaladba tizenhét tovabbi nemzetség tartozik. A
sertés-parainfluenzavirus 1 (Porcine parainfluenza virus 1, PPIV-1), vagy mas néven sertés
respirovirus 1 (Porcine respirovirus 1, PRV-1) az Orthoparamyxovirinae alcsaladon beliil a
Respirovirus nemzetségébe soroland6. A Respirovirus nemzetség tovabbi hat fajt foglal
magaban, ezek a kdvetkezOk: szarvasmarha respirovirus 3 (BPIV-3), kecske respirovirus 3
(CPIV-3), human respirovirus 1 (HPIV-1), human respirovirus 3 (HPIV-3), ragcsalo

respirovirus (korabban Sendai virus, SeV) és mokus respirovirus (GSqV) [1].

A paramyxovirusok kiilonboz6é léguti, idegrendszeri megbetegedést okozhatnak
szadmos haszon-, és tarsallat faj esetén, tovabba a csalad némely tagja zoonotikus
tulajdonsaggal is bir. A sertéseket megfertdzni képes sertés-parainfluenza virusnak eddig
négy tipusat azonositottak: PPIV-1, PPIV-2 (Porcine parainfluenza virus 2), PPIV-3
(Porcine parainfluenza virus 3), és PPIV-5 (Porcine parainfluenza virus 5). A PPIV-2+
eldszor egy sertés reprodukcios és 1égzészervi szindroma virusra (PRRSV, porcine
reproductive and respiratory syndrome virus) jellemz6 tiineteket mutatd tenyészkoca
magzatanak tiid6szovetébdl mutattak ki az 1990-es évek végén Németorszagban [2]. A
PPIV-3-at eldszor 1981-ben és 1992-ben izolaltak interstitialis tiidégyulladasban és
agyvelégyulladasban szenvedd sertésekbél az Egyesiilt Allamokban [3]. Késébbi
vizsgalatok kimutattdk, hogy ezek a virusok a szarvasmarha respirovirus 3 véltozatai, €s
valészinlileg szarvasmarhakrol terjedtek sertésekre [4]. A PPIV-5 a  PPIV-1-hez
hasonlatosan potencialis zoonotikus tulajdonsaggal bir [5]. Vilagszerte elterjedt, tobb allatfaj
megbeteged ését okozhatja Gigy, mint sertés, kutya, szarvasmarha, voros panda, illetve tigris
[6-8]. Sertések léguti traktusabol szamos esetben izolaltak a korokozot. Egyes esetekben a
sertések bélrendszeri megbetegedésével is 0sszefiiggésbe hoztdk, de patogenezise még nem
tisztazott [6, 9]. A koreai sertésallomanyokat vizsgalva PPIV-1és PPIV-5egyideji jelenlétét
igazoltak egy telepen, amely a korokozok egylittes keringésére utal a régioban [10]. Eddigi
ismereteink szerint a Paramyxoviridae csaladnak harom egyéb tagja hozhato 6sszefiiggésbe

sertések klinikai tiinetekben megnyilvanuldo megbetegedésével: a Nipah virus, a Menangle



virus és a sertés rubulavirus (kékszem-betegség), amelyek koziil a Nipah-, és Menangle
virusok zoonotikus korokozok. A Nipah virus Délkelet-Azsidban és a Csendes-cean
nyugati partvidéke mentén endémias, jarvanykitorésekrol szamoltak be Malajziaban,
Szingapurban, a Fiilop-szigeteken, Indidban és Bangladesben. A virus terjedhet annak
rezervoarjai, a gyimolcsevé denevérek altal, allati koztigazdakon keresztiil (Ggy, mint a
sertés), illetve emberr6l emberre torténd atvitel is lehetséges. Vezetd tiinetek az
idegrendszeri tiinetek, amelyek az agyveloben torténd endothel karosodas és vasculitis
hatasara jelennek meg. Emellett felsd léguti tiinetek és 14z jellemzd sertés esetében [11]. A
Menangle virus fenntartoi szintén a denevérek. 1997-ben a reprodukcids zavarokat és
velesziiletett rendellenességek nagy szamu megjelenésérdl szamoltak be egy sertéstelepen
Ausztraliaban. Azota nem jelentettek tovabbi jarvanykitérést. A Menangle virus
halvasziiletést, mumifikéaciot, tovabba a mozgésszervi rendszer és a kozponti idegrendszer
velesziiletett rendellenességeit okozza az érintett malacoknal. Kocaknal késdi visszaivarzas,
valamint dlvemhesség is eléfordulhat. Elve sziiletett malacoknal, illetve idésebb, névendék
sertések esetében nem mutatkoznak klinikai tiinetek [12]. A kékszem-betegséget elészor
Mexikoban irtdk le, Europaban nincs jelen a virus. Generalizalt fertézést okoz, az allatok
kiilonféle valadékaikkal {iritik. Szopds malacok esetén a mortalitas akar a 90-100%-ot is
elérheti. Korbonctani megjelenését a testszerte megjelend vérzések, interstitalis pneumonia,
encheplaomyelitis és a betegség nevét add szaruhartya-homaly jellemzi [13]. Emellett tobb
human patogén is tartozik a Paramyxoviridae csaladba, igy mint a kanyaré (Measles
morbillivirus (MeV)), mumpsz (MuV) vagy a human parainfluenza (hP1V1-3) virusai [14].

A PPIV-1 kimutatasara el6szor Hong Kongban, 2008 és 2012 kozott vagoéhidon
gyijtott rektalis-, valamint orrtamponmintakbol kertilt sor [15]. A teljes genom szekvenalas
és filogenetikai analizis kimutatta, hogy a PPIV-1 a Respirovirus genusba tartozé6 human

parainfluenza 1l-es virussal (HPIV-1) és Sendai virussal (SeV) van a legszorosabb
rokonsagban [15] (1. abra).


https://hu.wikipedia.org/wiki/Kanyar%C3%B3
https://hu.wikipedia.org/wiki/Mumpsz
https://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Parainfluenza&action=edit&redlink=1
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1. abra: A Paramyxoviridae csalad tagjainak filogenetikai faja. Roviditések: APIV-2: madarinfluenza
virus 2, ASPV: atlantilazac paramyxovirus, BeV: Beilongvirus, CDV: szopormyica virus, CeV: Cedar
virus, FDLV: Fer-de-Lance virus, GhV: Ghana virus, HeV: Hendra virus, hMPV: human
metapneumovirus, hPIV1: humdan parainfluenza virus 1, hPIV2: humadn parainfluenza virus 2, hPIV3
human: parainfluenza virus 3, JPV: J paramyxovirus, PIV5: parainfluenza virus 5, RSV: léguti
syncytialvirus, MeV: kanyardvirus, MuV: mumpszvirus, NDV: Newcastle disease virus, NiV: Nipah
virus, PPRV: Peste-des-petits ruminants virus, TaV: Tailam virus. Fekete szinnel: Paramyxoviridae

csalad, piros szinnel: alcsaladok, kék szinnel: nemzetségek, sarga szinneljeldlve: osztalyozatlan [16]

2.2. Genetikai attekintés

A Paramyxoviridae csalad tagjai 150-300 nm méretd, lipidburokkal rendelkezd, nem
szegmentalt, negativ iranyultsdgu szimpla szala RNS virusok. Ellenalld képességiik gyenge,
a koryezetben hosszan nem élnek tul. A PPIV-1 genomja hozzavetdlegesen 15 kilobazis
hosszt, és 6 f6 fehérjét kodol (3'-N-P-M-F-HN-L-5): nukleokapszid fehérjét (N),
foszfoproteint (P), matrix fehérjét (M), fazios fehérjét (F), hemagglutinin-neuraminidazt
(HN) és a nagy polimeraz fehérjét (L) [17] (2. abra). A HN és F fehérjék 6 felszini
glikoproteinek, amelyek a gazdasejttel valo kolcsonhatéasért felelosek. A HN fehérje a virus
gazdasejthez valo kotddését segiti eld, az F fehérje pedig a gazdasejtbe vald bejutdsban
jatszik szerepet, és a fert0zott sejtek dsszeolvadasat idézi eld, amelynek nyoman syncitium

képzbdés tapasztalhato [18].
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2. abra: A paramyxovirusok altalanos szerkezete. Attachment protein: hemagglutinin-neuraminidaz
(HN), Fusion protein: fuziés fehérje (F), Nucleocapsid protein: nukleokapszid fehérje (N),
Phosphoprotein: foszfoprotein (P), Large protein: nagy polimeraz fehérje (L) Matrix protein: ma trix
fehérje (M) [19].

A HN ¢és F gének felhasznalhatok a PPIV-1 genetikai és epidemiologiai
tanulmanyozasara [20, 21]. A PPIV-1 nukleotidszekvencidk elemzése a virus bizonyos
szint{i genetikai diverzitasara mutatott ra [20-24]. Azonban nagyon kevés szekvencia érhet6
el nyilvanosan, és szamos sertéstermeld orszagbol nem allnak rendelkezésre genetikai
adatok. Ezen okokbdl kifolyodlag a kérokozé evolucidja és molekularis epidemiologidja nem
teljesen ismert. Korabbi tanulmanyok arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a fzids (F)
fehérje, az RdRp polimerdz (L) vagy a hemagglutininneuraminiddz (HN) génelemzése
hasonlo filogenetikai csoportositast eredményezett, mint a teljes vagy majdnem teljes
genomelemzés [21]. Ebbdl kovetkezéen az egyes gének szekvencidjanak vizsgalata

elegenddnek és koltséghatékonynak tiinik a PPIV-1 genotipizalasahoz. [21].

2.3. A PPIV-1 elterjedtsége

A PPIV-1 els6 leirasa utan néhany évvel az USA-ban orrtampon-, és
ragokotélmintakbol, valamint tiid Shomogenizatumbol mutattak ki a virust. Itta legmagasabb
aranyban ragokotél- és az orrtamponmintdkban detektaltdk a korokozot mig a
tiidOmintakban alacsony volt a kimutatasi arany [20, 22, 25]. Chilében szintén orrtampon-,
ragokotélmintakbol, valamint tidéhomogenizatumbol — [23], Magyarorszagon
orrtamponmintakbol  [24], Németorszagban ¢és Hollandiaban orrtampon-, valamint

ragokotélmintakbol [21], Lengyelorszagban orrtampon- és ragokotélmintakbol [26],



tovabba Dél-Koreaban ragokotél- és tiidémintakbol [27] is azonositottak a virust.
Nemrégiben egy braziliai nagylétszamt kereskedelmi sertéstarto telepen szaj-garatiiregi-, és
rektalis tamponmintakbol mutattak ki a PPIV-1-et [28]. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a

virus vildgszerte jelen van (3. abra).

3. 4bra: APPIV-1 kimutatasanak helyszinei vilagtérképen feltiintetve.

2022-re a PPIV-1 jelenlétét Azsiaban, Amerikaban és Eurépaban is kimutattak, de az
epidemioldgiaja €s genetikai valtozatossdga tekintetében nagyon kevés ismeret allt még
ekkor is rendelkezésre. Stadejek és munkatéarsai 2022-ben megjelent tanulmanyaban az F
fehérje gén teljes nukleotidsorrendjét elemezték 12 lengyel és 11 amerikai farmrol szarmazo
minték alapjan, és vetették dssze a korabban Amerikabol, Azsiabél és Europabél szarmazé
genetikai adatokkal. Az F fehérje teljes nukleotidszekvencigjanak filogenetikai elemzése
kimutatta, hogy a PPIV-1 két kiilonboz6 kladba oszthaté. Az I. kladba tartoznak az
Eur6pabdl és egyes Hongkongbol szarmazod szekvencidk, mig a II. kladba az amerikai és
azsiai kontinensekrdl szarmazo egyéb szekvenciak, ami az eurdpai és amerikai torzsek eltérd
a II. kladban, és 94,6% és 99,9% kozott az 1. kladban. A kladok kozotti szekvenciak
azonossaga 88,7% és 91,9% kozott valtozott. A két PPIV-1 torzs valdsziniileg fiiggetlentil
fejlodhetett ki Eurdpdban és Amerikdban. Kiilondsen az azsiai virusokkal kapcsolatos

crer

megértéséhez, valamint a hordozok szerepének vizsgalatahoz a PPIV-1 terjedésében [29].



24. A PPIV-1 korokozo képessége

A PPIV-1 patogénitasanak mértéke még nem tisztazott maradéktalanul, de léguti
megbetegedésekkel szamos esetben Osszefiiggésbe hozhato volt. A virust gyakran
detektaltak olyan sertések vizsgalata soran, amelyek enyhe, illetve kozepes stlyossagu 1éguti
tiineteket mutattak, gy mint kohogés, tiisszogés, illetve orrvaladékozas [22, 23, 26, 27].
Egyes tanulmanyok beszamoltak olyan esetekr6l is, hogy tiinetmentes sertésekben is
kimutathato volt a virus [15, 21, 22, 24]. Szdvettani és immunhisztokémiai vizsgalatok
segitségével megallapitottak, hogy a virus egyéb légzdszervi korokozokhoz hasonloéan az orr

és a 1égeso 1égzohamjaban replikalodik [22].

Egy kisérlet soran 4 hetes természetes Uton sziiletett, valamint 6 hetes CD/CD
(ceserean-derived  colostrum-deprived, csaszarmetszésb6l — szarmazd — kolosztrumtol
megfosztott) malacokat fertéztek meg mesterségesen PPIV-1-gyel. A vizsgalt malacok
mindegyikénél nagy mennyiségli virus volt kimutathaté a fels§ és az als6 légutakban
egyarant, de a magas viruskoncentracidé ellenére, a CD/CD malacok is mindossze enyhe
légzdszervi tiineteket mutattak. Az eldbbiek arra engedtek kovetkeztetni, hogy a PPIV-1
nem jatszik els6dleges szerepet a sertések léguti megbetegedésében, de hozzajarulhat a
sertések léguti betegség komplexének (porcine respiratory disease complex, PRDC)
kialakulasahoz, mivel képes replikalodni a felsd €s also 1éguti traktusban, igy potencialisan
hajlamosithat masodlagos korokozokra [30]. A paramyxovirusok altalaban kis mértéki I-es
tipusu interferon (IFN) valaszt indukalnak [31]. Li és munkatarsai kimutattak, hogy a PPIV-
1 kiilonb6z6 mechanizmusokkal gatolja a gazda velesziiletett immunvalaszat. A PPIV-1
csak korlatozott mértékben serkentette a I-es tipusu IFN €s az interferon-indukalhaté gének
(ISG) termelését, €s erds gatlo hatasa keriilt kimutatasra a SeV fert6zés altal indukalt IFN és

ISG termelésre. E kutatas eredményei alapjan szintén arra kovetkeztettek a szerzok, hogy a

virus részét képezheti a sertések 1éguti betegség komplexének [32].

PPIV-1-gyel és influenza A virussal (IAV) valo egyideji fert6zés hatasat vizsgaltak
abban a tanulmanyban, ahol 5 hetes allatokat influenza A virussal, PPIV-1-gyel, vagy
mindkét korokozoval egyiittesen fertdzték meg. Eredményeik alapjan a PPIV-1 nem
befolyésolta a klinikai betegség sulyossagat, a makroszkopos lézidkat, és nem valtoztatta
meg az orrtamponokbdl vagy a boncolds soran kimutatott virus mennyiségét az influenza A
virussal valo koinfekci6 soran [33]. Wozniak és munkatarsai PPIV-1 jelentds elterjed ésérdl

szamoltak be Lengyelorszagban, ahol a PPIV-1 pozitiv mintakat vizsgaltak tovabba PRRSV



és TAV egyideji jelenlétének felmérése céljabol. Egyideji fertdzottség volt kimutathatd
PRRSV-vel a PPIV-1 pozitiv mintak 11,8%-a, illetve 1AV-val 23,5%-a esetén [26].
Németorszagban olyan multiplex RT-gPCR (valos idejii kvantitaiv reverz-transzKkripcios
PCR) modszer segitségével vizsgaltak 1éguti tiinetekkel kiizd 6 sertésekbdl szarmazo egyedi
mintakat, amely az 1AV ¢és PPIV-1, valamint sertés orthopneumovirus (SOV) egyiittes
kimutatasara alkalmas. A mintak kozel 70%-a | AV-negativ volt, de érdekes médon a PPIV-
1 (19,6%) és SOV (14,2%) széles korben jelen 1évo kocirkulacidja volt megallapithato. A
léguti betegségben szenvedd sertések PPIV-1 és SOV fertdzéseinek magas el6forduldsi

gyakorisaga miatt ezek a virusok feltételezhetden szerepelnek a PRDC alkototoi kozott [34].

2.5. PPIV-1 Magyarorszagon

A PPIV-1 curdpai el6fordulasat elészor egyetemiink kutatdcsoportja irta le
orrtamponmintakbol. A vizsgalt allomanyok koziil csak egy (4,5%) volt pozitiv PPIV-1-re
[24]. A virus prevalencidja mas eurdpai orszagokban igen magasnak bizonyult, a német és
holland telepek feltérképezése soran azok 42,3%-ban [21], a lengyel telepek 76,7%-ban
szamoltak be a jelenlétér6l [26]. A magyarorszagi kimutatas olyan orrtamponmintakbol
tortént, melyeket egy neuroinvaziv astrovirus szlirésének céljabol gyiijtottek. A mintak 22
magyar telepr6l szarmaztak, minden teleprél 15 szopds malactol (minden farmrol 5 alombol
3 véletlenszerlien valasztott malactol) gyijtott orrtamponminta RT-qPCR vizsgalata alapjan
Osszesen egy allomany bizonyult pozitivnak. Ezutdn a pozitiv teleprdl keresztmetszeti
modszerrel vettek 20 orrtamponmintat, ezuttal a 2, 4, 6 ¢és 8 hetes malacoktol. E masodik
mintavétel soran viszonylag magas pozitivitasi aranyt talaltak a 4, 6, valamint 8 hetes
korcsoportokban, ezek az aranyok 65%, 40% ¢és 20% voltak sorrendben. A vizsgalt
korcsoportok mindegyikében el6fordult pozitivitas, &m a legmagasabb kimutatasi arany 4
hetes allatok kozott volt megfigyelhetd. A részleges F és L gének filogenetikai elemzése
alapjan megallapitasra keriilt, hogy a 3 magyar torzs genetikailag szorosan kapcsolodik az
2013-ban Hongkongban azonositott els6 PPIV-1 torzshez, mig az Gsszességében genetikai
kiilonbség a legutobb leirt észak-amerikai szekvenciakhoz képest kb. 10% volt [24]. Jelen
kutatas sordn szélesebben korben vizsgéaljuk a magyar sertéstartd telepeket, valamint a

hatarhoz kozeli tovabbi 2 szlovakiai telepet.



3. Célkituzések

Jelen kutatds soran azt a célt thztliik ki, hogy ezen kozelmultban felfedezett,
potencialis klinikai szereppel bird virus jelenléte szempontjabol széles korti felmérést
végezziink Magyarorszagon. 24 magyarorszagi, valamint 2 felvidéki sertésallomanyt
vizsgaltunk annak érdekében, hogy felmérjik a PPIV-1 torzsek foldrajzi eloszlasat és

korcsoportonkénti el6fordulasat, valamint genetikai diverzitasat.

Célunk a 8-12 hetes valasztott, valamint a 18-20 hetes hizd sertésektol gyujtott
ragokotél-, valamint a 2, 4, 6 és 8 hetes allatoktol szarmazo orrtampon mintakban a PPIV-1
kimutatdsa RT-gPCR modszerrel. Tovabbi célunk az egyes PPIV-1 pozitiv teleprdl érkezo
mintak esetében a virus szekvencidjanak a meghatarozasa és az adatok filogenetikai

elemzése.
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4. Anyag ¢és modszer
4.1. A mintdk forrdsa, mintagyijtés

Az elemzéshez hasznalt mintdk 2020-t61 2023-ig terjedé iddszakban 24
magyarorszagi, valamint 2 szlovakiai nagylétszama sertésteleprdl lettek Osszegyiijtve. A
telepek részvétele a mintavételi kampanyban Onkéntes volt, a telepek kiilonboztek az
alapvetd termelési paraméterekben, a kocadllomany méretében és genetikdjaban. A
mintavételek ideje alatt a sertésallomanyokban nem jelentettek jarvanykitorést, valamint
kifejezett klinikai tiinetekrdl sem szamoltak be. A legtobb allomanyban 5-5 etetési helyhez
kotott ragokotél mintat gyijtottiink az elvalasztott malacoktol (8-12 hetes allatok) és
hizosertésektol (18-20 hetes allat). A mintavételhez minden karamba egy darab pamutkdotelet
akasztottunk, hogy a sertések megraghassak. 15-20 perc elteltével a koteleket eltavolitottuk
¢s kiilon milanyag zacskdkba helyeztiik, majd az egyes darabokbol a folyadék miianyag
csovekbe lett préselve. Ez a nem invaziv mintavételi modszer gyors, egyszerli és

koltséghatékony, tovabba megfelelden reprezentativ is [35].

A sertéstartd telepek tulajdonosainak és/vagy allatorvosainak kérésére - miutan
igazolast nyert a virus jelenléte az dllomanyban - tovabbi keresztmetszeti mintavételezésekre
keriilt sor 3 hazai telep esetében: orrtampon-mintavételezés tortént 2, 4, 6 és 8 hetes
allatokbol. Az egyik szlovakiai telepr6l szarmazo, 1éguti tiineteket mutatd 2, 6 és 8 hetes
malacoktol gyljtott orrtamponmintakat eredetileg |AV-sziirésre kiildték be. A masik
vizsgilt szlovékiai teleprol csak ragokotél mintak érkeztek be vizsgalatra. Osszesen 236

ragokotélmintat és 181 orrtamponmintat gytjtottiink és mindet —80 °C-on taroltuk tovabbi

felhasznalésig.

4.2. Nukleinsav-kivonas

A ragokotélmintak egyenként keriiltek tesztelésre és 300xg sebességgel 5 percig
centrifugaltuk a nukleinsav kivonas eldtt. Az orrtamponokat PBS-be aztattuk, vortexeltiik és
az azonos korcsoportbol szairmazé mintakat, a korcsoportonkénti mintaclemszamtol fiiggéen
4 vagy 5 mintanként (100pul/minta) pooloztuk. Az RNS-t 200-200 pl mintabol vontuk ki a
QIAcube nukleinsav-kivon6 automata (Qiagen, Hilden, Németorszag) és a QIAmp cador

Pathogen Mini Kit (Qiagen) segitségével, a gyartoé protokollja szerint. A PPIV-1-pozitiv
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poolokat alkoté mintakbol késobb egyedileg is elvégeztiik a nukleinsav kivonast. Az RNS-

mintakat —80°C-on taroltuk a tovabbi elemzésig.

4.3. Kvantitativ reverz-transzkripcidés PCR (RT-qPCR) és olvadaspont-

elemzés

A mintédkat RT-qPCR moédszerrel vizsgaltuk, a PPIV-1L gén jelenlétének kimutatasa

céljabol. Ezt kovetden az olvaddsi homérséklet elemzés segitségével értelmeztiik az

eredményeket (7.abra). Az RT-qPCR vizsgélatokat Rotor-Gene Q miiszeren (Qiagen)
futtattuk QuantiNova SYBR Green RT-PCR Kit (Qiagen) és specifikus primerek

segitségével [15]:

Forward | 5'-TACAATATATGTGGGTGATCCTTACT-3’

Reverse | 5'-GCCTGAATCTTCATGATCTTCTAAA-3’

1. tablazat: Az RT-qPCR reakciok sordn hasznalt specifikus primerek.

1 reakcio (20 pl) Végso koncentracio
2x Sybr Green Master Mix 10 pl 1x
Forward primer (10 uM) 1 ul 0,5 uM
Reverse primer (10 uM) Il 0,5 uM
RT-Mix (enzim) 0,2 ul 1x
H20: MilliQ DEPC 5,8 ul
templat RNS 2 ul

2. tablazat: Az RT-qPCR reakciok soran hasznalt reagensek és azok mennyisége.

Az alabbi hémérséklet profilt alkalmaztuk az RT-qPCR reakciok soran:

Hoémérseklet | 1d6 Hoémérsekleten tartds / ciklizalas
1.150°C 10 perc hémérsékleten tartas
2.195°C 30 perc hémérsékleten tartas
3.195°C 5 masodperc .
40 ciklus
4.160°C 30 masodperc

3. tablazat: Az RT-qPCR reakciok soran alkalmazott hdmérséklet profil.
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A 37-nél magasabb Ct (Cycle threshold, kiiszobérték) értéki mintakat negativnak
tekintettiik. Az RT-qPCR eredmények statisztikai elemzését GraphPad Prism 8 segitségével

végeztik. A kiilonbozoé korcsoportok és mintatipusok Ct értékeinek Osszehasonlitasat

Mann—Whitney teszttel vizsgaltuk.

4.4. PPIV-1 fauzios (F) fehérje génszekvenalas €s filogenetikai elemzés

A PPIV-1 pozitiv poolokbol szarmazoé orrtamponmintakat kiilon-kiilon s
leteszteltiik. Az F gén szekvenalasat 30-nal kisebb Ct értékkel rendelkez6 mintakon
kiséreltiik meg elvégezni. A reakciokat egy Genesy 96T gradiens PCR gépben (Tianlong,
Kina) hajtottuk végre, és ehhez a Qiagen One-Step RT-PCR kitet hasznaltunk. A
reakciokban specifikus primer parok keriiltek felhasznaldsra Park és mtsai altal leirtak

alapjan [20]:

F-Rev 5-TCGTG-CACCCTAAGTTTTICTTTA-3'
F-Forint1 | 5-GAGAGAAGAGCTTAACATTACAGGC-3'
F-For S-ACTTAGGGTACAAGTTATCCAAAAAA-3
F-Revint1 | 5-TCATAAATATCTGTYTTCCCGAGATT-3'

4. tablazat: Ahagyoméanyos RT-PCR soran hasznalt specifikus primer parok.

1 reakcio (50 ul) Végso koncentracio

5x One-Step Master Mix 10 ul 1x

dNTP mix (10 mM) 2 ul 400 uM
Forward primer (40 uM) 1 ul 0,8 UM
Reverse primer (40 pM) 1l 0,8 uM
RT-PCR enzim mix 2 ul 1x

RN4z inhibitor 0,5 ul 20 unit

H20: MilliQ DEPC 26,5 ul

templat RNS 7,5 ul

5. tablazat: Ahagyomanyos RT-PCR soran hasznalt reagensek és azok mennyisége.
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Az RT-PCR reakciok a kovetkezé hémérséklet-profil szerint zajlottak:

Hoémérséklet Id6 Homérsékleten tartés / ciklizalas
1. 48 °C 20 perc hémérsékleten tartas
2. 94 °C 3 perc hémérsékleten tartas
3. 94 °C 30 méasodperc
4. 55°C 50 masodperc 40 ciklus
5. 68 °C 2 perc
6. 68 °C 7 perc hémérsékleten tartas

6. tablazat: A hagyomanyos RT-PCR soran alkalmazott hdmérséklet profil.

A PCR termékeket agaroz gélelektroforézissel tettiik lathatova. A megfeleld méretii
amplikonokat manualisan steril szikével vagtuk ki, majd tisztitottuk QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) segitségével a gyarto protokollja szerint. Az amplikonok kozvetlen
szekvenalasahoz mindkét iranyban a BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-et
(Thermo Fisher Scientific, Ljubljana, Szlovénia) hasznaltuk. A PCR termékek tisztitasara és
koncentralasara a DNA Clean & Concentrator®-5-6t (Zymo Research, Irvine, CA, USA)
hasznaltuk. A kapillaris elektroforézist egy kereskedelmi szolgaltatonal (BIOMI Kft,
Go6dolle, Magyarorszag) végezték el. A kromatogramokat a Chromas 2.6.6 szoftver
(Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Ausztralia) segitségével jelenitettiikk még. A reverse
¢s forward szekvencidkat az E-INS-I modszerrel illesztettiik 6ssze a MAFFT verzié 7 online
szoftver segitségével [36]. A MEGAX szoftver hasznalataval készitettiik el a filogenetikai
fat Maximum Likelihood mddszerrel, 1000 ismétléssel végrehajtva a bootstrap elemzést
[37]. Az 0Osszes elérhetd PPIV-1 F génszekvenciat letoltottiik a GenBankbol, az egyedi
szekvenciainkhoz illesztettiik, és a Stadejek és munkatarsai altal javasolt modszer alapjan

osztalyoztuk [29].
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5. Eredmények
5.1. A PPIV-1 kimutatasi aranya kiilonboz6 sertéstelepeken

A vizsgalatba bevont 26 (24 magyar ¢és 2 szlovakiai) sertésallomanybol gytijtott 236
ragokotélmintat valos idejii RT-qPCR modszerrel vizsgaltuk a sertés-parainfluenza virus 1
kimutatasanak céljabol (4. abra). A vizsgalt allomanyok koziil 11-ben (42,31%) (11/26)
bizonyosodott be a PPIV-1 jelenléte, tehat legalabb egy pozitiv ragokotélmintat sikertilt
azonositani. A 11 pozitiv allomany 10 magyar és 1 szlovakiai telepet foglal magaba igy
megallapithatd, hogy a virus magyarorszagi eléfordulasi gyakorisiga 41,66%-ra (10/24)
tehetd. A 236 ragokotél mintabol 6sszesen 25 (10,59%) volt pozitiv PPIV-1-re, tovabba a
pozitiv mintak szazalékos aranya 10% és 60% kozott valtozott az egyes pozitiv telepeken
(7. tablazat). A PPIV-1-pozitiv ragokotélmintak ardnya az allatok életkorat tekintve a
kovetkezOk szerint alakult: 64% (16/25) vélasztott sertéstdl, 36% (9/25) pedig hizé sertéstdl
szarmazott. A virusmennyiség jellemzésére alkalmas Ct érték a vélasztott sertések pozitiv
ragokotélmintai esetén 21,92 és 35,39 kozott, hizo sertéseknél 26,05 és 35,79 kozott
valtozott. A PPIV-1-pozitiv 8-12 hetes sertések mintdinak Ct értékei szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak (31,27+3,97), mint a 18-20 hetes sertések mintaiban (33,46+2,94) (5.
abra).
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TELEPEK | Osszes minta Pozitiv mintak Pozitiv mintak Ct Kor
(db) (db) aranya min (hét)
\ 10 0 0%
10 0 0%
10 3 30 % 29,9 12
12 5 42 % 21,92 8
\ 10 0 0 %
| 10 1 10 % 33,6 18
| 10 1 10 % 32,54 20
| 10 0 0%
\ 10 0 0%
| 10 2 20 % 32,28 10
| 10 3 30 % 29,93 10
\ 10 0 0 %
| 10 0 0%
\ 4 0 0 %
10 2 20 % 34,74 10
10 1 10 % 33,78 10
10 0 0%
10 0 0%
10 0 0%
10 0 0%
10 2 20 % 34 10
Telep 22 10 2 20 % 31,57 8
10 0 0%
Telep 24 5 3 60 % 28,56 8
| 10 0 0%
| 5 0 0 %

7. tablazat: Avizsgdlatba bevont sertéstarto telepekrdl vett ragokotél mintdk szama, a pozitiv mintdk
szama és aranya, a pozitiv minta (vagy mintak legalacsonyabb) Ct értéke, valamint a sertés a kora,
amelybdlszdrmazé minta Ctértéke fel van tiintetve. Lila szinnel a pozitiv telepek, sarga szinnel azok
a pozitiv telepek, ahol orrtampon-mintavételezés is tortént, z6ld szinnel pedig azok a telepek lettek

megjeldlve, melyek negativnak bizonyultak PPIV-1 virus jelenlétére.
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4. abra: A mintavételezett telepek foldrajzi elhelyezkedése lathatdo Magyarorszag térképén. Lila
szinnel a pozitiv telepek, sarga szinnel azok a pozitiv telepek, ahol orrtampon-mintavételezés is

tortént, zold szinnel pedig azok a telepek lettek feltiintetve, melyek negativnak bizonyultak PPIV -1

jelenlétére.
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5. abra: A bal oldalon a valasztott sertések (8—12 hetes) és hizok (18—20 hetes) PPIV-1 pozitiv
ragokotél mintainak szazalékos ardnya lathatd. A jobb oldalon a valasztott sertések (8—12 hetes) és a
hizok (18—20 hetes) PPIV-1 pozitiv ragokotél mintainak Ct értékeit reprezentald boxplotok vannak
feltiintetve. A bajusz a minimumot és a maximumot mutatja, a ,,+” jelek pedig az atlagot. A doboz
vizszintes vonalaiaz els6 kvartilist, a mediant és a harmadik kvartilist mutatjak. Az oszlopok feletti

csillag a statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelenti (*: P<0,05).
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A 24-es telep ragokotélmintainak RT-qPCR vizsgalatat szemlélteti a 6. abra. Az
amplikonok specifikussaganak ellenérzése olvadasi gorbék elemzésével tortént (7. abra). A
pozitiv kontroll olvadasi hdmérséklete 73,0°C volt, ettdl 24-es teleprdl szarmazod harom
PPIV-1-pozitiv ragdokotélminta olvadasi hdmérsékletei jelentés mértékben nem tértek el, a

kovetkezd értékek keriiltek megallapitasra: 73,0°C, 72,7°C, 72,8°C.

6. abra: Egy RT-qPCR reakci6 eredményeit abrazoldo PCR gorbe. Szinkddok: sarga: pozitiv kontroll;
piros, rézsaszin, kék: pozitiv mintdk (24-es teleprél szarmazd ragokotélmintak); zold: negativ

kontroll.

7. abra: Az amplikonok specifikussaganak ellenérzése olvadasi gorbék analizisével.
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A 3 magyar és 1 szlovakiai PPIV-1 pozitiv allomanybodl tovabbi keresztmetszeti
mintavételezésre keriilt sor, aminek keretein beliil a 181 orrtamponminta koziil 34 esetben
(18,78%) mutattuk ki a virus jelenlétét (8. tablazat) A kiilonb6z6 korcsoportok koziil a 6
hetes allatokbdl vett mintakban szignifikdnsan magasabb volt a kimutatdsi arany, mint
barmely mas vizsgalt korcsoportban, a 6 hetes allatok esetén a mintdk tobb mint fele
(52,08%) pozitiv eredményt adott (8. abra). A pozitiv orrtamponok Ct értékei 21,24 és 35,06
kozott valtoztak, az atlagos Ct érték 28,3743,84 volt. Az egyes korcsoportokban mért Ct
értékek kozott nem volt szignifikans kiilonbség (9. abra).

Kor Osszes minta | Pozitiv minta | Pozitiv mintak
(hét) (db) (db) aranya
4 telep: 2 48 6 12,5%
Telep 3, Telep 15, Telep 4 38 2 i 26(:{0
22, Telep 24 6 48 25 52,08 %
8 48 1 2,08 %

8.tablazat: A4 orrtampon-mintavételezett telepen vizsgalt sertések kora, az orrtamponmintak szdma, valamint

a pozitiv mintak szdma és aranya.

%k k
%k %k %k % %k %k
60% | |
o 52%
>
c
N1
.
(]
< 0,
= 40%
-
£
€
>
=
N
)
[~
13%
5%
2%
| s |
1 1 1
2 hetes 4 hetes 6 hetes 8 hetes

8. abra: A PPIV-1-pozitiv orrtamponok szazalékos ardnya kiilonb6z6 korcsoportokban. Az egyes
korcsoportok PPIV-1 prevalencidjanak statisztikaiosszehasonlitasat Fisher-féle egzakt teszttel végeztiik.
Az oszlopok feletti csillag a statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelenti (**: P<0,01; ***: P<0,001).
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9.abra: Boxplotok, amelyek a kiilonb6z6 korcsoportok PPIV-1-pozitiv orrtamponok Ct értékeit
reprezentaljak. A bajusz a minimumot és a maximumot mutatja, a ,,+” jelek pedig az atlagot. A doboz

vizszintes vonalaiaz els6 kvartilist, a mediant és a harmadik kvartilist mutatjak.

5.2. Kiilonb6z6 terjedési mintak a négy PPIV-1 pozitiv dlloméanyban

A 4 PPIV-1 pozitiv allomany keresztmetszeti orrtampon-mintavételének eredményei
alapjan informaciot nyerhettiink a virus allomanyon beliili fert6zési dinamikajarol. A PPIV-
1 terjedési mintazataiban ezeken a telepeken némi eltérés volt felfedezhets. A 3
magyarorszagi telepen a 6 hetes malacoknal volt a legmagasabb a kimutatasi arany, ezek az
aranyok az egyes telepeken 75%, 70% és 40% voltak. Mind a négy telepet tekintve a 6 hetes
korosztalyban 29,18+3,88 volt az atlagos Ct érték. A 22-es telepen a virus mar megjelent a
4 hetes malacokban, a 15-6s telepen pedig a 8 hetes korcsoportbol szarmazo mintak koziil
egy volt pozitiv. Ezzel szemben a Szlovakiaban talalhato 3-as telepen a legmagasabb
kimutatasi arany (60%) a legfiatalabb, 2 hetes korosztalyban volt megfigyelhetd. A virus
eléfordulasa ezen a telepen csokkend tendenciat mutatott az id 6sebb korosztalyok iranyaba.
A 3-as telepen a legmagasabb genomkopiaszamot IS szintén a 2 hetes allatok korében
allapitottuk meg, ahol az atlagos Ct érték 26,18+2,76 volt. Szignifikans kiilonbség a
kiilonb6z6 korcsoportokbdl szarmazé PPIV-1-pozitiv orrtamponok Ct értékei kozott nem
volt megfigyelhetd. Az 22-es telepen nem volt szignifikans kiilonbség a 4 és 6 hetes
allatoknal megallapitott Ct értékek kozott. A masik harom allomanyban nem lehetett
paronkénti statisztikai 6sszehasonlitast végezni, mivel néhany korcsoportban tul kevés volt

a pozitiv minta. A fenti eredmények a 10. abran keriiltek szemléltetésre.
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10. abra: A-D: A 22-es (A), 24-es (B), 15-6s (C) és 3-as telep (D) PPIV-1-pozitiv orrtamponok
szazalékos aranya kiilonb6z6 korcsoportokban. E—H: Boxplotok, amelyek a PPIV-1 pozitiv
orrtamponok Ct értékeit reprezentaljak a 22-es (E), 24-es (F), 15-6s (G) és 3-as telep (H) kiilonb6z6
korcsoportjaiban. A bajusz a minimumot és a maximumot mutatja, a ,,+” jelek pedig az atlagot. A

doboz vizszintes vonalaiaz els6 kvartilist, a mediant és a harmadik kvartilist mutatjak.

5.3. Szekvenciaanalizis és filogenetika

A teljes F gén szekvenalashoz a legalacsonyabb Ct értékii orrtamponokat valasztottuk ki
minden PPIV-1-pozitiv farmr6l. A szekvenald RT-PCR termékeket agardz
gélelektroforézissel tettiik lathatova, melynek eredményét egy pozitiv minta esetében a 11.
abra szemlélteti. A két egymassal részben atfed6 génszakaszt felamplifikalo primerparral az
F fehérjét kodold gén teljes szekvenciajat 6t esetben tudtuk meghatarozni, valamint tovabbi

két részleges szekvenciat is detektdltunk (GenBank hozzaférési szamok a teljes F gén

szekvenciakhoz: OQ877210-0Q877214).

«— 1068 b

«——— 837 bp

11.4abra: Agaroz gélelektroforézis. 1, 1°: negativ kontroll, 2, 2’: pozitiv kontroll, 3: minta (F-For és F-
Rev int 1), 3’: minta (F-Rev és F-For int 1), 4: molekulamarker (50 bp DNS Iétra). A két fragmens
837-, illetve 1068 bazispar hosszusagu.
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Osszehasonlitdé  nukleotidszekvencia-analizis ~ 93,53-94,65%-0s  hasonlosagot
mutatott ki a magyar és a szlovakiai torzsek F génjeinek szekvenciai k6zott. Az dsszes PPIV-
1 torzs két kiilonallo kladba csoportosul a filogenetikai fakon. A jelen vizsgalatban

Kimutatott magyar és szlovakiai torzsek azI. kladba tartoztak, hasonlosaguk a korabban leirt
szekvenciakkal 65,93% és 95,59% kozott, illetve 66,29% és 95,18% kozott volt.

Hérom wjonnan detektalt magyar szekvencia (2022), két szlovékiai szekvencia,
harom korabban leirt magyar szekvencia (2020), valamint két részleges szekvencia is
feltlintetésre keriilt a filogenetikai fan (12. abra). A teljes szekvenciak kozil HUN 4-gyel
jelolt a 24-es teleprdl szarmazd mintabol, a HUN 5-tel jelolt a 15-0s teleprél szarmazo
mintabol, a HUN 6-tal jelolt a 22-es teleprél szdrmazd mintabdl, a SLO 1, illetve SLO 2
pedig a 3-as teleprl szarmazdé mintakbol meghatarozott szekvencidk. A részleges
szekvencidk a HUN 7-tel jelolt a 24-es telepr6l szarmazé mintabol (994 bp) és a HUN 8-cal
jelolt 22-es teleprél szarmazd mintabol meghatarozott szekvenciak (936  bp).
Megallapithat6, hogy a magyar és szlovakiai szekvenciak mas eurdpai torzsekkel szoros

filogenetikai rokonsagot mutatnak.
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Klad |

OK044758.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ01 China 2019

4{0&}44759.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ02 China 2019
100 OK044771.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ15 China 2019

OK044764.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJO7 China 2021
4@{ OKO044766.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ09 China 2021
0OK044769.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ12 China 2021

(OK236802.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/B2-1801140F5 Poland 2019

100
7o || OK238804.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/B4-1902220F5 Poland 2019

LE)KZ%S(B,W Porcine respirovirus 1 isolate PL/B3-190405NS13 Poland 2019
72 (OK236812.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/B12-190204NS5 Poland 2019
ON375426.1 Porcine respirovirus 1 strain KPPIV1-2202 South Korea 2022
100 - OK236810.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/E10-191104NS Poland 2019
OK236811.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/F11-191104NS15 Poland 2019
99 ON375427 1 Porcine respirovirus 1 strain KPPIV1-2203 South Korea 2022
100 - ON457669.1 Porcine respirovirus 1 strain KPPIV1-2201 South Korea 2022
OK236809.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/D9-190325NS5 Poland 2019
OK236805.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/B5-1902140F5 Poland 2019

100 | OK236806.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/B6-190128NS5 Poland 2018
62 ' OK236807.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/B7-190222NS17 Poland 2019
OK236808.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/C8-200210NS16 Poland 2020

MT995732 1 Respirovirus suis isolate GER/LEHJIN/2018 Germany 2018

JX857410.1 Porcine parainfluenza virus 1 strain S033N China 2009
OK044770.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ13 China 2018

\- OK044772.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ16 China 2020
OK236801.1 Porcine respirovirus 1 isolate PL/A1-201001NS15 Poland 2020

r @ 0Q877213.1 Porcine respirovirus 1 strain SLO 1 Slovakia 2022

100! @ 0Q877214.1 Porcine respirovirus 1 strain SLO 2 Slovakia 2022
@ 0Qs77211.1 Porcine respirovirus 1 strain HUN 5 Hungary 2022

| (O MT765273.1 Respirovirus suis strain HUN 3 Hungary 2020
) MT765271.1 Respirovirus suis strain HUN 1 Hungary 2020

10

L 3 MT765272.1 Respirovirus suis strain HUN 2 Hungary 2020
— @ Porcine respirovirus 1 strain HUN 7 Hungary 2022

@ Porcine respirovirus 1 strain HUN 8 Hungary 2022

Klad 1l

@ 0Q877210.1 Porcine respirovirus 1 strain HUN 4 Hungary 2022
——— @ 0Q877212.1 Porcine respirovirus 1 strain HUN 6 Hungary 2022

1

]

MK395271.1 Respirovirus suis strain gd2018 China 2018
OK044767.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ10 China 2019
OK044774.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ18 China 2020
MGT53974.1 Respirovirus suis strain USA/IAB4915LG/2017 USA 2017
MFE81710.1 Respirovirus suis strain USA/MN25890NS USA 2016
KT749882 1 Porcine parainfluenza virus strain 1438-1 USA 2015

KT749883.1 Porcine parainfluenza virus strain 3103-1 USA 2015
= MH396493.1 Respirovirus suis isolate KS 17-258 USA 2017
OL362302.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/A/486800F USA 2020
OL362301.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IA/484010S USA 2017
0L362307.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IL/41742NS USA 2019
MF567967.1 Respirovirus suis strain PPIV1 15TOSU0582 USA 2015
0OL362311.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/OH/48505NS USA 2019
0OL362303.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IA/598160F USA 2019
0OL362310.1 Porcine respirovirus 1 strain USAINE/64827O0F USA 2018

100
100 | OK044761.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ04 China 2019

3 |_— OK044768.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ11 China 2020
=58 OK044762.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ05 China 2020

— MT487920.1 Respirovirus suis strain Chile/VN14014564 Chile 2019

100 L MT497921.1 Respirovirus suis strain Chile/VN14012673 Chile 2018
JX857411.1 Porcine parainfluenza virus 1 strain $119N China 2009

0,020

100

100 | JX857409.1 Porcine parainfluenza virus 1 strain S206N China 2010

NC 025402.1 Porcine parainfluenza virus 1 strain S206N China 2010

72 | OK044760.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ03 China 2019
OK044773.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ17 China 2019
OK044765.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ08 China 2021
OK044763.1 Porcine respirovirus 1 isolate ZJ08 China 2020
OL362309.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IL/84432NS USA 2017
93| OL362304.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IL/06829NS USA 2019
0OL362306.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IL/40279NS USA 2019

100

98 OL362305.1 Porcine respirovirus 1 strain USAIL/15477NS USA 2019
95 = OL362308.1 Porcine respirovirus 1 strain USA/IL/55738NS USA 2018

12. abra: Filogenetikai elemzés a PPIV-1 szekvenciak F fehérjét kodold génjér6l. Piros karika jeloli a
2020-as magyar szekvenciakat, piros potty az ajonnan detektalt magyar szekvenciakat (2022), kék potty
pedig a szlovakiai szekvencidkat. A filogenetikai fat MEGAX segitségével allitottuk 6ssze Maximum
Likelihood modszerrel, 1000 ismétléssel végrehajtva a bootstrap elemzést. Az Gsszes rendelkezésre allo
PPIV-1 F gén szekvenciat letoltottiik a GenBank-bol, és az altalunk kimutatott szekvencidkhoz igazitottuk.
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6. Kovetkeztetések

A légzoszervi megbetegedések a sertéstartds egyik leggyakoribb kihivasat jelentik. A
sokrétii etiologia magaban foglalja a fizikai-kémiai stresszorokat, valamint a virusos eredetii
¢s bakterialis korokozokat. A klinikai tiinetek, mint orrvaladékozas, kohogés vagy bizonyos
estekben 1az, nem elegendéek az oktani diagnézis felallitasahoz. A PPIV-1 klinikai
légzbszervi betegségének diagnosztizaldsa kihivast jelent tovabba azért is, mert a virus
jelenlétér6l mind tiineteket mutatd [22, 23, 26, 27], mind tiinetmentes allomanyokban
beszamoltak [21, 24]. A virus patogenitasardl és globalis elterjedtségérdl viszonylag kevés
informaci6 all jelenleg rendelkezésre. Korabbi kutatasok arrél szamoltak be, hogy a PPIV-1
replikacidja a sertések léguti traktusat érintd enyhe klinikai betegséget vagy elvaltozasokat
okozott. Az eddigi irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy a PPIV-1 nem jatszik
elsédleges szerepet a sertések légiti megbetegedéseiben, de hozzajarulnat a PRDC
kialakulasahoz, mivel képes replikalodni a felsd és alsd 1éguti traktushan, igy potencialisan
hajlamosit masodlagos korokozokra [26, 27, 30]. Ezt tamasztja alid, hogy a PPIV-1
kiilonb6z0 mechanizmusokkal gétolja a gazdaszervezet velesziiletett immunvalaszat, igy
elosegitve a masodlagos korokozokkal valo fertézodést [32]. A 1éguti betegségben szenvedd
sertések PPIV-1 és 1AV, illetve SOV fertézéseinek magas eléfordulasi gyakorisaga miatt
szintén feltételezhetd, hogy ezek a virusok szerepelnek PRDC alkot6toi kozott [33, 34].

A Paramyxoviridae csalad egyes tagjai képesek fajok kozotti atvitelre, ezért kiemelt
figyelmet kell forditani az Ujonnan megjelend virusokra, annak érdekében is, hogy
megismerjiilk megbetegitd képességiiket ) gazdaszervezetekben. Ez kiilondsen fontos a
sertések és mas haszonallatok esetében, melyek gyakran érintkeznek emberrel, ahogyan azt

a Nipah virushoz hasonl6 zoonézisos virusok magas halalozasi aranya is igazolja [11].

A PPIV-1 vilagszerte jelen van [15, 21-24, 26-28] és az eddigi kutatasi eredmények
alapjan azt feltételezik, hogy két kiilonallo PPIV-1 torzs fejlddhetett ki egymastol
fiiggetleniil Europaban és Eszak-Amerikaban, valamint, hogy a virus fertézott allatok altal
juthatott el Azsiaba [29] (3. abra). Az Eurdpaban eléfordulé PPIV-1-et elészor egyetemiink
kutatocsoportja irta le orrtamponmintakbol. A vizsgalt allomanyok koziil csak egy (4,5%)
volt pozitiv PPIV-1-re [24]. A virus prevalencidja mas eurdpai orszagokban igen magasnak
bizonyult, a német és holland telepek feltérképezése soran azok 42,3%-ban [21], a lengyel
telepek 76,7%-ban szamoltak be a jelenlétérol [26].
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Munkank soran az eddigi magyarorszagi eredményekhez viszonyitva szélesebben
korben vizsgéltuk a magyar sertéstarto telepeket, valamint a hatadrhoz kozeli tovabbi 2
szlovakiai telepet. Az elmuilt harom évben az egész orszag teriiletérdl széleskorii, rendszeres
mintagyljtést végeztiink, hogy tobb informacidt szerezziink a PPIV-1 eléfordulasarol
Magyarorszagon. A vizsgalatba bevont 26 sertésallomanybol (236) ragokotélmintat
gyujtottiink, amelyeket RT-qPCR modszerrel vizsgaltunk. Az eredmények azt mutattak,
hogy PPIV-1 virus széles korben elterjedt Magyarorszagon, mivel a virus jelenlétét 10 (42%)
magyar allomanyban igazoltuk, tovabba 1 felvidéki allomanyban is kimutattuk. Utdbbi
eredmény az elsd, jelenleg még publikalas alatt 1évé tudomanyos bizonyiték a PPIV-1
jelenlétére Szlovakidban. A 8-12 hetes sertések ragokotélmintaibol nagyobb ardnyban kertilt
kimutatasra a PPIV-1, tovabbd ezen mintak Ct értékei is szignifikdnsan alacsonyabbak
voltak, mint a 18-20 hetes sertések esetében (5. abra). 3 magyar és 1 szlovakiai PPIV-1
pozitiv allomanybdl tovabbi keresztmetszeti mintavételezésre keriilt sor, aminek keretein
beliil a (181 orrtamponminta koziil 34 esetben) (18,78%) mutattuk ki a virus jelenlétét. A

virus mind a négy telepen kimutathat6 volt, ami folyamatos PPIV-1 fert6zésre utal a pozitiv
egyedek 1éguti traktusaban.

Egyetemiink kutatocsoportjanak PPIV-1-gyel kapcsolatos kozleményében leirt
alacsonyabb el6fordulasi gyakorisagot feltehetben az eltér6 mintavételi protokollok
magyarazhatjak, mivel akkor a szerzék 3 hetes allatok orrtamponmintait gyujtotték egy
neurotrop astrovirus szlrévizsgalat részeként [24, 38]. A jelenlegi kutatas soran a valasztott
malacoktol és hizoktol szarmazo ragokotélmintakat hasznaltunk az elsé kords felméréshez.

Ez a modszer lehet6vé tette, hogy tobb allatot egyszerre sziirjiink a koérokozé jelenlétére

kiilonb6z6 termeldegységekbol.

Hasonldan eredményeinkhez, Németorszagban és Hollandiaban a vizsgalt allomanyok
42,3%-aban (11/26) igazoltak a PPIV-1 jelenlétét [21]. Chilében [23] és Lengyelorszagban
[26] olyan gazdasagokban végeztek vizsgalatot, ahol a mintavétel idején az allatok
légzbszervi tlineteket mutattak. Itt a cikk szerz6i magasabb el6fordulasi aranyokrol
szamoltak be Magyarorszaghoz képest, a farmok 100% (6/6) illetve 76,7% (23/30) volt
PPIV-1 pozitiv. D¢él- Koredban 115-bdl 16 telepen (13,9%) volt jelen a virus, abban a
felmérésben, melynek sordn szintén légzdszervi klinikai tiineteket mutatd sertéseket
vizsgaltak [27]. A 1éguti betegségben szenvedd allomanyokban tapasztalhaté magasabb
PPIV-1 el6fordulasi gyakorisag arra utal, hogy a PPIV-1 fert6zés szerepet jatszhat a 1éguti
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megbetegedések patogenezisében, bar a virussal vald fertdzottség Onmagaban nem

feltétleniil elegendd, ahhoz, hogy a betegség klinikai tlinetekben nyilvanuljon meg.

A PPIV-1 dllomanyon beliili fertézési dinamikajat a négy pozitiv telep keresztmetszeti
orrtamponmintavételének eredményei alapjan elemeztiikk. A harom magyarorszagi telepen
a 6 hetes allatoknal volt a legmagasabb a kimutatasi arany (40-75%), mig a szlovakiai telep
esetén ez a 2 hetes malacok esetén volt megfigyelhetd (60%). A magyarorszagi telepeken a
2 hetes korcsoportban a virus nem volt jelen, a 4 hetes allatoknak pedig csupan 10%-a
bizonyult pozitivnak. A 8 hetes sertések mintai koziil mind6ssze egy adott pozitiv eredményt
(10. abra). Ezek az eredmények az maternalis immunitas védé hatasara utalhatnak, amely a
valasztasig védelmet nyajthatott az allatoknak ezeken a telepeken, tovabba a valasztaskor az
allatokat éré6 immunrendszert gyengitd kornyezeti stressz hatasok is allhatnak a 6 hetes
korosztalyban eléforduldé magas eléfordulasi  gyakorisag hatterében. Az anyai
immunglobulinok mennyisége a valasztas idejére fokozatosan csokken, ennek szerepét az
ezt kovetd id9szakban torténd fert6zéd ésben mas 1€gzészervi virusok esetében is leirtak [39—
41]. Ezzel ellentétben a szlovakiai telepen a virus a 2 hetes korcsoportban volt a
legelterjedtebb (60%), az id6sebb korosztalyokban a fert6zottség csokkend tendenciaja volt
megfigyelhetd (10. abra). Ez utalhat a maternalis immunitas hianyara a vizsgalt malacok
korében, abban az esetben, ha nem kaptak megfelel6 mennyiségli vagy mindségi
kolosztrumot, amely a virus gyors terjedését tette lehetévé kozottiik. Szignifikans kiilonbség
a kiilonb6z6 korcsoportokbol szarmazd PPIV-1-pozitiv orrtamponok Ct értékei kozott nem
volt megfigyelhetd (9. abra). A szlovakiai telepen a legmagasabb genom koépiaszamot a 2
hetes allatok korében allapitottuk meg (atlagos Ct érték: 26,18 +2,76). A szlovakiai telepen
a légzészervi tiineteket mutatd 2, 6 és 8 hetes malacoktol gyiijtott orrtamponmintékat
eredetileg 1AV sziirésre kiildték be, amelyek koziil egy 8 hetes allat mintaja adott 1AV
pozitiv eredményt Nagy és munkatarsai altal publikalt protokoll alapjan [42]. A PPIV-1
szerepet jatszhatott ezen sertések esetén a léguti tiinetek kialakuldsaban, hiszen a 1AV

jelenléte csupan egy esetben volt igazolt.

Korabbi eurdpai kutatdsok eredményeivel parhuzam vonhaté az egyes korosztalyok
PPIV-1 elo6fordulasi gyakorisagat tekintve [24, 26]. Egyetemiink tanulmanyaban, ahol
hasonld keresztmetszeti mintavételi protokollt alkalmaztak egy PPIV-1 pozitiv telepen, a
virus a 4 hetes malacok kdzott volt a legelterjedtebb (65%), de a 6 hetes malacok mintainak
40%-a is pozitiv volt [24]. Egy nemrégiben publikalt lengyelorszagi kutatas soran a szopds

malacoktol szarmazo orrtamponmintak 46,9%-a volt PPIV-1 pozitiv, és a virus a 5 és 7 hetes
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malacok kozott volt a legelterjedtebb [26]. Az USA-ban a sertések minden korosztalyabol

izolaltak a korokozot, de gyakrabban fordult eld vélasztis utani és ndvendék sertésekben

[20].

A PPIV-1 teljes F gén szekvencidjanak alapjan a filogenetikai besorolas két kiilonallo
kladba torténik [29] Kutatasunk soran detektalt 6t magyar és két szlovakiai szekvencia az |.
kladba soroland6, mas eurdpai és néhany kinai torzs mellett (12. abra). A magyar és
szlovakiai torzsek nukleotidazonossaga tobb mint 93% volt, és mindkettd kozeli genetikai

rokonsagot mutatott a kdzelmultban Lengyelorszagbdl szarmazd PPIV-1 szekvencidval.

Kutatasunk eredményei tiikrozik, hogy a PPIV-1 sokkal szélesebb korben elterjedt
Magyarorszagon, mint ahogy az egyetemiink korabbi tanulmanyaban feltételezett volt,
tovabba megerdsitést nyert a virus jelenléte Szlovakidban iS. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a 1égzOszervi klinikai tlineteket mutatd allomanyokban a PPIV-1
patogenezisének és klinikai jelentdségének pontosabb megértése, valamint, a PRDC-ben

betoltott lehetséges szerepének meghatarozasa érdekében.
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7. Osszefoglald

A sertés-parainfluenza virus 1 a (PPIV-1, Porcine parainfluenza virus 1; species: Porcine
respirovirus 1) Paramyxovirusok csaladjaba tartozik. E csalad tagjai kiilonboz6 léguti,
idegrendszeri megbetegedést okozhatnak szdmos haszon-, és tarséllatfaj esetén, valamint
némely paramyxovirus zoonotikus tulajdonsaggal is bir. A PPIV-1-etel6szér Hongkongban
irtak le 2013-ban sertések vagohidi végbél- és orrtampon-mintainak vizsgéalata soran, majd
Amerikdban, Azsidban és szamos eurdpai orszagban is kimutattak jelenlétét. Kutatasi
eredmények alapjan azt feltételezik, hogy két kiilonallo PPIV -1 torzs fejlodott ki egymastol
fiiggetleniil Europaban és Eszak-Amerikaban, valamint, hogy a virus fertézott allatok altal
juthatott el Azsidba. A virus patogenitasarol és globlis elterjedtségérdl kevés informacié all
rendelkezésre, deaz eddigiirodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy hozzéjarul a sertések
légzbszervi betegség komplexének (PRDC) kialakuldsahoz. Korabbi kutatasok arrol
szamoltak be, hogy a PPIV-1 replikacidja a sertések 1éguti traktusat érintd enyhe klinikai

betegséget vagy elvaltozasokat okozott.

Kutatasunk célja a PPIV-1 eléfordulasi gyakorisaganak és genetikai sokféleségének
meghatarozasa volt a magyar sertésallomanyokban, valamint a Szlovakidban még le nem irt
PPIV-1 virus elsé kimutatasa az orszagban. A vizsgalatba bevont 24 magyar és 2 szlovakiai,
légzészervi klinikai tiineteket nem mutatd sertésallomanybol 236 ragokdtélmintat
gyljtottiink, amelyeket valds idejii RT-qPCR modszerrel vizsgaltunk. A virust jelenlétét 10
(42%) magyar, illetve 1 felvidéki adllomanyban mutattuk ki, amely az els6 tudomanyos
bizonyiték a PPIV-1 jelenlétére Szlovakidban. 3 magyar és 1 szlovakiai PPIV-1 pozitiv
allomanybdl tovabbi keresztmetszeti mintavételezésre keriilt sor, aminek keretein beliil a
181 orrtamponminta koziil 34 esetben (18,78%) mutattuk ki a virus jelenlétét. A
magyarorszagi telepeken a 6 hetes allatoknal volt a legmagasabb a kimutatasi arany (40-
75%), mig a szlovdkiai telep esetén ez a 2 hetes malacok esetén volt megfigyelhetd (60%).
A PPIV-1F (fuzios) génjének szekvenciajat hét esetben tudtuk meghatarozni, a filogenetikai
elemzés 93,53% ¢és 94,65% kozotti hasonldosdgot mutatott a magyar és szlovakiai torzsek
kozott. Az Gjonnan azonositott magyar €s szlovakiai torzseket is az I. kladba soroltuk, mas

eurdpai torzsekkel egyiitt.

Tovabbi tanulmanyok sziikségesek 1égzdszervi klinikai tiineteket mutat6 allomanyokban
a virus patogenezisének pontosabb megértése, valamint a PRDC-ben betoltott lehetséges

szerepének meghatarozasa érdekében.
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Summary

Porcine parainfluenza virus 1 (PP1V-1)also known as Porcine respirovirus 1 (PRV-
1) belongs to the Paramyxoviridae family. Members of this family are known to cause
various respiratory and neurological diseases in domestic and companion animal species.
Additionally, some paramyxoviruses have zoonotic potential. PPIV-1 was first detected in
rectal- and nasopharyngeal swabs obtained from slaughterhouse pigs in Hong Kong in 2013.
Since its first detection, it has been identified in America, Asia and several European
countries. Recent studies revealed that two separate PPIV-1 lineages might have independently
evolved in Europe and North America, potentially making their way to Asia through infected
animals. Although, information on the pathogenicity and global prevalence of the virus is
sparse, it has been speculated to play a role in the porcine respiratory disease complex
(PRDC). Previous experimental studies reported that PPIV-1 replicates in the porcine

respiratory tract causing mild clinical disease or lesions.

The objective of this study was to estimate the prevalence and the genetic diversity
of PPIV-1 in Hungarian pig farms and to report the presence of the virus in Slovakia for the
first time in the country. Altogether 236 oral fluid samples were collected from 24 Hungarian
and 2 Slovakian swine herds in a systematic way and tested by real-time RT-gPCR. During
the time of the samplings the animals didn’t show any respiratory clinical symptoms in the
tested herds. We detected the presence of the virus in 10 Hungarian herds (42%), and 1
Slovakian farm, which represents the first scientific evidence of the presence of PPIV-1in
the country. From 3 Hungarian and 1 Slovakian PP1V-1 positive herd nasal swab samples
were collected cross-sectionally. The presence of the virus was detected in 34 (18,78%) of
the 181 nasal swab samples. The highest prevalence of PPIV-1 was detected in 6-week-old
pigs (40-75%) on Hungarian farms and in 2-week-old pigs on the Slovakian one (60%). The
sequence of the F (fusion) gene was determined in seven cases and the comparative
nucleotide sequence analysis indicated a similarity range of 93,53% to 94,65% between the

Hungarian and Slovakian strains. All newly identified PP1V -1 strains were classified within
Clade I, alongside with other European strains.

Further studies are needed in herds showing respiratory clinical symptoms to better
understand the pathogenesis of the virus and to determine its potential role in PRDC (porcine

respiratory disease complex).
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