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1. Bevezetés, célkiizések
A szarvasmarhak virusos hasmenését okozé virusngbowral diarrhoea virus; BVDV)

Eurépa szamos orszagaban vézetllategészségugyi probléma a szarvasmarha-
allomanyokban. A virus altal okozott fézes valtozatos korformakat idézhets,ela
szubklinikai fertzottségbl és szeroldgiai athangolodastol kezdve, a sulyasmenéses
korképen és reprodukcios zavarokon keresztil, egéaz esetek jelefg részében fatélis
kimeneteli nyalkahartya betegségig (mucosal disease; MD). eAditett korfolyamatok
részben kozvetlen veszteségeket okoznak a hasraeres elhullasok révén, de emellett az
okozott szaporodasbiolégiai zavarok Iényegesen kesiilkk az allomany reproduktiv
kapacitdsat, a fdizéssel jar6 immunszuppresszio pedig noveli a mas f§kultativ)
korokozok iranti fogekonysagot.

A koérokozé BVDV a Flaviviridae csalad Pestivirus genusaba tartozik, és mara mar
vildgszerte elterjedt. A BVDV torzsek jelenleg kélon virusfajba (BVDV-1 és BVDV-2)
tartoznak, melyek a hasonlo rie{szero)tipusokat foglaljak magukba. Ezek kdzuuaibbi
hosszabb ideig csak az amerikai kontinensen volgta@hatd, az elmult 10-15 évben
azonban szamos U] terlleten, igy Eurépaban is kittdkt a jelenlétét. Hazankban
pillanatnyilag a BVDV-1 a meghatarozo, BVDV-2-eségmnem sikerult kimutatni.

A torzsek képesek transplacentarisan megdait a magzatot. Ha ez a fézs az
immunkompetencia kialakulasas#ltorténik, akkor immuntolerancia alakulhat ki,e&ltal a
virussal ferdzotten szllét, és azt élethosszig hordozd, uUn. perzisztensetbzoar
(persistently infected; PI) borjak jelennek meg @lomanyban. A perzisztens féres
kialakulasa azért rendkivil veszélyes, mert a gebtien az esetben szeronegativ marad, igy
azonositasa a hagyomanyos szerolégiai médszerakkellehetséges, de egész élete soran
nagy mennyiségben Uriti a fézbképes virionokat. Ezért a Pl allattal vagy valadéia
érintkezve a csoport tobbi tagja is teidhet, aminek a kdvetkezménye a szerokonverzié a
kordbban egészséges egyedeknél, és a mar eméfetidukciés probléméak a vemhes
allatokban. A tartés virushordozas masik kovetkegaghogy amennyiben a Pl allatokban
levé virus genetikailag megvaltozik (mutacié vagy rekomacio révén) akkor ezekben az
egyedekben kialakulhat a nyalkahartya betegségsgdiataink soran mi is szamos esetben
talalkoztunk (nem egyszer halmozottan jelentkewalkahartya betegséggel.

Tekintve, hogy hazankban 2014-ig nem jelent megVdWB fert6zottség felmérésér az
orszag teljes terlletére kiterfedvizsgalatok eredményeit dsszefoglald kbzleményrtea

lehet legtdbb, nagy létszamu, magyarorszagi szarvasnialia bevonasaval 0j szeroldgiai



vizsgélatsorozatot terveztink. Vizsgalati modszeraevirus ellen terméds ellenanyagok
vérsavobol tortéh kimutatdsat valasztottuk, mivel az ellenanyagokskean perzisztalnak a
vérben, igy megbizhatobb adatokat kaphatunk a kamkprevalencigjaval kapcsolatban,
mint a direkt viruskimutatd moddszerek segitségéwgksgalatunk célja a jarvanytani
adatgyijtésen kivil az volt, hogy segitsik az dnkéntes BMVidentesitést. A feskzottség
lehetleg minél alaposabb felmérésének hianyaban ugyaeism lehet eredményesen
aranyanak ismerete alapjan lehet kivalasztani ahaléonyabb eljarast. Mivel
Magyarorszagon is esedékes a BVDV elleni mentesidinditdsa, igy a virus
prevalencigjanak ismerete segiti adtds dontéshozatalt. Szerettik volna megtudni, hogy
vannak-e olyan allomanyok a vizsgalatba bevontad#p amelyekben a virus nincs jelen,
mert az ezekdl szarmaz¢ allatok lehetnek a forrasai afien a kiselejtezedenyészanyag
potlasdanak a sulyosan féxbtt allomanyokban. A sulyosan fézbtt allomanyokban
valoszirisithet a Pl egyedek jelenléte, melyek 6&tgitik a korokozo folyamatos
fennmaradasat az allatokban.

Ugyancsak vizsgalni kivantuk egy Uj, a kulonb&atisztikai-analitikai modszereket 6twiz
rekombinacié-azonositd eljarast hasznalva az Ujotfjigmsok megjelenését eredmértyez
Ezt azeért tartottuk lényegesnek, mert hazankbaidlb évtizeden keresztil, kiterjedten
hasznaltak olyan &irusos vakcinat, amely esetleg perzisztens6Zédt okozhatott,
amennyiben vemhes allatok oltasara hasznaltak. bbéyaaz ilyen oltdbanyagot alkalmazoé
allomanyokban fennmaradva, Uj BVDV variansok kialakat indukalhatta szimultan
fertozések és kovetkezményes rekombinaciok révén. Jaelatasunkban arra kerestik a
valaszt, hogy a BVDV milyen, részben egyéb BVDVzgakiél, részben esetleg mas
pestivirusokbdl szarmazd rekombinacidkat hordozléat, egyaltalan, mennyire tekintbet
gyakorinak a rekombinacié a BVDV evolucidjaban.

Vizsgélataink egyik tovabbi célja volt egy &itegesen a BVDV-febizétt, és az ellen a
vemhes tehenek vakcindzasaval véedék@omanyokban eéforduld korkép, a borjak
Ujszulottkori pancytopenigja (bovine neonatal pampggnia, BNP) néven ismert betegség
itthoni ebfordulasanak és a BVD-vel val6 esetleges kapcsmétaizsgalata, mivel a kérkép
hazai ebforduldsa idején ez az 6sszefliggés még nem voidtistt.

A BVDV fert6zés az esetek nagy tobbségében tlinetmentesen, ziglikendszeresen
eléfordul klinikai tiinetekkel jaré korkép kialakulasdyaro, $t esetenként elhullastédiézs

forma is. A betegség jellegében és sulyossagalsdledes szerepe van a fead torzs



korabban emlitetin vitro sejtkarosité (cp) tulajdonsaganak. A cpBVDV &eés egészséges,
nem vemhes szarvasmarhaban hasmenéssel jaré kodkégeet e, mig az ncpBVDV tdrzs
gyakran tlnetmentes fémést, szeroldgiai athangoldédast és legfeljebb enyhe
immunszuppressziot okoz.
Vemhes tehén fefzédésekor a klinikai képet €s a gynecopathologiaekkezményeket nem
csak a virus biotipusa, hanem adeétlés idpontja is befolyasolja. A magzat fokozottan
érzeékeny a virulensebb cpBVDV torzzsel valodeésre: a kezdeti szakaszban embrioelhalas,
embriofelszivodas és visszaivarzas jelentkezik,ésldbiekben pedig gyakran alakul ki
vetélés, illetve a vemhesség utolsé harmaddban ati@gmsodds. Ez utdbbi esetben
csontrendszeri elvaltozdsok (ankylosis, végtagdatés, koponyatorzulas), illetve a
csontrendszer kialakulasat ko¥eidészakban torténtn utero fertozés esetén a kdzponti
idegrendszer fejdési zavarai (hydrocephalia, cerebellaris hypog)gsientkezhetnek.
A kevésbé virulens ncpBVDV torzsek csak a vemhessgikprabbi szakaszaban végzetesek
az utodszervezetre. Ekkor ugyancsak embridelhaddshridfelszivédast okoznak, a tehén
pedig visszaivarzik. Amennyiben a vemhesség Kkb. #4@pja utan, de még az
immunkompetens szervek (csontyethymus, lép stb.) kialakulasastlfertozédik a magzat,
akkor az immunitasban, a sajat-idegen antigénak@iitésében kulcsszerepet jatsz6 magzati
sejtek funkcionalis kialakulasa alatt jelerdewirusantigént is sajatjaként fogadja el a
szervezet, az immunsejtek a virus jelenlétét a hioakban toleraljak. Az onfelismerés
szakaszaban (kb. a vemhesség 40-120 napja kdzaitero fert6zodott, és ezért a BVDV
irAnt immuntoleransan sziletett borjakban a violgaimatosan jelen marad, igy alakulnak ki
a Pl egyedek. A korformak kozil a virus fennmaradé&s evolUcidja szempontjabol
legnagyobb jeledkéedi a perzisztens feizés, mivel ebben az esetben a virus hossau atl
képes Urlini a PI allatbdl, a kialakult immuntolecea miatt az ilyen egyed vakcinazasa
hatastalan. A Pl allat kdzvetitésével a virus loorialisan és vertikalisan egyarant képes
terjedni.
A PhD-értekezésben leirt munkak harom témakor &soportosithatok:

1.) A BVDV hazai elterjedtségének felmérése

2.) ABVDV fert6zéssel kapcsolatba hozott, borjak kdzditaduld Gjsziulbttkori

pancytopenia (bovine neonatal pancytopenia, BNEgélata
3.) A BVDV intramolekularis rekombinacié-készségénekérése a nemzetkozi

génbankban letétbe helyezett genomok szamitégérezese alapjan



2. A BVDV hazai elterjedtségének felmérése
A szerologiai vizsgalat eredményei alapjan a feéwBen résztvév gazdasagokat a

kovetked csoportokba soroltuk: Az 1. csoportba kertiltekkaam allomanyok, melyek 100%-
os vagy ahhoz nagyon kozeli szeroprevalenciat maktatagyis a vizsgalt savok mindegyike
pozitivnak bizonyult. A 2. csoportba soroltuk azbkatelepeket, amelyekben ellenanyag
valtoz6 aranyban (10-85%) volt kimutathatd, de zsgélt savok szama és a pozitiv savok
aranya alapjan kétsegtelendl jelen volt a virus3.Acsoportba sorolt allomanyok alacsony
szeroprevalenciat (<10%) mutattak. Esetenként eggkegy minta volt pozitiv, illetve az
ELISA vizsgalatnal kapott OD érték a modszer hibbatéa esett (kétes eredmény, vagy
kiiszdb-kdzeli, nagyon alacsony éftglozitivitas).

A 4. csoportba sorolt allomanyokbol szarmazo viletgénintak mar negativ eredményt adtak
ugyan, de ezek esetében a teljes vizsgalat szejdpohtfontos adatok (pl. életkor)
hianyoztak, vagy a mintaszam tal alacsony volt.rege@tisztikailag nem volt értékelléeaz
eredmény. Az adatok az adott allomany értékeléasétalmasak, de feltehidn tovabbi
kovetkeztetések levonasa hiba lenne. Az 5. csopastiyolt allomanyok BVDV-mentsek.
Nagyszamu allatbdl kiuldtek mintat, az eredményisstiitailag értékelhét lett volna, de
mivel az allatok korardl nincs informacio (azon livhogy 6 hénaposnal ddebbek), igy ez
sem teljes értdk eredmény. A 6. csoportban BVDV ellenanyag-mentdsméanyok
talalhaték, amelyekben a mintazott allatoknak aetkéki adatok alapjan lett volna
lehetségik ferdzédni a virussal. Emellett ezeib az allomanyokbdl statisztikailag
reprezentativ mintamennyiséget sikerult vizsgalyy, valdban nagy valosZiséggel BVDV-
mentesnek mondhatok.

A gazdasagi jelediség miatt minél hamarabb célskevolna hazankban is mentesitési
kampanyt inditani a betegség felszamolasa érdekéddgmez azonban szikséges a jelen
helyzet ismerete, ennek érdekében végeztik ellsgabfelmer vizsgalatunkat. A vakcinas
védekezés csak a gazdasagi veszteségek csotkkentdkalmas, nem pedig a betegség
leklzdésére. A vakcinas védekezés héatterében atoivabb perzisztalhat az alloméanyokban.
Emellett a PI allatok nem vakcinazhatok sikeregsrtpvabb terjesztik a virust.

Osszefoglalva szeroldgiai vizssgalaink eredménggit] 200 minta koziil 43,4% mutatkozott
szeropozitivnak az Osszesitésben (521 allat). Eeredmény magasabb, mint a skandinav
orszagok szeroprevalencia értékei, de ott kordb#andult a betegség elleni mentesitési
folyamat, igy sikeresen csokkenteni tudtak asiitt allatok szamat. Mas orszagok esetében

(pl. Ausztria egyes régidi illetve Dania), a prearatia alacsonyabb.



Amennyiben allomanyszinten vizsgaljuk a &exittség meértékét, akkor azt allapithatjuk meg,
hogy a vizsgalt allomanyok 29,6%-a mentesnek biatinfez az arany cafolja a korabbi,
szinte teljes atfedizottségél szolo feltételezéseket. A negativ allomanyok galblatnak a
mentesités meginditasa esetén aoézéit allomanyokbdl eltavolitott egyedek poétlasanak
forrAsaul. Ezek a gazdasagok magasabb arat érhetrddlataik értékesitésekorséf{segyes
orszagokba csak ezek exportalhatnak), mivel ezeMlatok biztosan nem terjesztik a virust.
Ez igaz mind bel-, mind kilkereskedelmi értelembéiszen a kornydz orszagokban
megindult mentesités miatt egyre nagyobb a keradtDV-mentes allatokra.

A vizsgalt alloméanyoknak tovabbi 11,1%-a igen abeysszeropozitivitast mutatott. Ezekben
az esetekben az ELISA kiértékelésénél az OD érély eppen elérte a pozitiv szintet, vagy
kétségesnek mutatta az ominozus 1 mintat 15-20arkiietil. Ezeket az allatokat célskétt
volna Ujravizsgalni, hiszen az eredményt befolydestjh szamos kortlmeény, leginkabb a
mintaban a tarolas hib4jabdl kialakult haemolinigly kénnyen hamis pozitiv OD értéket
eredményezhet. A mintavétel azonban nem a mi szésuaekben zajlott, igy az ismételt
vizsgalatra nem volt leh&églink. A szerologiailag negativ allatokat a peteissen vagy
esetleg frissen fefz6dott, de szerologiailag még at nem hangolodott @églyeelismerése
érdekében a virus jelenlétére is meg kell vizsgdinie alkalmas a fllszam behelyezésekor
nyert mintanak, a vér lymphocytainak és/vagy a adsak a vizsgalata, a virusnukleinsav
kimutatasa céljabol RT-PCR-rel, illetve a virusigénjeinek a kimutatasa érdekében Ag-
ELISA-val. A virus pozitiv allatokat az allomanybgl kell tavolitani, lehétség szerint le kell
vagatni.

Amennyiben egy allomanyon belll igen magas a szaitp allatok szadma, Ugy nincs
lehetiség a szelekciés mentesitésre. A megoldast a tdlaanycsere jelentheti, ami nagy
koltséggel jar. Koztes mddszerként javasolhatohagy a frissen szlletett borjakat amint
lehet, valasszak el az anyjuktol, és elkllonitvesibzésmentes kérnyezetben neveljék,
mikdzben minden Ujszil6tt borju krotaliazasanal rhyf@iminta-korongojat megvizsgaljak
BVDV jelenlétére, hogy a megsziiletett Pl borjakadranal el lehessen tavolitani. igy tels
forrasbol meg lehet oldani a mentesitési folyamatetmegemliter hogy az eljaras csak
olyan gazdasagban alkalmazhato, amely egymastarajdllag elkulonid telepekkel
rendelkezik, és igy biztonsagosan megoldhaté a emeatlatok elkilonitése a férbit
alloméanyrésail.

A vizsgalataink alapjan mentesnek mutatkozé alloyokban lehdileg meg kellérizni ezt a
statuszt. Ennek érdekében alkalmazni kell mindéalados jarvany megétési eljarast, a

gazdalkodas mindeniimeletében, beleértve a tenyésztést és az allatzéstés. Ezen felll



fokozottan tgyelni kell a személyi és a telepreditéhgépjarnivekre vonatkozé higiéniai
kovetelmények betartataséara.

3. ABVDV fert 6zéssel kapcsolatba hozott, borjak kdzott
eléfordulo Ujszulottkori pancytopenia (bovine neonatal
pancytopenia, BNP) vizsgalata

A tinetek 1-4 hetes borjakon jelentkeztek és adqwka kifejezett vérzékenység uralta. A

véralvadasi zavart jelezte a mindejrdgrilést (injekcié beadasat, vérszivo rovarok asat)

koveb tartos vérzés mellett a spontan vérzések megmdefw@rvizelés, orrvérzes, inyverzes
stb.). A Kklinikai tlinetek jelentkezése utan a borgtalaban révid i@n beltl (2—7 nap)
elhullottak. Az elhulldsok ardnya igen nagy volheteg borjak tobbsége elpusztult.

A boncolasok soran kiterjedt vérzéseket lehetetti léestszerte, a doben, a Br alatti

kotoszovetben, a nyalkahartyak alatt, az entézervek falaban, a zsigerekben. A savos

testiiregekben voérhenyes exsudatum halmozodottKiglszovettani vizsgalattal kiterjedt,

multifocalis vérzések voltak megfigyellégt ugyanezeken a terlleteken. Kifejezett volt a

csontved aplasiaja. A lIépben lymphoid depletiot, a recésgyofalaban kiterjedt vérzéseket

és erfalkarosodast lattunk. A csontil#n sulyosfoku aplasiat, a tilwen vérzéseket, az
alveolusokban nagy mennyiséfibrint, illetve disseminalt intravasalis coagute{DIC) jeleit
figyeltik meg.

A PCR-en alapulé kimutatasi kisérletek valamennyesgalt koérokozdo (circovirus,

herpeszvirus, BVD virus) esetében minden mintabgativ eredménnyel zarultak. A vizsgalt

borjak 1épébl és csontvdljébsl baktériumokat nem lehetett kitenyészteni.

A BNP korkép kialakulasanak magyarazatara szanmélet vetdott fel, de ezek egyike sem

bizonyult hosszu tavon elfogadhatonak. Ujabbanlarkioz virusvakcinak eéléllitasa soran

hasznalt, szarvasmarha  erédet szOvettenyészetek  sejtjeinek  felszinén &lev
immunhisztokompatibilitasi (major histocompatibjlitcomplex, MHC) fehérjemolekulak
szerepét feltételezik a koérkép kialakuldsanak rhéten. Eszerint a BVDV-feizés okozta
gazdasagi karok csokkentésérepsisban a szaporodasbioldgiai zavarok kivedésérdn@em
allatokban széles korben hasznalt inaktivalt vakoam (Pregsure, Pfizer Inc.) alkalmazott
immunstimulans adalékanyagok olyan mértékben dsiBk a vakcina alapanyagként
szolgél6 virustenyészetben dewsejtereddt szennyeédésen diforduld allogenetikus MHC
molekuldkat, hogy azok ellen a vakcinaval immurizéhenekben ellenanyagok képmek.

Természetesen csak azok ellen az MHC—molekulak &pddik ellenanyag, amelyek nem



fordulnak eb a tehénben, hiszen a sajat MHC antigénjeire to¢erdinden éllat. Ezek az
ellenanyagok (a tdbbi ellenanyaghoz hasonldan) lasktummal atjutnak az Gjszulott
borjuba, és amennyiben a borjunak a bikatol o6rokeéitfelszini MHC antigénjei kozott
vannak olyanok, amelyek ellen képitek ellenanyagok az anyadllatban a vakcinazas
mellékhatdsaként, akkor ezekhez kapcsolodva citaiexreakciot inditanak meg. Ez a
cytotoxicus reakcio efsorban csontvétkarosodéast és kdvetkezményes pancytopeniat okoz.
Ez egyben megfelélmagyarazatot adhat arra is, hogy miért csékrgért el$sorban!) a jo
tartasi koralmények k6zott &l rendszeresen vakcinazott tehetiektzilet, kolosztrummal
béven ellatott borjakon jelentkezik a korkép, ahogyan az altalunk vizsgalt esetben is
tortént.

Az altalunk megfigyelt esetek a BNP legjellegzebéstineteit mutattak. Mivel a vizsgalatok
idején egyeértelitien elfogadhaté magyardzat még nem volt a kérkémnakt illeten,
vizsgélatainkat szdmos més iranyba is kiterjes#etizen belll is kilén gondot forditottunk
a BVDV esetleges koértani szerepének kizarasdramiimlen esetben megtortént, de a
vizsgalatra érkezett tetemek egyikelsem sikerilt BVD-virust kimutatni. Ugyanakkor a
vizsgalat soran alkalmazott PCR-alapu tesztek ni@sok jelenlétét sem mutattak ki, és
baktériumokat sem sikerilt az elvaltozott terllesekiveteiBl kitenyészteni. A BVD—elleni
vakcindzas, a betegség altal okozott gazdasagk kameeretében, tovabbra sem rehet) a
fertozott telepeken. Tekintettel a betegség gazdasadgmijeégére, a karok csokkentése
erdekében tovabbra is rendelkezésre all hatékomagyltorszagon engedélyezett vakcina, de
a vemhes tehenek tobbszori vakcinazasat mindenképgartini kell. A korkép
immunpatoldgiai hattere felveti annak lebsgigét, az igen hatékony adjuvéloszerek miatt a
borjak Ujszuléttkori pancytopeniajahoz hasonld ek kialakulasara mas vakcinak és mas

fajok esetében is szamitani kell.



4. A BVDV intramolekuléaris rekombinacié-készségének
felméerése a nemzetkozi génbankban letétbe helyezg#nomok
szamitogépes elemzése alapjan

A rekombinaciés ,hot-spot” kereséshez hasznalt gkpeint p-distribution plot” analizis

négy lehetséges terliletet azonositott a BVDV-1 gg&io, ezek helyénése az ,altalanos”

genomon: A: 0,5 kb; B: 1 kb; C: 7,5; D: 12 kb. Anfebb bemutatott rekombinacios
események végpontjai elfogadhatéan korrelalnakketekpontokkal. A csucsok nem élesek,
tehat nem egyes nukleotid pozicidkat jeldlnek, hamkabb szakaszokat. Az 50 BVDV-2-es

szekvencia vizsgalatakor a fent emlitett ,hot-spuk’k6zUl ketbt sikerllt azonositani, de a

helye®désik kissé eltér a BVDV-1 esetén tapasztaltakt®yDV-2 genomjdban ezek 0,15

kb és 11,7 kb kdrnyékén talalhatok.
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A 112 BVDV torzs vizsgalata alapjan késziiltilsizett torzsfa. Azok kézul a genomok kdzul,
melyek 98%-nal jobban hasonlitanak egymasra csgdt égntettiink fel a fan, igy 72 teljes
genom hasonlésagi viszonyai lathatok. Voros: rekoans; Kék: major parent; Z6ld: minor

parent; Narancs: mesterséges kiméra, kontrolké&znddtuk. Azokat a rekombinéciokat,

melyeket kordbban masok is leirtak nem keretez&®b
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A legjobban alatdmasztott BVDV rekombinacios eseraknamelyeket teljes genomok illesztésének amséNal kaptunk. Néhany esemény
korabban leirtak[ "], de vizsgalatunk Uj “szdf szekveciakat azonositott bizonyos esetekben l@tedea szévegben). A kégt vonal a BVDV-1
és BVDV-2 torzseket valasztja el egymast6h (i vizsgalataink ezt a rekombinaciot nendsitették meg, de az abran és a tablazatban

szerepeltetjik, mert kiemelten foglalkoztunk velm@lszer érzékenységének bizonyitasa miatt.)

Végpontok “Szulsi” (parent) ) o i . o
(rekombinans Rekombin3 c " A vizsgalati eljarasok altal szamitott valodidégi értékek
rekombinans ekompinansg szekvencia

szevencia ) . GENE- ) . )
Start| Vég Minor Major RDP CONV Bootscan Maxchi| Chim-aera SiSscan LARD 3Seq
7780| 11923| JQ799141 | JN400278 KF896608.73x10"°| 1.02x10*°| 9.71x10"° | 1.49x10%°|5.62x10°°| 2.29x10°° | 1.44x10%7 | 1.12x10%°
7348| 8500 U86599 AF091605JX297513| 8.57x10%" | 3.71x10P° | 8.00x10*° |5.97x10"%|3.91x10"°| 2.83x10%° | 1.29x1(° NS
332 | 1004| AF268278| Unknownh M31182 2.38%1D 5.98x10'%| 1.80x10"7 |4.41x10°*|1.14x10%°| 2.76x10%° | 7.96x10°%* | 2.61x10'%°
2939| 4536 | JN704144 | M96751 |KC695814 6.22x10’| 4.38x10'%*| 2.23x10°" |5.23x10%°|7.23x10"| 1.72x10%® | 1.60x10" | 1.28x107*°
8783| 12046| IJN704144 | M96751 |KC695814 4.90x1d’|2.73x10%**| 1.01x10™ | 1.59x10®|1.93x10°8| 3.08x10%° | 1.24x10°% | 1.55%x10'%°
5976| 6575 | U86600° | AF041040/JX297513 | 5.52x10° | 1.35x10% | 7.89x10** [1.680x10'%7.99x10"°| 9.89x10' | 2.52x10°? NS
11490 11679| AF145967 | AY149215AY149216| 7.74x10™ | 4.40x10" | 3.05x107° |1.74x10™|1.26x10™| 4.24x10”" | 8.36x10" | 9.39x1(®
3586| 7357 | GQ888686 °| Unknown |AY149215 1.31x10 NS 4.04x10* | 8.5x10™ [ 2.77x10"| 1.24x107? | 6.46x10" | 7.57x10™®
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Vizsgéalatunkban az algoritmusok olyan genomokaas#bttak ki ,szilli” szekvenciaként,
melyek az adott illesztésben a legval6ghbnek tintek a rekombinaciok létrehozasdban. Ez
nem jelenti azt, hagy a rekombinacioban pont ezigkzsek vettek részt, mivel meglebstn
valGszirii, hogy a valddi szekvencia donor térzsek nincsenél megszekvenalva, igy nem
keriilhettek be a GenBank-ba. Igy lehetséges azy hogekombinans szakaszok nem
egyeznek meg 100%-osan a program altal (8zZkknt azonositott genomok megfdiel
szakaszaival, csak nagyon kdzeli rokonsaguk bizbatg.

Az Altalunk hasznalt modszerek robosztussaganakol@sara bevontuk a vizsgalando
genomok k6zé az AF268278-as rekombinans torzseD{BY), mivel a szakirodalom és a
GenBank-i adatok attanulmanyozasa utan kiderilgyha térzs egy mesterséges kiméra,
melyben a kutatok a BVDV R génjét egy human hepatitis C virus erédstakasszal
cseréltek ki. A vizsgalat soran csak az egyik ,8zulorzset (major parent) lehetett
azonositani, ez az M31182, a minor parent kerasgsehozott eredményt, igy a program erre
a ,szubre” unknown, azaz ismeretlen eredményt adott, mhegbatitis C genomok nem
képezték részét az elemzésnek. Eredményeink gedtgtek Weber és mts-ai 2015-ben leirt,
a JN704144 térzsben felderitett Kstrekombinaciés esemeényt melynél a rekombinans torz
két eltéb helyen is atvette a minor parent genomszakas2aitekombinans torzs egy kinai
esetdl szarmazik, a major parent az Av69-es Védévacstbmelyet szintén Kinaban
szekvenaltak, a minor parent pedig szintén egpit@entabdl szarmazé izolatum, az SD1-es
torzs. Amellett, hogy ez a rekombinacios esemétka npéldaja a keis rekombinacionak,
ravilagit az &, attenualt vakcindk hasznélatdnak kockazataira.

A kovetked rekombinans, a JQ799141, melyet szintén Kinabaldltak, ugyanugy, mint a
,szule” torzseket, a IN400273-ast és a KF986608-at. [EstEge a jelenségnek, hogy mig a
rekombinans térzs gazdafaja a jak volt, az egyilemiaet, a JN400273-t sertéslizolaltak.
Logikus, hogy ez a tbrzs szarvasmarha és jak allgokdan is perzisztal, maskuléonben nem
johetett volna létre a rekombinacié. A tény, hodppen a tripletben mindhdrom torzs (a két
,SzUl6” és a rekombinans is) harom kulonBogazdafajbol (szarvasmarha, sertés, jak)
szarmazik, igen fontos jarvanytani szempontbolQ¥99141 rekombinans térzs megtalalasa
megebsiti azt, hogy azonos virusfajba tartozo torzsakelyeket kilonbo& gazdafajokbadl
izolaltak — kozotti rekombinacidéra leléseg van. A keresztféizés leheisége (BVDV-1
sertésben) pedig felvetheti a kulonbdajok, kilénbds faju virusainak egymassal tortéen
rekombinacidjanak lehésegét is.

Az UB6599-es torzs mas szempontbdl valt érdekdsseek a genomszekvencidja nagyon

hasonlit az U86600-ra, melyben kordbban SimPlotlizasasegitségével felderitettek
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lehetséges rekombinacios eseményt. Az Aaltalunk tkapedmény szerint a kordbban
meghatarozott JX297513 valéban a major parent,rdmar parent tekintetében Uj eredményt
tudunk bemutatni: az AF041040 helyett a AF09160%janinor parent az altalunk hasznalt
fejlettebb programverzio eredményei szerint. Mirodedtal a vizsgalatok szerint az
AF091605 igen kozeli rokona a korabbi ,s4kEnt” azonositott szekvencianak. Mivel az
U86600 nagyon kozeli rokona az U86599-nek (kevesebbt 1%-ban tér eléte), igy az
eredményt 6sszefoglalva azt mondhatjuk, hogy az508@z eredeti rekombinans térzs, az
U86600 pedig el szarmazik, az eltérést a kie#tdzo6tt pedig a rekombinans kialakulasa ota
elszenvedett pontmutéciok eredményezték. Tovabbardakorilményként jelentkezik a
genom szokatlanul nagy mérete (15521 nt). Mintzasgalat soran kiderult, ennek az oka a
genomba az NS2-3 régidba beéklél 3263 nt hosszu szakasz. Ez a szakasz a virusybgon
génjeinek részleges repeticidja (részleges NS2,-N®2 NS3 gén), melyek bizonyos
atfedéssel éplltek be a genom emlitett terlletéveszakasz genetikai hasonlosagi
viszonyainak felderitése utan kiderllt, hogy a le##ld szakasz legkdzelebbi ,rokona”
ugyanannak a torzsnek a megféleklyen |é¥ sajat genjeibl 6sszeallo régio.

Az altalunk elvégzett elemzés soran, amikor a geljd2 genomot tartalmazé illesztést
vizsgaltuk és az elfogadasi kiiszobértéket p<0,806110°%) allitottuk, egyetlen modszer
sem jeldlte meg a GQ888686 torzset rekombinanskénikor az abran lathato filogenetikai
fa alapjaul szolgalo sikitett illesztést, 72 genommal analizaltuk, az RD&dszer ismét nem
fogadta el rekombinansnak a szekvenciat, és a tdldbiszer is csak viszonylag gyenge p-
értékeket adott. A kordbban leirt ,sé&lilszekvencidk mindkét esetben részét képezték az
illesztéseknek. Eredményeinket dsszefoglalva a GBB torzset az Uj, tovabbfejlesztett
algoritmussal vizsgalva nem tekintjik rekombinamksna

Eredményeink attekintése soran kiderult, hogy agafat torzsek koézil a BVDV-2 fajba
tartozok kozott igen kis szamban sikerilt rekombidg eseményt kimutatni. A kis szamu
rekombindns a BVDV-2-es torzsek kozott jelenthetfap nagyobb genetikai stabilitasét,
melyet megdisit, hogy 6sszehasonlitva a BVDV-1-gyel, Iényegdamresebb szubgenotipus
csoportba soroljak a térzseket az 5° UTR szekvénaidpjan. Az AF145967 genom 3’ vége
felé, az NS5b génben egy 195 nt hosszusagu rekamsitertletet sikertlt azonositani. Az
eredmények szerint ez a tertllet az AY149215-0sbdrszarmazik, amely szintén a BVDV-
2-es fajba tartozik. A kérdéses rekombinans testileizsgalva kiderult, hogy BLAST
keresést alkalmazva 100%-0s egyezést talaltunkBAgyV-1 torzzsel, melynek részleges

genomja KF896612 jelzéssel szerepel a GenBank-ban.
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Eredményeink igazoljdk a rekombin&ciés eseménykkivegyakori ebfordulasat a BVDV
torzsekben. A genomatrendelés és a genetikai csuszamlas jelensége régotat isme
szegmentalt genetikai allomannyal rendetkezusfajok (influenzavirusok, bluetongue virus)
esetén, de ritkAbb a nem-szegmentalt genomu vimasoknint amilyen a BVDV is.
Figyelembe véve a BVDV patomechanizmusaban a Ritoéll altal jatszott szerepet, az
endémiasan fefrzott tertileteken a Pl allatokéskegithetik a rekombinécidk, ezen bellil fajok
kozotti rekombinaciok |étrejottét. A rekombinacidkeresésére szolgaldé mobdszerek
alkalmazasakor mindenképpen indokolt a lehetségj@gasok, a kildnbdz algoritmusok
parhuzamos hasznélata, mert igy, kombiniciéban agrgamok egyméas ésségeinek
kihasznalaséaval és gyengeségeiknek az ellensufealanegbizhatobb eredményt adnak.
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