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Il Abrak, tablazatok és mellékletek jegyzéke

2.1  Abrak

1. abra

2. abra

3. abra

4. abra

5. abra

6. abra

7. abra

8. abra

9. abra
10. abra

11. abra

12. abra

13. abra

A PRRSV virionjanak és genomszervezédésének sematikus
felépitése

Az lllumina rendszerrel kompatibilis, kétlépéses PCR-alapu
konyvtarkészité6 modszer sematikus abrazolasa.

Az ORF7 fuaziés primerek PRRSV-specifikus tapadasi helyeinek
szekvencialogdja a PRRSV1 (n=90) és PRRSV-2 (n=466) alkotta
tobbszords szekvenciaillesztéseket tekintetében.

A PRRSV1 ORF5 index szekvenciak (n=301) és egyéb az 1-es
szubtipusba tartozé referencia szekvenciak (n=99) filogenetikai
elemzése.

A PRRSV-1 ORFS5 index szekvenciak (n=301) aminosavszekvencia-
illesztésének grafikus abrazolasa.

A magyarorszagi PRRSV-1 GP5 génre (n=301) hato szignifikans
pozitiv és negativ szelekciés nyomas.

A PRRSV-2 ORF5 szekvencidk filogenetikai elemzése Shi és
munkatarsai klasszifikaciés rendszere szerint.

Az egyedi aminosav-szekvenciaval rendelkezd hazai
PRRSV-2-térzsek (n=32), az L1 (IAF-exp91) és L5 (VR-2332 és
Ingelvac MLV) referenciatorzsek részleges GP5 (as31-174)
aminosavszekvencia-illesztése.

A PRRSV-2 ORF2-7 nukleotidszekvenciak filogenetikai elemzése.

A hazai PRRSV-2 Ingelvac MLV-vakcinaleszarmazott térzsek
ORF2-7 régiojanak SNV-elemzése és 6sszehasonlitasa az Ingelvac
MLV vakcina- és a VR-2332 vadtipusu torzsek kézott megfigyelt nt
eltérésekkel.

A sikeresen felszaporitott ORF2-7 és a két referenciatorzs
konkatenalt aminosavszekvenciai.

Az altalunk tervezett PCR-1 alatt alkalmazott ORF7 fuzios primerek
specificitdsanak vizsgalata.

A teljes genomot lefedd, multiplex PCR primerekkel egyedileg
megvaldsult PCR-ek gél-elektroforetikus képe.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

abra

abra

abra

abra

abra

abra

A Porcilis-vakcinamintak teljes genom hosszan elért szekvenalasi
mélység alakulasa a harom primerpool esetében (poolAv1, v2 és v3),
viszonyitasi pontként a 34 db egyedi PCR termék egyenl6 aranyban
Osszekevert (pool1-34) kihozatala van feltlintetve.

Az Unistrain-vakcinaminta teljies genom hosszan elért szekvenalasi
mélység alakulasa a poolAv1 esetében.

A savopoolmintakbol az amplikon-mélyszekvenalas segitségével
meghatarozott ORF7 szekvenciak, valamint a Porcilis-vakcinattrzs
paronkénti nt azonossaganak dsszehasonlitasa.

Az azonositott SNV-k gyakorisaga és eloszlasa az ORF7 région.

A Porcilis PRRS-vakcinakban elé6fordulé haromféle deléciés varians
érintett régidjanak nukleotidszekvencia-illesztése.

A harom vizsgalt Porcilis-vakcinamintaban (poolAv3) azonositott
SNV-k elhelyezkedése a teljes genom teriletén, illetve a megfigyelt

atlagos gyakorisaguk.
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2.2 Tablazatok

1. tablazat

2. tablazat

3. tablazat

4. tablazat

5. tablazat

6. tablazat

7. tablazat

8. tablazat

9. tablazat

10. tablazat

11. tablazat

12. tablazat

13. tablazat

Az lon Torrent szekvenalast és a hagyomanyos konyvtarkészitd
modszert magaba foglald vizsgalatokhoz készilt ORF5 és ORF7
célrégiok felszaporitasahoz alkalmazott primerek szekvenciai.

Az lon Torrent készuléken zajl6, PCR-alapu konyvtarkészité modszert
magaba foglald vizsgalatokhoz készllt ORF5 és ORF7 célrégidk
felszaporitasahoz alkalmazott fuziés primerek szekvenciai.

A PRRSV-2 ORF2-7 régidjanak felszaporitdsahoz alkalmazott
primerek szekvenciai.

A kétlépéses PCR-alapu koényvtarkészités PCR-1 lépésében
alkalmazott fuzids primerek altalanos felépitése és szekvenciai.

Az ORF7 vizsgalatahoz tervezett fuzids primerek szekvenciai és
tapadasi helyei a két PRRSV prototipustérzshéz viszonyitva.

A kétléepéses PCR-alapu konyvtarkészités PCR-2 [épésében
alkalmazott vonalkodolé primerek szekvenciai.

A hazankban fellelt PRRSV-1-kladok tulajdonsagai.

A detektalt feltételezett N-glikozilaciés poziciok jelenléte és az altaluk
alkotott glikozilacios mintazatok el6fordulasa a hazai PRRSV-2
vizsgalt szekvenciakban.

A sikeresen felszaporitott ORF2-7, a VR-2332 vadtipusu térzs és az
Ingelvac MLV-vakcinatdrzs kézott medfigyelt nt azonossag értékei
(%).

A sikeresen felszaporitott ORF2—7 és az Ingelvac MLV-vakcinatorzs,
iletve a VR-2332 vadtipusu térzsek kozoétt medfigyelt
aminosavazonossag-ertékei (min—-max%).

Az ORF5 és ORF7 régiok hagyomanyos DNS-konyvtarkészités és lon
Torrent készulék segitségével zajlé szekvenaldsanak eredményei a
kevert mintak esetében.

A sertéstelepekrél gydjtott savomintdk adatait és az ORF7
amplikon-mélyszekvenalas eredményeit sszefoglalo tablazat.

Az amplikononkénti szekvenalasi mélység dsszefoglalasa mindharom

Porcilis-vakcinamintara, a poolAv1 és poolAv3 esetében.
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2.3 Mellékletek

1. melléklet

2. melléklet

3. melléklet

4. melléklet

5. melléklet

6. melléklet

7. melléklet

8. melléklet

9. melléklet

10. melléklet

A Porcilis- és Unistrain-vakcinatdrzsek és azok leszarmazottjaira
specifikus  multiplex PCR-rendszerben hasznalt primerek
tulajdonsagai.

Az Illumina-kompatibilis kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészitési
modszer masodik PCR korében alkalmazott 6sszes vonalkodolo
primer szekvenciaja (indexek: Nextera XT Index Kit v2 Set C).

A hazankban fellelt PRRSV-1-kladokhoz tartozé index szekvenciak
térbeli eloszlasa.

A magyarorszagi PRRSV-1-térzsek GP5 génjében a FEL, SLAC és
FUBAR algoritmusokkal megallapitott szignifikans pozitiv szelekcié
alatt allé egyedi as poziciok.

A Magyarorszagon el6forduld PRRSV-2-fert6zésekkel kapcsolatos
epidemioldgiai és klinikai adatok a 2005-2020-as idészakbdl.
PRRSV-2-torzsekkel fert6z6dott magyarorszagi sertéstelepek tér-
(A) és id6beli (B) eloszlasa.

Az Ingelvac PRRS MLV (PRRSV-2) 2020-2021-es magyarorszagi
jarvanykitorésekben érintett sertéstelepek adatai.

A 2020-2021-ben zajl6 jarvanyokban résztvevé PRRSV-2 Ingelvac
MLV-vakcinatorzs lehetséges fert6zési Uutjainak sematikus
abrazolasa.

A spike-in mintakkal végzett ORF7 mélyszekvenalas adatai.

A 2208 19-es minta ORF7 amplikon-mélyszekvenalasabdl
szarmazo readek referenciahoz torténd illesztésének (contig fajl)

képe a Geneious Prime szoftverben.
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Il Osszefoglalas

A Nidovirales renden bellul az Arteriviridae csaladba és a Variarterivirinae alcsaladba
tartozé, a sertések reprodukcids zavarokkal és légzészervi tinetekkel jaré szindrémajanak
(PRRS, porcine reproductive and respiratory syndrome) virusai (PRRSV-1 és PRRSV-2)
vilagszerte elterjedtek.

Kutatbmunkank soran arra torekedtunk, hogy bdvitsik a PRRSV molekularis genetikai
vizsgalatait tamogat6 szekvenalasi modszereket. Ennek érdekében sikeresen adaptaltuk az
lllumina készllékekkel kompatibilis, PRRSV-re specifikus kétlépéses PCR-alapu
konyvtarkészitési eljarast. Az igy készllt DNS-koényvtarak lehetévé teszik az ujgeneraciés
szekvenalasi technoldgiara (NGS, next generation sequencing) épulé

amplikon-mélyszekvenalas kivitelezését. Kétféle iranyvonal mentén alakitottunk ki kiilénb6z6

specifikus, mig a masik alkalmas egyes PRRSV-1 vakcinatérzsek (Porcilis® és Unistrain®
PRRS) és leszarmazottaik teljes genomjanak felszaporitasara.

Az ORF7 régiét célzé amplikon-mélyszekvenalassal betekintést nyertlink a magyarorszagi
haté mikroevoluciés mechanizmusokba. Bizonyitottuk, hogy a maddszerrel egyarant
lehetséges a vakcina- és vadtipusu torzsek elkilonitése, valamint tdbb virusvarians egyideji
kimutatasa és genetikai elemzése.

A multiplex PCR-re éplild, teljes genom amplikon-mélyszekvenalassal elvégeztik harom
Porcilis PRRS vakcinaban eléfordul6 virustorzs genetikai vizsgalatat. A mintakbol kimutattunk
mar ismert delécioval rendelkezé variansokat, illetve meghataroztuk a vakcinakat alkotd
kvazispecies valtozatossagat. Osszehasonlitd genomikai vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy
ez a vakcinatorzs genetikailag stabil.

Az eredményeink megerésitették, hogy a kétlépéses PCR-alapu moddszerrel készult
DNS-konyvtarak ujgeneracios szekvenalasa a hagyomanyos szekvenalasi technologiakhoz
képest elénydkkel rendelkezik, mivel a PRRSV diagnosztikai, molekularis epidemiolégiai vagy
genetikai diverzitasanak vizsgalatahoz gyorsabb, koéltséghatékonyabb és érzékenyebb
megoldast nyujthat klinikai mintak esetében.

Mindezek mellett a 21. szazad kezdete Ota Osszegyllt ORF5 szekvenciaadatok
segitségével feltartuk a hazai PRRSV-1- és PRRSV-2-torzsek eredetét és elterjedésuket,
illetve az adatok elemzésével informaciot nyertiink mindkét PRRSV faj torzseinek genetikai
valtozatossagardl. Egy elbzetes tanulmanyunk soran bevontuk az NGS-technikat
(hagyomanyos DNS-konyvtarak segitségével) a PRRS-mentesités keretein belul zajlé rutin

diagnosztikaba és azonositottunk kevert fertézéseket a vizsgalt sertéstelepeken.
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IV Summary

The two viral pathogens of the porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRSV-1
and PRRSV-2) are disseminated worldwide. The PRRSVs belong to the subfamily
Variarterivirinae within the family Arteriviridae of the order Nidovirales.

Our main objective was to expand the available sequencing methods in order to support
the molecular genetic studies of PRRSV. In this study, we successfully evaluated a
PRRSV-specific amplicon library preparation method compatible with Illumina short-read
sequencing based on a two-step PCR assay. Two different library preparation protocols have
been developed. One of the approaches targets the ORF7 region of both PRRSV species,
while the other is specific to the whole genome of certain PRRSV-1 vaccine strains (Porcilis®
and Unistrain® PRRS) and their descendants.

The ORF7 targeted amplicon deep sequencing provided insights into the heterogeneous
composition of the PRRSV-1 viral population circulating in Hungary and the microevolutionary
mechanisms acting on this region. In addition, we have demonstrated that this method is
suitable to discriminate between vaccine- and wild-type strains, as well as to detect multiple
strains simultaneously and promote the genetic characterization of PRRSVs.

We performed deep sequencing based on tiling multiplex PCR to compare the vaccine
strain components of three different Porcilis PRRS vaccine batches. Our results showed the
occurrence of well-known deletion variants and high genetic complexity. The genetic stability
of Porcilis vaccine strains was evaluated by comparative genome analysis of the investigated
strains and additional genbank records.

We confirmed that PRRSV-specific amplicon deep sequencing possesses remarkable
advantage over traditional sequencing technologies since it could provide a fast, inexpensive
and sensitive tool for diagnostics, molecular epidemiological or genetic diversity testing of
PRRSVs from clinical samples.

Furthermore, we determined the origin and distribution of the Hungarian PRRSV-1 and
PRRSV-2 strains based on the ORF5 sequence data collected since the beginning of the 21st
centruy. In addition, analysis of ORF5 sequence data provided relevant information on the
genetic diversity of PRRSV strains in Hungary. In a preliminary study, we incorporated the
NGS technology (conventional DNA libraries) into the routine diagnostic sequencing as part of

the PRRS eradication and identified mixed infections in some of the investigated pig farms.
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V Bevezetés

A sertések reprodukcios zavarokkal és légzészervi tunetekkel jaré szindromajanak (PRRS,
porcine reproductive and respiratory syndrome) kérokozojat el6szdr az USA-ban azonositottak
az 1980-as évek végén, mig Eurdépaban az 1990-es években mutattak ki (Keffaber, 1989;
Wensvoort et al., 1991). Megjelenésetdl egészen napjainkig a PRRS vilagszerte jelentds
gazdasagi karokat okoz a sertéstartok szamara. A megbetegedés sulyos légzdszervi tinetek
mellett csokkent testtdmeggyarapodassal jar a fiatal egyedekben, valamint kocakban
magzatkarosodassal tarsuld reprodukcidés zavarok is jelentkezhetnek. Elhuzodo fert6zés
esetén immunszuppresszio [éphet fel, ami masodlagos fertézések kialakulasahoz vezethet.

A PRRS korképet a Nidovirales rendbe tartozo, pozitiv iranyultsagu, egyszalid RNS
genommal (+ssRNS) rendelkezé virus okozza. Jelenleg két virusfajt kilonbdztetliink meg a
PRRS koérokozoéjaként: Betaarterivirus suid 1 és Betaarterivirus suid 2, kbzismert nevikén a
PRRSV-1 és PRRSV-2. A PRRSV magas mutacids rataja és a kulonboz6 virustorzsek kozott
zajlé rekombinacié nagymértékii genetikai valtozékonysagot eredményez (Murtaugh et al.,
2010). A betegség ellen iranyuld védekezés minden orszag szamara kihivas, mivel a keringé
PRRSV-torzsek eltérd virulenciaja és antigénszerkezete egyarant megneheziti a vakcinak,
illetve a diagnosztikai médszerek alkalmazasat és fejlesztését.

A sertésallomanyokban el6forduld virustorzsek molekularis moddszerekkel torténd
jellemzése és leszarmazasi kapcsolatainak felderitése, azaz a molekularis epidemiolégia
tamogatja a PRRS elleni védekezést (Murtaugh, 2012; Perez et al., 2015). Ezeknek a
vizsgalatoknak az elvégzéséhez a legelterjedtebb modszerek a PCR és a DNS
bazissorrendjének meghatarozasa Sanger-féle szekvenalassal. Napjainkban az ujgeneracios
szekvenalasi technikak (NGS, next generation sequencing) rohamos fejlédése ahhoz vezetett,
hogy allatorvosi vonatkozasban egyre gyakrabban alkalmazzak egyes virustdrzsek célzott
genomi régidinak vagy teljes genomszekvenciajanak megismerésére (Belak et al., 2013). Az
NGS végrehajtasahoz nélkilézhetetlen az ugynevezett DNS-konyvtarak elkészitése, amely
leginkabb koltség- és idéigényes, nem minden orszag szamara hozzaférhetd, kereskedelmi
forgalomban kaphato kitekkel szokott zajlani. Az egyik piacvezetd, NGS-technoldgiat biztositd
vallalat az lllumina (San Diego, USA), mely készllékeihez mar tébb alternativ konyvtarkészitd
modszer is hozzaférhetd. Ezen mdédszerek csak az alap molekularis technikak kivitelezéséhez
szukseéges eszkozparkot kovetelik meg, id6- és koltséghatékonyak, ezaltal szamos kutato- és
diagnosztikai labor munkajaba konnyUszerrel beépithetoek.

Mindezekkel 06sszefiggésben kutatomunkak f6 célja volt egy Ujszerl, kétlépéses
PCR-rendszerre épuld DNS konyvtarkészités adaptélasa, majd alkalmazasa a PRRSV

genetikai vizsgalataihoz.
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VI Irodalmi attekintés

6.1 A PRRSV altalanos jellemzése

6.1.1 Rendszertan

A sertések reprodukcios zavarokkal és légzdszervi tinetekkel jaré szindrémaja (PRRS,
porcine reproductive and respiratory syndrome) a sertéstartas egyik legnagyobb gazdasagi
jelentéséggel biréd megbetegedése. A betegséget okoz6 virust (PRRSV) a Nidovirales rendben
belll az Arteriviridae csaladba és a Variarterivirinae alcsaladba soroljuk. A Nidovirales rend
tagjainak kodzds ismertetbjegye a ,beagyazott (nested)” elrendezdédésli szubgenomialis
messenger RNS-en (sg mRNS) alapuld replikacios stratégia. A ,beagyazott” elnevezés abbol
ered, hogy minden sg mRNS 5 vége kiegészil az RNS genom 5 végén talalhat6é leader
szekvenciaval, illetve mindnél megtalalhaté a 3’ végen a poly(A) farok (Meulenberg, 2000).

2018-ban a Nidovirales rend taxonomiajat és nevezéktanat moédositottak, és jelenleg két
kilén fajként tartjgk szamon a PRRS kérokozoéjat: Betaarterivirus suid 1 (PRRSV-1) és
Betaarterivirus suid 2 (PRRSV-2) (https://ictv.global/report/chapter/arteriviridae/arteriviridae,
2023.09.20.). A két PRRSV fajhoz tartozé virustérzsek koézotti nukleotid (nt) azonossag
korulbelll 60% (Allende et al., 1999).

6.1.2 Genomszervezédés és morfologia

A sima felllet( virion kerek vagy tojasdad alaku, az atméréje atlagosan 54 nanométer (nm),
de 50-74 nm koz6tt valtozhat; a kiilsé felszinét boritd lipid kettésréteg jol elkuldndl, vastagsaga
4,5 nm, tovabba talalhatoé benne egy ,core” régié amely 39 nm atmérdji és a buroktdl 2—-3 nm
tavolsagra helyezkedik el (Dokland, 2010) (1. abra, A).

A PRRSV szimpla szalu, pozitiv irdanyultsagu, kb. 15 kilobazispar (kbp) hosszu, 5 cap és
3’ poly(A) strukturakkal ellatott RNS-bél all6 genommal rendelkezik. Tipusat tekintve
policisztronos, vagyis az 5’ és 3’ végeken elhelyezkedd nem-atir6dé régidk altal kdzrefogott
genomszakasz 6sszesen tiz nyitott leolvasasi keretet (ORF, open reading frame) hordoz: a
nem-szerkezeti fehérjéket kdédold két nagy (ORF1a és ORF1b), valamint a szerkezeti
fehérjéket kodold nyolc kisebb (ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF5a, ORF6 és
ORF7) ORF-et. A pozitiv szalu RNS-genomban talalhat6é bizonyos RNS-motivumok, vagyis a
transzkripcio-szabalyzé szekvenciak (TRS, transcription-regulating sequence) szabalyozzak a
negativ szalu RNS-képzést, ezek minden egyes szerkezeti fehérjét kdédolé ORF elétt, illetve
az RNS-genom 5’ végi leader szekvencia 3’ végén helyezkednek el (1. abra, B) (Pasternak et
al., 2001).

Az ORF1a és ORF1b régidk a genom koézel kétharmad részét teszik ki. A virion sejtbe
jutasat kovetéen ezekrdl az ORF régidkroél két poliprotein (pp1a és pp1ab) irddik at, amelyhez

egy leolvasasikeret-eltolédas (RFS, ribosomal frameshift) sziikséges a két ORF hataran. Ezt
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kdvetben a virdlis proteazok segitségével a két poliproteinrél legalabb 14 nem-szerkezeti
fehérje (NSP, non-structural protein) keletkezik. A folyamat kezdetén els6éként
autoproteolizissel lehasad az NSP1a/B és az NSP2, amik kihasitjak az NSP4 f6 proteazt.
Ezutan a ppla tovabbi feldarabolasaért (NSP3, NSP5—-6, NSP7a/p és NSP8), illetve a pplab
poliprotein feldolgozasaért (NSP9-12) egyarant az NSP4 felel (Fang és Snijder, 2010). Egyes
kutatasok bizonyitottak, hogy az NSP2-t kodold régié tertiletén szintén eléfordul egy masik
egyedi kereteltolodas, aminek kovetkeztében a korabban felsorolt nem-szerkezeti fehérjéken
kival keletkezik még két csonka NSP2 varians, az NSP2TF és NSP2N (Fang et al., 2012;
Yanhua Li et al., 2014).

Az emlitett nem-szerkezeti fehérjék egy részének mar viszonylag régota ismert a 6
funkcidja: az NSP1a/B, az NSP2 és az NSP4 mint proteazok; az NSP9 mint RNS-fliggé
RNS-polimeraz (RdRp, RNA-dependent RNA polymerase); az NSP10 mint helikaz; és az
NSP11 mint endoribonukledz vesznek részt a virus szaporodasi ciklusaban az egyéb,
virusreplikaciét szabalyozé és immunmodulans hatasuk mellett (Dokland, 2010; Fang és
Snijder, 2010; H. Zhang et al., 2022). Az NSP3 és NSP5 a fert6zott sejt endoplazmatikus
retikulumaban (ER) mint transzmembran fehérjék talalhatéak meg. Ujabb kutatasok alapjan a
fert6zott sejtben az ER-b8I eredd autofagoszomak felhalmozddasat segitik el6 azaltal, hogy
gatoljak azok lizoszomaval térténd fuzidjat, azaz hidanyos autofagiat idéznek elé (Zhang et al.,
2019; Zhou et al., 2023). Altalanossagban az autofagia folyamata, valamint az NSP3 és NSP5
jelenléte hozzgjarul a virus replikaciéjanak szintereként szolgald perinuklearis kettbs
membranu vezikulak (DMV, double-membrane vesicule) létrejottéhez, valamint fokozza a
PRRSV replikacios képességét (Chen et al., 2012; Posthuma et al., 2008; X. Zhang et al.,
2022). A viszonylag kevésbé kutatott, sokaig ismeretlen funkciéju nem-szerkezeti fehérjék
kozul az NSP7-r6l az utdbbi évtizedben megallapitottak, hogy fontos szerepet jatszik a virus
replikacidjaban, az aktiv virus partikulak létrejottében és bizonyitottak, hogy gatolja a
gazdaszervezet immunvalaszat (Li et al., 2023). Az NSP6 lehetséges funkcidjardl egyetlen,
nemrég megjelent kdzleményben olvashatunk, mely szerint mérsékeli a gazdaszervezet
gyulladasos reakciéit (Gu et al., 2022). Az NSP8-rdl a kdzelmultban azt talaltak, hogy az NSP9,
vagyis az RdRp N-terminalis szakaszanak feleltetheté meg, azonban pontos szerepét mind a
mai napig nem sikerilt meghatarozni (Liu et al., 2018). Osszességében az NSP-k egyéb,
gazdasejt eredet(i faktorokkal egyutt alkotjak a virus replikacios és transzkripcios komplexét,
melyet magukba foglalnak a DMV-k (Pedersen et al., 1999; Wolff et al., 2020).

A szerkezeti fehérjék atirasa nem folytonos, az 6ket kédolé ORF-ekrél (ORF2—-7) 6sszesen
hat kialénb6zd méretl, negativ szalu ,beagyazott” sg mRNS segitségével valésul meg
(1. abra, B) (Snijder és Meulenberg, 1998). Az ORF2-5 régi6 a glikozilalt (GP2-5), mig az
ORF2b és az ORF6 a nem-glikozilalt burokfehériéket (E és M), az ORF7 a
nukleokapszid-fehérjét (N) kddolja, tovabba az ORF7-tel atfedésben, az ORF7a egy tovabbi
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7ap nevezetl fehérjét (Olasz et al., 2016). Mennyiséglket tekintve a GP5 és M diszulfid-
hidakkal 6sszekotott heterodimer formaja talalhatd meg legnagyobb mennyiségben a
burokban, mig a masik f6 szerkezeti fehérje a ,core” régiot alkotdé nukleokapszid; a GP2, GP3
és GP4 alkotta heterotrimer, ami a PRRSV-1 esetében még kiegészil az E fehérjével, kisebb

mennyiségben fordul el6 (Veit et al., 2022).

A
heterotrimer
heterodimer
B
GP2 GP4 5a M
[ ORF1a '
5 TRS RFS ORF1b 3
|nadcr E GPB GPS N
sg mMRNS2 e
sg mMRNS3 by
sg mRNS4 —_—
sg mRNS5 ol
sg mRNS6 e
sg mMRNS7

1. abra A PRRSYV virionjanak (A) és genomszervezédésének (B) sematikus felépitése.
A A burokban talalhaté szerkezeti fehérjék kozil a GP2, GP3 és GP4 heterotrimer, mig a GP5 és M heterodimer
formaban fordul el6. Az N fehérje alkotja a nukleokapszidot, amelyen beliil az RNS genom helyezkedik el.

B Az abran jeldltiik a genom 5’ végén talalhaté leader szekvenciat, valamint az ORF-ek elétt elhelyezkedd
transzkripcid-szabalyzé szekvenciakat (TRS). Az ORF1a és ORF1b hataran Iévé leolvasasikeret-eltolédas (RFS)
szikséges a pp1a és pplab atirédasahoz. A szerkezeti fehérjék atirédasa hat ,beagyazott” szubgenomialis
MRNS-sel (sg MRNS2-7) zajlik. Az adott szerkezeti fehérjéket jel616 téglalapok szine megegyezik a virion

szerketi abrajaval. (A kép forrasa: https://viralzone.expasy.org/)

A PRRSV szerkezeti fehérjéi kozul a GP5-6t az egyik legvaltozékonyabbkeént tartjak
szamon és az M szekvenciajat pedig a legkonzervativabbként, pedig funkciéjukban szorosan
kapcsolédnak: mindkét fehérje fontos szerepet jatszik a virus fert6z6képességének
kialakitasaban. A GP5/M heterodimer, mint adszorpcids fehérjekomplex, kiemelt szerepet

jatszik a virus gazdasejthez térténé kapcsoldédasaban. A PRRSV fertézés szempontjabdl eddig
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Osszesen két elengedhetetlen sejtfelszini receptort azonositottak: a nem makrofagspecifikus
heparan-szulfat receptort és a makrofagspecifikus szialoadhezin (Sn vagy Siglec-1) receptort.
A heparan-szulfat az M fehérjével kialakitott alacsony affinitasu kotédésen keresztil elésegiti
a virionok tapadasat a célsejt felszinéhez, majd ezen kétédés hatasara létrejon és egyben
fokozédik a komplexként jelenlévé GP5 felszinén talalhaté szialsav és a sejtfelszini Sn
receptor interakciodja (Delputte et al., 2005, 2002; Shi et al., 2015; Van Breedam et al., 2010).
Az Sn-nel térténd Osszekapcsolodas felel a gazdasejtbe torténd bejutas (penetracio)
elindulasaért, azonban az Sn pontos szerepér6l a PRRSV patogenezisében szamos
ellentmondé koézlemény sziletett az évek soran (Prather et al.,, 2013; Su et al.,, 2021,
Vanderheijden et al., 2003). A gazdasejtbe jutas folyamata klatrin-medialt endocitézissal vagy
alternativ utvonalon, makropinocitézissal zajlik (Nauwynck et al., 1999; Wei et al., 2020). Az
Ujabb kutatasok szerint a gazdasejthez torténé megfelelé tapadashoz és az endocitézishoz
szlkséges a GP4 kapcsolédasa a 70 kilodaltonos hésokkfehérjével, tovabba kimutattak, hogy
a GP5-nek a gazdasejthez val6 tapadason kivil, a MYH9 miozin molekulahoz kapcsolédva
szintén szerepe van az internalizacioban (L. Wang et al., 2022; Xue et al., 2019; Ye et al.,
2022). A GP2 és GP4 kozvetlenlul a CD163 receptorhoz kotédik és teszi lehetévé a PRRSV
szamara a gazdasejtbe torténd bejutast és a dekapszidacié folyamatanak megvaldsulasat
(Das et al., 2010; Shi et al., 2015). Az eddigi kutatasok szerint a CD163 receptor SRCR5
régiojat kodold genetikai allomany kittésével a sertések teljes mértékben rezisztensek lesznek
mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 fertézéssel szemben, ami bizonyitja, hogy a fert6zés
létrejottéhez egyedil a CD163 egyik régioja nélkulozhetetlen (Burkard et al., 2018; Guo et al.,
2019; Prather et al., 2017; Yang et al., 2018). A PRRSV-1-ben el6fordulé E fehérjérél mar
régen bizonyossagot nyert, hogy a virus-sejt 6sszekapcsolddas, majd a viruspartikulak
endoszOmaba torténd szallitasa utan az ioncsatorna-szerl aktivitasanak kdszonhetéen
porusokat képez a burokban. Ezutdan az endoszomaban talalhaté alacsony pH medialja a
viralis nukleinsav nukleokapszidbol torténd kiszabaditasat, vagyis a PRRSV-partikulak
dekapszidacidjahoz savas kornyezet szikséges (Kreutz és Ackermann, 1996; Lee és Yoo,
2006). Habar egy kisebb fehérjérél van szd, az évek soran szamos kutatas targya volt: sok
immunmodulans és a virus replikacidéjat seqité szereppel hoztak kapcsolatba (Chen et al.,
2023). A fertd6zétt sejtekben az N fehérje talalhaté meg legnagyobb mennyiségben, mely a
virionban a viralis RNS-hez kapcsolddva alkotja a nukleokapszidot (Dea et al., 2000; Dokland,
2010). A fertézési folyamat soran a vimentinhez és mas sejtvazalkoté elemekhez kapcsolédva
medidlja a virus transzportjat a citoszolban, valamint részt vesz az 0Osszeszerel6dés
folyamataban (Kim et al., 2006). Emellett bizonyitottak az N fehérje tébbrétli immunmodulans
hatasat in vitro, illetve kimutattak, hogy részt vehet a fert6zott sejtek transzkripcios és

virusreplikaciés folyamatainak szabalyozasaban, valamint a patogenitdas mértékére is
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befolyassal lehet (Gong et al., 2023; Lee et al., 2006; Liu et al., 2016; Sagong és Lee, 2011;
Song et al., 2009; Wongyanin et al., 2012; Zhao et al., 2019).

6.1.3 A PRRS okozta megbetegedés és korfejlédés

Az Arteriviridae csalad tagjaira jellemz6 a korlatozott sejttropizmus. A PRRSV célsejtjei
els6sorban a légz6szervi és nyirokszOvetekben el6forduld sertés makrofag- és
monocitaeredet(i sejtek, példaul a sertés alveolaris makrofagok (PAM, porcine alveolar
macrophage), ugyanakkor kimutattak mar, hogy herecsirasejteket és tlidéhamsejteket is
képes fertézni (Duan et al., 1997; Halbur et al., 1995; Sur et al., 1997). Eddig szamos
kilénb6z6 receptort azonositottak, amelyek potencidlisan részt vesznek a fert6zés
kozvetitésében, tovabba egyéb alternativ fertézési dtvonalakat is leirtak mar (Ye et al., 2022).
A magas patogenitasu PRRSV-térzsek altalaban kiterjedtebb szdveti tropizmust mutatnak,
azonban viszonylag kevés, a megvaltozott sejttropizmussal 6sszefiiggésbe hozhaté receptort
sikerllt eddig meghatarozni (Ma et al.,, 2022; Ruedas-Torres et al., 2021). Sokaig ugy
gondoltak, hogy a sertés Sn (mas néven Siglec-1) elengedhetetlen a fertézéshez, azonban
tobb tanulmany is szlletett arra vonatkozdan, hogy ennek a receptornak a hianyaban is sikeres
lehet a fertézés in vitro és in vivo egyarant (Prather et al., 2013; Welch és Calvert, 2010).
Példaul, egyes magasabb patogenitasu PRRSV-térzsek esetében bizonyitottdk, hogy az
alacsonyabb patogenitasu térzsekhez képest az orrnyalkahartya felsé6bb rétegében talalhato
sertés Sn receptort nem kifejez6 makrofagokhoz nagyobb affinitassal kdtédnek, valamint
fokozott replikaciot mutatnak (Frydas et al., 2015, 2013; Oh et al., 2020). In vitro kisérletekben
a szintén a szialoadhezin receptorcsaladba tartoz6 Siglec-10 receptort alternativ receptorként
azonositottak, amely ugyanakkor eltéré6 mértékben segiti a két PRRSV faj fert6zéképesseégét
(Xie et al., 2017). Telepi koérialmények kozott bizonyos PRRSV-2-t6rzsek emésztérendszeri
tuneteket okozhatnak, és bar egyel6re nem ismert ennek a megvaltozott szervtropizmusnak a
pontos mechanizmusa, allatkisérletekkel sikerilt igazolni a virus szaporodasi képessegeét a
bélrendszerben, valamint kéros elvaltozasokat is megfigyeltek az emésztérendszerben (Ma et
al., 2022; Shang et al., 2013).

A fert6zés soran a PRRSV el6szér a PAM sejtekben replikalodik, majd késébb a vér- és
nyirokrendszer kozvetitésével tobb masik szervbe eljutva fokozza az apoptdzis és nekrdzis
okozta szdvetkarosodast (Fan, 2019; Karniychuk et al., 2011; Miller és Fox, 2004).

A PRRSV-re minden korban érzékenyek a sertések, fiatal egyedekben rendszerint sulyos,
mig felnétt egyedekben enyhe Iléguti tuneteket okoz, melyhez a kocak esetében
szaporodasbioldgiai zavarok tarsulhatnak (Gray et al., 2019; Klinge et al., 2009). Ujsziilott
malacokban eléfordulhat magas mortalitassal jaré 1az és szdvetkdzi tidégyulladas is. |désebb
korban a fertézés lehet szubklinikai: 14z, esetleg étvagytalansag jelentkezhet, mindemellett

gazdasagi szempontbdl leginkabb a hizésertések csdkkent testtdmeg-gyarapodasa jelentés
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(Zimmerman et al.,, 1997). Mig a klasszikus PRRSV-térzsek tébbnyire szubklinikai
megbetegedést okoznak, mindkét PRRSV faj virulens térzsei magas lazzal, nagyobb foku
viraemiaval, valamint magas morbiditassal és mortalitassal jaré6 megbetegedést idéznek eld
(Ruedas-Torres et al., 2021). A virulens térzsek okozta megbetegedéskor a légz&szervi
tinetekkel (nehézlégzés, szapora l|égzés) és a tludogyulladassal &sszefliggésben
megfigyelheté a limfocitdk és monocitak/makrofagok szeptalis besziirédése, mely tarsulhat
vérzéses foltokkal (Canelli et al., 2017; Wang et al., 2014).

A PRRS megbetegedéssel kapcsolatos szaporodasbioldgiai zavar kialakulasa erésen fligg
a vemhesség stadiumatél. A PRRSV-fert6zés nem befolyasolja a fogamzasi- és
termékenyitési aranyt, valamint a beagyazodast és a korai embriofejlédést (16-sejtes allapot),
a magzatok csupan késébb, a vemhesség korai (20. nap) szakaszatdl kezdve valnak
fogékonnya a vertikalis transzmisszioval szemben, ami végul magzatelhalashoz vezet (Prieto
et al., 1997a, 1996). A vemhesség kozéps6 fazisaban nem nyilvanul meg klinikai tinetekben
a fertézés, valamint transzplacentaris transzmisszié sem figyelheté meg. Amennyiben a koca
a vemhesség keéséi fazisaban (70-93. nap) fert6z6dik, a légzbszervi tlnetek mellett
szaporodasbioldgiai problémak, tobbek kozt vetélés, koraellés, magzatelhalas, gyakori
visszaivarzas és szUlletési rendellenességek (halvasziletett, mumifikalédott, gyenge malacok)
is jelentkezhetnek (Karniychuk és Nauwynck, 2013; Kranker et al., 1998; Zimmerman et al.,
1997). A betegség reprodukcios zavarokat érinté kimenetele rendkivul valtozo, példaul a
halvasziletett magzatok aranya almonként akar a 90%-ot is elérheti (Cheon és Chae, 2001;
Han et al., 2013; Hu et al., 2023; Ladinig et al., 2014; Rowland, 2010).

A késdi vemhesség soran viraemiaval a méhnyalkahartyaba jutott PRRSV révid idén belll
(3-10 nap), valészinlleg az anyai makrofagok kozvetitésével atterjed a placentan at a
magzatba. Megfigyelések szerint mind az elvetélt, mind a halvaszuletett malacokban a virus
elsédlegesen a timuszban és a nyirokszovetekben replikalodik, valamint egyes kutatasok
szerint a PRRSV-2 esetében a legtdbb kéros elvaltozas a bélfodri nyirokcsomokban alakul ki
(Cheon és Chae, 2001; Jeong et al., 2018; Novakovic et al., 2016). Feltételezhet6, hogy a
szaporodasbioldgiai zavarok az anyai-magzati hatarfelileten zajlé helyi gyulladas és
immun-aktivacio, tovabba az apoptotikus folyamatoknak tulajdonithatd gécos levalasok miatt
koévetkeznek be (Karniychuk et al., 2011; Stas et al., 2022). Annak ellenére, hogy az adott
virustdrzs dsszesitett replikacios képessége a kocaban nem mutat dsszefliggést a fertéz6dott
magzatok aranyaval, az anyai-magzati kapcsolédasi pontoknal medfigyelt PRRSV
virusterheléstdl fligg a szuletési suly és a magzatokban kialakult kéros elvaltozasok mértéke,
illetve a halalozas esélye is (Jeong et al., 2022; Ladinig et al., 2015). Noha mindkét PRRSV
fajhoz tartozd virustérzsek hasonld sulyossagu reprodukcios problémakat okoznak, a

PRRSV-2 esetében a szévettani elvaltozasok (gyulladas a méhben, a méhlepény magzati
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részében és a méhnyalkahartya vérereiben) kifejezettebbek (Han et al., 2014; Jeong et al.,
2022; Novakovic et al., 2016).

Koinfekcié soran a PRRSV-1 és PRRSV-2 fert6zd6képességében kildnbségek figyelhetéek
meg. A PRRSV-2 hatékonyabb replikacios képességgel rendelkezik, mind vemhes kocakban,
mind fiatal allatokban, tovabba a koinfektalt malacokban a klinikai tiinetek és szoOveti
elvaltozasok megegyeznek az egyedil PRRSV-2-vel fert6zott allatokéval (Choi et al., 2015;
Jeong et al., 2018). Idaig sem a szaporodasi zavar, sem a légz&szervi megbetegedés
sulyossagaban nem mutattak ki additiv hatast mindkét PRRSV fajjal t6rténé fert6zddés
esetében (Choi et al., 2015; Jeong et al., 2018).

A korabbiakban targyalt két 6 korképpel egyidejlileg jelentkezé szisztémas klinikai tlinetek
(példaul bagyadtsag, étvagytalansag, laz, ciandzis, légszomj, kétéhartyagyulladas) mellett
egyéb szervek is érintettek lehetnek a PRRSV okozta megbetegedés alatt. A
nyirokszervekben, féleg a timuszban, Iépben, manduldkban és nyirokcsomokban kialakulo
karosodasok a virulens térzsek esetén kifejezettek (Han et al., 2017; He et al., 2012). A
timuszban elsésorban a CD4+/CD8+ sejtek megndvekedett jarulékos apoptdzisa figyelhetd
meg, mikdézben a PRRSV-re mas sejtek, a CD14+ antigénprezentalé sejtek érzékenyek
(Yuming Li et al., 2014; J. K. Liu et al., 2017). A sejtes immunvalasz egyik kdzponti szerve a
timusz, hiszen a T-sejtek proliferaciojanak, differencialédasanak és szelekciojanak elsédleges
helyszine, igy a fert6zés soran kialakult timuszatrofia, a T-sejtdeplécid és a naiv T-sejtek
fejlédésének karosodasa mind hozzajarul a PRRSV immunszuppressziv hatasahoz (Canelli
et al., 2017; Ogno et al.,, 2019; Wang et al., 2020). A PRRSV okozta elvaltozasok kozott
el6fordul vérér-, szivizom-, vese- és nem gennyes agyvelégyulladas is (Cooper et al., 1997;
Rossow et al., 1995). A HP-PRRSV-ként ismert virulens PRRSV-2-t6rzs esetében példaul
kimutattak, hogy a kapillaris endotélsejteket fertézve képes a vér-agy gatat atlépni és eldidézni
karosodast a kdzponti idegrendszer idegsejtjeiben (Cao et al., 2012).

A PRRS elleni védekezés, illetve az okozott korkép szempontjabdl fontos, hogy a virus a
gazdaszervezet immunrendszerének miikodését befolyasolja, ezaltal korlatozva a szervezet
védekezbképességét. Az immunmodulans hatas meghatarozé eleme az interferonok gatlasa,
valamint a citokinek felszabaditdsan keresztul a gyulladasos folyamatok fokozéasa (An et al.,
2020; Loving et al., 2015; Lunney et al., 2016). Féleg az immunszuppresszios hatas, illetve a
burokfehériék glikozilacios mddositasa kovetkeztében a neutralizald ellenanyagok
megjelenése késleltetett, tébbnyire a fertézés utani 28. nap koérnyékére tehetd, tovabba
mennyiséglket tekintve is alacsony szamban termelédnek (Ansari et al., 2006; Lopez és
Osorio, 2004; Vu et al., 2011; Yoon et al., 1994). A fert6zés soran kialakult szévetkarosodas,
az immunfolyamatokban résztvevd sejtek pusztulasa, illetve a gazdaszervezetre gyakorolt

immunszuppressziv hatas kovetkeztében nagyon magas a rizikéfaktora a masodlagos
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fertézések kialakuldsanak (Goémez-Laguna et al., 2013). A virus nem megfeleld eliminacidja
akar tébb hénapig tarté perzisztens fertézéshez is vezethet (Wills et al., 2003, 1997c¢).

Osszefoglalva, a fertézés kimenetelének sulyossagat tdbb tényezé egyittesen hatarozza
meg, példaul az adott virustdrzs replikaciés képességétél, a sejttropizmusatédl, az
immunvalasz-elkerllési adottsagatdl, illetve a gazdaszervezetben létrejové masodlagos
fertézések jellegétdl egyarant fiigg (Ruedas-Torres et al., 2021). Mindezek mellett fontos
megjegyezni, hogy egy-egy adott sertésallomanyban jelentés egyéni eltérések figyelhetéek
meg a megbetegedés mértékében, példaul a fertézésben érintett malac fajtajanak genetikai
tulajdonsaga befolyasolja a fogékonysagukat (Martinez-Lobo et al., 2011; Meng et al., 2018;
You et al., 2023).

6.1.4 Atviteli utak, terjedés

A PRRSV mind koézvetlenll, mind kdzvetetten hatékony terjedésre képes, nem csak
egy-egy sertésallomanyon belll, hanem tébb kilénbdzd 1étesitmény kézott egyarant. Mint
ahogy az okozott megbetegedés sulyossaganak mértéke is az adott virustdrzs virulenciajatol
figg, ugy a terjedési potencialban is megfigyelhetd eltérés a térzsek kézott.

A PRRS kérokozoja szamos kulénbdzé valadékbdl (vér, nyal, orrvaladék, vizelet, bélsar,
ondo, tej, kolosztrum) kimutathatd, mely alatamasztja a fizikai érintkezéssel torténé atvitelt a
sertések kozott (Rossow et al., 1994; Swenson et al., 1994; Wagstrom et al., 2001; Wills et al.,
1997b). Szintén nem lehet figyelmen kivil hagyni a PRRSV-vel fert6zott hus és takarmany
fogyasztasanak kockazatat. Ezt kisérleti korilmények kézoétt nem minden esetben sikertlt
igazolni, viszont egy 2024-es esettanulmany megallapitasai szerint egy vizsgalt jarvanynak a
forrasa nagy valdsziniiséggel a takarmany volt (Dee et al., 2024; Magar és Larochelle, 2004;
Molina et al., 2009; van der Linden et al., 2003). Annak ellenére, hogy az utdbbi idében tébb
kézlemény megjelent arrdl, hogy a kulonbdzd (féleg szdjababalapu) takarmanyokban a
PRRSV fert6z6képessége fennmaradhat bizonyos tarolasi kérilmények koézoétt, tovabbra is
ugy vélik, hogy az ezen az uton létrejovd fertézés valdszinlleg kis mértékben jatszik szerepet
a PRRSV széles korl vagy gyors terjedésében (Blomme et al., 2023; Dee et al., 2022, 2018;
Galvis et al., 2022).

A mesterséges termékenyités elterjedt gyakorlata miatt az ondé altal térténd fertézd6dés
vilagszerte jelent6s szereppel bir (Nathues et al., 2016; Prieto et al., 1997b; Yaeger et al.,
1993). A kan sertésallomanyokhoz kapcsolodd veszélyforrast bizonyitja, hogy egy
allatkisérletben a fert6zés utan 43 nappal is ki tudtak mutatni él6, ferté6zéképes virust
onddmintakbdl (Swenson et al., 1994).

A terjedési potencial egyik meghatarozé tényezlje lehet a virusurités mértéke és
idétartama. A PRRSV-torzsek orrnyalkahartyaban megfigyelt replikaciés képessége

befolyasolhatja az oronazalis Uton térténd atvitel szerepét a horizontalis fert6zésben (Frydas
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és Nauwynck, 2016). Szintén meghatarozé tényezd lehet a perzisztensen fert6z6dott és adott
id6kd6zonként Urit6 egyedek jelenléte a sertésallomanyban. Az allomanyban talalhaté
szeropozitiv, valasztott korban fert6z6dott malacok 2—-5 hoénapon keresztll hordozhatnak
életképes virust (Allende et al., 2000; Wills et al., 2003, 2002, 1997c).

Jarvanytani szempontbdl kulcsfontossagu és egyben a mai napig az egyik legvitatottabb
kérdés, hogy a levegb utjan torténd terjedés ténylegesen milyen mértékben jatszik szerepet a
PRRSV terjedési Utemében (Arruda et al., 2019). Dee és munkatarsai (2005) porlasztassal
képeztek PRRSV-t hordozé aeroszol részecskéket, amik akar 150 méter tavolsagig
életképesek maradtak kontrollalt kisérleti korilmények kozott (Dee et al.,, 2005). Egy
évtizeddel késdbb sikeresen meghataroztak, hogy a kilégzéssel, tlisszentéssel vagy
kéhogéssel a kornyezetbe tavozé nagyobb (>2,1 um) aeroszolrészecskékben fertézéképes
PRRSV eléfordulhat (Alonso et al., 2015). Tovabba telepi felmérésekkel arra jutottak, hogy
nagyobb tavolsag esetében (4,7-9,1 km) bar kis koncentracidéban, de él6 virus azonosithatd
(Dee et al., 2009; Otake et al., 2010). Ezen tények ellenére szamos ellentmondé eredményrél
olvashatunk az irodalomban a virus rovid vagy akar hosszabb tavu, levegd utjan toérténd
terjedésére vonatkozdan. A fogékony allatok levegd utjan zajlé megfert6zését teljes és
részleges kisérleti koérilmények kozott csak valtozd mértékben sikerllt reprodukalni
(Brockmeier és Lager, 2002; Cho et al., 2007; Fano et al., 2005; Kristensen et al., 2004; Otake
etal., 2002a; Pitkin et al., 2009a; Stein et al., 2018; Torremorell et al., 1997; Wills et al., 1997a).
Az ellentmondas valoszinileg arra vezethetd vissza, hogy a kisérleti elrendezés, a bevont
allatok szama, és féként az alkalmazott PRRSV-t6rzs mind befolyasolja az eredményeket és
azok Osszevethet6ségét. Arruda és munkatarsai leird jellegi esettanulmanyukban adott
jarvanykitorésekben érintett sertésfarmoknak, illetve azok 3 kilométer sugaru kdrnyezetében
elhelyezkedd sertéstelepeknek a molekularis epidemioldgiai vizsgalatat és az adott id6szak
id6jaras adatainak elemzését végezték el. Eredményeik arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a
levegd utjan torténd terjedés feltehetéen kismértékben jatszott szerepet ezeknek a PRRSV
jarvanyoknak a kialakulasaban (Arruda et al., 2018).

PRRSV-2-t6rzsekkel végzett legujabb tanulmanyok alapjan a terlleti elterjedési
mintazatban relevansabbnak bizonyul az él6éallat szallitas, azon belll is a hizdésertéseké
(8-25 hetes), mint a helyi lokalis terjedés (térbeli kdzelség: <10 km) (Makau et al., 2021;
Pamornchainavakul et al., 2023a; VanderWaal et al., 2020). A jelenlegi globalis kereskedelmi
berendezkedés, illetve a sertéstartasnak az elterjedt termelési egységekre bontott (multi site)
gyakorlata miatt orszagon belll és kivil egyarant nagymérték(i az éléallat forgalom. Ebbél
kovetkez6en a potencialisan fert6zott allatok mozgatdsa sertéstelepek kozott az egyik
legnagyobb jelentéséggel bird veszélyforrasa lehet a PRRSV széles kor( elterjedésének.

A PRRSV terjedése kdzvetett médon sokféleképpen megvaldsulhat. A hazilégy és a

szunyogok lehetséges mechanikai vektoroknak szamitanak az egyedek kdzétti virusterjedés
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folyamataban (Otake et al., 2002b; Pitkin et al., 2009c). A személyzet altal a felszerelésnek, a
ruhazatnak és a boérfellletnek van szerepe a PRRSV terjesztésében, melynek kockazata
megfeleld fertétlenitési gyakorlat mellett nagymértékben csdkkenthetd (Dee et al., 2004b;
Pitkin et al., 2009b). Az egyik legjelentésebb kockazattal a kézds hasznalatu kontaminalt
szallitojarmivek rendelkeznek, de ahogy a személyzet esetében, megfelel§ intézkedésekkel
ez szintén mérsékelheté (Dee et al., 2004a; Porphyre et al., 2020; Schneider et al., 2015;
Thakur et al., 2017). A PRRSV atvitelében kiilonbdzé létesitmények kdzott hlivosebb idében
gyakrabban szerepet jatszhat a szallitaskor dolgozé személyzet munkaja (Dee et al., 2003,
2002). Egyes, a PRRSV terjedését modellezé tanulmanyok leirtak, hogy a szolgaltaté
jarmivek, a személyzet és a latogatdk belépése a sertéstelepekre a leggyakoribb
virusterjedési kockazattal rendelkezé tényez6k és ezeket érdemes figyelembe venni a
jarvanyvédelmi intézkedéseknél (Galvis et al., 2022; Lambert et al., 2023). Osszességében,
mint ahogy sok masik fert6z6 megbetegedésnél lathatd, a PRRSV esetében is az indirekt,
ragalyfogé targyak (példaul szennyezett eszkdzok, személyzet, szallitdjarmivek) tamogatjak
leginkabb a nagy tavolsagokra torténd terjedeést.

Jarvanyvédelem szempontjabdl nem elhanyagolhaté az eddig targyalt horizontalis
terjedési modokon fellil az egyedek kdzotti vertikalis atviteli at. A fertézott kocak jelenléte a
tenyésztelepeken magaval vonja a megbetegedés folyamatos jelenlétét, hiszen a megsziiletett
malacok egy része fert6zotten jon vilagra, ami forrasa lehet a fiatal egyedek kozotti fertézési
lancoknak. Tovabba, ha egy létesitményen belll torténik a fialds és a valasztott malacok
nevelése, akkor a fert6zés visszafelé torténd aramlasa szintén megfigyelhetd. Vertikalis
transzmisszié els6sorban a fiatal kocak kdzott jellemzé (Martin-Valls et al., 2023b). Fialaskor
a legtdbb koca Urit virust a tejben, ugyanakkor az almonkénti PCR-pozitiv malacok aranya
széles hatarok kozott valtozhat, viszont egy héten belll a legtébb malac viraemias lesz (Cano
et al., 2009; Mengeling et al., 1998). Valdszinlileg, ha a magzat a méhben nem is fert6zddik,

kés6bb az anyakocaval és alomtarsaival torténd fizikai érintkezés soran igen.

6.2 A PRRSV valtozékonysaga

6.2.1 Genetikai valtozatossag

Ugyan eltérd megnevezéssel, példaul ,blue-eared disease” vagy ,mystery swine disease”,
de az els6 PRRSV-1 és PRRSV-2 okozta jarvanykitéréseket Eurépaban és az Amerikai
Egyesiilt Allamokban hasonlé idében, 1990-ben és 1987-ben irtak le elészor (Keffaber, 1989;
Wensvoort et al., 1991). Retrospektiv vizsgalatokkal mar korabbi évekbdl, PRRSV-1 esetében
1988-bdl, PRRSV-2 esetében pedig 1979-bél szarmazd savomintakban is sikerdlt
szeropozitivitast kimutatni (Carman et al., 1995; Ohlinger, 1992). A két PRRSV faj és a
legkdzelebbi k6zos 8s megjelenésének lehetséges id8pontjardl eltérd becsléseket talalhatunk
az irodalomban (Forsberg, 2005; Hanada et al., 2005). A PRRSV-2-genom ORF5 régidjanak
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kiterjedt szekvenciaadataira vonatkoztatott eredmeényei alapjan az atlagos szubsztitucios rata
3,2-9,6*10° szubsztitucid/pozicid/év, valamint az ezen a régién végzett szamitasok a
legkdzelebbi kdzbés 6s megjelenését az 1970-es és 1980-as évek kdzé helyezik
(Pamornchainavakul et al., 2022; Shi et al., 2010b). Az amerikai kontinensen a legelterjedtebb
PRRSV-2-torzsek valészinlleg Kanadabdl vagy a Kozép-Nyugat régioban talalhaté
orszagokbol erednek (Pamornchainavakul et al., 2023b). A PRRSV-1 esetében szintén az
ORF5 régio vizsgalatara tamaszkodva az evoluciés rata hasonlénak bizonyul a PRRSV-2
eredményeihez, ami 3,01-5,8*102 szubsztitlcid/pozicid/év, viszont a legkdzelebbi kdzos st
korabbra dataljak, a 20. szazad elsé felére, ugyanakkor a PRRSV-1 eurdpai elterjedésének
filogeografiai kiinduldpontjardl tovabbra is ellentmondo adatok alinak rendelkezésre (Franzo et
al., 2022; Nguyen et al., 2014).

A PRRSV-genom egyik legvaltozékonyabb régidjaként a GP5 szerkezeti fehérjét kodolo
ORF5-6t, mig a legkonzervativabbnak a nukleokapszid-fehérjét kédol6 ORF7-et tartottak
szamon (Andreyev et al., 1997; Suarez et al.,, 1996). Az ORF5 génen belldl megfigyelhetd
nukleotid és aminosav (as) szekvencia eltérés elérheti a 18%-ot és 21%-ot (Kvisgaard et al.,
2013c; Luo et al., 2023). A Franzo és munkatarsai altal megallapitott 9%-os atlagos genetikai
tavolsag az ORF7 esetében a korabbi megallapitasokkal ellentétben nagyobb variabilitasra
enged kdvetkeztetni (Franzo et al., 2021). Ennélfogva ezek a génszakaszok a legnagyobb
mértékben kutatott és szekvenalt genomi régiok, valamint kézulik leginkabb az ORF5-re
tamaszkodva toérténnek a filogenetikai és molekularis epidemioldgiai vizsgalatok (lasd a
kovetkezd fejezetben). Az NSP2 fehérjét kddold genom szakasz egy masik, gyakran az
érdeklédés kodzéppontjaba kerild magas variabilitdssal rendelkezd régié (aminosav
hasonlésag 63,9-99,4%), ami leginkabb a szamottevl, elszortan elhelyezkedé deléciok és
inszerciok kdvetkezményeként kialakuld hosszpolimorfizmusban mutatkozik meg (Wang et al.,
2019b; Zhang et al., 2023).

A PRRSV genetikai valtozatossagat nagyobb Iéptékben vizsgalva, ugy talaltak, hogy
egy-egy adott jarvanykitorés soran a PRRSV nagy valtozatossagot képes felhalmozni
viszonylag rovid idén belll, ugyanakkor idével ez jelentésen csdkkenhet és az adott torzs egy
Uj valtozata terjedhet el (Clilverd et al., 2023; Kikuti et al., 2023; Martin-Valls et al., 2023a).

6.2.2 Leszarmazasi vonalak és elterjedésuk

A PRRS-t okozé két virusfaj foldrajzi eloszlasa nem egyenletes: mig a PRRSV-1 {6
elterjedési teriilete Eurépa, addig a PRRSV-2-nek féleg Amerika és Azsia. Annak ellenére,
hogy a PRRSV vilagszerte elterjedt, néhany orszagnak sikerilt elérnie, illetve fenntartania a
PRRS-mentességet (https://www.woah.org/en/disease/porcine-reproductive-and-respiratory-
syndrome/, 2023.01.26.).
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A PRRSV-1- és PRRSV-2-torzsek klasszifikaciéja és nevezéktana nem egységes. A
PRRSV-2 esetében a monofiletikus f6- és alcsoportokra azoknak az angol megfeleléjével
fogunk utalni. A lineage és sublineage (genetikai vonal és alvonal) elnevezések nemzetkdzileg
is elismert és alkalmazott fogalmak, ezért ezektél a tovabbiakban nem szeretnénk eltérni. A
PRRSV-1 esetében a f6 monofiletikus csoportkategoriara az angol fogalommal (ST, subtype)
megegyezd szubtipus elnevezést, mig az alcsoportokra szintén a nemzetkézi szaknyelvnek
megfeleléen a lineage sz6t fogjuk hasznalni a disszertaciéban.

A PRRSV-2-t6rzsek klasszifikacids rendszerét 2010-ben alapoztak meg, melyben az
ORF5 szekvenicaanalizise alapjan kilenc lineage-et (L1-9) és ezeken belll szamos
sublineage-et karakterizaltak (Shi et al., 2010b). Tobb, mint egy évtizeddel késdbb a
klasszifikacios rendszer finomitasa ahhoz vezetett, hogy 6sszesen 11 lineage-et és tovabbi 21
sublineage-et hataroztak meg 2023-ban (Yim-im et al., 2023). Amerikdban az elmult
évtizedben az L1 és L9 vadtipusu torzsek, illetve él6 attenualt (MLV, modified live viruses)
vakcinatdrzseket és azok leszarmazottait magaba foglalé L5 és L8 csoportok tagjai terjedtek
el donté tébbségben (Pamornchainavakul et al., 2023b; Paploski et al., 2021; Ramos et al.,
2022; Yim-im et al., 2023). A genetikai diverzitas szempontjabdl érdekes fejlemény, hogy az
L5 és L8 lineage-ek jelenléte folyamatosan csdkken az USA-ban. Valdsziniileg az
MLV-vakcinak kiterjedt alkalmazasanak kdszonhetéen a vadtipusu torzsek kiszorulnak, bar
egyelére kérdéses, hogy nem csupan a szekvenciaadatok torzitasa lathato-e (Kikuti et al.,
2021). Kinaban az Amerikaban is jellemz&en uralkodé L1, L5 és L8 mellett az L3 talalhaté meg
féként (Fang et al., 2022; Gao et al., 2017). Dél-Koreaban szintén az L1, L5 és L8 fordul el6,
viszont az L5 els6 azonositasat kovetéen kdzel egy évtizedig nem tértént masik leszarmazasi
vonal behurcoldasa és az orszagban egyedi evolucids hatasoknak koszonhetben
orszagspecifikus kladok kialakulasa volt megfigyelhetd (Kim et al., 2022, 2021; Lee et al.,
2023). Délkelet-Azsiaban ugyanugy az L1, L5 és L8 tagjai azonosithaték (Do et al., 2016;
Jantafong et al., 2015). Korlatozott szamu szekvenciaadatokkal rendelkezé orszagok kozul
példaul Japanban elsésorban az L4, Indiaban pedig az L8 jelenléte detektalhatd (Cui et al.,
2022; Murtaugh et al., 2015; Rajkhowa et al., 2018).

A disszertaciéo szempontjabdl az L5-6t szeretnénk kiemelni és részletesebben bemutatni.
Ebbe a lineage-be sorolédnak a PRRSV-2 prototipus vadtipusu térzsének (VR-2332), illetve
az abbdl szarmaztatott él6, attenualt vakcinatdrzsnek (Ingelvac PRRS MLV, vagy régebbi
nevén RespPRRS MLV) a leszarmazottai (Shi et al., 2010b). A legtdbb orszagban ennek a
lineage-nek a megjelenése és azonositdsa az Ingelvac PRRS MLV vakcina rendszeres
alkalmazasanak kévetkezménye. Globalis elterjedését tekintve az L5 leginkabb Kanadaban,
Kinaban, USA-ban, Mexikéban, Koreaban és Daniaban fordul el6 (Murtaugh et al., 2015). A
PRRSV-2 elsz6rt eurdpai megjelenése nagyrészt az L5-h6z kéthetd és behurcoldsa vélhetéen

egy MLV-vakcina preventiv hasznalata miatt térténhetett 1996-ban, Daniaban (Batner et al.,
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1997, Stadejek et al., 2013). Az L5 eurdpai torzseirdl szekvenciaadat csak korlatozott szamban
érhetd el, kivéve a Daniabdl szarmazé adatok, ahol nagy eréket fektetnek a keringé térzsek
jellemzésébe, l1évén az egyik legmeghatarozobb sertéskereskedelmet folytaté eurdpai orszag
(Balka et al., 2008; Greiser-Wilke et al., 2010; Indik et al., 2005; Kvisgaard et al., 2013a;
Papatsiros et al., 2020).

L1-be tartozé vadtipusu PRRSV-2-térzsek jelenlétét Eurdpaban el6szoér Magyarorszagon,
majd késbbb Szlovakiaban mutattak ki (Balka et al., 2015, 2008; Jackova et al., 2013).

A PRRSV-1-t6rzsek csoportositasanak alapjait az ORF5 és ORF7 szekvenciaelemzése
alapjan Stadejek és munkatarsai fektették le, majd ezt két jelentés kdzlemény bdvitette és
finomitotta az egyre tébb rendelkezésre alld6 ORF5 szekvenciaadat tamogatasaval (Balka et
al., 2018; Shi et al., 2010a; Stadejek et al., 2006). Az eredetileg megallapitott 4 szubtipuson
(ST1-ST4) belll a legnagyobb diverzitasu filogenetikai csoport, az ST1 képviselSit harom
leszarmazasi vonalra (L1-L3) vagy szamos kladra bontottak (Balka et al., 2018; Shi et al.,
2010a). Az ORF5, ORF7 vagy teljesgenomalapu filogenetikai elemzéseket nézve az
Oroszorszagbdl szarmazé térzsek egy része kérdéses helyet foglal el ebben a klasszifikacidés
rendszerben, tdbb esetben nem alkotnak monofiletikus kladot a szubtipusok tobbi tagjaval (Shi
et al., 2010a; Yuzhakov et al., 2020). Az ST1 az egyetlen klad, amely Eurdpa hatarain tul is
el6fordul. Eddig ebbe a szubtipusba soroltdk az Amerikdban, Tajvanban és Thaiféldon
azonositott, relativ sporadikus elterjedésl térzseket, valamint a Koreaban PRRSV-2-h6z
hasonl6 gyakorisaggal izolalt térzseket is (Hsueh et al., 2023; Jantafong et al., 2015; Lee et
al.,, 2023; Wang et al., 2019b). Kinaban az ST1-térzsek prevalencigja névekvd tendenciat
mutat az utébbi évek adatai szerint (Gao et al., 2017; Sun et al., 2023). Mint ahogy a PRRSV-2
MLV-vakcinaknal is megfigyelhetd volt, Koreaban bizonyos PRRSV-1-kladok detektalasanak
gyakorisaga az adott vakcina bevezetését kdvetben nétt meg, tovabba az elterjedésuk
szerepet jatszott a tdbbi torzs diverzifikalodasaban (Kim et al.,, 2021; Kwon et al., 2019).
Osszességében az Eurdpan kiviili kontinenseken keringd PRRSV-1-tdrzsekre jellemzd, hogy
orszagonként nagymértékben eltérnek egymastodl, valdszinlleg egymastdl flggetlendl
fejlédtek, aminek alapja az Eurépabdl torténé behurcolasok korlatozott szama lehet (Kim et
al., 2021; Nilubol et al., 2013; Wang et al., 2019b; Yu et al., 2022).

Az ORF5-szekvenciaalapu klasszifikaciot szamos kritika éri, mivel az ORF5 mindéssze
4%-at teszi ki a telies genomnak. Az utdbbi évtizedben tortént technoldgiai fejlédésnek
készdnhetben a nagyszamu elérhetd teljes genom atfogé filogenetikai vizsgalata alapjan a
PRRSV-2-tdrzsek harom genocsoportra és tovabbi alcsoportokra bonthatok (Guo et al., 2021).
Szintén tovabb neheziti a PRRSV vilagszintl genetikai valtozatossaganak megismerését,
hogy a legtébb szekvenciaadat, akar a teljes genom, akar az ORF5 szekvenciat vesszik
alapul, csupan harom orszagbdl szarmazik (Kina, USA és Dél-Korea) (Frias-De-Diego et al.,

2021). Annak ellenére, hogy 2010-t6l kezd6d6en a teljesgenomalapu vizsgalatok szama
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majdnem kétszer annyi, mint az egy-egy adott ORF-alapuak, a filogenetikai elemzések

nagyrészt tovabbra is az ORF5 alapjan zajlanak (Frias-De-Diego et al., 2021).

6.2.3 Rekombinacié

A magas mutacios ratan felll a rekombinacié a masik meghatarozé mozgatérugé a PRRSV
torzsek gyors evolucidjaban (Murtaugh et al., 2010). A rekombinaciés események a résztvevo
torzsek szerint a kdvetkezd harom f6 csoportba sorolhatéak: vad- és vad-; vakcina- és
vakcina-; vakcina- és vadtipusu térzsek kozott jon-e Iétre. Emellett meg szoktak hatarozni,
hogy a rekombinacio lineage-eken bellul vagy lineage-ek kézott zajlott-e. A génbankban
talalhaté PRRSV-2-rekordok kézétt igen magas, Cui és munkatarsai eredményei alapjan akar
a 35%-ot is eléri a rekombinansok jelenléte, melybdl kdvetkeztethetlink az allomanyokban
cirkulalo rekombinans torzsek nagy szamara is (Cui et al., 2022). A rekombinacids téréspontok
az egész genomban elszértan helyezkednek el, a forré pontok pedig az NSP1, NSP9, NSP11,
illetve az ORF2—4 régio terlletére koncentralédnak (Cui et al., 2022; Yu et al., 2020). Az
USA-ban és Kinaban féként az L1 és L8 tagjai kézll kertiltek azonositasra a rekombinans
virusok, mindemellett Kinaban kimutattak tObbszdrés rekombinans tdorzseket is, melyek
eredete harom vagy akar négy lineage-hez is kéthetd (Chen et al., 2018; Cui et al., 2022; Liu
et al., 2019). PRRSV-1-td6rzsek atfogd elemzése alapjan, a génbankban talalhato teljes genom
rekordok tébb mint fele rekombinansnak bizonyult, a rekombinaciés téréspontok szintén az
NSP2, illetve az ORF2—4, tovabba az NSP1, NSP7 és az ORF6-7 régidkban halmozddtak fel
(Vandenbussche et al., 2021; Yu et al., 2022).

A sertéstelepeken keringd MLV-vakcinatérzsek vonatkozasaban nem csak a virulencia
visszanyerése (reverzid), hanem a mas vakcinatorzsekkel, illetve vadtipusu térzsekkel
létrejovd rekombinacié veszélye is fennall. Szamos vakcina eredetli rekombinans virustérzs
esetében azt észlelték, hogy a szul6i vakcinatorzshoz képest megndvekedett virulenciaval
rendelkeznek vagy nagyobb mortalitast okoznak, ezért jarvanytani szereplik nem
elhanyagolhat6. PRRSV-1 esetében eddig kettd, kulonb6zé vakcinaszer( torzsek alkotta
rekombinans izolatum teljes genomjat irtak le, amely rekombinaciés eseményeket az alabbi
kereskedelmi forgalomban kaphaté vakcindk hasznalatat kdvetéen észleltek: Unistrain® és
Porcilis®, illetve Unistrain® és Suvaxyn® PRRS vakcinak (Kvisgaard et al., 2020; Renson et
al., 2017; Sun et al., 2022). Az izolalt rekombinans térzsek kozll az egyik jarvanykitorést és
jelentds gazdasagi karokat okozott Daniaban (Kristensen et al., 2020; Kvisgaard et al., 2020).
Kilénb6zd virustorzseket tartalmazé MLV-vakcinak parhuzamos hasznalatat egyes
vakcinakat  forgalmazdé cégek sem ajanljak (https://www.msd-animal-health-
hub.co.uk/Products/Porcilis-PRRS, 2024.01.28.). Az USA-ban, a 2023-as év soran kertlt
el6szor leirasra olyan torzs, amely feltételezhetéen PRRSV-2 MLV-vakcinatdrzsek kozott

lezajlott rekombinaciét mutatott (Trevisan et al., 2023). Gyakrabban, és féleg a PRRSV-2

27


https://www.msd-animal-health-hub.co.uk/Products/Porcilis-PRRS
https://www.msd-animal-health-hub.co.uk/Products/Porcilis-PRRS

esetében kerlltek azonositasra olyan torzsek, amelyek valdszinileg valamilyen vakcina- és
vadtipusu torzs keresztez6désébdl alakultak ki (Chen et al., 2017; J. Liu et al., 2017; Wang et
al.,, 2019a; Xia et al.,, 2023; Zhang et al., 2020). Ezen virustdérzseknek valtozé volt a
patogenitasa, illetve nagyrészt jarvanykitorésekbdél vagy megbetegedett sertésekbdl izolaltak
Oket.

Egyes kutatasok alapjan bizonyos filogenetikai csoportok egy adott rekombinaciés
eseményt kovetben jottek létre és nagyszamu rekombinans leszarmazottat foglalinak
magukba, amelyek az adott orszag tébb pontjan, tébb évet atdleléen keringenek (Kim et al.,
2022; Shi et al., 2013).

6.2.4 Kvazispecies jelleg

Az RNS-virusokra, igy a PRRSV-re is jellemzd a nagy hibaaranyu replikacio kdvetkeztében
kialakul6 magas mutacios rata. Ennek folytan az RNS-viruspopulaciét a gazdaszervezeten
belll nem egy, hanem tébb eltérd, de egymassal szoros rokonsagban allé genomok halmaza,
mas néven kvazispecies alkotja (Domingo et al., 2021; Holland et al., 1992). A széles mutans
spektrummal bird viruspopulacié ugy biztositja a virus folyamatos alkalmazkodasat, hogy az
adott kornyezeti feltételek szabta szelekciés nyomasnak legjobban megfelel6 variansok
kerulnek elénybe (Andino és Domingo, 2015). A kisebb aranyban jelen 1évd variansok
karakterizalasahoz és a kvazispecies sokrétli vizsgalatahoz az ujgeneracidés szekvenalas
(NGS, next-generation sequencing; részletesebben lasd késdbb: 6.5 fejezet, 33.0.) az utébbi
évtizedben kivaltotta a régebbi modszert, azaz a PCR-termékek klonozast kovetd
Sanger-szekvenalasat (Lu et al., 2020). Egy adott mintaban talalhaté viruspopulacioé genetikai
valtozatossagat az osszedllitott konszenszus szekvenciatol eltérést mutaté nukleotidokkal
szokas karakterizalni, amelyre elsésorban egypontos nukleotid variansként (SNV, single
nucleotide variant) vagy minor variansként szokas hivatkozni. A viruspopulaciéban eléforduld,
adott SNV-k altal meghatarozott szekvenciavariansok csoportjat nevezhetjik haplotipusnak
(Knyazev et al., 2021).

Az irodalmi adatok attekintése soran azt tapasztaltuk, hogy bar viszonylag korlatozott
szamu kutatas fokuszal a PRRSV kvazispeciesének vizsgalatara, jelentésen hozzajarulnak a
PRRSV-rél alkotott ismereteinkhez. A PRRSV elleni hatastalan védekezés mar a 2000-es
évek elején azt eredményezte, hogy az egyeden bellli kvazispecies adta valtozatossagot
kezdték vizsgalni és kimutattdk, hogy a fert6z6tt sertések valdban genetikailag és
szerkezetileg eltérd virusvaltozatokat hordoznak (Goldberg et al., 2003). Egy masik viszonylag
korai tanulmany in vitro bizonyitotta, hogy az antitestek altal gyakorolt szelekciés nyomas
hatassal volt a viruspopulacié 6sszetételére (Zhao et al., 2012). Az Ujabb atfogd kutatasok
szerint az SNV-k el6fordulasa és gyakorisaga a PRRSV-genomon a vizsgalt egyedtél figgéen

eltér6 mintazatot mutat, bar egységesen megfigyelhet, hogy leginkabb a nem-szerkezeti
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régiokon koncentraldédnak, tovabba a legjellemzdbb mutacié a cisztein/timin tranzicié (Brar et
al., 2014; Chen et al., 2016; Clilverd et al., 2023; Evans et al.,, 2017; Xing et al., 2022).
Mindemellett, a viruspopulaciéban fellelt diverzitas a minta tipusatol és a fertézés 6ta eltelt
id6tél egyarant figghet, ami alatamasztja az egyedekre, illetve a szervek/szdvetek kdzott hatod
folyamatos szelekciés nyomas hatasat (Chen et al., 2016, 2015; Clilverd et al., 2023; Evans
et al., 2017; Lu et al., 2017).

Chen és munkatarsai mesterségesen fertéz6tt malacok kvazispecies-valtozatossagat
vizsgaltak. A fertézést kdvetden (4., 28. és 42. napokon) azonositottak olyan pozitiv szelekcio
alatt all6 SNV-ket a GP5-ben, amirél ugy vélték, hogy az immunrendszer elkerilését és a
PRRSV perzisztenciajat segitik el (Chen et al., 2016). Hasonloképpen, Evans és munkatarsai
igazoltak, hogy a fert6zés korai szakaszaban kialakul6 valtozatossag (tobb, akar eltér6 SNV
egyluttes jelenléte) a virusneutralizacio, vagy a replikacié hatékonysagara egyarant hatassal
volt (Evans et al., 2017). Tovabb4, a viruspopulacio genetikai diverzitasanak vizsgalataval fény
derllt arra, hogy az egyedek kozotti virusterjedés mechanizmusara jellemzdé a
palacknyak-hatas, vagyis az ujonnan fert6z6tt egyedekben kevésbé heterogén viruspopulacio
telepedik meg, majd idével ennek az alapitd viruspopulacionak a genetikai diverzitasa
ndvekszik (Cortey et al., 2018).

Annak ellenére, hogy az MLV-vakcinak széles korben elterjedt eszkézei a PRRS elleni
védekezésnek, a vakcinatérzsek genetikai valtozékonysagara és stabilitdsara vonatkozo
informaciok korlatozottak, pedig ezek hatassal lehetnek a vakcinavirusok reverzidjara vagy a
hatékonysagukra. PRRSV esetében eddig kevésbé vizsgalt ez a kérdéskdr, azonban
jelentéségét mutatja egy kdzlemény, miszerint kdzvetlenll a vakcinafiolabdl vizsgalt Ingelvac
MLV (PRRSV-2) vakcinavirus mar egy eleve nagyon heterogén viruspopulaciét hordoz, amely
az adott sertés négyes kromoszémajan talalhaté egypontos nukleotid polimorfizmus
markernek (WUR10000125) a genotipusatdl fuggbéen tovabb néhet vagy mérséklédhet,

befolyasolva a vakcina hatékonysagat (Rowland et al., 2022).

6.3 A PRRSV diagnosztikaja

Mivel a PRRS-nek nincsen patognomikus tlnete, a kérokozd azonositasahoz
elengedhetetlen valamilyen diagnosztikai médszer alkalmazéasa. A PRRS vilagszerte sulyos
gazdasagi kart okoz6 megbetegedésnek szamit, igy a megjelenése o6ta a sokrétl diagnosztikai
modszerek folyamatos fejlddésen és optimalizalason estek at, melyekhez szorosan
kapcsolodik a betegség elleni védekezésben és a mentesitésben elengedhetetlen, a
korokozokat célzo folyamatos monitoring is (Alvarez et al., 2016; Holtkamp et al., 2011; Pan
et al., 2023). Alapvetéen két f6 iranyvonalon térténik a diagnosztika, az egyik a kérokozo virus
kozvetlen, a masik a kdzvetett, azaz a kérokozo ellen termel6dott specifikus ellenanyagok

kimutatasa. Mindkét megkdzelités a fert6zés kilonb6z6 aspektusaira enged kdvetkeztetni,
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ezert alkalmazasukat az aktualis célokhoz érdemes igazitani (Christopher-Hennings et al.,
2002).

Az indirekt viruskimutatas a sertésallomanyok szintjén mérvadoé és elsésorban enzimhez
kotott immunadszorpcids vizsgalatokkal (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay) valosul
meg. Az ELISA esetében a hagyomanyos antigén (leginkabb rekombinans nukleokapszid)
mellett szintetikus peptid, illetve nemrégiben nanorészecske alapuakat is kifejlesztettek (Duan
et al.,, 2021; Zhao et al.,, 2021). A kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA-kitek eltéré
specificitasa és szenzitivitasa foként a PRRS-mentes sertésallomanyok, valamint a PRRSV-re
nézve stabil kocaallomanyokon felll olyan telepek vizsgalatanal bir jelentéséggel ahol
aktualisan nincs viruskeringés vagy csak a hizosertéseknél figyelheté meg fertézédés, ezért
ilyen esetekben tanacsos a diagnosztikat valamilyen direkt kimutatasi médszerrel kiegésziteni
(Biernacka et al., 2018). A modszerek eme csoportjaba tartoznak még a virusneutralizacios
és az indirekt immunfluoreszcens probak, tovabba az immunperoxidaz festéssel torténd
ellenanyagkimutatas egyrétegl sejttenyészeten (IPMA) is. Ennek a diagnosztikai
megkodzelitésnek az az elénye, hogy az ellenanyagok a fertézést kdvetéen akar 4—5 hénapon
keresztll is kimutathatok a vérbdl, azonban csak a vadvirus, illetve az alkalmazott vakcinak
kozvetett hatasat képesek felmérni, mely adatokbdl a fertézés lefolyasara és a kilonb6zé
korcsoportok immunoldgiai statuszara kdvetkeztethetiink az allomanyokban.

A direkt viruskimutatas soran vagy a virus antigénjeit, vagy a genetikai allomanyat
vizsgaljuk. Féleg a betegség heveny fazisaban, az egy-egy konzervativ genomszakasz
(altalanosan ORF6 és ORF7) sokszorozasara tamaszkodd, nagy érzékenységgel bird
polimeraz lancreakcié (PCR) rendszerek — mint példaul beagyazott (nested) vagy egyszeri
(single) reverz transzkripcios PCR (RT-PCR), digitalis PCR, valés ideji (real-time) PCR,
hurokkozvetitett izotermikus amplifikacid, vagy a PRRSV-2-t6rzsek restrikcids fragmenshossz
polimorfizmus-mintazata — kézll az RT-PCR a legelterjedtebben alkalmazott technika mind a
mai napig (Pan et al., 2023). A PCR-mddszerek szamos elénye ellenére, egyik hatranya abban
mutatkozik meg, hogy a célrégiéra specifikus primerszekvenciak folyamatos felllvizsgalata és
az adott foldrajzi régidhoz torténd igazitasa elengedhetetlen a PRRSV térzsek nagyfoku
genetikai valtozatossaga miatt (Drigo et al., 2014; Toplak et al., 2012; Truyen et al., 2006). A
PRRSV jelenlétének kimutatdasan tul a PCR-termékek nukleotidszekvencigjanak
meghatarozasa hozzajarul a torzsek koézotti rokonsagi és hasonlésagi  kapcsolatok
feltarasahoz, ezzel segitve a régi és ujonnan felbukkané torzsek eredetének vizsgalatat,
valamint a diagnosztikai mddszerek fejlesztését. Ezzel kapcsolatban a hagyomanyos
PCR-rendszereknek és egyben a Sanger-szekvenalasnak egy masik hatranya, hogy a
sertésallomanyokban egy idépontban tébb heterogén virus keringése nehezitheti a tdrzsek
detektalasat és jellemzését (Cheng et al., 2022; Greiser-Wilke et al., 2010; Nilubol et al., 2013).
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A kering6 virustérzsek molekularis diagnosztikai azonositasa rendszerint az ORF5 régi6
szekvenciajanak vizsgalataval torténik, azonban ez, ahogy a korabbi fejezetekben is emlitésre
kerdlt, a kiterjedt rekombinacié kévetkeztében nem minden esetben ad megbizhaté eredményt
(Dortmans et al., 2019; Martin-Valls et al., 2014; Vandenbussche et al., 2021). A hagyomanyos
PCR-modszerek hatranyai, valamint az NGS térhoditasanak koszonhetéen a nagy
atereszt6képességl rendszerek is egyre gyakrabban valnak az allatorvosi diagnosztika
meghatarozo elemévé (Belak et al., 2013; Granberg et al., 2016). Az NGS egy konszenzus
szekvencia, legyen az akar egy genomszakasz vagy a telies genom, megallapitasa mellett
példaul tébb, parhuzamosan kering6 térzs azonositasara és a kvazispecies komplexitasanak
felmérésére egyidejlileg alkalmazhatd, bizonyos esetekben akar kivalthatia a
Sanger-szekvenalast (Maloney et al., 2019; McNaughton et al., 2018; Quer et al., 2015;
Ramakrishnan et al., 2009; Sikkema-Raddatz et al., 2013).

Az elmult években mind a short-read, mind a long-read technoldgiaval rendelkezé
NGS-mddszerek (részletesebben lasd késébb: 6.5 fejezet) diagnosztikai alkalmazasa kiterjedt
a PRRSV-re (Gagnon et al., 2021; Lalonde et al., 2020; Tan et al., 2019; Vandenbussche et
al., 2021; Zhang et al.,, 2017). Dont6 toébbségében a vizsgalatok id6- és koltségigényes

modszereket és reagenseket igényelnek.

6.4 A PRRS jarvanytana és eliminaciéja Magyarorszagon

A PRRS elterjedése, terjedési mintazata és az ellene iranyuld védekezési torekvések
tekintetében a hazai térténete harom f6 periddusra oszthaté (Dr. Balint Adam személyes
kozlése alapjan).

A hazai sertésallomanyokban a PRRS jelenlétének az elsd kimutatdsa szeroldgiai
vizsgalatok segitségével 1995-ben tértént, majd nem sokkal késébb megallapitottak, hogy az
eurdpai genotipusba, azaz a PRRSV-1-be tartoztak a magyarorszagi térzsek (Hornyak et al.,
1997). Roévid iddn belll felvették a bejelentési kotelezettség ala tartozé allatbetegségek kdzé
(1996.07-t61, 41/1997.(V.28.) FM rendelet), azonban az eurdpai unios jogharmonizacié miatt
a PRRS-re vonatkozo végrehaijtasi szabalyokat hatalyon kivil helyezték (2001.07-t61, 30/2002.
(IV. 19.) FVM rendelet). Ebben az els§ id6szakban (1996—2004) az allattartas egyenld
aranyban oszlott meg a nagylétszamu farmok és haztaji farmok kdzétt. Mivel nem volt kotelez6
a PRRS-fert6zés bejelentése, a kezdeti alacsony fertézéttségi arany (2—3%) ndvekedése volt
megfigyelhetd, a kulféldrél behurcolt fert6z6dések féként a korlatozott szamu tenyészkocak
importalasahoz voltak kéthetéek (Dr. Balint Adam személyes kdzlése alapjan).

A masodik id8szakot (2004—-2014) az Eurdpai Unidhoz térténd csatlakozas kdvetkeztében
megndvekedett, ismeretlen eredetl és statuszu allatforgalom hatérozta meg, ezzel egyiitt a
kislétszamu allomanyokban tartott sertések aranyanak csokkenése és a nagylétszamu telepek

szamanak rohamos ndvekedése (Abonyi et al., 2021a). Mindemellett a hazankba behurcolt,
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valamint az endemikusan kering6 torzsek nagymeértéki terjedésének is kedvezett a valtozo
allategészségligyi igazgatas, a jarvanymegel&zés hattérbe szorulasa, illetve az allatszallitasi
és karantén eljarasok enyhitése. A PRRS prevalencidgja 2005 és 2008 kozott
hozzavetblegesen 10% volt a nagylétszamu sertéstelepek esetében, majd 2011-ben mar 25%,
mig a haztaji allomanyok korilbelil 4%-aban fordultak el szeropozitiv egyedek a
2012-2013-as években (Balka, 2009; Nemes et al., 2019). A masodik idészakban a hazai
sertésallomanyokbdl heterogén PRRSV-1-populaciét sikerllt kimutatni, tovabba az elsé
PRRSV-2-virustdrzs hazai kimutatasa szintén ekkor toértént (Balka et al., 2018, 2008). A
PRRSV-fert6zottséget idével elkezdte mérsékelni, hogy 2008-t6l Ujra felvették a bejelentési
kotelezettséggel jaré6 megbetegedések kdzé (113/2008. (VINI.30.) FVM rendelet). Annak
érdekében, hogy a fert6zottség és a gazdasagi kartétel mértéke tovabb csdkkenjen, végll az
egész orszag mentesuljon a PRRS aldl, a PRRS Nemzeti Mentesitési Terv (3/2014 (1.16.) VM
rendelet) hatalyba Iépett 2014-ben. A mentesitési program teruleti elven valosult meg, vagyis
az eradikacié egy-egy adott kdzigazgatasi egység (jaras, varmegye, régid) terlletére
koncentralédott. A mentesités kardindlis eleme a folyamatosan végzett monitoring, mind
szerologiai, mind PCR-vizsgalatok segitségével, illetve az adott sertésallomanyt megfert6z6
virustdrzs eredetének feltarasa, a keringd torzsek elklldnitése és karakterizalasa, mint
telepspecifikus, vakcina- vagy vadtipusu térzs (Fornyos et al., 2022).

A harmadik idészakot (2014-16l napjainkig) a PRRS-mentesités feladatainak végrehaijtasa,
a kitlzott célok elérése és az elért eredmények, vagyis a mentes statusz fenntartasa hatarozza
meg. A mentesités kezdetén végzett felmérés alapjan 2015-ben a nagylétszamu
hizéallomanyok 61,2%-a, a kislétszamu sertésfarmoknak minddssze 3,4%-a bizonyult
fertézottnek (Nemes et al., 2019; Szabo et al., 2019). A kislétszamu sertéstelepeken detektalt
szeropozitiv egyedek az orszag teljes terlletén selejtezésre keriltek, igy hivatalosan 2015
végeére ezek az allomanyok PRRS-mentes statuszban részesiltek és a kdvetkezé években a
szeropozitivitdas csak 1% koruli volt (Nemes et al., 2019). A nagylétszamu hizlaldak
mentesitésének egyik alapjat az alabbi intézkedések biztositottak: i) hizdalapanyag-
allomanyok karanténba helyezése 60 napig; ii) beérkezd hizéalapanyag viroldgiai vizsgalata
(PCR) 48 oran beldl; iii) beérkez6 hizdalapanyag karanténvégi szeroldgiai vizsgalata. Mivel
ezen telepeknél a PRRSV-fert6zés elsdédleges forrasai az importalt sertésallomanyok, 2017-tél
kezd6dben csak PRRS-mentes sertések vasarlasa és beszdllitasa engedélyezett, illetve az
esetiikben kotelezd a karantén (Orszagos Féallatorvos 7/2017. szamu hatarozata). Az
intézkedések eredményeképpen 2019-re az orszag teljes hizéallomanya PRRS-mentesnek
mindsilt (Szabd et al., 2019). Habar a nagylétszamu tenyésztelepek 2014-ben latott PRRS
fert6zottsége kisebb mértékli volt mint a hizételepeké, a fialastol-a-vagasig tipusu
sertéstelepek nagyaranyu jelenléte miatt a hizdallomanyok mentesitéséhez képest eltérd

intézkedések valtak szikségessé (Abonyi et al., 2021b). A nagylétszamu tenyészallomanyok
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esetében bevezetésre kerllt egy egyedi, vakcinazott mentes (,MV”) statusz, ahol a
tenyészkocak vakcinazasa mellett bizonyitottan mentes utédallomanyok felnevelését
immunizalas nélkul kell elérni (Orszagos Fdallatorvos 7/2017. szamu hatarozata) (Fornyos et
al., 2023). 2019 végére a hét magyarorszagi régiobol, amelyek meghatarozasa az EU altal
készitett foldrajzi alapu kddolasi rendszer szerint tértént, 6tben minden sertéstelep mentessé
valt, legyen az kislétszamu vagy nagylétszamu tenyész- és hizételep, a maradék két régiéban
(Eszak-Alfold és Dél-Alfold) a tenyészallomanyok mentesitése 2022 végéig fejezédott be (l.
Szabd et al., 2020; Szabd et al., 2023). A mentesitési programot megeléz6 és az azt kdvetd
években gylijtott szekvenciaadatok alapjan a hazankban keringd PRRSV-térzsek széles
diverzitasa volt medfigyelhet, tulnyomodrészt vadtipusu térzsek jelenlétével, illetve
hal6zatelemzés alapjan tébb olyan varidns azonositdsa is megtértént, melyek kiemelkedd
szerepet jatszhattak a magyarorszagi toérzsek elterjedésében (Balka et al., 2018; P. M. Szabd
et al., 2020). A genetikai valtozatossag egy részéért az MLV-virustérzsek visszaizolalasa felel.
Vakcinakat mar joval a mentesitési program el6tt alkalmaztak, féként a Porcilis® PRRS és
Amervac®, majd Unistrain® PRRS vakcinakat, majd a program elindulasa utan tovabbi MLV
és inaktivalt vakcinakat is bevontak az immunizalasba (Balint et al., 2021). A hazai PRRSV
torzsek ORF5 és ORF7 régidinak vizsgalata alapjan a Porcilis-vakcinavirus bizonyult

genetikailag a legstabilabbnak (Balint et al., 2021).

6.5 NGS technolégia

A DNS nukleotidsorrendjének megismerésére az elsé szekvenald technoldgiak
kifejlesztése 6ta folyamatos fejl6dési torekvések zajlanak. A legismertebb elsé generacids
szekvenalasi eljaras lancterminaciét eléidézé didezoxi-nukleotidok segitségével zajlott
(lancterminaciés modszer vagy Sanger-szekvenalds, 1970-es évek). A négy kulén
reakcioelegyben ugyanazon f6 Osszetevok (DNS-polimeraz, DNS-templat, primer és
dezoxinukleotidok) mellett a didezoxi-nukleotidok eltértek, és a kiuldnbdzé hosszal, de adott
didezoxi-nukleotiddal végz6dé DNS-szalakat gélelektroforetikus elvalasztast koévetéen
olvastak le (Sanger et al.,, 1977). Ennek a mddszernek az automatizalt valtozata (jelolt
didezoxi-nukleotidokkal zajlé DNS-templat felsokszorozas és kapillaris elektroforézis) mind a
mai napig az egyik leggyakrabban alkalmazott szekvenalasi technika. Elterjedt hasznalata
ellenére a Sanger-szekvenalas rendelkezik néhany limitacidval, ezek a révidebb DNS-hossz
leolvasasa (300-1000 bp), az egy konszenzus szekvencia meghatarozdsa és a viszonylag
nagy bazisonkénti kdltsége. A 2000-es évek kdzepétdl kezdédéen a magas kihozatali NGS
rendszerek elkezdték térhoditasukat, el6szor az alapkutatdas, majd a klinikkum és a
diagnosztika tudomanyteriletén egyarant. Jelenleg, adott allasfoglalastol figgéen masodik-,
harmadik- és negyedik generacios szekvenald platformok vannak kereskedelmi forgalomban

(Hu et al., 2021; Slatko et al., 2018). A leolvasott szekvenciak (tovabbiakban: read) hosszat
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tekintve két f6 csoportra bonthatok a kidolgozott technoldgiak: a révid, azaz short-read, és a
hosszl, mas néven long-read szekvenalasra (Goodwin et al., 2016). A short-read alapu
rendszerek koézil az lllumina altal gyartott készilékek piacvezetd poziciot téltenek be
(https:/iwww.illumina.com/, 2024.01.28).

Szamos szekvenalasi eljarashoz, féleg a klinikai mintak esetében, sziikséges a kérdéses
genetikai anyag dusitasanak beépitése az NGS munkafolyamataba. Az egyik ilyen
koltséghatékony megoldas a PCR segitségével torténd felszaporitas, ami telies genom
vizsgalata esetén nagyrészt 3’-végén randomizalt nukleotidokat tartalmazé primerek
segitségével (ugynevezett random PCR-mddszer), mig egy-egy adott genomi régié esetében
pedig hagyomanyosan specifikus primerekkel valosul meg (Djikeng et al., 2008; Quick et al.,
2017). A minta el6készitése utan, flggetlenil a kilénbdz6 NGS-rendszerektél,
nélkulézhetetlen az adott készllékkel kompatibilis RNS- vagy DNS-kdnyvtarak eléallitasa. A
konyvtarkészités eredményeként az 6sszes RNS- vagy DNS-szal hordozni fog adaptereket
(specifikus oligonukleotid, vagy fehérje) és vonalkddokat (specifikus oligonukleotid; mas néven
index) annak érdekében, hogy a szekvenalas megtorténjen, illetve az egyes mintak egyedileg
azonosithatok legyenek. A kdényvtarkészités tulnyomorészt kereskedelmi forgalomban
kaphaté kitekkel zajlik, és leginkabb a genetikai anyag mesterséges fragmentalasan alapul,
melyet méretszelekcios és tisztitasi [épések kovetnek (Head et al., 2014). Az ilyen médon zajlo

konyvtarkészitésre a tovabbiakban hagyomanyos kdényvtarkészitésként fogunk hivatkozni.

6.5.1 Amplikon-mélyszekvenalas

Az amplikon-mélyszekvenalas a célzott NGS-mddszerek csoportjaba tartozik, aminél
legtdbb esetben PCR segitségével felszaporitott célrégiot vizsgalunk. Ezt az eljarast gyakran
alkalmazzak a viruspopulacié diverzitasanak becslésére, kdvetkeztetve az eredményul kapott
NGS-readekbdl. Habar a viruspopulacioban eléfordulé variansok egymashoz viszonyitott
aranyanak megallapitasa nehézkes, tobb tanulmanynak is sikerult validalnia az
amplikon-mélyszekvenalas ilyen ter(i hasznosithatésagat (Brait et al., 2022; Grubaugh et al.,
2019; Ni et al., 2018).

Az lllumina rendszereket kozkedvelten alkalmazzak célzott szekvenalasok kivitelezésére,
és konyvtarkészité modszerként elterjedbben van az egy-, vagy kétlépéses PCR
hasznositasa, amelyre Uj konyvtarkészité mddszerként fogunk hivatkozni. Ezen mddszer
soran fuziés primerek segitségével az adapterek és vonalkédok a termék felszaporitasaval
egyidében kerllnek ra a DNS-templatra és az igy készult DNS-konyvtar kodzvetlendl
felhasznalhaté a szekvenalasi reakcidban (Holm et al.,, 2019). Az lllumina rendszerek
esetében elérhetd 2x300 bp read-hosszt biztositd szekvenald kitekkel és paired-end
bedllitassal (adott DNS-templat forward és reverz iranybdl is torténd leolvasasa) egy maximum

600 bp hosszusagu amplikontermék a nukleotidsorrendje hatarozhaté meg. Az Illumina
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rendszerekkel kompatibilis, kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészitd6 moddszer a
kovetkez6képpen zajlik (2. abra). Az els6 PCR (PCR-1) soran olyan fuziés primereket
hasznalnak, amelyeknél az adott célrégiora specifikus szekvencia szakaszok mellett az
lllumina szekvenald primerei (Rd1 SP és Rd2 SP) helyezkednek el, ezaltal ebben a reakciéban
beépiinek azok a felszaporitott DNS-templatba. A masodik PCR (PCR-2) alatt az lllumina
specifikus adapterek (P5 és P7) és vonalkddok (i5 és i7) hozzakapcsolasa zajlik a PCR-1
termékéhez. A PCR-2 végével teljes értéki, kozvetlendl lllumina készlléken szekvenalhato

DNS-konyvtarakra teszink szert.

PCR-1 ‘?O’;
So
. —
Célrégio ]
PCR-2
Rd1 SP
—
Célrégio
i7
w?
Rd1 SP P7
Célrégio L
i7

2. abra Az lllumina rendszerrel kompatibilis, kétlépéses PCR-alapu kdnyvtarkészité médszer sematikus
abrazolasa.

A PCR segitségével elballitott DNS-konyvtarak egyszeri, gyors és koltséghatékony
protokollt tudnak biztositani. Az amplikon-mélyszekvenalast PCR-alapu konyvtarkészitéssel
telies genom szekvenalasara szintén lehet alkalmazni, mint ahogy azt mutatja az ARTIC altal
kidolgozott SARS-CoV-2-re specifikus, atfedé amplikonokkal operal6 eljaras (Gohl et al.,
2020). Allatorvosi vonatkozasban az amplikon-mélyszekvenalast donté tdbbségében
metagenomikai vizsgalatokra alkalmazzak (Johnston et al., 2017; Lowman et al., 2023; Vidal
et al., 2017; Wolf-Jackel et al., 2021).



VIl Célkitlizések

Munkank soran elsédleges térekvésink volt a hagyomanyos és Uj megkozelitéseket
alkalmazd NGS-konyvtarkészitd modszerek kidolgozasa, majd azok alkalmazasa a PRRSV
végezve az Ujgeneracidés szekvenalast. Ezek megvaldsitdsahoz a kovetkezd célokat
fogalmaztuk meg:

— A PRRSV-1- és PRRSV-2-torzsek hazai el6fordulasanak és diverzitdsanak
meghatarozasa.

— A PRRSV-2 szerkezeti régiodjanak vizsgalata hagyomanyos koényvtarkészité modszer
felhasznalasaval.

— A kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészités és az amplikon-mélyszekvenalas adaptalasa
genomjara.

— Az amplikon-mélyszekvenalas lehetséges diagnosztikai felhasznalasi teruletének
felmérése.

— A kapott szekvenciaadatok elemzése, fokuszba helyezve a kvazispecies genetikai

diverzitasanak felmérését.
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VIIl  Anyagok és modszerek

Az értekezés atlathatésaganak érdekében, az anyagok és mddszerek fejezetben leirasra
kerll6 sokféle modszer miatt, az adott modszertani leirashoz tartozé célkitizéseinkbe szintén
betekintést adunk, tovabba a modszerek ismertetését igyekeztink témakorok szerint

csoportositani.

8.1 Felhasznalt mintak eredete

A vizsgalatainkhoz felhasznalt PRRSV-1 és PRRSV-2 prototipus virustorzseit (Lelystad és
VR-2332, szbvetfeluluszd), a savo, szerv- és orrtampon mintakat, tovabba valamennyi kivont
RNS mintat a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi Diagnosztikai
Igazgatésaga (NEBIH ADI) biztositotta. Minden minta hazai sertéstelepekrdl szarmazott,
amelyek gyUjtésére a mentesités keretein belll zajlo rutin diagnosztika, vagy PRRSV fert6zés
gyanuja miatt kerult sor.

A Porcilis® PRRS és Unistrain® PRRS vakcinakat (liofilizalt formaban) Dr. Halas Maté
(Prophyl Kft.) és Dr. Balint Adam (NEBIH ADI) bocsajtotta rendelkezésiinkre.

8.2  Altalanos molekularis médszerek

Mivel PhD-munkam targya NGS-moédszerek alkalmazasa és fejlesztése kilonbozd
NGS-platformok felhasznalasaval, igy szamos kuldnb6zé mddszert hasznaltunk az évek
soran, féként a PCR, illetve a DNS-konyvtarkészitések terén. Mindazonaltal, figgetlendl a
célkitlizéstél bizonyos 1épések egységesen toérténtek minden munkafolyamatban, ezért ebben

a fejezetben ezeket a modszereket foglaljuk dssze.

8.2.1 Virdlis nukleinsav-kivonas és kvantitativ RT-PCR

Minden, a kutatas soran altalunk felhasznalt vakcina-, savo-, és szovetfeliliszd minta
virdlis nukleinsav kivonasa a Nucleospin RNA virus Kkittel (Macherey-Nagel, Diren,
Németorszag) tortént a gyartd altal meghatarozott protokoll betartdsaval. A savomintak
esetében a 100 pl mintdhoz 50 ul foszfattal pufferolt séoldatot (PBS, phosphate-buffered
saline; Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) mértiink, a szdvetfelliluszd és vakcina
mintakbdl tisztan 150 pl-t hasznaltunk fel. A kivont nukleinsavat 60 pl nukleazmentes vizben
vettlk fel, majd felhasznalasig —60 °C-on taroltuk. A liofilizalt vakcinamintékat kivonas el6tt
PBS-sel 8x-osra higitottuk. Bizonyos savémintak, valamint a szerv-, és orrtamponmintak
RNS-izolalasat a NEBIH ADI munkatarsai végezték a QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) felhasznalasaval.

A mintak Ct- (cycle treshold, detektalasiciklus-kiszdbérték) értékének megallapitasara a
rutin diagnosztikai eljarasban egyarant alkalmazott kereskedelmi forgalomban kaphato,
mindkét PRRSV fajra specifikus, virotype PRRSV RT-PCR Kitet (Qiagen, Hilden,

Németorszag) hasznaltuk a gyartd utasitasait kdvetve.
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8.2.2 PCR termékek ellenérzése és tisztitasa

Mindegyik PCR-t tartalmazé munkafolyamat esetében a PCR-termékek hosszanak
ellendrzését agardzgél-elektroforézissel végeztik, 1 m/V%-os vagy 1,5 m/V%-os agaréz
(Lonza, Basel, Svajc) gélen és 0,5 m/V% trisz-borat-etilén-diamintetraecetsav puffer (TBE,
Tris-borate-EDTA; Lonza, Basel, Svajc) felhasznalasaval. Molekulatbmeg-markerként a
O’Gene Ruler DNS-létrat (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA) hasznaltuk. A GelRed
nukleinsavfesték (Biotium, Fremont, CA, USA) segitségével vizualizaltuk a DNS-t, majd a gélt
ates6 UV-fényben vizsgaltuk és az eredményeket CSL-Microdoc Systems géldokumentacios
rendszerrel (Cleaver Scientific, Rugby, Egyesiilt Kiralysag; Power Shot G12 kamera, Canon,
Tokio, Japan) rogzitettik.

Az adott célkitlzésben zajlé protokolloknak megfeleld mérettartomanyban (lasd: az adott
modszer leirasanal) lathatd PCR-terméket kimetszettlk, majd oszlopos technika (Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit; Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Tajvan) segitségével
kitisztitottuk a gyartéi utasitas alapjan. A tisztitott DNS-fragmenseket tovabbi

felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

8.3 lon Torrent szekvenalas

A Kkisérleteink kezdetén az lon Torrent Personal Genome Machine® (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA) késziilék allt rendelkezésére a
kutatécsoportnak, ezért a célkitlizések teljesitését ehhez a készllékhez igazitottuk. A
késbébbiekben a kutatécsoportban az lllumina Nextseg® 500 készilékkel (lllumina, San Diego,
USA) tortént rutinszerlien az ujgeneracidés szekvenalas, igy a PhD munkafolyamatait és

modszereit ennek megfeleléen alakitottuk at.

8.3.1 Mintak eredete
Az lon Torrent készlilékkel kapcsolatos ujgeneracios szekvenalashoz minden egyes minta

a PRRS-mentesités keretein belll kertilt begyUjtésre a hazai sertéstelepekrdl.

8.3.2 ORF5 és ORF7 régié felerdsitése

Az ORF5 és ORF7 régiok felerésitését a NEBIH ADI munkatarsai végezték a PRRSV rutin
diagnosztika részeként, a Balka és munkatarsai (2008) altal publikalt, a kdvetkezéekben leirt
protokollok szerint (Balka et al., 2008).

A PRRSV-1 ORFS5 felszaporitasat nested PCR segitségével végeztuk, ennek elsé kdréhez,
illetve a PRRSV-2 ORFS5, valamint az ORF7 egy kdrben torténd felerésitéséhez a QIAGEN
One-Step RT-PCR kitet (Qiagen, Hilden, Németorszag) hasznaltuk. Mindkét célrégio esetében
a PCR-reakcitelegy 25 ul végtérfogatban tartalmazott 1x Qiagen One-Step puffert, 0,4 mM
dezoxinukleotid-trifoszfat keveréket (dNTP), 0,8-0,8 uM forward (F) és reverz (R ) primert
(1. tablazat), 0,16 egység (U, unit) RiboLock RNase inhibitort (Thermo Scientific™, Waltham,
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MA, USA), 1 ul QIAGEN OneStep RT-PCR enzim mixet és 2 ul kivont RNS-t. A 50 °C-on
30 percig zajlé reverz transzkripcio (RT) Iépése utan a DNS denaturacioé 95 °C-on 15 percig
tartott, majd az ORF5 esetében 30, mig az ORF7 esetében 40 ismétlédd ciklusbdl allé
amplifikacié (94 °C 30 mp, 52 °C 30 mp, 72 °C 60 mp) kovetkezett, végul a reakciot 72 °C-on
5 perces elongacio zarta.

A PRRSV-1 ORF5 nested PCR masodik korét a TopTaqg DNS-polimeraz enzimmel
(Qiagen, Hilden, Németorszag) végeztik. A PCR-rendszer 1x TopTaq PCR puffert, 0,2 mM
dNTP-keveréket, 0,4-0,4 uM F és R primert (1. tablazat), 0,03 U TopTag DNS-polimeraz
enzimet és 2 pl els6kérdés PCR-terméket tartalmazott 25 ul végtérfogatban. Az amplifikacio
héprofilja a kdvetkezb volt: 95 °C 3 perc kezdeti denaturacié utan 35 ismétlédé ciklussal (94 °C
30 mp, 52 °C 30 mp, 72 °C 60 mp) zajlott a felszaporitas, a végén 72 °C-on 5 percig tarté
végs6 elongacioval zarult. A kapott PCR-termékeket oszlopos technikaval kitisztitottuk, majd

konyvtarkészitést végeztunk.

1. tablazat Az lon Torrent szekvenalast és a hagyomanyos kényvtarkészit§ moddszert magaba foglalod

vizsgalatokhoz késziilt ORF5 és ORF7 célrégiok felszaporitasahoz alkalmazott primerek szekvenciai.

Primer tapadasi helye (nt)

Célrégioé Iranyultsag Szekvencia (5'—3’) Lelystad VR-2332
(M96262) (U87392)
+ CAGCCAGTCAATCARCTGTG 14658-14677 14937-14956
ORF7 - TCGCCCTAATTGAATAGGTG 15031-15050 15345-15364
. + GTTGCTSCATTTCMTGACAC 13416-13435
- TATGTIATGCTAAAGGCTAGCAC 14138-14160
ORF o K5 + CAATGAGGTGGGCIACAACC 13442-13461
B} ATCGTCTAGGCCTCCCATTG 14085-14104
ORFS + ACCATGAGGTGGGCAACTGT - 13721-13740
- TGGAGCCGTGCTATCATGAC - 14400-14419

8.3.3 Hagyomanyos konyvtarkészités

A hagyomanyos konyvtarkészités alkalmazasaval és az lon Torrent készuléken tortént
ujgeneracios szekvenalassal elsésorban a PRRS-mentesitéshez jarultunk hozza. Célunk volt
a moédszer egy kiterjedt monitoring programba torténd beépitésének a felmérése, fokuszba
helyezve az esetleges kevert fert6zések azonositasat a vizsgalt sertéstelepeken.

A hagyomanyos konyvtarkészitéshez a tisztitott ORF5 és ORF7 PCR-termékek
enzimatikus fragmentalasat és az lon Torrent adapterek kapcsolasat a NEBNext® Fast DNA
Fragmentation & Library Prep Set for lon Torrent™ kit és az lon Xpress Barcode Adapters
(New England Biolabs, Ipswich, USA) felhasznalasaval végeztuk el. Az indexalt kdnyvtarakat
a Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan) tisztitottuk,
majd E-Gel™ SizeSelect™ Il Agarose Gels, 2% (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)
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segitségével méretszelektaltuk és a 300-350 bp hosszusagu termeékeket visszanyertuk.
Ezutan amplifikaciot végeztiink a NEBNext® Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for
lon Torrent™ kit felhasznalasaval, gyartoi utasitasok alapjan, a kdvetkezé héprofillal: kezdeti
denaturaciot (98 °C 30 mp) kdvetden 12 ismétl6dd ciklussal (98 °C 10 mp, 5 °C 30 mp, 72 °C
30 mp) zajlott a felszaporitas és 75 °C-on 5 perces elongaciéval zarult. Az igy keletkezett
termékeket ujfent tisztitottuk, majd a Qubit® dsDNA BR Assay kit és Qubit® 2.0 fluorométerrel
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) végzett mennyiségi meghatarozas utan a DNS-konyvtarak
klonalis amplifikacidja az lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kittel (Thermo Scientific™, Waltham,
MA, USA) tortént. Ez a PCR-hez hasonldé termociklusos médszer jelen esetben 200 bp
hosszusagu, mikrogyongy felszinén rogzitett DNS-kényvtarak klonalis amplifikalasara szolgal
egy, a célra fejlesztett késziléken (lon OneTouch™ 2 System; Thermo Scientific™, Waltham,
MA, USA).

8.3.4 PCR-alapu kdonyvtarkészités

Az NGS lehetséges, PRRSV-re iranyuld diagnosztikai alkalmazasa miatt felmertlt az igény
egy egyszerilbb, koltséghatékonyabb és gyorsabb kdnyvtarkészité modszer fejlesztésére,
ezért elkezdtink egy PCR-alapu koényvtarkészit6 megkozelitést adaptalni az lon Torrent
készllékre.

Ennél a megkdzelitésnél konvenciondlis PCR, illetve fuziés primerek (2. tablazat)
segitségével tortént a DNS-szalak ellatasa lon Torrent specifikus adapterekkel és
vonalkédokkal, mintanként kétféle kombinaciét alkalmazva (A, B). A vonalkdédokat az egyik
primerpar forward tagjaba, mig a masik parnak a reverz tagjaba épitettik be.

A kisérlethez vagy a NEBIH ADI munkatarsai altal eléallitott PCR-termékek, vagy az
RNS-rél SuperScript™ 11l (Invitrogen™) reverz transzkripcios kittel, a gyarté utasitasait
kovetve atirt komplementer DNS (cDNS) szolgalt mintaul. Az RT-t kovetéen az ORF5
felszaporitdsa Phusion™ High-Fidelity DNS polimeraz enzimmel (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, USA) valosult meg, 25 ul végtérfogatban, amely 1x HF puffert tartalmazott,
0,2 mM dNTP-keveréket, 0,2-0,2 yM F és R primert, 0,02 U Phusion™ DNS-polimeraz
enzimet, és 2 ul PCR-terméket vagy cDNS-t. A reakcioé a kezdeti 98 °C 1 perc denaturacio
utan 15 (minta: PCR-termék) vagy 35 (minta: cDNS) ismétlédé ciklusbdl allt (98 °C 10 mp,
50°C 30mp, 72°C 2 perc), és 72°C 10 percig folyt a végsé elongacié. Az ORF7
felszaporitdsa DreamTagq™ DNS-polimeraz enzim (Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA)
segitségével tortént 25 ul végtérfogatban az alabbi 6sszetevdkkel: 1x DreamTaq puffer,
0,4 mM dNTP-keverék, 0,4-0,4 uM F és R primer, 0,1 U DreamTaq DNS-polimeraz enzim és
2 yl PCR-termék vagy cDNS. Az amplifikacié héprofilja a kdvetkezd volt: 95 °C 1 perc kezdeti

denaturacié utan 15 (minta: PCR-termék) vagy 35 (minta: cDNS) ismétlédé ciklussal (95 °C
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30 mp, 54 °C 30 mp, 72 °C 1 perc) zajlott a felszaporitas, a végén 72 °C-on 5 percig tartd
végsoé elongaciéval zarult.

Az igy készilt DNS-kényvtarakat az lon PGM™ Template IA 500 Kit (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, USA) segitségével klonalisan amplifikaltuk, ami a korabban leirt hagyomanyos
konyvtarkészitd modszerrel ellentétben izotermalis kdrilmények kézott, szobahédmérsékleten
zajlik, azaz nem igényli specialis készllék hasznalatat a mikrogydngy-felszinen régzitett
DNS-konyvtarak klonalis felerésitéséhez. Mindemellett, a reakcio kevesebb idét vesz igénybe,
illetve hosszabb fragmensek (korilbelll 500 bp) amplifikacidja lehetséges altala.

2. tablazat Az lon Torrent késziiléken zajlo, PCR-alapu kdnyvtarkészité médszert magaba foglald vizsgalatokhoz
készllt ORF5 és ORF7 célrégiok felszaporitasahoz alkalmazott fuzids primerek szekvenciai. A készulékkel

kompatibilis adapterszekvenciakat alahuzott betiikkel emeltiik ki, a 12 bp hosszu vonalkéd-szekvenciakat egy db

félkdveér x betiivel jeldltik, a kildon nem jeldlt részek a PRRSV-specifikus szekvenciak.

Célrégio Iranyultsag Szekvencia (5'—3’)
A + CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXCAGCCAGTCAATCARCTGTG
- CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCGCCCTAATTGAATAGGTG
ORF7 + CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCAGCCAGTCAATCARCTGTG
B ) CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXTCGCCCTAATTGAATAGGTG
N CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXATGAGATGTTCTCACAAATTGGG
A GCG
oRFE - CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCGAAGT
+ CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATATGAGATGTTCTCACAAATTGGGGCG
B ] CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGXTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCG
AAGT

8.3.5 Szekvenalas

Akar a hagyomanyos, akar a PCR-alapu modszerrel tortént a konyvtarkészités, végul a
klondlisan amplifikalt DNS-konyvtarakat hordozé gyongyoket lon OneTouch™ ES (Thermo
Scientific™, Waltham, MA, USA) készllékkel dusitottuk, majd eluciét kévetéen lon 314-es
vagy lon 316-0s chipre toltottik és a szekvenalast az ajanlott szekvenalasi protokoll alapjan

végeztuk.
8.4  lllumina szekvenalas
8.4.1 Hagyomanyos konyvtarkészités

8.4.1.1 ORF2-7 régi6 felerésitése

Ezzel a modszerrel kapcsolatos célkitlzésink soran arra térekedtink, hogy a
hagyomanyos konyvtarkészitd modszer felhasznalasaval segitsik a PRRS-mentesitést, és
egyben hozzdjaruljunk egy aktualis PRRSV-2-jarvanykitorés felderitéséhez. A célok

teljesitése érdekében, a szimplan ORF5 régién alapuld molekularis epidemioldgiai
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vizsgalatokat kiterjesztettik a teljes szerkezeti fehérjéket kddol6 genomszakaszra, ezzel az
ORF5 és a teljes genom karakterizalasa mellett egy alternativ megoldast biztositva.
8.4.1.1.1 Mintak eredete

Az ORF2-7 régidnak a vizsgalatahoz a mintak (savé és orrtampon) olyan hazai
nagylétszamu tenyész- és hizoallomanyokbdl vagy import hizéalapanyag-szallitmanybol
szarmaztak, amelyeket Osszefuggésbe lehetett hozni egy rovid lefolyasu
PRRSV-2-vakcinatorzseredetli  jarvanykitoréssel hazankban. A munkafolyamatokhoz
mintaként a NEBIH ADI altal kivont viralis RNS szolgalt.
8.4.1.1.2 RT és konvencionalis PCR

A PRRSV-2 ORF2-7, vagyis a teljes szerkezeti régio felerésitéséhez el6szoér cDNS-t

szintetizaltunk horgonyzott oligo(dT) primerrel (5-TTTTTTTTTTTTTTTTTAATTWCG-3) és a
SuperScript™ Il reverz transzkriptazzal (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA). Az RT reakcid
20 ul végtérfogatban tartalmazott 1x First-Strand puffert, 0,5 mM dNTP-keveréket, 1 uM
primert, 0,01 M DTT-t, 40 U RiboLock RNase inhibitort (Thermo Scientific™, Waltham, MA,
USA), 5 mM MgCl,-t, 200 U SuperScript™ Il reverz transzkriptazt és 5 ul kivont RNS-t. Az RT
soran a primer, dNTP és RNS keverékét 65°C-on 5 percig denaturaltuk, majd 1 percig jégen
hitottuk, ezutan hozzaadtuk a tobbi 6sszetevét és 50 °C-on 90 percig inkubaltuk, a folyamat
pedig 85 °C-on 5 perccel zarult.

Az amplifikaciot Phusion™ High-Fidelity DNS-polimeraz enzim (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, USA) segitségével végeztuk 20 pl végtérfogatban a kovetkezd
komponensekkel: 1x HF puffer, 0,2 mM dNTP-keverék, 0,25-0,25 pM F és R primer
(3. tablazat), 3% dimetil-szulfoxid (DMSO; Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA),
0,0125 U Phusion™ DNS-polimeraz enzim és 1 pl cDNS. A PCR-reakcié héprofilja a
kovetkezé volt: 98 °C 30 mp kezdeti denaturacié utan 35 ismétlédé ciklus amplifikacié (98 °C
10 mp, 66 °C 30 mp, 72 °C 2 perc) kdvetkezett, majd a végsé elongacié 72 °C-on 10 percig
tartott.

A keletkez6 PCR termékeket 1%-o0s agardz gélen ellendriztik, majd a 3000 bp kordli

hosszusagu terméket kivagtuk és tisztitottuk.

3. tablazat A PRRSV-2 ORF2-7 régidjanak felszaporitasahoz alkalmazott primerek szekvenciai.

Primer neve Iranyultsag Szekvencia (5°-3’) Primer tapadasi helye (nt)*
ORF2-7_F + CGKGCGCGCCAGRAAGGGAAAATTTA 11970-11995
ORF2-7_R - GCACARTRTCAATCAGTGCCATTCAC 15311-15336

* VR-2332 (U87392) térzshéz viszonyitva
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8.4.1.1.3 Konyvtarkészités

A DNS-koényvtarak eléallitasat a hagyomanyos, fragmentalason és ligalason alapulé
(tagmentalas) lllumina® Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina, San Diego, USA)
segitségével végeztik, a mintak egyedi jeldléséhez a Nextera XT Index Kit v2-t (lllumina, San
Diego, USA) hasznaltuk. A tagmentaloé reakcidhoz a 0,2 ng/ul koncentraciéra higitott ORF2-7
PCR-termékekhez 5 pl Tagment DNS-puffert és 2,5 ul AmpliconTagment Mix reagenst adtunk.
A reakcio 55 °C-on 6 percig zajlott, majd 10 °C-ra h(itottik vissza GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, Waltham, USA) készilékben. A megfelel6 hémérséklet elérése utan
azonnal hozzaadtunk 2,5 ul Neutralize Tagment puffert és 5 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk. A DNS-konyvtarak elkészitéséhez a reakcidelegy 7,5 pl Nextera PCR Master
mixet, 2,5-2,5 ul i5 és i7 index primert és a korabban elkészilt tagmentalt DNS-t tartalmazott.
A PCR 95 °C 30 mp kezdeti denaturacio utan 12 ciklusbal allt (95 °C 10 mp, 55 °C 30 mp,
72 °C 30 mp), amit egy 72 °C-on 5 percig tarté végsé elongacios lépés kovetett, majd a
mintakat leh(téttik 10 °C-ra. Az elkészllt indexalt DNS-kényvtarakat a fentebb mar emlitett

oszlopos tisztitasi technikaval tisztitottuk.

8.4.2 Kétlépéses PCR-alapu kdnyvtarkészités

Mint ahogy arra az irodalmi attekintésben kitértink, az lllumina rendszerek esetében
viszonylag hamar megjelent egy alternativ megkdzelités az egyszeriibb és gyorsabb, tovabba
kevesebb koltséggel jard koényvtarkészités elvégzéséhez. Ezen moddszerek mellézik a
kereskedelmi forgalomban kaphatd, fragmentalason és ligalason alapul6 kitek hasznalatat,
helyette egy-, vagy kétlépéses PCR-en nyugvo eljarasokat alkalmaznak. Kutatdmunkank
soran a PRRSV genetikai vizsgalatahoz kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészitést adaptaltunk
(2. abra, 35.0.).

8.4.2.1PCR-1

Flggetlendl a célkitlizéstél, vagyis, hogy egy adott célrégio vagy a teljes genom vizsgalata
valésul meg az amplikon-mélyszekvenalassal, a PCR-1 soran alkalmazott fuziés primerek
5 végén, a PRRSV-specifikus primerrégié el6tt helyezkednek el az lllumina rendszerek
szekvenal6 primerei (4. tablazat).

4. tablazat. A kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészités PCR-1 Iépésében alkalmazott fuzios primerek altalanos

felépitése és szekvenciai.

Primer

IrAnyultsag Szekvencia (5'—3’)
neve
Rdl Sp .\ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG[célrégio-specifikus
szekvencia]
Rd2 P GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG[célrégio-specifikus

szekvencia]

43



8.4.2.1.1 ORFT7 régio felerésitése

Az ORF7 régiot célzo kisérleteink elsé lépésként szolgaltak az amplikon-mélyszekvenalas
adaptalasara PRRSV-re specifikusan, illetve a modszer laborkdrnyezetlinkbe toérténd
integraldsara. A valasztott régid6 a modszer optimalizalasan és lehetséges diagnosztikai
alkalmazasan kival egyarant betekintést nyujtott a PRRSV-fertézés molekularis
Mintak eredete

Az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas modszerfejlesztéséhez elsé korben a két prototipus
torzset (PRRSV-1: Lelystad, és PRRSV-2: VR-2332) hasznaltuk fel, illetve a PCR-alapu
konyvtarkészités relativ szenzitivitdsanak megallapitasahoz mindkét térzsbdl készitettiink egy
higitasi sort (higitasi fok: 10°~10°) PRRSV PCR-negativ malacsavoban (spike-in mintak).

A moddszer tesztelését, lehetséges diagnosztikai és mentesitést el6segit6 lehetéségeinek
felmérését klinikai mintakon egyarant elvégeztuk, amelyhez 15 db savomintat valogattunk
dssze a NEBIH ADI altal archivalt, a mentesités soran gydjtétt mintakbdl. Az adott telepekrol,
tobb kulonb6zd allatbdl szarmazd mintakat pooloztuk, igy eredményeinket a késdbbiekben az
adott sertéstelep 0sszességére interpretaltuk. El6zetes diagnosztikai vizsgalatok alapjan, az
ORF5 szekvencia elemzésével a mintak osszesen 10 kilonb6zé6 PRRSV-1-kladba tartoztak,
ami biztositotta, hogy a tervezett ORF7 specifikus primerek és a PCR-rendszer
reakcioképességét széles genetikai diverzitast lefedve vizsgalhassuk.

Az ORF7 primerek specificitasanak ellen6érzéséhez kulonb6zé, allatorvosi jelentéséggel
bir6 sertésmegbetegedésekért felelés korokozok, mint a sertés-herpeszvirus 1,
sertés-parvovirus 1, sertések jarvanyos hasmenésének virusa, klasszikus sertéspestis virusa,
sertés-teschovirus, sertés transzmisszibilis gastroenteritis virusa, sertés-circovirus,
sertés-pestivirus és sertés-rotavirus kivont nukleinsavmintait hasznaltuk fel, amelyeket a
NEBIH ADI biztositott.

Primertervezés

Az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas esetében célunk volt egy univerzalis primerpar
tervezése, ezért 6sszeallitottunk egy szekvencia-adatsort, melyhez 466 db PRRSV-2 és 90 db
PRRSV-1 teljes genom rekordot toltéttink le a génbankbdl. A nukleokapszid, mint az egyik
legkonzervativabb fehérjét kddold ORF, lehetéséget nyujtott mindkét PRRSV fajra specifikus
primerpar megalkotasara (5. tablazat). A tervezett primerek és azok PRRSV-1-re és
PRRSV-2-re illeszked6 tapadasi helyeinek szekvencia képe az 3. abran lathatd. A primerek
mindkét faj esetében a nukleokapszid start kodonjatél 5 iranyban (20 bp), mig a stop
kodonjatol 3’ iranyban (Lelystad: 35 bp, VR-2332: 75 bp) tapadnak, ezzel biztositva, hogy a

szekvenalas soran a telies ORF7 régid nukleotidsorrendje meghatarozhaté legyen.
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5. tdblazat Az ORF7 vizsgalatahoz tervezett fUzids primerek szekvenciai és tapadési helyei a két PRRSV prototipus
torzshdz viszonyitva.

Primer tapadasi helye (nt)
Primer

Iranyultsag Szekvencia (5—3’) Lelystad VR-2332
neve
(M96262) (U87392.3)
ORF7_FA + [Rd1 SPJAGCTGTTAARCRRGGAGTGGT 14563-14583 14854-14874
ORF7_R1 - [Rd2 SP]ICTAATTGAATAGGTGACTYAGAGGC 15021-15045 15335-15359

s |AGC C
F':AG(CjTGT‘TAARgRRGGAGTGGT

e f((CCTCTAGTCACCTATTC

vz | OCTC CACCTATTC

RGCCTCTIRAGTCACCTATTCAATTAG
3. abra Az ORF7 fazios primerek PRRSV-specifikus tapadasi helyeinek szekvencialogdja a PRRSV-1 (n=90)

PRRSV-2 :

és PRRSV-2 (n=466) alkotta tobbsz6rds szekvenciaillesztések tekintetében.

RT-PCR (PCR-1)

Az ORF7 régio felszaporitasahoz a QIAGEN OneStep RT-PCR kitet hasznaltuk (Qiagen,
Hilden, Németorszag) 25 ul végtérfogatban, 1x QIAGEN OneStep RT-PCR pufferrel, 0,4 mM
dNTP-keverékkel, 0,6-0,6 F és R primerrel, 4 U RiboLock RNase inhibitorral (Thermo
Scientific™, Waltham, MA, USA), tovabba 1 ul QIAGEN OneStep RT-PCR enzim mix és 2 pl
kivont RNS hozzaadasaval. A reakcio RT lépése 50 °C 30 perccel kezd6édott, amit egy 95 °C
15 perces lépés kovetett, ezutan a termék amplifikacioja 35 ismétlédd ciklusig (94 °C 30 mp,
57 °C 30 mp, 72 °C 60 mp) zajlott, majd a végsd elongacio 72 °C-on 5 percig tartott.

A keletkezd PCR-termékeket 1%-0s agardz gélen ellendriztik, majd az 550 bp hosszusagu
terméket kivagtuk és tisztitottuk. A felszaporitott ORF7 hossza 483-489 bp, a tébbi a hozza
kapcsolt szekvenald primerek és vonalkédok (korulbelul 135 bp).

8.4.2.1.2 Teljes genom felerdsitése

Az egy adott célrégiéra (ORF7) fékuszald amplikon-mélyszekvenalasi megkozelitést
kovetkezd Iépésben kiszélesitettik a teljes genomra. Ehhez az ARTIC network altal fejlesztett,
atfed6é amplikonokat felszaporité multiplex PCR-t adaptaltuk. Célunk volt a mddszer beépitése
a PRRSV-vakcinatérzsek, nevezetesen a Porcilis és Unistrain PRRS genetikai stabilitasanak

ellen6rzésébe, illetve a kvazispecies genetikai diverzitdsanak felmérésébe.
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Mintak eredete

Ennek a kisérletnek a lebonyolitasahoz 6sszesen 3 db kulénbdzé gyartasi tételbdl
szarmazo Porcilis® PRRS (A220CEO1, A220ADO01, A221AEQ1), és egy Unistrain® PRRS
(09G8K) vakcinat hasznaltunk fel.

Primertervezés

Habar a multiplex PCR-rendszer kidolgozasa soran a PRRSV-specifikus primerek
tervezésénél a Porcilis-vakcinatdrzsre koncentraltunk, az Unistrain-vakcinatérzzsel mutatott
nagymértékli nt azonossag (94,8%) lehetévé tette, hogy a primerek mindkét torzzsel
kompatibilisek legyenek.

A primertervezés elsé lépéseként a génbankbdl olyan teljes genomokat toltéttink le,
amelyek >95%-0s nt azonossagot mutattak a két referenciavakcinatorzzsel (Porcilis,
KF991509 és Unistrain, GU067771). A hatarérték megszabasanal figyelembe vettik, hogy
tobb PRRSV-vakcinatérzs esetében a kdzlemények szerint az ORF5 régién medfigyelt 5%-0s
nt eltérés még vakcinaleszarmazott torzset jelez, tovabba ugy véltik, hogy ilyen feltételezett
genetikai  diverzitdas mellett a legtobb  sertéstelepen keringd  Porcilis-  és
Unistrain-vakcinaleszarmazott térzs vizsgalhato lesz (Balint et al., 2021; Kikuti et al., 2021).

A multiplex PCR-hez szikséges primerek tervezését a PrimalScheme webserver
segitségével végeztik (https://primalscheme.com/, 2024.01.29.) (Quick et al., 2017), a
korabban emlitett teljes genom adatsorbdl generalt tébbszords szekvenciaillesztések (mas
néven alignment) konszenzus szekvenciajat felhasznalva (hatarérték: 90% nt azonossag). Az
amplikonméretet Ugy parametrizaltuk, hogy mindegyik termék megfeleljen az Illumina
leghosszabb read leolvasasi keretének: paired-end 2x300 bp, ami elméletiieg 600 bp
hosszagu termék szekvenciameghatarozasat teszi lehetévé. Az algoritmus altal
meghatarozott primereket felllvizsgaltuk, kildénos tekintettel a lehetséges primerdimerek
kialakulasara, a termék hosszara, illetve degeneralt nukleotidok sziikségességére.

A folyamat végén dsszesen 34 db amplikont (68 db primer) hataroztunk meg, melyekkel a
Porcilis- és Unistrain-vakcinatdrzsek teljes genomja 100%-os lefedettséggel felszaporithaté és
szekvenalhato (1. melléklet, 119.0.). Az amplikonok mérete 544 és 583 bp kdzott valtozott.

Mivel multiplex PCR-rendszerrel szaporitjuk fel a két vakcinatérzs teljes genomjat, igy a
primerszettet (100 uM) két részre (paratlan és paros szadmu amplikonokat felerdsité szettek,
azaz poolA1 és poolA2) bontottuk, majd 10x-re higitottuk a poolokat (10 uM). Tovabba az
optimalizalas érdekében harom kilonbozé mddon valtoztattuk a primerek relativ mennyiségeit
az adott poolokban (poolA v1, v2, v3) (1. melléklet, 119.0.).

RT és multiplex PCR (PCR-1)

A cDNS-szintézis random hexamer és oligo (dT)18 primereket tartalmazé SuperScript™

IV VILO™ Master Mix (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) segitségével tértént. A kezdeti 65 °C

5 percig tarté denaturacié 11 pl nukleazmentes viz és 5 ul kivont RNS keverékével zajlott,
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majd 4 ul Master Mix hozzaadasat kovetéen a reakcid az alabbi héprofillal folytatédott: 25 °C
10 perc, 50 °C 10 perc és 85 °C 5 perc.

A teljes genom felerGsitéséhez a Q5U® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase kitet (New
England Biolabs, Ipswich, USA) hasznaltuk, a poolA1 és poolA2 primerszettel kilon-kilén
végrehajtva a reakciot. A 25 ul végtérfogati PCR reakcidelegy 1x Q5U Reaction puffert,
0,2 mM dNTP-keveréket, 1,3 pl poolA1 vagy poolA2 primerszettet (10 uM, per primer
koncentracio: 0,015 uM), 0,02 U/ul Q5U Hot Start High-Fidelity DNS-polimeraz enzimet és
2,5 ul cDNS-t tartalmazott. A PCR-t az alabbi héprofillal kiviteleztliik: 98 °C 30 mp kezdeti
denaturacié utan 30 ismétlédo ciklus kdvetkezett (98 °C 15 mp és 65 °C 5 perc).

A PCR-termékeket 1%-0s agardoz gélen ellenériztik, majd kivagtuk és tisztitottuk. A
tisztitott poolA1 és poolA2 termékeket mintanként vegyitettik majd 100x-ra higitottuk a
PCR-2-reakciéhoz.

8.4.2.2PCR-2

Flggetlendl a célkit(izéstdl, vagyis, hogy egy adott célrégioé vagy a teljes genom vizsgalata
valosul meg az amplikon-mélyszekvendlassal, a PCR-2 soran alkalmazott
vonalkéd-szekvencidkat is tartalmazé primerek (vonalkdédolé primerek) egységesek
(6. tablazat). Tartalmazzak a linker szekvenciat, amely a PCR-1-termékhez kapcsolodast
szolgalja az lllumina szekvenald primer régio terlletén, az i5 and i7 vonalkddokat (Nextera XT
Index Kit v2 Set C; lllumina, San Diego, USA), illetve a P5 és P7 adaptereket (2. abra, 35.0.).

6. tablazat. A kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészités PCR-2 lépésében alkalmazott vonalkédold primerek
szekvenciai. A linker szekvenciak ddlttel, az adapterek vonallal vannak kiemelve.

Primer

Iranyultsag Szekvencia (5'—3’)
neve
P5_i5 + AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[i5]TCGTCGGCAGCGTC
P7_i7 - CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[i7]GTCTCGTGGGCTCGG

Minden vonalkdd kuldén primerben talalhatd, ezzel biztositva, hogy minden mintat egyedi
azonositoval lehessen ellatni, igy a Nextera XT Index Kit v2 Set C-t teljesen lefedve 8 db
F primerrel (P5_i5) és 12 db R primerrel (P7_i7) dolgoztunk (2. melléklet, 121.0.).

A PCR-2-t a Q5U® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase kit (New England Biolabs,
Ipswich, USA) segitségével végeztik, a kovetkez§ reakcidelegy Osszetétellel, 25 ul
végtérfogatban: 1x Q5U Reaction puffer, 0,2 mM dNTP-keverék, 0,5-0,5 uM F és
R vonalkédold primer, 0,02 U/ul Q5U Hot Start High-Fidelity DNS-polimeraz. A hozzaadott
minta az ORF7 vizsgalatahoz 5 pl tisztitott, higitatlan PCR-1-termék, mig a teljes genom
vizsgalatdhoz tisztitott majd 100x-ara higitott PCR-1-termék. A PCR-2 héprofilja a
kovetkezbképpen nézett ki: 98 °C 30 mp denaturacio utan 30 ismétlédé ciklus amplifikacio

(98 °C 20 mp, 55 °C 15 mp, 72 °C 60 mp), majd a végs6 elongacié 72 °C-on 5 percig zajlott.
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Az ORF7 és a teljes genom vizsgalataban a PCR-2-termékeket 1,5 m/V%-o0s és 1 m/V%-0s
agardz gélben torténd ellenérzését kdvetben a termékeket kivagtuk és tisztitottuk. Az igy

kapott végtermék az amplikon DNS-kényvtar.

8.4.3 Szekvenalas

A tisztitott hagyomanyos és amplikon DNS-kényvtarak mennyiségi mérését a Qubit™
dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) segitségével kiviteleztik. A megfeleld
koncentraciora toérténé higitas, majd poolozas utan a denaturalt termékeket 1,5 pM
(hagyomanyos) és 20 pM (amplikon) végsé koncentraciora allitottuk be és 35% PhiX kontrollt
mértink hozza.

A hagyomanyos DNS-kényvtarak  szekvenalasa  lllumina®  Nextseq 500
(Allatorvostudomanyi Kutatdintézet, Uj kérokozok felderitése témacsoport, Budapest)
késziléken tortént, NextSeq 500/550 Mid Output flowcell-re toltve.

Bizonyos amplikon DNS-konyvtarak (ORF7 spike-in mintak) ujgeneracios szekvenalasat
egyedil az lllumina® 1Seq100 készlléken az iSeq 100 i1 Reagent v2 (300-cycle; lllumina, San
Diego, USA) kittel (Allatorvostudomanyi Egyetem, Gydgyszertani és Méregtani Tanszék,
Budapest) vegeztik el, mig a végleges futtatasok (ORF7 savomintak, teljes genom
vakcinamintak) lllumina® Miseq600 készuléken (Debreceni Egyetem, Egészségtudomanyi
Kar, "Egy Egészség" Intézet, Debrecen) torténtek a MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle; Illumina,
San Diego, USA) kit felhasznalasaval, mindkét esetben paired-end beallitassal. A 2x300 bp
leolvasasi kerettel dolgozva maximum 600 bp hosszusagu amplikon meghatarozasa
lehetséges, ehhez mérten mind az ORF7, mind a teljes genom atfedé amplikonjai teljes

hosszukban dsszeallithatok.

8.5 Szekvenciaadatok elemzésére alkalmazott bioinformatikai médszerek

8.5.1 Szekvenciaillesztés és annotalas

Az ujgeneraciés szekvenalas soran kapott ,nyers” szekvencia readek feldolgozasa a
Geneious Prime® (verzid: 2022.2.2) programban tértént (Biomatters Ltd., Uj-Zéland;
(https://lwww.geneious.com/, 2024.01.29.).

A hagyomanyos konyvtarkészit6 maodszerrel feldolgozott mintakhoz tartozé readeket
minéségi szlrésnek vetettlik ala (rossz mindségl vagy tul révid readek kizarasa, adapter
régiok levagasa), majd az adott vizsgalatban résztvevd® genomi régidkat referencia
szekvencidhoz torténd szekvenciaillesztéssel (Geneious sajat algoritmusat alkalmazva,
kbézepes érzékenységi beadllitassal) allitottuk 6ssze.

Az amplikon DNS-kdnyvtarakbdl eredd readek kdzil kizartuk a 75 bp-nal kisebbeket és a
Q10 vagy Q30 (Phred score) alatti minéséglieket, tovabba a fals szekvenciaeredmény

elkerlilése miatt az dsszes primer régiot (adapterek és a PRRSV-specifikus szekvencia
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szakaszok) levagtuk. Ezeket a Geneious programba beépitett BBDuk algoritmussal végeztik,
kisebb valtoztatasokkal kovetve a Geneious ajanlasait (https://help.geneious.com/hc/en-
us/articles/360045070991-Assembly-of-SARS-CoV-2-genomes-from-tiled-amplicon-lllumina-
sequencing-using-Geneious-Prime, 2024.01.10.). A BBDuk bedllitasaiban a Kmer hosszt
13-ra, a maximum szubszituciét 3-ra, a maximum szubszitlicid + indel mutaciot 2-re allitottuk,
és ezt a két tovabbi parancsot adtuk meg: rcomp=f restrictleft=32 (Geneious felliletén talalhato
parancssor: java.exe -ea -Xmx1000m -cp ..\bbmap.jar jgi.BBDuk2 rcomp=f restrictleft=32
ktrimleft=t k=15 hdist=3 edist=2 mink=10). Hogy megfeleléen mikodjéon a PRRSV-specifikus
primerszekvenciak levagasa, a betoltétt primertablazatban a szekvenciakban levé degeneralt
nukleotidpoziciékat az egyik megfeleltethetd nukleotidra cseréltik. Az amplikon
DNS-koényvtarak read adatainak feldolgozasa soran a readeket a Geneious programba
beagyazott Minimap2-vel illesztettik a referencia szekvenciakhoz, mivel ez az algoritmus
hatékonyabban tudja kezelni a kiméra szekvenciakat, melyek jelenlétére utald jeleket
tapasztaltunk el6zetes vizsgalatainkban.

Amennyiben a klinikai mintakban tébb PRRSV varians jelenlétét figyeltik meg a
konszenzusok dsszeallitdsa soran, a Contig fajlban latott eltéré readek alapjan a génbank
adatbazisaban BLASTnN algoritmussal
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAG
E_TYPE=BlastSearch, 2024.01.29.) uj referencia szekvenciat kerestink, majd parhuzamos
szekvenciaillesztéssel igyekeztink mindkét eléforduld konszenzus szekvencia 0sszeallitasat
megkisérelni az adott mintaban. Az egy referenciahoz torténé szekvenciaillesztés soran
meghatarozott szekvencia a major konszenzus, mig az emellett talalhatoé szekvenciavarians a
minor konszenzus.

A kapott konszenzus szekvenciakat manualisan ellendriztik és javitottuk, majd annotaltuk.
Referencia szekvenciaként az alabbi génbanki rekordokat hasznaltuk: Porcilis MLV-DV
(KJ127878), Porcilis DV (KF991509.2), Lelystad (NC_043487), VR-2332 (EF536003,
U87392), Ingelvac MLV vagy mas néven RespPRRS MLV (AF066183).

Az altalunk meghatarozott PRRSV-szekvenciakat feltdltottik a génbankba, a génbanki

azonositokat az adott célkitlizés eredményeinél irjuk le.

8.5.2 SNV azonositas

Az NGS-adatok alapjan az adott mintakban fellelheté SNV valtozatossag felméréséhez a
szigorubb mindségi szilrésen atmend readeket hasznaltuk fel (Q30) (BBDuk paraméterei:
rcomp=f restrictleft=32 ktrimleft=t k=15 hdist=3 edist=2 mink=10 qgtrim=rl trimg=30
minlength=75 ordered=t qin=33). Az SNV poziciokat a Geneious program beépitett
algoritmusaval (,Find Variations/SNPs”) kerestik, 1% vagy 10% gyakorisagi hatarértékkel

(részletesebben lasd az adott célkitlizés eredményeinél).
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A genetikai valtozatossag megallapitasan tul SNV-keresést és -vizsgalatot abban az
esetben hajtottunk végre, ha tébb PRRSV-varianst hataroztunk meg az adott klinikai
mintakban. llyenkor a két konszenzus Osszerendezése utan megallapitottuk a nt
kilénbségeket, majd ezeket a major konszenzushoz illesztett Contig fajlban 6sszeegyeztettiik
az SNV talalatokkal (ebben az esetben az SNV nagyrészt megegyezik a minor konszenzus
szekvenciajaval), és az atlagos nt gyakorisag szerint megallapitottuk a mintaban talalhaté két

torzs egymashoz viszonyitott aranyat.

8.5.3 Filogenetikai, nukleotid- és aminosavszekvencia-elemzések

A végleges konszenzus szekvenciak, illetve az adott célkitizésnek megfeleléen
Osszevalogatott nukleotid- és aminosavszekvencia-adatsorok dsszerendezését a MUSCLE
(révid genom szakaszok) vagy a MAFFT (hosszabb régiok és teljes genomok) algoritmusokkal
végeztik az AliView vagy Geneious programok segitségével (Katoh és Standley, 2013;
Larsson, 2014).

A filogenetikai kapcsolatok rekonstrukcidja a szekvencia-adathalmazok nagysagatol
fuggéen vagy a MEGA X szoftverrel vagy az IQ-TREE webszerverrel tértént (Kumar et al.,
2018; Trifinopoulos et al., 2016). A szubsztitucids modellek kivalasztasa a Bayes-i
kritériumrendszer szerint tortént, a torzsfak készitéséhez maximum-likelihood modszert
valasztottunk és a megbizhatdsagot bootstrap-elemzésekkel biztositottuk (Hoang et al., 2018;
Kalyaanamoorthy et al., 2017; Kumar et al., 2018).

A szekvencidk kozotti paronkénti nt azonossag értékeit a MEGA X programban, a
p-distance modszerrel szamoltuk ki (Kumar et al., 2018). Az N-glikozilacids pozicidk becslését
a NetGlyc 1.0 Server segitségével végeztiuk
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/) (Gupta és Brunak, 2002). A
lehetséges rekombinaciok jelenlétét az RDP5 szoftverrel ellendriztik (Martin et al., 2021).

A PRRSV-1-térzsek ORF5 génjére haté szelekcids nyomas becslését a Datamonkey
webszerverén elérheté FEL, SLAC és FUBAR algoritmusokkal végeztik (Weaver et al., 2018).
A becslult pozitiv vagy negativ szelekciés nyomast az adott egyedi as pozicidkban abban az
esetben fogadtuk el, ha mindharom algoritmus szignifikansnak mutatta. A FEL és SLAC
esetében p<0,1 szignifikancia szint, a FUBAR esetében pedig >0,9 poszterior valdsziniiség

volt a kritérium.

8.5.4 Szekvencia-adatsorok
A PRRSV-1- és a PRRSV-2-térzsek hazai elterjedésének, valamint molekularis
A 2003-2020-ig tartd idészakbdl szarmazé PRRSV-1 ORF5 szekvenciagyiljtemény tébb
mint 2600 szekvenciat tartalmaz, azonban ezek nagy része ismétlédé szekvencia, melyek kozt

a rutin diagnosztika alatt ugyanazon virustérzsek visszaizolalt valtozata, tovabba a vakcinazas
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kovetkezményeként visszaizolalt vakcinatorzsek egyarant megtalalhatok. Az adatsorbol
kivalasztottunk egy reprezentativ adathalmazt, azokat a szekvenciakat megtartva (index
szekvencidk), amelyek sertéstelepenként egyedinek szémitottak, azaz tdbb mint 2%-o0s nt
eltérést mutattak a korabban azonositott szekvenciavaltozathoz képest. Osszességében
301 db ORF5 szekvenciat magaba foglalé adathalmaz segitségével vizsgaltuk a PRRSV-1
hazai elterjedését.

A 2005-2020-ig tart6 idészakbol szarmazé PRRSV-2 ORF5 szekvenciagyljtemény 44 db
szekvenciat tartalmaz. Mivel a PRRSV-2 el6fordulasa hazankban sporadikus, ezért az 6sszes
szekvenciat bevontuk a vizsgalatainkba. A PRRSV-2-t6rzsek lineage-ekbe torténd besorolasat
a Dr. Mang Shi altal biztositott ORF5 adatsorral végeztik (n=841).

8.5.5 Epidemioldgiai vizsgalatok

Mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 esetében a hatdsag, illetve a mentesitési program
illetékesei folyamatosan toérekedtek az adott sertéstelepeken megjelend virustdrzsek
szarmazasanak visszakdvetésére. Ehhez felhasznalasra kerlltek az importengedélyek, a
szallitmanyok dokumentaciéja (TRACES bizonyitvanyok), a szallité jarmivek mozgasanak
kovetése (példaul él6- és vagohidi allatoké, takarmanyé), tovabba a belépd személyek

nyilvantartasa.
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IX Eredmények

9.1 A hazai PRRSV-torzsek elemzései

A PRRS sikeres eradikacidjanak fenntartasa érdekében kulonésen fontos a torzsek
elterjedését felmérni és folyamatos nyomonkdévetésik feltételeit megteremteni. Ennek az
igénynek eleget téve elkészitettik mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 magyarorszagi
virustérképét reprezentativ ORF5 adatsorok filogenetikai elemzésének segitségével. Az
évtizedek  alatt  Osszegyijtott  ORF5  nukleotidszekvencia  és  szarmaztatott
aminosavszekvencia-adatok 6sszehasonlitasaval tovabbi informaciét kaptunk a keringé
virustérzsek genetikai valtozatossagara vonatkozéan.

A disszertacioban el6szor a PRRSV-1-, majd a PRRSV-2-virustorzseivel kapcsolatos

eredményeinket mutatjuk be.

9.1.1 PRRSV-1-torzsek ORF5 alapu vizsgalata

Osszességében a hivatalos, magyarorszagi hatésagok, diagnosztikai intézetek, illetve az
altalunk meghatarozott PRRSV-1 ORF5 szekvenciak szama Magyarorszagon elérte a
2739 db-t (2020. 12. 18-an, Dr. Szabd¢ Istvan személyes kdzlése alapjan). Ezeknek tébb mint
80%-a a PRRS-mentesitési program kezdete utan kerilt kimutatasra. Az azonositott
PRRSV-torzsek alapveté rokonsagi kapcsolatainak elemzése érdekében szikségszerl volt
ennek a kiterjedt adatsornak a szlikitése, kizarélag a genetikai diverzitas szempontjabdl
relevansnak min6sulé szekvenciakat megtartva (index szekvenciak szama: n=301). Az index
szekvenciak kozul a 2003-2012-es idészakbol csupan 13 db volt részleges (nt 97-527, 431
bp hosszu), a tdébbi lefedte a teljes ORF5 régidt.

2020-ig bezardlag az index szekvenciak filogenetikai vizsgalata és a hatésagok altal
végzett jarvanylgyi nyomozas alapjan a hazai PRRSV-1-t6rzsek 16 kladba sorolhatok be az
ST-1 (Szubtipus 1) genetikai vonalon belul (4. abra). Egy korabbi tanulmanyban
meghatarozott 10 kladon (1A, 1B, 1C, 1E, 1F, 1G, 2, 3C, 3D, 3F) felul 4, ezidaig be nem sorolt
szekvenciak alkotta kladot azonositottunk (Porcilis, Porcilis-like, Spanish és Reprocyc), illetve
leirtunk 2 Uj kladot (X1 és X2). Az alabbi, Magyarorszagon el6fordulé kladok magas
tamogatottsaguak (>96 bootstrap érték) voltak a filogenetikai elemzéseinkben: 1A, 1E, 1F, 1G,
2, 3C, 3D, 3F, X1, Reprocyc és Spanish. Egy-egy szekvencia kérdéses elhelyezkedésén kivil
az 1B, a Porcilis, a Porcilis-like, az 1C és az X1 kladok nem alkottak monofiletikus csoportot a

rekonstrualt torzsfan.
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4. abra A PRRSV-1 ORF5 index szekvenciak (n=301) és egyéb az 1-es szubtipusba tartozo referencia
szekvenciak (n=99) filogenetikai elemzése. A torzsfa rekonstrukcié maximum-likelihood médszerrel zajlott (1Q-
TREE, szubsztitucidés modell: GTR+F+R5, bootstrap: 1000 ultrafast). A kladokat eltéré szinkodokkal jeldltik. A

torzsfan a magas tamogatottsagu elagazasokat (>96 bootstrap érték) (®) szimbdlummal tiintettik fel. A
hazankban fellelhet6 kladokat csillag (*) szimbdlummal jeldltik.

A kladokrél bévebb informacié az 7. tablazatban olvashatd. A legnagyobb genetikai

valtozatossagot a 3D és az X2 kladok mutattak (nt azonossag: 80-100% és 80,9-100%) mig
a legkonzervativabbnak az 1F, illetve a Porcilis és a Reprocyc, azaz két vakcinatorzs-eredeti
klad bizonyult (nt azonossag: 99,5-99,8%, 96—100% és 96,5-100%). A Spanish kladon belll
helyezkedett el a legtdbb index szekvencia (n=69), a legkevesebb pedig a 2 és 3C kladokban
(n=2-2) (7. tablazat).
Osszesen harom vakcinaleszarmazott torzsek alkotta kladot hataroztunk meg (Porcilis,
Reprocyc, Spanish — Unistrain vagy kdzismerten Amervac), melyek jelenléte nem meglepd,
hiszen a hazankban rendszerint hasznalt PRRSV-1 MLV-vakcinakrdl van szé. Ezekben a
kladokban talalhaté ORF5 index szekvenciaknak az adott szll6i vakcinatérzshéz viszonyitott
nt azonossaga a kovetkez6képpen alakult, Porcilis: 96,8-99,2%; Amervac: 94,2-99,7% és
Reprocyc: 97-99%.
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Besorolasuktol fuggetlendl vizsgalva az ORF5 index szekvenciakat az adatsoron belll az
atlagos genetikai tavolsag 12% volt és a bazisok 64,2%-a (389/606 nt pozicid) bizonyult
polimorfnak. Rekombinaciot, vagy inszercios/deléciés mutaciét egyik szekvenciaban sem

tapasztaltunk.

7. tablazat A hazankban fellelt PRRSV-1-kladok tulajdonsagai.

Klad El6sz6r azonositva (év) Index szekvenciak (db) Nt azonossag (min—-max%)
1A 2005 21 86,3-99,7
1B 2012 6 84,5-96,4
1C 2009 9 89,3-100
1E 2003 37 87,8-99,8
1F 2014 3 99,5-99,8
1G 2013 56 82,2-100

Porcilis 2009 27 96-100
Porcilis-like 2008 6 92,2-98,8
Spanish 1990-es 69 91,4-100
Reprocyc 2016 11 96,5-100
2 2012 2 89,9
3C 2014 2 90,9
3D 2011 28 80-100
3F 2017 5 92,7-100
X1 2015 6 96,2-98,5
X2 2012 13 80,9-100

A kladok elterjedési mintazata az orszagon belul eltért, volt olyan klad amelyik egy bizonyos
orszagreszre koncentralédott, mig mas kladok szétszértan az orszag egész teruletén
azonositasra kerliltek (3. melléklet, 122.0.). Osszesitve a PRRS-mentesités soran gydjtott
adatokat azt talaltuk, hogy hazankban a PRRSV-1 terjedéséért els6sorban a fert6zott,
importalt hizéalapanyag sertések és az orszagon belll zajlo élballat szallitas felelt.

A PRRS-mentesitési program idészakaban veégzett epidemioldgiai vizsgalatok ramutattak
a kladok donté tobbségének kulfoldi eredetére. Az 1A és 1F esetében ez Hollandia, mig az
1G-nek Hollandia, Németorszag és Szlovakia; a Spanish-nek Spanyolorszag; az X2-nek
Hollandia és Németorszag; a 2-nek Dania; a 3C-nek Szerbia; a 3D-nek Hollandia és
Németorszag, a 3F-nek pedig Szlovakia volt az eredete. Az 1B, 1C, 1E, X1 és a Porcilis-like
kladokat illetben a PRRSV-1-tdrzsek szarmazasa nem volt megallapithatd, vagy nem volt
kothetd import sertéséllomanyokhoz. Kozulik az 1B klad alapité PRRSV-térzse
feltételezhetben Nyugat-Eurdpabdl szarmazo sertésekkel érkezett valészinlleg 2010-ben,
azonban ebbdl az évbdl szekvenciaadat nem allt rendelkezéslinkre és el6szér 2012-ben
azonositottunk ide tartozo6 varianst. Az elsd detektalt 1C térzs (2009) eredetét nem ismerjuk,

azonban késdbb egy német import sertésszallitmanybdl 2015-ben ismét identifikaltuk.
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A hazankban cirkulaldé PRRSV-1-t6rzsek genetikai diverzitasat lefedé GP5 szarmaztatott
aminosav-szekvenciak vizsgalata soran nagy valtozékonysagot figyeltiink meg, az as pozicidok
73,1%-a (147/201) hordozott valamilyen szubsztiticiot (5. abra). Ezek koézll a kdvetkez6k
bizonyultak a legvariabilisabbnak (konszenzus as és az eléforduld szubsztiticiok): as56
(D56E/T/A/K/INIQ/HIRIVISIGIY), as60 (S60N/DIGITIAIENIRIV), as63
(D63G/YIVISIN/A/HIPIE), as104 (V104C/Y/ANHISIFIR/LIT), as106 (G106R/K/Q/E/S/N/H) és
as153 (R153K/G/M/A/ILIEIV). Ezenfelll az 56., 60., 100. és 101. as pozicidkban a hasonl6
aranyban el6fordulé szubsztiticiok miatt konszenzus aminosav megallapitasa nem volt

lehetséges.

neutralizalé epitop GP-I

5. abra A PRRSV-1 ORF5 index szekvenciak (n=301) aminosavszekvencia-illesztésének grafikus abrazolasa. Az
egyes as poziciokban talalhaté aminosavak relativ gyakorisaga megegyezik az 6ket képviseld betlik
magassagaval és az oszlopok dsszesitett magassaga jeldli az adott as pozicié konzervaltsaganak mértékét. A
betlik szinei az 8ket jel6l6 aminosavak kémiai tulajdonséga alapjan vannak jelélve, zdld — polaris, lila — neutralis,
kék — bazisos, piros — savas, fekete — hidroféb. Az abra a https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi webszerver

segitségével késziilt.

Noha az egyetlen korabban megallapitott neutralizalo epitop (29WSFADGN35)
Osszesseégeben konzervaltnak bizonyult, kevés szubsztituciot hordozé as pozicidt (S30P,
F31S/IC, D33E/A/VIN, G34C/A/S, N35S/D/I/K) azonositottunk, valamint egy as pozicié (A32V)
rendkivll varidbilis volt. Nagymértéki diverzitast figyeltink meg bizonyos as poziciékban a
GP-II (150., 153., 154.) és GP-lll (166., 168., 171-174.) antigenikus régiokban, illetve mindkét
T-sejt epitopban (61., 63., 71., 75. és 119., 122., 123., 126.). A nyolc cisztein as kozul (3., 16.,
24.,50.,117.,124.,133., 136.) az 50., 117., 124., és a 136. pozicio bizonyult teljes mértékben
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konzervaltnak. Osszességében nagy aminosav-véltozatossagot az N-termindlis région
elhelyezkedd szignalszekvencia (as1-31) mutatott.

A kovetkez6 potencialis N-glikozilalt pozicidkat talaltuk az aminosavszekvencia-adatok
elemzésénél: N35, N36, N37, N38, N46 és N53. Mintazatokba rendezve 6ket a leggyakrabban
el6forduld az N37-N46-N53 volt, mialatt az N37-N53, N46-N53, N35-N46—N53,
N35-N36—N46—-N53, N35-N38-N46—N53, N36—-N37-N46-N53 és az N37-N38-N46-N53
kevés szekvenciaban fordult elé. Irodalmi adatok alapjan az N46 és N53 rendszerint
konzervalt. A magyar toérzseknél az N53 mindegyik szekvenciaban jelent volt, mig az N46
pozicidban lattunk mutaciokat (N46D/K), legnagyobb aranyban az 1B (1/6; 16,6%) és a
Spanish (8/69; 11,6%) kladokon beldl.

A szelekcios nyomas elemzéséhez a Datamonkey webszerverén elérheté kulonbozé
algoritmusokat (FEL, SLAC és FUBAR) hasznaltuk. Az 6sszes index szekvencia egyuttes
vizsgalata soran az altalunk tamasztott kritériumoknak 25 (as poziciok: 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12,
14, 20, 22, 25, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 41, 42, 56, 60, 106, 201), illetve 124 kodon felelt

meg, amelyekre pozitiv, illetve negativ szelekciés nyomas hat (6. abra, 4. melléklet, 123.0.).

dN-dS
o

8+

10 L L I I 1 I 1 | 1 I I I L 1 I 1 I I I
1 1 21 31 41 51 61 71 81 91 101 11 121 131 141 151 161 171 181 191 201

Szignal szekvencia Ektodomén Transzmembran régié Endodomén

6. abra A magyarorszagi PRRSV-1 GP5 génre (n=301) hato szignifikans pozitiv és negativ szelekciés nyomas.
Az y-tengelyen a SLAC algoritmus altal szamolt dN-dS értékek szerepelnek. A kritériumoknak megfelel
(mindharom maédszerrel szignifikans, p<0,1 szignifikancia szint FEL és SLAC esetében és posterior probability
>0,9 a FUBAR esetében) pozitiv és negativ szelekcio alatt allé as poziciok piros és kék oszlopokkal vannak

kiemelve.

A pozitiv szelekcidnak kitett poziciok a GP5 gén elsé harmadaban halmozddtak fel, lefedve
az N-terminalis szignalszekvenciat és az ektodomén fehérjerégidkat. A transzmembran, illetve
az endodomén fehérjerégidkban csupan egy-egy as pozicié esetében érvényeslilt pozitiv
szelekcié, ezzel ellentétben a legtdbb negativ szelekciés nyomas alatt allé kodon itt
helyezkedett el. Kulon-kuldon kladonként elemezve a szelekciés nyomast, a diverzifikald
szelekcié alatt allé egyedi as poziciék szama a Spanish-ben 6 db (4., 7., 8., 20., 36., 56.), az
1G-ben 4 db (56., 60., 104., 105.), az 1A-ban 2 db (56., 106.), az 1E-ben 2 db (7., 56) volt. Az
1G-ben 56 db, a 3D-ben 54 db, az 1E-ben 54 db, a Spanish-ben 35 db, az X2-ben 25 db, az
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1A-ban 20 db, az 1C-ben 5db, az 1B-ben 4 db, a Porcilis-ben 2 db, a Reprocyc-ban 1 db
negativ szelekcié alatt allé as poziciét azonositottunk. Lathatéan a szelekciés nyomas
kladonként térténé elemzése valamekkora eltérést mutatott a teljes adatsor vizsgalataval

kapott eredményekhez képest.

9.1.2 PRRSV-2-torzsek ORF5-alapu vizsgalata

A PRRSV-1-fert6zottséggel ellentétben hazankban a PRRSV-2-t6rzsekre a sporadikus
megjelenés jellemz8. A PRRSV-2-fert6zéssel kapcsolatos részletes epidemioldgiai és klinikai
adatok a 5. mellékletben (124.0.) olvashaték. A 2005-t6l 2020-ig tartd idészakban 44 db
részleges ORF5 szekvencia (nt91-522, 432 bp) hatarozasa toértént meg 20 db hazai
sertésteleprél, amik az orszag terlletén szétszorva helyezkednek el (6. melléklet, 126.0.).

Eltérd gyakorisaggal, de majdnem minden évben sikerilt a PRRSV-2 jelenlétét kimutatni
(6. melléklet). Ezzel kapcsolatban szeretnénk megjegyezni, hogy a 2014-t6l induld
PRRS-mentesitési torekvések megndvekedett azonositasi rataval jartak, hiszen nagyobb
figyelem fordult a rendszeres monitoringra.

Hazankban eddig csak az L5 és L1 lineage-ekbe tartoz6 PRRSV-2-t6rzseket detektaltunk,
az elébbibe a szekvenciak 88,6%-a, az utébbiba 11,4%-a sorolédott (7. abra).

A filogenetikai elemzés szerint a magyarorszagi PRRSV-2-t6rzsek kozul az L1-be tartozék
(5 db minta, 4 db sertésfarmrol) a legkdzelebbi rokonsagot egy szlovak szekvenciaval mutattak
(nt azonossag a 36M [KC522648] torzsh6z: 94,7-99,8%), mig az L5 tagjai (39 db minta, 17 db
sertésfarmrol) a vilagszerte el6forduld Ingelvac MLV-vakcinatérzsszer( szekvenciakhoz alltak
a legkdzelebb (nt azonossag az Ingelvac MLV-vakcinatérzshéz: 95-100%). A magyarorszagi
L5 szekvencidk nagymértéki nt azonossagot (92,6—100%) mutattak egymassal és hasonlé nt
azonossag (95,6-99%) volt medfigyelhetd az L1 szekvenciak kdzott is. A szekvenciaadatok
elemzése soran nem azonositottunk inszerciot és deléciot, valamint rekombinaciot.

Mind az L5, mind az L1 térzsek hazai megjelenése donté tébbségben kulféldrél importalt
sertésallomanyokhoz kothet6, illetve spermaval térténd behurcolasra szintén volt példa
(5. melléklet). Az L5 esetében egyes fert6zott sertések behozatala olyan orszagokbdl tortént,
féként Daniabol és Szlovakiabdl, ahol az Ingelvac PRRS MLV vakcina hasznalata
engedélyezett. Minden meghatarozott L1 szekvencia egy adott, 2005-re datalhaté behurcolasi
eseményhez kdthetd, amikor egy nagy integracié egyik sertéstelepén megjelent a virus majd
2006 és 2013 kdzott masik telephelyeire is atterjedt. A jarvanylgyi vizsgalatok arra engedtek

kovetkeztetni, hogy az L1 forrasa Szlovakia lehetett.
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7. abra A PRRSV-2 ORF5 szekvenciak filogenetikai elemzése Shi és munkatarsai klasszifikacids rendszere
szerint (Shi et al., 2010b). A Dr. Mang Shi biztositotta globalis adatsort a hazai szekvenciak (n=44) mellett
kiegészitettik tovabbi eurdpai szekvenciakkal (6sszesen n=977) (A). A maximum-likelihood térzsfarekonstrukcié
az 1Q-TREE webszerver segitségével zajlott (szubsztituciés modell: TVM+F+R8, bootstrap: 1000 ultrafast). Az L5
(B) és az L1 (C) a dolgozat szempontjabdl relevans agait kilon feltlintettiik. A szekvenciak szarmazasi helyeit
(orszag) kulonbozé szinekkel emeltiik ki, tovabba a vizsgalt magyarorszagi (®), a VR-2332 (*) és az Ingelvac
MLV (m) referenciatdrzseket szintén eltéré szimbdlumokkal jeldltik.

A PRRSV-2-térzsek GP5 valtozatossaganak felméréséhez az adatsorbdl kivalogattuk az
egyedi szarmaztatott aminosav-szekvenciakat (n=32). A részleges aminosav-szekvenciak
(as31-174) nagyfoku hasonlésagot mutattak mind az L5, mind az L1 csoportokon beldl
(konzervativ as poziciok aranya az L5-ben 122/144 és az L1-ben 139/144 volt) (8. abra).
Egyes polimorf as poziciokat eddig kapcsolatba hoztak példaul az immunvalasz elkerilésével
(as56-57, as102, as104), vagy a VR-2332 attenualasakor bekdvetkezd as cserével (asl51,
R->G) (Chen et al., 2016; Yuan et al., 2001). A 102. és a 104. as poziciéknal az Ingelvac
MLV-t6rzshdz képest tobb olyan L5 szekvenciaban is aminosav-valtozast (V102L/F és G104E)
figyeltink meg, melyek klinikai tineteket mutato, fert6zott sertésallomanyokbdl szarmaztak
(minta 25004, 47206, 46978 és 40533). Az as151 esetében az L5 szekvencidak dontd
tobbségében bekdvetkezett valamilyen aminosav-valtozas (G151K/V/R) és korllbelll a
felikben ez a VR-2332 torzsével megegyez6 (R151) volt. A GP5 mint az egyik f6 neutralizalo
antigén szamos epitépot hordoz (epitdp B és C, as37—45 és as52-61). Az epitdp B egységes
képet mutatott (37SHLQLIYNL45) mindegyik vizsgalt szekvencianal, mig az epitép C-n belll
talalhaté hipervariabilis régio (HVR-2, as57-59) valtozatosnak bizonyult. Kevés és eltérd as

pozicidéban lattunk szubsztituciot a T-sejt epitopokban.
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8. abra Az egyedi aminosav-szekvenciaval rendelkez6 hazai PRRSV-2-t6rzsek (n=32), az L1 (IAF-exp91) és L5 (VR-2332 és Ingelvac MLV) referenciatorzsek részleges GP5

(as31-174) aminosavszekvencia-illesztése. Az epitdpok (B-sejt epitdp B és C, T-sejt epitopok) és a hipervariabilis régiok (HVR-1 és HVR-2) fekete kerettel és szlrke dobozzal

vannak jeldlve. Piros kerettel a VR-2332 attenualasat mutatd pozicié van kiemelve.



A lehetséges N-glikozilalt as pozicidk vizsgalata arra engedett kdvetkeztetni, hogy
Osszesen hat talalhato az altalunk vizsgalt hazai PRRSV-2-térzsekben (N32, N33, N34, N35,
N44 és N51). Kozulik az N44 és N51 mindegyik szekvenciaban eléfordult, tovabba hat

kilénb6z6 glikozilacidos mintazatot tudtunk meghatarozni az adatsorban (8. tablazat).

8. tablazat A detektalt feltételezett N-glikozilacids poziciok jelenléte és az altaluk alkotott glikozilaciés mintazatok

el6éforduldsa a hazai PRRSV-2 vizsgalt szekvenciakban.

Glikozilacios N-glikozilalt as poziciok El6fordulas  Leszarmazasi
mintazat N32 N33 N34 N35 N44 N51 aranya (%) vonal
A + + + 34,4% (11/32) L1, L5
B + + + 25% (8/32) L5
c + + + 12,5% (4/32) L1, L5
D + + + + 9,4% (3/32) L5
E + + + + 9,4% (3/32) L5
F + + + + 9,4% (3/32) L1

9.2 Hagyomanyos DNS-konyvtarkészités és NGS alkalmazasa a PRRSV-torzsek

vizsgalataiban

9.2.1 PRRSV-2-jarvanykitorés vizsgalata

Az el6z6 fejezetben leirtuk a PRRSV-2 eléfordulasat hazankban a 2005-t61 2020-ig tartd
idészakban. Az ezt kovetd évben (2020 6sz—2021 nyar) az Osszes tovabbi azonositott
PRRSV-2-t6rzs kettd, az Ingelvac MLV-vakcinatorzzsel fert6zott import sertésallomanyok
behozatala utan kialakult fert6zési lanccal alltak kapcsolatban. Fontos kiemelnlnk, hogy az
esettanulmanyban érintett 6sszes sertésallomany PRRS-mentes statusszal rendelkezett a
megel6zd években. Az érintett sertéstelepekrdl tovabbi informaciék az 7. mellékletben
olvashaték (127.0.).

Ebben a vizsgalatunkban igyekeztink a hagyomanyos ORF5 alapu molekularis
epidemiolégiai megkdzelitést az ORF2-7 (telies szerkezeti fehérjéket kodold régio)
karakterizalasaval kiegésziteni (hagyomanyos DNS-kényvtarkészités, lllumina készlléken
futtatas), ami lényeges informacidval szolgalt egy PRRSV-2 él6 attenualt vakcinatorzs
genetikai valtozatossagardl egy olyan orszagban, ahol az nem endemikusan elterjedt.

Jelen dolgozatban az epidemiolégiai vizsgalatok eredményeit roviden fogjuk 6sszefoglalni,
a hangsulyt a genetikai vizsgalatokra szeretnénk helyezni. A PRRSV-2-vakcinatorzs altal
kivaltott elsé fert6zési lancban (Eset I.) 6sszesen 5 db nagylétszamu tenyésztelep és hizlalda
volt érintett, mig a masodikban (Eset Il.) 2 db nagylétszamu hizételep (8. melléklet, 128.0.).
A jarvanyok feltételezett kiindulépontja a jarvanylgyi vizsgalatok szerint egy-egy Daniaban
elhelyezkedd gytijtéallomasrol érkezett sertés szallitmany. Az Eset I-ben a Farm A és Farm B

kozott egyedili kapcsolatként egy tragyaszallitd jarmivet azonositottak, igy valdszinlileg ez
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felelt a virustorzs kezdeti terjedéséért. Lényeges informacio, hogy sertések mozgatasa nem
zajlott a Farm B és a gydjtéallomasok, valamint a Farm B és a fert6zési lancokban résztvevd
egyéb sertésfarmok kdzott. A Farm B, C és D kdzotti fertézés oka elsédlegesen egy vagohid
szallitojarmive lehetett. Az eset idején a jarm{ felvett fert6zott sertéseket a Farm B teleprél,
majd folytatta utjat, és a Farm D telepnél szintén felvett szallitmanyt. Mivel a Farm D telepnek
nincs sajat mérlege, igy a szallitas el6tti és utani mérést a kdzelben 1évé Farm C telepnél
végezték el (megszokott gyakorlat volt korabban is) a Farm B teleprél szarmazo sertések
jelenlétével, ezzel nagy valdszinliséggel behurcoltdk a Farm C telepre a virust. A Farm C és
D kozoétti virusatvitel vagy a korabban leirt médon zajlott, vagy a mar befert6zédott Farm C-rél
egy késébbi hizéalapanyag kihelyezéssel. A Farm E telepre egyértelmien a Farm C-rél érkez6
hizéalapanyag-szallitmany terjesztette a virust. Az Eset Il-ben a Farm F telepre érkezd,
fert6zott import sertésallomany felelt a kdzvetlen szomszédsagaban elhelyezkedé Farm G
fert6z6déséeért.

A részletesebb genetikai elemzések kivitelezéséhez az ORF2-7 régio felszaporitasa és
szekvenalasa sikeresnek bizonyult a Farm B, C, D, E és F sertésfarmokrol gyjtétt mintakbdl
(7. melléklet, 127.0.). A Farm A feltételezetten fert6zott szallitmanyabdl a tulajdonos részérél
diagnosztikai célbdl nem tértént minta bekildése, illetve a Farm G teleprél szarmazé mintabdl
nem sikertult a célrégid6 meghatarozéasa. A kérdéses ORF2-7 szekvenciakat az
OR143097-0R143102 azonositokkal elhelyeztik a génbank adatbazisaban.

A meghatarozott ORF2-7 szekvenciak hossza egységesen 3188 bp volt, inszerciés és
deléciés mutaciot, illetve rekombinacidét egyik mintdban sem figyeltink meg. A vizsgalt
szekvenciak az Ingelvac MLV-vakcinatorzzsel 98,2-99,9% nt azonossagot mutattak és a
VR-2332 vadtipusu szul6torzzsel Osszehasonlitva hasonldan magas azonossagot
(98,1-99,6%) figyeltink meg (9. tablazat). A filogenetikai rekonstrukcié megerésitette, hogy
minden egyes szekvencia az L5-be tartozik, amelynek az Ingelvac MLV és VR-2332 szintén
tagjai (9. abra). Tovabba megallapitottuk, hogy a 64196 és 18601, illetve a 19601 és 19001

szekvenciak egy-egy kulon csoportot alkotnak.
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9. tablazat A sikeresen felszaporitott ORF2-7, a VR-2332 vadtipusu térzs és az Ingelvac MLV-vakcinatdrzs k6zott

megfigyelt nt azonossag értékei (%).

VR-2332 Ingelvac MLV 64196 18601 19001 19702 19601 27392

VR-2332
Ingelvac MLV 99,6
64196 98,8 99
18601 98,8 99 100
19001 98,1 98,3 97,6 97,6
19702 99,6 99,9 99 99 98,3
19601 98,1 98,2 97,5 97,5 99,7 98,2
27392 99,3 99,4 98,8 98,8 98,3 99,5 98,2

19702 Farm D

| AF331831 BJ-4

1| AF066183 Ingelvac PRRS MLV
L AY585241 PL97-1

| AF176348 PAS

AY457635 HN1

29 EF536003 VR2332

501 64196 Farm B

ﬁ' 18601 Farm C L5
L MN642104 SDwh1701
J:‘:ﬁmems JSYC20-05-1

@

1

o
©

AJ223079 DK3506-12
AJ223081 DK5163-23
AJ223080 DK5163-17

- 27392 Farm F

100 19601 Farm E

100 100t 19001 Farm C

L KC862575 DK-2012-01-11-3

AF396833 NADC-8

61 100 AF066384 PrimePac

AF184212 SP L7

AY032626 CH-1a

EF112445 JXA1 L8

DQ988080 Ingelvac ATP

100— KF724405 XW012

L KF724406 XW014

KT207837 12-39404 L9

75 EF442776 17198-6

AF121131 MDO0O1
—|92 — JQ308798 QYYZ L3

100L——— KP998476 FJFS

79

©

6)

100y

39

41

AB288356 EDRD-1 | L4
EF442777 MN184
JNB54459 NADC30
97
= Ky373214 Jswa | L1
® KU523366 WUHS
0.02

9. abra A PRRSV-2 ORF2-7 nukleotidszekvenciak filogenetikai elemzése. A dolgozatban vizsgalt
szekvenciak félkdvér betlivel vannak jelélve. A maximum-likelihood térzsfa rekonstrukciot a MEGA X szoftverrel,
a HKY+G (1000 boostrap) szubsztiticiés modellel végeztik. A Shi és munkatarsai altal meghatarozott
leszarmazasi vonalak jeldlése az abra jobb oldalan lathaté (Shi et al., 2010b).

Az ORF2-7 PCR-termékeibél nyert NGS-adatok (atlagos szekvenalasi mélység:
8976-22052x) elemzésével fény derllt ezeknek a nem kdzvetlen vakcinazasbdl szarmazo,
sertéstelepeken  belil keringé vakcinaleszarmazott térzsek viruspopulaciojanak

valtozatossagara. Vizsgalataink soran dsszesen 77 db SNV-t azonositottunk
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(kritérium: minimum 10% SNV gyakorisag), 10,2% és 50,8% kozott valtozd gyakorisagi
értékekkel a kovetkezd mintakban: 19001, 19702, 19601 és 27392 (10. abra). Az SNV-k
mennyiségét tekintve az emlitett mintakban 6sszesen 2/ 12/ 6 / 57 db-t talaltunk. Az SNV-k
OREF régiokon bellli vagy kézotti elhelyezkedésében semmilyen mintazatot nem tapasztaltunk.

A 2020-2021-ben Magyarorszagon detektalt vakcinaleszarmazott PRRSV-2-t6rzsek
lehetséges revertalédasanak vizsgalatahoz 6sszevetettik a minor nukleotidvariansokat az
Ingelvac MLV vakcina- és a VR-2332 vadtipusu torzsek kozott medfigyelt nt eltérésekkel
(10. abra). A két referenciatorzs kozott az ORF2—7 régiod teriletén az 6sszes azonositott SNV-
pozicio koézul mindéssze 5 db pozicidban (nt 610, 722, 813, 1967 és 3161) lattunk kilénbséget
és a talalt SNV-k csekély része (19702: nt 610 és 1967, 27392: nt 722) egyezett meg a
vadtipusu térzzsel. Az SNV-k szamaban nem talaltunk 6sszefliggést arra nézve, hogy az adott
vakcinatorzsbdl szarmazé minta a fertézési lanc idérendi sorrendjében milyen helyet foglalt el.

A vizsgalt mintakbol meghatarozott szerkezeti fehérjéket kodolo régié aminosav szinten is
magas azonossagot mutatott mind az Ingelvac MLV vakcina-, mind a VR-2332 vadtipusu

torzsekkel (10. tablazat). A referenciakhoz képest a GP3 mutatta a legnagyobb eltérést.

10. tablazat A sikeresen felszaporitott ORF2—-7 és az Ingelvac MLV-vakcinatorzs, illetve a VR-2332 vadtipusu
torzsek kozott megfigyelt aminosavazonossag-értékei (min—max%).
Ingelvac MLV VR-2332

GP2 97,7-100 96,5-98,9
GP3 95,3-99,2 95,7-99,6
GP4 98,3-100 98,3-100
GP5 98-100 97,5-98,5
M 98,3-100 98,9-100
N 99,2-100 98,4-99,2
Az illesztett  aminosav-szekvencidk  Ingelvac ~ MLV-vakcinatérzzsel  térténd

Osszehasonlitasa soran a GP2, GP3, GP4, GP5, M és N géneken belul polimorf as pozicidkat
megfigyeltink: 11/256 (4,3%), 13/254 (5,1%), 3/178 (1,7%), 7/200 (3,5%), 3/174 (1,8%) és
1/123 (0,8%) (11. abra). Az adatsorban tébb olyan aminosav-szubsztituciot is lattunk, ahol a
vizsgalt hazai PRRSV-2-szekvenciak nagyrésze mindkét referenciatorzstél eltért
(GP2: F10->L10; 1237>M237; GP3: T30>A30; GP5: D34>H/A/G34). Osszesen hét
pozicidban talaltunk olyan aminosavat (GP2: H204, A223, V241; GP3: I115; GP5: C11, A29; N:
K10), ami az Ingelvac MLV-vakcinatorzzsel mutatott azonossagot ott, ahol az eltér a VR-2332-
t6l, mig Osszesen csak két olyan poziciot (GP3: V94; M: Q16, kivéve 19702-es minta)

azonositottunk, ami a VR-2332-vel egyezik meg.
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*Az aminosav szekvenciaban elfoglalt helyliknek megfeleld pozicidk
11. abra A sikeresen felszaporitott ORF2-7 és a két referenciatdrzs konkatenalt aminosav-szekvenciai. Szinkddok: zold keret, aminosav eltérés mindkét
referenciatdrzshoz képest; narancssarga keret, megegyez8é aminosavak az Ingelvac MLV-vakcinatérzzsel; kék keret, megegyez6 aminosavak az VR-2332 vadtipusu térzzsel.



9.2.2 Kevert fertézések azonositasa

Az illetékes hatésagok a PRRS-mentesités rutin diagnosztikai vizsgalatainak folyamata
alatt szamos esetben figyeltek fel értelmezhetetlen Sanger-szekvencia adatokra. Valdszinileg
ezek a mintak tébb mint egy PRRSV-varianst tartalmaztak. A jelenség felderitése és elemzése
érdekében egy elézetes tanulmany keretei kdzott, hat hdnapon keresztll végeztik a rutin
diagnosztikai eljaras soran keletkezett PCR-termékekbdl (ORF5 és ORF7) a nukleotidsorrend
meghatarozasat hagyomanyos DNS-konyvtarkészités és lon Torrent készlilék segitségével.

A kulonbozé allategyedektél gydijtott mintakbdl dsszesen 182 ORF5 és 10 ORF7
PCR-minta feldolgozasa tortént meg. Az ORF5 esetében sikeresen megallapitottuk 127
PRRSV-1 és 10 PRRSV-2 konszenzus szekvencigjat, illetve az ORF7-ek kozll kilencét.
Harom PRRSV-1 ORF5, valamint két ORF7 mintaban pedig tébb PRRSV-varians jelenlétét
lattuk (11. tablazat). Az NGS-eredményének feldolgozasakor két ORF5 mintaban két-két, mig
a tobbiben egy minor varidnst azonositottunk. Az lon Torrenten, hagyomanyos
DNS-konyvtarkészitésbdl szarmazé readek Q30-as minéségi szlrése az adatelemzéshez
kevés readet eredményezett. Mindenesetre Q10-es szlirési beallitdsokkal a mintan beldli
variansok aranya megbecsulhetd volt. Az 6sszeallitott szekvenciaparok kézoétt 90,9-97,4% nt
azonossagot figyeltiink meg. A kevert fertézést mutaté mintakbdl szarmazoé szekvenciaadatok
elemzése szerint egyes major é€s minor variansok a Porcilis- (38 major, 120 minor b, 122 minor,
1 major) vagy az Amervac-vakcinatoérzzsel (120 major, 120 minor a, 122 major, 1 minor,

8 major) mutattak a legnagyobb nt azonossagot (>95%), a tébbi vadtipusu térzsnek bizonyult.

11. tablazat. Az ORF5 és ORF7 régiok hagyomanyos DNS-kdnyvtarkészités és lon Torrent késziilék segitségével

zajlo szekvenalasanak eredményei a kevert mintak esetében.

-y , Levalogatott  Szekvenalasi Atlagos SNV gyakorisag (%)
Régié Minta

readek szama*  mélység (X) Major Minor Minor
varians __ varians a__ varians b
ORF5 38 19768 5569,3 91,3% 26,4% 26,4%
ORF5 120 5606 1507,9 81,3% 45,9% 17,1%
ORF5 122 5123 1358,9 74,6% 23,5%
ORF7 1 2445 693,6 91,8% 7,4%
ORF7 8 4338 426,3 82,7% 16,1%

* A readek minGségi szlirése minimum Q10 beallitassal tortént.
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9.3  PCR-alapu kényvtarkészité modszerek kiértékelése

Munkank soran az lon Torrent és lllumina NGS-rendszerekre specifikusan adaptaltunk
PCR-alapu kényvtarkészitd protokollokat. Ebben a fejezetben ezeknek a méddszereknek a

kiértékelését foglaljuk dssze.

9.3.1 ORF5 és ORF7 elemzése lon Torrent rendszeren

A hagyomanyos DNS-konyvtarkészit6 mdédszerhez képest a fuziés primereket magaba
foglalé egylépéses PCR-alapu médszer kevésbé bizonyult hatékonynak az lon Torrent
rendszeren. Az 5 db ORF5 és 5 db ORF7 amplikon DNS-kdnyvtar esetében atlagosan 208 db
readet kaptunk, a szekvenalasi mélység 7x és 132x kdzott valtozott. A vart read-hosszhoz (kb.
500-600 bp) képest az atlagos read-hossz mindéssze 121 bp volt és mintanként atlagosan
csupan 5 db 500 bp-t elérd readet sikertlt generalni. Finanszirozasi okok, illetve az lllumina

rendszerre torténd valtas miatt a modszer tovabbi optimalizalasara nem kerdlt sor.

9.3.2 ORF7 elemzése lllumina rendszeren

Az ORF7-re specifikus, kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészit6 modszer
mikodéképességét elsd lépésben 1Seq100 késziléken ellendriztik (részleges ORF7
konszenzus szekvenciakat eredményezett a 2x150 bp leolvasasi keret miatt). A médszer jénak
bizonyult, mind a PCR-1, mind a PCR-2 a vart hosszusagu terméket szaporitotta fel, tovabba
az ujgeneraciés szekvenalas eredménye bizonyitotta, hogy a fuzidés primerekkel beépitett
vonalkédok megfeleléen mikodnek, illetve a vart konszenzus szekvenciat kapjuk.

Kuldnb6zd sertéskérokozok vizsgalataval ellendriztik a PCR-1 alatt alkalmazott, mindkét
sertések jarvanyos hasmenésének virusat leszamitva, ahol aspecifikus termékek (,smear”)
jelenlétét lattuk, egyedul a PRRSV-pozitiv kontrollmintaban volt megfigyelheté PCR-termék a
vart hossznal (kb. 630-650 bp). A PCR-2 amplikonjainak gélképe alapjan a vart mellett,
200 bp-nal is lathaté volt termék (jelen dolgozatban nem kertlt feltintetésre). Ez a hossz
megegyezik a két PCR soran alkalmazott primerek lehetséges dsszekapcsoldédasabol adédo
termék méretével, ezért ugy gondoljuk, hogy a reakcié soran primerdimerek keletkezése
torténik. A vart és az aspecifikus primerdimer-termékek megfelels szétvalasztasa megoldhaté,

amennyiben a gélelektroforézist 1,5%-0s agaroz géllel és hosszabb futtatassal végezzuk.
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12. abra Az altalunk tervezett PCR-1 alatt alkalmazott ORF7 fuziés primerek specificitdsanak vizsgalata. A
gélelektroforetikus képen az oszlop 1-9 jeldli a felhasznalt mintakat: sertés-herpeszvirus 1 (1),
sertés-parvovirus 1 (2), sertések jarvanyos hasmenésének virusa (3), klasszikus sertéspestis virusa (4),
sertés-teschovirus (5), sertés transzmisszibilis gastroenteritis virusa (6), sertés-circovirus (7), sertés-pestivirus (8)
és sertés-rotavirus (9); a 10. és 11. oszlop a pozitiv (Lelystad torzs) és a negativ kontrollt mutatja; az M oszlop az

O’Gene Ruler DNS molekulatdmeg markert.

A moddszerfejlesztés kdvetkezd 1épésében a kétlépéses PCR-rendszer szenzitivitasat
igyekeztunk megallapitani, amihez a Lelystad- és a VR-2332-t6rzsek (PRRSV-1 és PRRSV-2
prototipus torzsei) PRRSV-negativ malacsavéban higitott mintait (spike-in minta) hasznaltuk
fel. A szenzitivitas mérészamaként a Ct-értéket valasztottuk, mert a legtdbb PRRSV-re
irdnyulo, kalonb6z6 NGS-modszereket 6sszehasonlitd kézleményben ezt alkalmazzak, mint
viszonyitasi alap a klinikai mintak esetében (Gagnon et al., 2021; Vandenbussche et al., 2021;
Zhang et al., 2017).

A spike-in mintakkal parhuzamos ismétléssel végezve a kétlépéses PCR-alapu
konyvtarkészitést megallapitottuk, hogy a PCR-2 végét kdvetéen mindkét vizsgalt toérzsnél a
sikeres amplifikacio hatara Ct 34 érték korul volt. Az NGS-tesztfuttatas (1ISeq100) eredményei
szerint ezen Ct-értékkel rendelkezé higitasi fokoknal (Lelystad: 10-°; VR-2232: 10°/10°) 6ssze
tudtunk allitani részleges ORF7 konszenzus szekvenciakat, a Lelystad esetében 1663,7%, mig
a VR-2332-nél 578,6% szekvenalasi mélységgel (9. melléklet, 129.0.). Ezek alapjan a
moédszer mindkét PRRSV fajra nézve hasonld szenzitivitdssal bir. Az Jsszesitett
PRRSV-specifikus (azaz illesztett) readek aranya a kulonboz6 virustelitettségli csoportokban
a kovetkez6képpen alakult: Ct 12-15: 70,3%; Ct 15-20: 86,5%; Ct 20-25: 82,4%; Ct 25-30:
47,3%; Ct 30-36: 43,3%.

A fentebb ismertetett elézetes vizsgalatok utan elvégeztik a kidolgozott kdnyvtarkészitd
modszer hatékonysaganak és alkalmazhatésaganak felmérését hazai sertéstelepekrél gy(ijtott

mintak segitségével. A vizsgalt 15 db savépoolminta (az ORF5 diagnosztikai vizsgalata
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alapjan 10 kulénb6zé kladba tartoztak) mért Ct-értékeit, illetve a Miseq készulléken végzett
szekvenalas eredményeit a 12. tablazat foglalja ssze. A mintak Ct-értéke 16,5 és 31,6 kozott
valtozott, azonban a gélelektroforézis soran a PCR-1 termék dsszesen 6t mintanal volt lathaté
(20424 19, 26902 21, 2586 21, 66527 20, 37613 19; jelen dolgozatban nem Kkertilt
feltintetésre). A gélbdl a PCR-1-termék lathatod hianyatdl fliggetlentl mindegyik mintanal a
megfeleld mérettartomanyba esé savot kivagtuk és tisztitottuk. A visszanyert DNS-templat
felhasznalasaval minden mintanal sikeresen lezajlott a DNS-kdnyvtarak felszaporitasa (lathaté
PCR-2-termékek mindegyik mintanal; jelen dolgozatban nem Kkerllt feltiintetésre) és

szekvenalasa.

12. tablazat A sertéstelepekrdl gydijtdtt savomintak adatait és az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas eredményeit

Osszefoglalé tablazat.

Atlagos SNV

, 3 Ve - H /4 0, §

Minta Ct érték ORF5 klad Levalogat'ott Szgkvepala5| gygkorlsag (A:)

readek szama mélység (%) Major Minor

varians varians
26940 _19* 20,9 1A 502722 149864 - -
2208_19* 27,8 1E 22306 1029 75 25
28370_20* 26,5 1E 109948 41137 - -
20424 19* 21,5 1F 154252 38505 - -
26902_21* 19,1 1G 93512 38471 - -
2586_21* 16,5 1G 33762 4351 - -
474 19* 22,3 1G 15406 305 78 22
66527 20* 22,0 Porcilis 172782 67857 - -
9331_20* 24,4 Porcilis 105896 13271 - -
37613 19* 22,6 Porcilis-like 31070 6245 - -
5191 19* 27,8 Reprocyc 35600 5846 53 47
27473_19* 29,1 Spanish 5330 1605 58 42
5036_19*° 25,8 Spanish 898 202 62 38
30156 20 31,6 3D - - - -
52808_19* 26,5 3F 6856 939 - -

* Az Gjonnan szekvenalt, génbankba feltdltott szekvenciak.

° A readek min8ségi szlrése minimum Q20 beallitassal tortént a tébbinél alkalmazott Q30 helyett.

§ Az adott mintaban talalhatd két konszenzus szekvencia aranyanak adatai. Részletesen lasd kés6bb a 9.4.1.
fejezetben.

Habar a szekvenalasi mélység viszonylag tag értékek kozott valtozott az egyes mintak
kozott (202x—14986x%), egy minta kivételével (30156 _20) az ORF7 konszenzus szekvenciak
Osszeallitasa megvaldsult, tovabba 6t minta esetében két konszenzust is talaltunk (részletesen
lasd késébb: 9.4.1. fejezet, 73.0.). A meghatarozott, telles ORF7 konszenzus szekvenciak
k6zott a nt azonossag 87,4-100% volt. Az ujonnan szekvenalt konszenzus szekvenciak,
beleértve a major és minor variansokat is (/1 és /2 jeldléssel), megtalalhatéak a génbankban
az alabbi azonositokkal: OR427017-OR427035.

69



9.3.3 Teljes genom elemzése Illumina rendszeren

Az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas sikeres alkalmazasa utan arra térekedtlink, hogy a
konyvtarkészité PCR-rendszer alapjait (fuzidos primerek és vonalkédolé PCR-2) bizonyos
torzsek teljes genomszekvenciajanak karakterizalasahoz adaptaljuk.

A multiplex PCR-alapu teljesgenom-felszaporitashoz tervezett Porcilis- és Unistrain-
vakcinatorzsekre specifikus primereket elészor egyedileg teszteltiik. Mind a 34 db primerparral
a vart hosszusagu PCR-terméket kaptuk (kb. 680—-720 bp), egyediil a 22. amplikon esetében

volt megfigyelhetd egy révidebb aspecifikus termék (13. abra).

13,,15, 17,19

123456789101112

) Ll

cmmecmnmmseenne . -

-~

20 22 24 26 28 30 32 34 K+ M
21 23 26 27 29 31 33 NTC

13. abra A teljes genomot lefedd, multiplex PCR primerekkel egyedileg megvalosult PCR-ek
gél-elektroforetikus képe. Mintaként egy Porcilis PRRS vakcinat, pozitiv kontrollként egy, az ORF7 régiot célzé
diagnosztikai primerpart hasznaltuk fel. Az NTC a negativ kontrollt, az M a molekularis markert (O’Gene Ruler

DNS) jeldli.

Ezt koévetben arra koncentraltunk, hogy a primerek PCR-1-et megel6z6 poolozasat
optimalizalijuk. Osszehasonlitasi alapként a Porcilis-vakcinamintaknak (A220CEO1,
A220AD01, A221AEQ1) a 34 db primerparral elSallitott egyedi PCR-1-termékeit egyenld
aranyban Osszekevertik és a masodik korés PCR-rel amplikon DNS-konyvtarat készitettink,
majd megszekvenaltuk azokat (14. abra).

A poolAv1-bél (ahol a poolAl-ben és poolA2-ben egyenlé aranyban vannak vegyitve a
primerek) szarmazé NGS-eredmények csOkkent szekvenalasi mélységet mutattak az alabbi
amplikonoknal: az A220CEO1-benaz 1., 3., 5., 7., 8.,15., 17., 21., 23. és 29.; az A220AD01-
ben a 8., 18. és 23.; mig az A221AEOl-benaz 1., 7., 8., 9., 15.,17., 18. és 23. (14. abra). Hét
primerparnal (1., 7., 8., 15., 17., 18. és 23. amplikonok) megfigyeltik, hogy legalabb két
vakcinamintanal nem eredményez elegendé PCR-terméket, ebbdl kovetkezben readet,
tovabba az A220CEO01 esetében a 23. amplikon régidban egyaltalan nem keletkezett read. A
poolAv1 eredményei alapjan létrehoztunk két, eltéré aranyu primerparokat tartalmazoé poolt
(v2, v3). Ezekkel az ujabb verzioju poolokkal sikerult a teljes genom hosszan egységesebb
szekvenalasi mélységet elérni és az alacsony mélységgel rendelkezé régidkat teljes

mértékben megszintetni (14. abra).
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14. abra A Porcilis-vakcinamintak teljes genom hosszan elért szekvenalasi mélység alakulasa a harom primerpool esetében (poolAv1, v2 és v3), viszonyitasi pontként a 34
db egyedi PCR-termék egyenlé aranyban 6sszekevert (pool1-34) kihozatala van feltlintetve. A poolAvl-nél az alacsonyabb szekvenalasi mélységgel rendelkezé amplikonokat

emeltik ki.



A poolAv3-bél szarmazd nyers readek az SRA (Sequence Read Archive, génbank)
adatbazisban megtalalhatok a PRJNA1026488 projektszam alatt.

Az egyes primerparok miikddéképességének hatékonyabb mérése miatt mindharom
vakcinamintara kiszamoltuk az amplikononkénti atlagos szekvenalasi mélységet és
terjedelmet (minimum—maximum), kizarva az atfed6 amplikonszakaszokat (mert azok a régidk
torzitjak az adatokat) (13. tablazat). Lathato, hogy a minimum és maximum amplikononkénti
szekvenalasi mélységek kozott fennallé kilénbség a poolAv1-gyel (130,8-14151,5x% eltérés)

O0sszehasonlitva nagymértékben csékkent a poolAv3 alkalmazasaval (13,8—15,9x eltérés).

13. tablazat Az amplikononkénti szekvenalasi mélység Osszefoglalasa mindharom Porcilis-vakcinamintara, a

poolAv1 és poolAv3 esetében.

A220CEO01 A220AD01 A221AEO1
poolAvl poolAv3 poolAvl poolAv3 poolAvl poolAv3
atlag 99445 7335,2 11068,6 5359,1 1799,3 4745,8
) 2,8- 1382,4— 289,9— 964,3— 12,5- 826,9—
min—max
39624,1 22164,9 37920,1 13270,7 18107,2 13118
min—-max kilénbség 14151,5x% 16x 130,8x% 13,8x 1448,6x% 15,9x%

A vizsgalataink elején teszteltlik a primerszettet (poolAv1) az Unistrain vakcinatorzzsel is.
Mivel egyetlen Unistrain vakcinat (gyartasi tétel: 09G8K) sikerilt beszerezni ehhez a teljes
genomot érintd modszerfejlesztési megkdzelitéshez, igy ezzel a vakcinatorzzsel nem
végeztiuk el a korabban emlitett primer pooloknak az optimalizalasi Iépéseit. A poolAv1-bél
szarmazo NGS-eredmények megerésitették, hogy ezen vakcinatérzsre specifikusan szintén
alkalmazhaté a kidolgozott kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészitd moédszer. Mint ahogy a
Porcilis-vakcinamintaknal tapasztaltuk, az Unistrain esetében is megfigyelhet6 volt az
alacsonyabb szekvenalasi mélységli amplikonok jelenléte (1., 5., 7., 8., 17. és 18. amplikonok),
azonban amplikonkiesést nem észleltink és a genomszekvencia kdzel 100%-0s

lefedettséggel 6sszeallithatd volt (15. abra).
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15. abra Az Unistrain-vakcinaminta teljes genom hosszan elért szekvenalasi mélység alakulasa a poolAvl

esetében.

9.4  Amplikon-mélyszekvenalas modszerének beépitése PRRSV-torzsek egyes
vizsgalataiba

9.4.1 Kevert fertézések feltarasa

Az lllumina rendszerrel kompatibilis, ORF7 régiét célzo, kétlépéses PCR-alapu
konyvtarkészitési eljarassal sikerult tobb PRRSV-varians kimutatasa és elemzése egyes
savopoolmintakbdl. A readek referencidkhoz torténd illesztése soran tdbb esetben
megfigyeltik, hogy szamos read eltér6 nukleotidmintazatot mutat az 0Osszeallitott
konszenzushoz képest (10. melléklet, 130.0.). Gyanitottuk, hogy ezek egy masik
szekvenciavarianst képviseltek. Ezt kovetéen a readeket parhuzamosan két referenciahoz
illesztettiik és a 15 db sertéstelepekrél szarmazé savépoolmintabdl o6tben (47419, 5036 19,
2208_19, 5191 19, 27473 _19) két kulénb6z6 konszenzus szekvenciat hataroztunk meg (lasd
korabban: 12. tablazat, 69.0.). Az egy-egy varians, avagy a szekvenciaparok tagjainak becsult
aranyat a mintakban az éket meghatarozé SNV-k atlagos gyakorisagaval szamoltuk ki, ami
szerint major és minor variansokként hataroztuk meg 6ket. A szekvenciaparok kozott
91,1-92,2% nt azonossag allt fenn, illetve a mintakban fellelt major és minor szekvenciak
masik filogenetikai kladba csoportosultak (jelen dolgozatban nem kertilt feltlintetésre), ami
megerdsitette, hogy kulonb6zé6 PRRSV-torzsekbél szarmaztak. Az 6t azonositott
szekvenciaparbdl négynél a minor varians a Porcilis-vakcinatorzzsel mutatta a legnagyobb nt
azonossagot (>99%), mig az egyik mintanal (5191 19) ez az azonossag minddssze 97,3%
volt (16. abra).
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16. abra A savopoolmintakbol az amplikon-mélyszekvenalas segitségével meghatarozott ORF7 szekvenciak,
valamint a Porcilis-vakcinatdrzs paronkénti nt azonossaganak 6sszehasonlitasa. A szekvenciaparok major és

minor tagjait #1 és #2 jeldléssel lattuk el a mintanév mellett.

9.4.2 Viruspopulacié genetikai diverzitasa

Az amplikon-mélyszekvenalds mindamellett, hogy hozzajarult egy-egy adott célrégid
szekvencigjanak meghatarozasahoz, vagy akar egy kevert fertézés feltarasahoz, a vizsgalt
virustorzs viruspopulaciéjanak genetikai diverzitasardl egyarant informaciot nyujtott.

Az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas adta megfeleld szekvenalasi mélység (atlag: 26402x)
mellett lehetséges volt mind a 15 db savopoolminta SNV-pozicidinak vizsgalata (feltétel: SNV
gyakorisag 10% felett). Osszesen a mintak felében (n=8) azonositottunk heterogén
viruspopulaciot. A detektalt SNV-k szama elérte a 33 db-t, amik az egész ORF7 région
elszortan helyezkedtek el (17. abra). Ezekbdl 7 db SNV (12., 165., 219., 225., 315., 345. és
351. nt pozicidk) minimum két mintaban is el6fordult, valamint 1 db SNV (381. nt pozicid)
megtalalhatd volt harom kilénb6zd mintaban is. A legtébb SNV-t az 5191 19 (n=9) és a
27473 19 (n=12) mintakban detektaltuk, a tébbiben lényegesen kevesebbet: 28370_20 (n=1),
20424 19 (n=4), 2586_21 (n=1), 66527_20 (n=1), 37613_19 (n=4), 52808_19 (n=1). Az SNV-
pozicidok szamanak aranya a mintak kozoétt 0,3% és 3,1% kozott valtozott, illetve az adott minor
nukleotidok gyakorisaga 10,2% és 46,7% kozott (17. abra). Az SNV-mutacidk tipusanak
tekintetében a tranziciok (84,8%: C—T és A—G) ugyanakkora gyakorisaggal és nagyobb
aranyban képviselték magukat a tranzverziokhoz képest (15,2%: G—T, GoC, A-C, AoT).

Az SNV-k 27,3%-a valamilyen aminosav cserét okozott a nukleokapszid kulénb6z6 pontjain.
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17. abra Az azonositott SNV-k gyakorisaga és eloszlasa az ORF7 région. Piros nyillal jel6ltik azokat a

pozicidkat, ahol nem-szinonim mutaciok alltak fenn.

A kidolgozott PCR-alapu DNS-koényvtarkészit6 modszer segitségével a hazankban is
gyakran alkalmazott Porcilis-vakcinatorzs teljes genomszintl genetikai vizsgalatat egyarant el
tudtuk végezni. Mivel a PRRS hazai mentesitése sikeresen befejez6dott, igy az emlitett
vakcinatérzsbél csupan 3 db, kilénb6zd gyartasi tételbdl szarmazd Porcilis PRRS vakcina
beszerzését tudtuk megvaldsitani.

Korabban, a 9.3.3. fejezetben kifejtettiik a telies genomot lefedd primerszett kilénbdzé
poolokba (poolAvl/v2/v3) torténd bontasanak szekvenalasi mélységre gyakorolt hatasat.
Ebben a fejezetben szeretnénk dsszefoglalni, hogy a poolAv1/v2/v3-bdl szarmazoé readek a
konszenzus szekvenciat milyen mértékben befolyasoltak, illetve ismertetjik a Porcilis PRRS
vakcinakban eléforduld viruspopulacié diverzitasat.

Az egyes, kilonb6zé primerpoollal (pooll-34 és poolAvl/iv2/v3) készitett amplikon DNS-
konyvtarakbol szarmazo teljes genomszekvenciak alapjan képzett konszenzustél minden
mintaban voltak eltérések. A kovetkez6 teljes genomszekvenciakban talaltunk
nukleotidkilonbségeket az adott konszenzushoz képest: A220CEO1 poolAvl-ben 6 nt és
pooll-34-ben 2 nt, A220AD01 poolAv2-ben 1 nt és A221AE01 poolAvl-ben 5 nt.

Mivel a poolAv3-bdl képzett genomszekvencia mindharom minta esetében megegyezett a
konszenzussal, illetve ez adta a legegységesebb lefedettséget (lasd korabban: 14. abra,
71.0.), ezért a tovabbi vizsgalatokhoz is ezt hasznaltuk fel.

A Porcilis-vakcinatdrzs viruspopulaciojaban jelents genetikai valtozatossagot talaltunk,
illetve valamekkora kiildnbséget a kildnbdzé gyartasi tételek kézott szintén felfedeztink. Errél
a vakcinatorzsrél a kdzelmultban megallapitottédk, hogy az ugynevezett FULL-LENGTH, vagyis
a deléciot nem tartalmaz6 varidns mellett tobb delécidés varians, nevezett LONG-DEL,
SHORT-DEL és SHIFT-DEL, formajaban alkotja a vakcinat (18. abra) (Eclercy et al., 2021).
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Mindegyik varianst azonositottuk mindharom vakcinamintaban és a korabban megfigyeltekkel
megegyezéen, a LONG-DEL format talaltuk meg legnagyobb aranyban (t6bb referenciahoz
parhuzamosan t6rténd szekvenciaillesztés soran kapott readek mennyisége alapjan; jelen

dolgozatban nem kertilt feltlintetésre).

SHIFT-DEL CATCTCCGGAAAGGCCCCAAAGTTCCGGCGCTGCTGTTGTCCTGTGTTCACCGGATGCAAAAGAGTTCGAGGAAACAGCCCCAGAAGAAGTTCARGAGAG
SHORT-DEL CATCTCCGGAAAGGCCCCAAAGTTCCGGCGC

LONG-DEL CATCTCCGGARAGGC

FULL-LENGTH CATCTCCGGAAAGGCCCCAAAGTTCCGGCGCTGCTGTTGTCCTGTGTTCACCGGATGCAARAGAGTTCGAGGARACAGCCCCAGAAGAAGTTCARAGAGAG

2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390
T T T T T T [ T 1 A P (R
SHIFT-DEL TGGCCACAAGGCCGTCCACTCTGCACTCCTTGCCGAGGGTCCTA
SHORT-DEL TGCCGGTGAGCAACTGAAGCTCGGCGGTTGTGGT
LONG-DEL
FULL-LENGTH TGGCCACAAGGCCGTCCACTCTGCACTCCTTGCCGAGGGTCCTAACAATGAGCAGGTACAGGTGGTTGCCGGTGAGCAACTGAAGCTCGGCGGTTGTGGT

2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490
R R T R Rl e T L L L L B T T T EE T EETRY el T IR T I
SHIFT-DEL TCAGCTGGTC
SHORT-DEL TTGGCAGTCGGGAATGTTCATGAAGGTGTTCCGGTCTCAGCTGGTCTAATTAACCTGGTAGGCGGGAAT TTGTCCCCCTCAGACTCCATGAAAGAARACA
LONG-DEL CAGCTGGTCTAATTAACCTGGTAGGCGGGAATTTGTCCCCCTCAGACTCCATGAAAGAARACA

FULL-LENGTH TTGGCAGTCGGGAATGTTCATGAAGGTGTTCCGGTCTCAGCTGGTCTAATTAACCTGGTAGGCGGGAATTTGTCCCCCTCAGACTCCATGARAGARAACA

2500 2510 2520
(I I L I |
SHIFT-DEL TAGCCGGGAAGACG
SHORT-DEL TGCTCAATAGCCGGGAAGACG
LONG-DEL TGCTCAATAGCCGGGAAGACG

FULL-LENGTH TGCTCAATAGCCGGGAAGACG
18. abra A Porcilis PRRS vakcinakban el6fordulé haromféle delécids varians érintett régidjanak

nukleotidszekvencia-illesztése (nt2215-2506, MW674755 referenciatdrzshdz viszonyitva).

Mindharom vizsgalt Porcilis-vakcinamintéaban taldlhaté LONG-DEL varians 14853 bp
hosszusagu genommal rendelkezett, mivel figyelmen kivul hagytuk az 1_F és a 34_R primer
régiokat a teljes genom 5 és 3’ végén, mert ezeknél nem talalhaté atfedé amplikon, amely
kompenzalja a primerszekvenciakat.

A génbankban, a doktori értekezés irasakor, csekély szamu Porcilis-vakcinatérzs teljes
genomszekvencigja volt elérhetd (MW674755-MW674758, KF991509, MT311646).
Mindegyik letélthetd rekord kilonbdzé gyartasi tétellel rendelkezd vakcinakbdl szarmazott. Az
MWG674755-MW674758 génbanki azonositoval rendelkezé szekvenciak a Porcilis-
vakcinatorzs két kilonb6zé vakcinaban fellelheté hosszpolimorfizmust mutaté variansait
reprezentaljak, és a kdzleményben vizsgalt vakcinamintakbdl meghatarozott teljes
genomszekvenciak variansonként azonosak voltak (MW674755 FULL-LENGTH, MW674756
LONG-DEL, MW674757 SHORT-DEL, MW674758 SHIFT-DEL) (Eclercy et al., 2021). Mivel
nem mindegyik vakcina esetében toltotték fel az dsszes varianst, ezért az egész deléciot érintd
régiot (nt 2215-2506) kizartuk a teljes genomok 6sszehasonlito vizsgalataibol.

A harom vakcinamintébdl eredd konszenzus szekvenciak (poolAv3) egy polimorf pozicion
(nt1519, KF991509 rekordhoz viszonyitva) kivul egyformanak bizonyultak. Az altalunk
karakterizalt és az elérhet6 referenciaként felhasznalt Porcilis-vakcinatérzsek (MW674756,

KF991509, MT311646) csaknem teljes mértékben megegyeztek a konszenzus szekvencia

76



szintjén (nt azonossag: 99,9-100%). Amennyiben mindegyiket Osszevetettik a szUldi
vadtipusu DV-térzzsel (KJ127878) szintén magas nt azonossagot (99,14-99,15%) figyeltink
meg. A legnagyobb szamu nt eltérés (126 db) donté tébbsége az ORF1 régié 5’ végén és az
ORF2a région halmozodott fel.

Miutan felmértik a szekvenciak egymashoz viszonyitott hasonlésagat, megvizsgaltuk a
vakcinamintaink viruspopulacidjanak valtozatossagat. Az amplikon-mélyszekvenalas
segitségével (poolAv3) viszonylag magas genetikai 6sszetettséget talaltunk a vakcinakban,
szamszer(isitve dsszesen 122 db (A220CEO01), 115 db (A220ADO01) és 113 db (A221AEQ1)
SNV-t azonositottunk (feltétel: SNV gyakorisag 1% felett mindkét parhuzamos futtatasban),
amelyek legnagyobb részét (104 db SNV) mindharom vakcinaban megtalaltuk. A duplikalt
amplikon DNS-konyvtarakbol szamolt atlagos SNV gyakorisag a kdvetkez6képpen alakult: az
A220CEOQ011-ben 1-48,7%, az A220AD01-ben 1-47,2% és az A221AEO01-ben 1,3-48,1%
(19. abra). A detektalt SNV-k elszértan helyezkedtek el a genom teljes egészén és nagyrészt
(55,4-60,9%) az ORF1a régiéban koncentralédtak, illetve az ORF5 elején volt medfigyelhetd
kisebb mérték(i SNV-felhalmozodas, mig egyetlen SNV-t se talaltunk az ORF6 vagy ORF7
régiokban. Az SNV-k detektalasat kdvetéen megnéztik, hogy azok szerepet jatszhattak-e a
Porcilis-vakcinatorzseken beldli, illetve a DV vadtipusu torzs kozott fellelt nt kilonbségekben.
Az adott vakcinamintak pool1-34 és poolAv1-v3 megkdzelitéssel Osszeallitott teljes
genomszekvenciaiban talalt nt eltérések kozil 1 (A220CEOQ1), 1 (A220AD01) és 3 (A221AE01)
nt egyezett meg SNV-vel. A referencia Porcilis-vakcinatorzsek és az értekezésben vizsgalt
vakcinakbdl nyert konszenzus genomszekvenciak (poolAv3) kdzott észlelt maximum 15 nt
eltérés (620., 933., 1031., 1519., 2203., 2928., 2932., 2983., 3325., 5648., 12234., 13551.,
13571., 14149. és 14300. nt pozicié; KF991509 FULL-LENGTH rekordhoz viszonyitva) kozul
7 db (620., 933., 1519., 5648., 12234., 13551. és 13571. nt pozicid) az azonositott SNV-
pozicidknal helyezkedett el. A DV vadtipusu torzs és a vakcinatérzseink kozott talalt 126 nt
eltérés kozil 9 db (505., 800., 885., 1428., 10561., 10722., 11867., 11921., 13238. nt pozicio;
KJ127878 LONG-DEL rekordhoz viszonyitva) esett valamelyik SNV-poziciora.
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teruletén, illetve a medfigyelt atlagos gyakorisaguk.
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X Megbeszélés

10.1 PRRSV molekularis epidemiolégiai és 6sszehasonlité genetikai vizsgalata
10.1.1 PRRSV-1-torzsek hazai elterjedése és genetikai valtozatossaga
10.1.1.1 Leszarmazasi kapcsolatok és térbeli eloszlas

A PRRS el6fordulasanak els®& magyarorszagi kimutatasat kovetéen (1995) a
PRRSV-1-t0rzsek az orszag egész terlletén elterjedtek, végil a 2014-t8l hatalyba 1épé PRRS
Nemzeti Mentesitési Terv sikeres kivitelezésének kdszonhetéen 2022 tavaszan az orszag
mentes lett a vadtipusu PRRSV-tdrzsektdl (Hornyak et al., 1997; Szabo et al., 2023).

A hazankban kozel 30 éven at keringd PRRSV esetében kulonb6zd idészakbol szulettek
beszamoldk a virustdrzsek kdzotti leszarmazasi kapcsolatokrol (Balint et al., 2021; Balka et
al., 2018, 2008; P. M. Szabé et al., 2020). Osszességében elmondhato, hogy a PRRSV-1 nagy
genetikai diverzitast mutatott és szamos, toébbé-kevéshé 6sszefiiggd filogenetikai csoportot
alkotott.

Az értekezésben vizsgalt PRRSV-1-térzsek hazai valtozatossagat reprezentald
szekvenciagyljtemeény alapjan 2020-ig 6sszesen 16 kladot azonositottunk (1A, 1B, 1C, 1E,
1F, 1G, 2, 3C, 3D, 3F, Porcilis, Porcilis-like, Spanish, Reprocyc, X1 és X2) (4. abra, 53.0.).
Mint ahogy az korabban is megallapitasra kerllt, a legtobb hazai ORF5 szekvencia az 1A-1G
mellett az Ujonnan definialt Porcilis és Spanish kladokba tartozott (Balka et al., 2018).
Tudomasunk szerint korlatozott mennyiségi irodalmi adat all rendelkezésre a keringd
PRRSV-1-t6rzsek tobb évtizedet feldleld, orszagos szintl felmérésérdl. Ugyanakkor egy
nemrég megjelent kdzleményben egy Belgiumban izolalt PRRSV-1-térzsekbdl allo,
nagymennyisegl telies genomszekvenciat tartalmazé adatsort 6sszesen 31 kulénb6zé kladba
csoportositottak (Vandenbussche et al., 2021). Ebben a tanulmanyban a 2015-2019 kozott
gyUjtétt mintak vizsgalata tébb mint 16 klad meghatarozasat vonta maga utan, melyek kozul
minddssze kettd, vakcinatdrzs-leszarmazottakat tartalmazé csoport (Unistrain és Suvaxyn)
volt nem kifejezetten belga eredet(i (Vandenbussche et al., 2021). Feltételezhetnénk, hogy az
id6 elteltével egyre tobb klad alakul ki, azonban ellentmondé eredményeket lathatunk a
kiildnb6z6 orszagokban folytatott elemzésekben. Raadasul az adatok 6sszehasonlithatdésagat
befolyasolja, hogy a kladok meghatarozasa kulonbd6zé modszerek vagy megkdzelitések
szerint térténik (Franzo et al., 2015; Greiser-Wilke et al., 2010; Kvisgaard et al., 2013c).

Nagy-Britannidban 27 év ORF5 szekvenciaadatainak 0sszevetése soran a hazankban
megdfigyelthez hasonlé mértéki genetikai valtozatossagot fedeztek fel, azonban jelentds
kllonbség, hogy a csekély mértékl sertésimport kdvetkezményeként egyedul az 1990-es
években behurcolt PRRSV-1-térzsek evolucioja figyelheté meg (Frossard et al.,, 2013;

Frossard és Williamson, 2018). Ezek az adatok megerésitik, hogy a PRRSV-1 eurdpai
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diverzitasa jelentds, és orszagon bellul sem elhanyagolhat6, emiatt elengedhetetlen lenne
kiterjedtebb monitoringprogramok és eurdpai szint(i 6sszehasonlité elemzések bevezetése.

Magyarorszagra szamos PRRSV-1-t6rzs import sertésalapanyaggal érkezett, majd széles
korben szétterjedt a hazai sertéstelepek kozott. Az Eurdpai Unidhoz térténd csatlakozasunkat
kévetden Hollandiabdél, Daniabdl és Németorszagbhol kiemelkedd mennyiségl sertést
vasaroltunk, ami bizonyos kladok kialakulasaban meghatarozé szerepet jatszott (Hollandia:
1A, 1F, 1G, X2, 3D; Dania: 2, Németorszag: 1G, X2, 3D). Az epidemioldgiai vizsgalatok
tovabba ramutattak, hogy Szlovakia (1G, 3F), Spanyolorszag (Spanish) és Szerbia (3C)
szintén hozzajarult a hazai PRRSV-1-térzsek diverzitasahoz.

Magyarorszagon a legnépesebb és egyben az egyik legrégebb 6ta jelen 1évd
PRRSV-1-térzscsoport a Spanish klad. Ennek a kladdnak az érdekessége, hogy az Unistrain®
PRRS MLV-vakcinatorzs (korabbi nevén Amervac) és annak feltételezett leszarmazottai
mellett nagy valoszinlséggel korai, vadtipusu, Spanyolorszagbdl szarmazé PRRSV-torzseket
szintén tartalmaz (Balka et al., 2018). Ennélfogva nem meglepd, hogy 6sszevetve a masik
ketté vakcinatdrzsek alkotta kladdal (Porcilis és Reprocyc) nagy genetikai valtozatossag
figyelhetd meg a Spanish kladon belll (nt azonossag: 91,4-100%) (7. tablazat, 54.0.). A
Spanish kladba tartozé magyar térzsek és az Amervac-vakcinatdrzs kozott észlelt genetikai
eltérés (maximum 5,8%) nagyobbnak bizonyult, mint mas eurdpai orszagokban, ahol
nagyrészt >98%-0s nt azonossagot figyeltek meg (Fitzgerald et al., 2020). Altalaban az
MLV-vakcinatdérzs és a vakcinatorzsszeri ORF5 szekvenciak kozo6tt maximum 5%-0s
genetikai eltérés lathatd, amit egyel6re a PRRSV-2 esetében vizsgaltak részletesen (Kikuti et
al., 2021; Shi et al., 2010b). Az eredeti Amervac-vakcinatorzstdl genetikailag eltér6 Amervac-
szer( torzsek idénként megjelennek nem vakcinazott sertésallomanyokban és esetenként
klinikai tinetekben manifesztalddott fertézésekkel szintén kapcsolatba hozhaték (Hsueh et al.,
2023; Lin et al., 2020; Wang et al., 2016; Zhai et al., 2018). Magyarorszagon szintén el6fordult
ilyen eset: egy hizételepen megfigyelt, magas lazzal jaré sulyos légz&szervi megbetegedés
kivizsgalasa soran a Mycoplasma hyopneumoniae mellett az Amervac-vakcinatérzzsel teljes
genom szinten 96%-0s nt azonossagot mutato virustdrzset azonositottak (Balint et al., 2015).
Mindemellett, ugy tlnik, hogy ez a vakcinatorzs hajlamos a rekombinaciora (Chen et al., 2017;
Kvisgaard et al., 2020; Marton et al., 2019; Sun et al., 2022). A Reprocyc klad a ReproCyc®
PRRS és PRRSFLEX EU vakcinak 2015-6s bevezetését kdvetben volt kimutathaté az
orszagban. Annak ellenére, hogy ez a klad kevesebb, mint egy évtizede volt jelen, hasonlé
mértékl genetikai diverzitast halmozott fel, mint példaul a 2002-t6l engedélyezett Porcilis
PRRS vakcindahoz kothet6 klad. Egyelére a Reprocyc-vakcinatérzs genetikai
valtozatossagardl mas orszagokbol nem all rendelkezésiinkre adat. Osszegezve a korabbi és
az értekezésben megallapitott tényeket, a harom MLV-vakcinatorzs koézul a Porcilis és a

Reprocyc beleesnek a vakcinaszerl torzseknél elfogadott <5% genetikai eltérésbe, kozuluk a
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Porcilis bizonyul genetikailag a legstabilabbnak, mig a Spanish és Reprocyc kladban talalhato
vakcinaleszarmazott térzsek viszonylag rovid idén belil nagyobb genetikai valtozasra
hajlamosak (Balint et al., 2021).

Annak ellenére, hogy az 1G klad elészér 10 éve jelent meg az orszagban, ide tartozik a
masodik legtébb index szekvencia, tovabba ez id6 alatt jelentésen diverzifikalédott. Ezen klad
alapité tagjai holland, német és szlovak import sertésallomanyokbdl szarmaztak, tliikrézve az
eurdpai orszagok kereskedelmi viszonyait.

Az irodalmi adatok szerint, a harmadik legtébb index szekvenciat magaba foglalé 1E klad
tagjait egészen 2014-ig mas eurdpai orszagbol nem mutattak ki (Balka et al., 2018). Emellett
az epidemiolégiai vizsgalataink nem utaltak kilfoldrdl torténd behurcolasra, ugyanakkor a klad
eredete halézatelemzés szerint egy korai (1990-es évek-beli) német térzshdz vezethetd vissza
(P. M. Szabo et al., 2020). A tobbi ismeretlen eredetl klad kézul az 1B-hez tartozé térzsek
el6fordultak még Lengyelorszagban és Hong-Kongban, illetve az 1C-t szintén azonositottak
Lengyelorszagban (Balka et al., 2018).

A hazankban medgfigyelt trendeket tobb tanulmany is megerdsiti, melyek szerint a
sertéskereskedelem jatssza a f6 szerepet a PRRSV-1 eurdpai terjedésében, illetve hogy a
keleti orszagokat az import sertésallomanyok célallomasaként tartjdk szamon (Balka et al.,
2018; Franzo et al., 2022).

10.1.1.2 ORF5 nukleotid- és aminosavszekvencia-alapu elemzései

A 17 évet atolel6 idészakbol szarmazd, magyarorszagi eredeti PRRSV-1 ORF5
szekvenciakon belll atlagosan 12%-o0s genetikai tavolsagot figyeltink meg. llyen mértéki
genetikai diverzitas nem egyedulallé a PRRSV-1 esetében, valamint altalanosan elmondhato,
hogy az id6 el6rehaladtaval folyamatosan névekvé tendenciat mutat vilagszerte (Franzo et al.,
2015; Frossard et al., 2013; Frossard és Williamson, 2018; Kim et al., 2010; Kvisgaard et al.,
2013c; Mateu et al., 2006; Prieto et al., 2009; Shin et al., 2022).

A magyarorszagi reprezentativ ORF5 szekvenciakbdl dsszeallitott adatsor vizsgalataval
lehetéségunk nyilt a GP5 diverzitasardl szerzett ismeretek bévitésére (5. abra, 55.0.). A GP5
as szekvenciaillesztésekor talalt polimorf poziciok szamanak Osszehasonlitdsa az
irodalomban leirtakkal korlatokba Utk6zik, mivel a legtébb kézlemény jelentésen rdvidebb
id6intervallum alatt gy(jtétt adatokra tamaszkodik, vagy az eredmények nem terjednek ki erre
az informaciéra. Mindenesetre dan PRRSV-1-t6rzsek 10 éves periddust lefedd vizsgalata
kisebb mértéki diverzitast mutatott (Kvisgaard et al., 2013c).

Habar a GP5-6t az egyik f6 neutralizalé antigénként tartjak szamon, a PRRSV-1-térzseknél
eddig egyetlen feltételezett neutralizald epitdopot mutattak ki, amelynek in vivo szerepe
tovabbra is kérdéses (Van Breedam et al., 2011; Vanhee et al., 2011; Wissink et al., 2003; Wu
et al., 2020). A nevezett 29WSFADGN35 epitdp jelenlétét az érett GP5 fehérje felszinén és
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ezaltal annak lehetséges szerepét a virus neutralizaciéban tébb tényezd befolyasolhatja,
példaul az N-glikozilacié vagy az N-terminalis szignalszekvencia lehasadasanak helye (Thaa
azonositott szubsztitucidk jelenlétét korabbi kozleményekben is leirtak mar (Fitzgerald et al.,
2020; Hsueh et al.,, 2023; Kim et al., 2021; Lee et al.,, 2023). Ebben a pozicidban
valtozatossagot egyedil két alkalmazott MLV-vakcinaval (Unistrain PRRS és Porcilis PRRS)
legnagyobb hasonlésagot mutatd koreai PRRSV-1-térzseknél figyeltek meg nemrégiben (Kim
et al., 2021; Lee et al., 2023). Kladonként vizsgalva a magyarorszagi eredetlii PRRSV-1 GP5
szekvenciak 32. as pozicidjat azt talaltuk, hogy egy-egy szekvencia kivételével (1B, 1C, 1E,
Reprocyc) az aminosav-valtozatossagot nagyrészt a Spanish (tartalmazza az Unistrain PRRS
vakcina- és vakcinaszeri torzseket), 3D és X2 kladok hordozzak, valamint a két megfigyelt
szubsztitucio (A/V32) eloszlasa az as szekvencidk kozott jellegzetes mintazatot mutat. Az 1B,
Spanish és Reprocyc kladokat leszamitva az alanin (A) a konszenzus as, mig az Unistrain
PRRS és a Reprocyc PRRS vakcinatérzseknél, illetve azok szlléi vadtipusu térzseinél valin
(V) talalhat6 a kérdéses poziciéban. Az emlitett eredmények bizonyos MLV-vakcinatérzsekre
haté evoluciés mozgatéerére utalhatnak. A PRRSV-torzseknél ugy talaltak, hogy az
allomanyok vakcinazasa hozzgjarul a genetikai heterogenitas ndvekedéséhez, illetve a
gazdaszervezet altal termelt antitestek er6s szelekciés nyomast gyakorolnak a térzsekre
(Chen et al., 2016; Kwon et al., 2019). Az altalunk vizsgalt magyar, illetve koreai torzsek
esetében megfigyelheté volt pozitiv szelekcios nyomas a feltételezett neutralizalé epitdp
terliletén (6. abra, 56.0.) (Kim et al., 2021; Shin et al., 2022).

A PRRSV elleni védekezésben fontos szerepet jatszanak a neutralizalé ellenanyagok,
valamint a sejtes immunvalasz elemei is, tanulmanyozasukkal lehet6ség nyilik az
immunvalaszt elkertl6 variansok jellemzésére. Mind a neutralizalé ellenanyagokkal, mind a
sejtes immunitassal kapcsolatban megallapitottak, hogy a fert6zé PRRSV-torzstél figgé, lassu
valaszreakcio zajlik le a gazdaszervezetben (Darwich et al., 2010; Madapong et al., 2020). Az
elmult évtizedekben szamos vizsgalat mutatott ki feltételezett T-sejt epitépokat és B-sejt
antigenikus régiokat a GP5-6n (Diaz et al., 2009; Mokhtar et al., 2014; Vanhee et al., 2011). A
magyar PRRSV-1-torzseknél szamos szubsztituciot talaltunk mindkét T-sejt epitopban
(as61-75 és as117-128), illetve a GP-ll (as145-156) és GP-Ill (as165-176) antigenikus
régidkban (5. abra, 55.0.). Daniaban jéval kisebb mértékl valtozatossagot figyeltek meg
ezeknél a régidknal, ellenben egyes azsiai orszagokban par évet atélelé iddintervallumban az
altalunk megfigyelthez hasonlé mértékit (Kvisgaard et al., 2013c; Lee et al., 2023). A felsorolt
epitopok és antigenikus régiok kézul mi egyedul a GP-1-ben mutattunk ki diverzifikald szelekcid
alatt allé kodonokat, mely megfigyelést idaig kizarélag Olaszorszagban el6forduld
PRRSV-1-torzsekkel kapcsolatban irtak le (Franzo et al., 2015). Ett6l eltér6 eredmények

olvashatéak koreai PRRSV-1-tdrzsekrél, ahol pozitiv szelekcié alatt allé as pozicidkat észleltek
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a T-sejt epitdpokban, méghozza MLV-vakcinak bevezetését kovetben (Kwon et al., 2019). A
GP-l és GP-IV régiok kornyékével kapcsolatban az tapasztaltuk, hogy altalaban mas
orszagokbol szarmazé térzseknél sem hordoz nagy valtozatossagot (Hsueh et al., 2023;
Kvisgaard et al., 2013c; Lee et al., 2023; Veit et al., 2022).

Szakirodalmi adatok alapjan mindkét PRRSV fajhoz tartozd virustérzsek esetében
megfigyelheté a pozitiv szelekcié alatt allé egyedi aminosavak jellegzetes mintazata: a
szignalszekvencia teljes és az ektodomén-szekvencia részleges terlletén, illetve a
2015; Rupasinghe et al., 2022). Egy atfogd szekvenciagyljtemény elemzése szerint a
PRRSV-1-t0rzsek esetében a teljes GP5-re jellemzé a tisztitd szelekcio (Franzo et al., 2015).
Olaszorszagban, a vizsgalataink altal lefedetthez hasonlé id6intervallumban, viszont joval
alacsonyabb szamban (nagyjabdl fele annyi) gyljtétt szekvenciaadatok elemzésekor
azonositott, diverzifikalé szelekcids hatas alatt allé as pozicidkat harom kivételével (21., 63.
104.) az altalunk elemzett mintakban sikerult azonositanunk. Tovabba 13 olyan as poziciot is
kimutattunk, amit az olaszorszagi gyljteményben nem azonositottak (Franzo et al., 2015).
Ezenkivil koreai PRRSV-1-térzsek elemzése a pozitiv szelekcié alatt alld kodonok
tekintetében még nagyobb egyezést mutatott az eredményeinkkel (Kim et al., 2021). Szamos
tovabbi tanulmany ir le pozicidkat az altalunk talalt 25-bél, habar nagysagrendekkel kisebb
szamban, mely kuldnbségek valdszinlleg a mintaszam vagy a vizsgalt idSintervallum
eltéréseibdl adédnak. Ezek mellett a kilénb6z6 mdodszerek és megszabott kritériumok is
alapvet6en befolyasoljak a kapott eredményeket (Hsueh et al., 2023; Li et al., 2022; Shin et
al., 2022).

A glikozilaci6 az egyik legelterjedtebb ER-hez kotott ko- és poszttranszlacios
fehérjemddosulas, ami a gazdaszervezet glikozilacids rendszerétdl fliggéen a burkos virusok
membranfehérjéivel szintén bekdvetkezik (Bagdonaite és Wandall, 2018). Harom tipusat
kuldonboztetjuk meg aszerint, hogy az oligoszacharid oldallanc az aminosavak mely atomjahoz
kotédik: O-, C- és N-glikozilacié. Az aszparagin (N) oldallancaban talalhaté N-atomokhoz kotott
N-glikozilacié folyamatardl kimutattak, hogy fontos szerepet jatszik a PRRSV in vivo
replikaciéjaban és az ellene toérténd védekezési mechanizmusokban, példaul a GP5
glikozilaciés mintazata befolyasolja a neutralizal6é ellenanyagok kotédésének hatékonysagat
(Ansari et al., 2006; Faaberg et al., 2006; Wei et al., 2012). Az N46 és N53 vilagszerte
konzervaltnak bizonyul a PRRSV-1-térzsekben, mutacié ritkdn fordul el6 ezekben a
pozicidkban (Fitzgerald et al., 2020; Greiser-Wilke et al., 2010; Kim et al., 2010; Kvisgaard et
al., 2013c; Lee et al., 2017; Pesente et al., 2006; Wang et al., 2019b). Ezzel parhuzamosan
az N46 és N53 mellett az N37 a masik leggyakrabban azonositott potencialis N-glikozilalt
pozicié (Kvisgaard et al., 2013c; Lee et al.,, 2017; Thaa et al., 2017; Wang et al., 2019b).

Korabbi tanulmanyok bizonyitottak, hogy az N46 jelenlétének meghatarozé szerepe van a
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viruspartikula 6sszeszerel6désében és a virus fert6zOképességében (Ansari et al., 2006;
Wissink et al., 2004). Ugyan csekély mennyiségben, azonban aminosavcserét ebben a
pozicidban rajtunk kivil mas vizsgalatok szintén azonositottak. A glikozilaciés mintazatok
Osszehasonlitasa szerint az N46 hianyaval parhuzamosan az N37 jelenléte figyelheté meg,
ami felveti annak a lehet6ségét, hogy az N46 szerepét az N37 helyettesitheti (Franzo et al.,
2015; Lee et al., 2017; Mateu et al., 2006; Wang et al., 2019b). Annak ellenére, hogy ebben a
pozicidban a glikozilacid lehetséges elvesztését leginkabb a Spanish, vagyis egy
MLV-vakcinatorzshoz kézel allé szekvenciak csoportjaban észleltik, a mintazat és a térzsek
szoros kapcsolatat egyéb kozlemények nem tamasztjak ala. A magyar PRRSV-1-t6rzsek
donté tobbségében az N37-N46-N53 glikozilacios mintazatot figyeltitk meg, mely
szekvenciamotivum Eurépa és Azsia szerte a legelterjedtebbnek bizonyul (Fitzgerald et al.,
2020; Franzo et al., 2015; Kang et al., 2018; Kim et al., 2010; Kvisgaard et al., 2013c; Lee et
al.,, 2017). A koézelmultban a PRRSV-2-térzsekkel kapcsolatban bizonyos glikozilaciés
mintazatok gyakori jelenlétét kifejezetten egy-egy adott kladdal tarsitottak, ezzel szemben a
PRRSV-1-tdrzseknél ehhez hasonld klad-specifikussag leirasa eddig még nem tdértént meg
(Paploski et al., 2022; Rupasinghe et al., 2022). Ugyanakkor az egyedi pozicidk tekintetében
mi az N35-6t egyedul az X2 és Spanish kladokban fedeztuk fel. Tovabbi elemzéseink alapjan
a magyar PRRSV-1-tdrzseknél talalt potencialis N-glikozilalt pozicidk egy részére (N35, N36,
N37, N38) pozitiv szelekciés nyomas hatott (4. melléklet, 123.0.). Egy tanulmany alapjan
feltételezhetjik, hogy ezekre az aminosavakra hat6 szelekciés nyomas dsszefliggésben all a
glikanpajzs segitségeével torténd immunelkertlés mechanizmusaval, ezaltal szerepet jatszik a
torzsek kdzott altalaban megfigyelt valtozatos antigenitasban (Paploski et al., 2022).

Az MLV-vakcinak esetében fontos szempont azok stabilitasa telepi koriilmények kozott. A
hazankban alkalmazott PRRSV-1 MLV-vakcinatorzsek nukleotid- és aminosav-alapu
szekvenciaelemzései alaposabb betekintést engedtek azok genetikai heterogenitasaba. A
Porcilis-vakcinatorzs korabbi irodalmi adatok alapjan genetikailag stabilnak tekinthetd, melyet
megerdsitettek jelenlegi eredményeink, hiszen mind nt, mind as szinten kismértéki diverzitast
lattunk a Porcilis kladon beldl (Balint et al., 2021). Ezenfelil a GP5 neutralizalé epitopja
konzervativnak mutatkozott, illetve a GP5-nek mindéssze két as pozicidjara hatott negativ
szelekciés nyomas. Ezzel szemben a masik leggyakrabban alkalmazott vakcinahoz
(Unistrain® PRRS — Spanish klad) koétheté torzsek nagyfoku genetikai valtozatossagot
mutattak, mind az egyedi aminosav, mind a neutralizal6 epitép tekintetében, valamint

vizsgalataink alapjan a diverzifikalo szelekcio jelentés volt ezen PRRSV-1-térzsek GP5

Yy
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10.1.2 PRRSV-2-torzsek hazai elterjedése és genetikai valtozatossaga
10.1.2.1 Leszarmazasi kapcsolatok és térbeli eloszlas

A PRRSV-2 elterjedése mindeddig sporadikus maradt Eurépaban (Stadejek et al., 2013).
A Magyarorszagon gy(jtott adatokat 6sszefoglalva szintén ez lathatd, a PRRSV-2-vel fert6zott
hazai sertéstelepek szama évente maximum 4 vagy 5 db volt a 2005-2021-es id6szakban. A
PRRSV-2-pozitiv mintdk az orszag egész terlletérél kimutatasra kertltek, vagyis térbeli
eloszlasa hazankban nem Kkorlatozodott egy-egy adott terlletre (6. melléklet, 126.0.).
Osszevetve a PRRSV-2-fertézési esetek térbeli és idébeli eloszlasat arra kdvetkeztethetiink,
hogy tébb egymastdl fuggetlen fertézési gécpont alakult ki az évek soran, amelyek révid idén
belil megszilintek, kdszonhetbéen a jarvanyvédelemnek és a mentesitési torekvéseknek.
Vizsgalataink alapjan a PRRSV-2 hazai terjedéséhez legféképp két tényez6 jarult hozza, az
egyik a fert6zo6tt vagy vakcinazott sertésallomanyok vasarlasa és behozatala az orszagba, a
masik az ezt kdvetd virusatvitel a kilénbdzé hazai sertéstelepek kézott.

A kilenc PRRSV-2-lineage (L1-L9) koézul mindéssze az L5 és az L1 el6fordulasat figyeltik
meg hazankban. Mindkét klad vilagszerte dominansnak mondhaté az L9 és L8 mellett
(Murtaugh et al., 2015).

Az évek soran meghatarozott PRRSV-2 ORF5 szekvenciak dontd tobbsége a VR-2332
vadtipusu torzset és annak attenualt leszarmazottjat (Ingelvac MLV vagy RespPRRS MLV)
magaba foglalé L5-be tartozott. A vakcinaszer( tdérzsek kimutatasa esetén altalaban kardinalis
kérdés, hogy ténylegesen MLV-vakcinatérzs keringésérdél van-e sz6. Az Ingelvac
MLV-vakcinatérzzsel kapcsolatban megallapitottak, hogy amennyiben a telepi kérilmények
kozott azonositott ORF5 szekvencia kevesebb, mint 5%-os nt eltérést mutat, akkor
valdészinlsitheté a vakcinaeredet, ha pedig kevesebb, mint 2%-ot, akkor vakcinatérzs
visszaizolalasarol van szé (Kikuti et al., 2021; Murtaugh et al., 2015; Shi et al., 2010b; Yim-im
et al., 2023). Amellett, hogy a hazankban talalt PRRSV-2-térzsek az ORF5
szekvenciaelemzése alapjan megfelelnek a korabban emlitett kritériumnak, a jarvanyugyi
vizsgalatok meger6sitették, hogy szamos PRRSV-2-fert6zési eset kulfoldrél érkezett
sertésszallitmanyokhoz volt kéthetd. Ezzel kapcsolatban szeretnénk azt a tényt kiemelni, hogy
az Ingelvac PRRS® MLV nem rendelkezik forgalomba hozatali engedéllyel hazankban, viszont
néhany eurdpai orszagban igen (Dania, Belgium, Litvania, Luxemburg, Hollandia,
Lengyelorszag, Portugalia és Spanyolorszag;
https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/modified-live-porcine-respiratory-and-
reproducti-article-35-referral-annex-i-ii-ii_en.pdf, 2024.01.15.). A magyar PRRS-mentes
sertésallomanyokra nézve, az importalt sertések okozta veszélyforrast csokkentette a 2017-
tél bevezetett rendelet, miszerint csak PRRSV-negativ sertések hozhatdéak be az orszagba

(Szabd et al., 2019). Ennek ellenére, a kovetkezd években tovabbra is megfigyelheté volt a
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PRRSV-2 jelenléte. Ide vonatkozdan szeretnénk felhivni a figyelmet Magyarorszag egyik f6
hizéalapanyag forrasara, Daniara, és az ott folytatott kereskedelmi gyakorlatra, miszerint a
vasarolt sertéseket kizarolag gytjtéallomasokon keresztll lehet exportalni az orszagbol
Magyarorszagra (Szabd et al., 2019). Ezekben a létesitményekben egyltt tartva a tébb
kilénb6z6 teleprél érkezé, eltérd életkori és immunstatuszi egyedeket, eléfordulhat, hogy
néhany virust hordozé egyed megfertézi a mentes egyedeket, illetve ugyanigy a vakcinazott
egyedek terjeszthetik a vakcinatérzseket. A PRRSV-2 nem endemikus Eurdpaban, ezért az
Ingelvac PRRS® MLV-vakcina nem egységes alkalmazasa Eurdpa teriletén minden orszagra
veszélyforrast jelenthet, hiszen a vakcinat engedélyezé orszagokbdl éléallat-forgalom
segitségével idészakosan megtorténhet a vakcinatérzs elterjedése. Mint ahogy a PRRSV-1,
ugy a PRRSV-2 orszagon belili terjedésének szintén kedvez, ha a jarvanyvédelmi
intézkedéseket alkalmanként elhanyagoljak, kilonb6z8 sertéstelepek kdzbsen hasznalnak
felszerelést vagy jarmlveket, valamint ha a létesitmények nem megfeleléen vannak
elvalasztva egymastdl. A nem  vakcinazott sertésallomanyokban  megjelend
MLV-vakcinatorzsek jarvanylgyi szempontbdl jelentds szereppel birnak. Hasonldéan a
vadtipusu toérzsekhez jarvanykitéréseket vagy gazdasagi kartételt okozhatnak, amit az
Ingelvac MLV esetében hazankban, Litvaniaban és Daniaban egyarant megfigyeltek mar
(Chen et al., 2021; grosse Beilage et al., 2009; Kvisgaard et al., 2013a; Murtaugh et al., 2003;
Stankevicius et al., 2008; Storgaard et al., 1999). A hazai 2020-2021-es PRRSV-2 fert6zeési
lanc igazolja, hogy akar egy er8s jarvanyvédelmi stratégiaval rendelkez6 orszagban is
fert6z6dhet rovid idén belll, tobb egymastdl tavoli sertéstelep.

A PRRSV-2 L1 térzsek hazai jelenléte egyetlen integracio kilénbdzé sertéstelepeihez volt
kothet6. A PRRS-mentesitési program elindulasa utan ezekrdl a telepekrél véglegesen
felszamoltak a kering6 L1 térzseket. Eurépaban ezt a lineage-et egyedil a Magyarorszagon
azonositott ORF5 szekvenciak és egy teljes genom, valamint egyetlen Szlovakiabdl szarmazé
ORF5 szekvencia képviseli (Balka et al., 2015; Jackova et al., 2013). Noha a filogenetikai
elemzések soran ezek a szekvenciak Kanadabol és USA-bdl szarmazdkkal csoportosultak,
mégis egy teljesen kulon kladot alkottak (7. abra, 58.0.). A PRRSV-2 ORF5-alapu
klasszifikaciojat aktualizaltak 2023-ban és a magyarorszagi eredetli, 2012-ben izolalt L1
torzset (PRRSV-2_Hungary 102 2012, KM514315) az ujonnan elnevezett L1E sublineage-be
(korabban L1D-alpha) soroltak (Paploski et al., 2021; Yim-im et al., 2023). Ennek a
sublineage-nek az eredete egészen az 1990-es évek elbtire vezethet vissza és az USA-ban
ez volt az egyik uralkodo klad az 1990-es évektdl 2003-ig (Paploski et al., 2021; Shi et al.,
2013; Yim-im et al., 2023). Hazankban 2005-ben detektaltak el6szor L1 szekvenciat, azonban

nem all rendelkezésre elegendd adat ahhoz, hogy pontos eredetét megallapithassuk.

86



10.1.2.2 ORF5 nukleotid- és aminosavszekvencia-alapu elemzései

Mind az L5, mind az L1 hazai tagjairél elmondhaté, hogy kismértékii genetikai diverzitassal
rendelkeznek. Az ORF5 szekvencia alapjan a behurcolt L5 térzsek nem halmoztak fel 5%-nal
nagyobb genetikai tavolsagot az Ingelvac MLV-vakcinatorzzsel 6sszehasonlitva, illetve az
egymas kozott medfigyelt genetikai tavolsag maximum 7,4% volt. Az elérhetd irodalmi adatok
alapjan az eredményeinkhez képest a legtdbb eurdpai orszagban alacsonyabb, mig Daniaban
nagyobb genetikai diverzitast figyeltek meg az L5 szekvenciak kézott (Greiser-Wilke et al.,
2010; Indik et al., 2005; Kvisgaard et al., 2013a; Stadejek et al., 2013).

A GP5 kizarélagos tanulmanyozasa alapjan csupan két as csere (as13, R>Q; asl151,
R->G) szolgal a VR-2332- és az Ingelvac MLV-térzsek megkullonboztetésére (Yuan et al.,
2001). Mivel részleges GP5 szekvenciakkal (as31-174) dolgoztunk, kizarélag a 151. as
pozicio elemzését tudtuk elvégezni (8. abra, 59.0.). Ebben a pozicidéban szamos szubsztituciét
észleltiink, a szekvenciak felénél a VR-2332-re jellemzé as csere tértent. Mindazonaltal ebben
a pozicidban jellegzetes tulajdonsag a magas mutaciés rata és a pozitiv szelekciés nyomas
(Delisle et al., 2012; Storgaard et al., 1999). Eredményeink alapjan, jarvanylgyi nyomozas
nélkil a GP5-ben tértént as cserék vizsgalatdbdl nem vonhato le egyértelml kdvetkeztetés,
hogy a vadtipusu, a vakcinatérzs vagy leszarmazottainak jelenlétét mutattuk-e ki.

A GP5 meghatarozé szerepet jatszik a virusneutralizaciés folyamatokban, tovabba a
fertézés egyeden beldli ujbdli fellangolasaban is (Chen et al., 2016; Ostrowski et al., 2002;
Popescu et al., 2017; Robinson et al., 2015; Young et al., 2021). A magyar PRRSV-2-t6rzsek
részleges GP5 as szekvenciaiban kevés polimorf poziciot talaltunk. Az L5 szekvenciak
esetében azok az as pozicidk (as56-57, as102, as104) hordozhatnak relevans informaciot,
amelyeket korabban immunelkeriléssel hoztak kapcsolatba, igy betekintést nyerhetink a
vakcinatorzsek evollciés valtozasaiba (Fan et al., 2015; Popescu et al., 2017). Az emlitett
poziciokban szubsztituciét egyarant talaltunk tinetmentes, valamint megndévekedett halalozasi
aranyt mutato sertésallomanyokbdl vett mintakban. Ezt az ellentmondast tovabb erdsiti, hogy
példaul nem minden klinikai tinetekben megmutatkozé dan L5 térzs hordoz ezekben a
pozicidkban as cserét (Kvisgaard et al., 2013a).

A GP5-ben talalhatd két neutralizalé epitép kbézil az egyik konzervativ volt (B, as37-45),
mig a masikban (C, as52—61) szamos szubsztitucié eléfordult a vizsgalt szekvencidkban. Egy
globalis PRRSV-2 GP5 adatsor alapjan az epitdop B région kismértékli, mindéssze harom
aminosavat (as38-39, as41) érint6 valtozatossag fedezhetd fel (Veit et al., 2022). A PRRSV-
2 GP5-re jellemzé egy ugynevezett ,csali epitép” (decoy epitope, as27-31) jelenléte, amely a
szignalszekvencia hasitasi helyétdl figgéen megtalalhaté az érett GP5 fehérjén (Thaa et al.,
2013). Habar ez a ,csali epitép” immundominans, nem neutralizalé immunvalaszt valt ki (Lopez

és Osorio, 2004; Ostrowski et al., 2002). Mivel részleges szekvenciak alltak rendelkezésiinkre,
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igy a ,csali epitopot” és annak az antigenitasra gyakorolt potencialis hatasat nem tudtuk
elemezni a magyarorszagi PRRSV-2-térzsekben.

A GP5 N-glikozilacioja jelentésen befolyasolja a virus fert6z6képességét és antigenitasat,
valamint a gazdaszervezet immunvalaszat (Ansari et al., 2006; J. Li et al., 2015; Wei et al.,
2012). A szamos lehetséges N-glikozilalt pozicié kozil az N44 és N51 konzervativhak
bizonyult a PRRSV-2-t6rzsekben (8. tablazat, 60.0.), ami utalhat arra, hogy ezek a pozicidék
létfontossaguak a fertézés kialakulasahoz (Ansari et al., 2006; Wei et al., 2012). Az N30 egy
masik gyakran konzervalt pozicié, azonban a hazai PRRSV-2-t6rzsek részleges
szekvenciaadatai miatt nem tudtuk annak elemzését elvégezni. Az irodalmi adatok
Osszehasonlitasa érdekében az azonositott lehetséges N-glikozilalt pozicidkat hat kilénb6z6
mintazatba rendeztik. Ezek kézill a két leggyakoribb (A, N33-N44—N51 és B, N34-N44—-N51)
az USA-ban is széles korben elterjedt (Delisle et al., 2012). Az Ingelvac MLV-vakcinatorzs
glikozilacios mintazata az N30—N33-N44-N51. Az N30 pozicion kival az N33-ban szamos
mutaciot taldltunk, ami jelezheti a vakcinatérzs gazdaszervezet immunvalaszanak

megkerilésére iranyulé tendencigjat.

10.2 Hagyomanyos DNS-konyvtarkészités és NGS alkalmazasa a PRRSV-torzsek

vizsgalataiban

10.2.1 ORF2-7 nukleotid- és aminosavszekvencia-alapu elemzései

A 2020-2021-es PRRSV-2-jarvanyok molekularis vizsgalata soran a rutin ORF5 és ORF7
mellett az ORF2-7, azaz az 6sszes szerkezeti fehérjét kodold régié tanulmanyozasara is
tamaszkodtunk. A két rovidebb régidé alapjan a mintazott PRRSV-2-térzsek az Ingelvac
MLV-vakcinatorzsh6z alltak genetikailag a legkdzelebb, azonban kbézismert tény, hogy egy-
egy régié vizsgalata félrevezetd lehet a PRRSV-torzsekben medfigyelt széleskori
rekombinacié miatt (Cui et al., 2022; Darwich et al., 2011; Dortmans et al., 2019; Yu et al.,
2022).

Az Osszesen hét érintett sertéstelep koziul 0Ot esetében sikerllt az ORF2-7
nukleotidsorrendjének meghatarozasa hagyomanyos DNS-kdnyvtarak lllumina készlléken
zajlott futtatasaval és az NGS-eredmények elemzésével. Az ORF2-7 szekvenciak és a
jarvanylgyi nyomozas segitségével igazoltuk, hogy az Ingelvac MLV-vakcinatbrzs terjedése
tortént 2020-2021-ben.

Az ORF2-7 région maximum 1,8%-0s genetikai tavolsagot lattunk a vakcinatérzshoz
képest, ugyanakkor az altalunk vizsgalt PRRSV-2-tdérzsek koézott ennél az értéknél
magasabbat észleltiink (maximum 2,5%). Ez a genetikai valtozatossag varatlannak bizonyult,
mindazonaltal az irodalmi adatok alatdmasztottak, ugyanis az Ingelvac MLV-vakcinaszer(

torzsek teljes genomszekvenciajaban a maximalis genetikai tavolsag akar a 6,4%-t is elérheti
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egy éven belll (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Kvisgaard et al., 2013a; Rupasinghe et
al., 2022).

Az ORF2-7 szekvenciak filogenetikai elemzése és a jarvanylgyi vizsgalatok betekintést
nyujtottak a vakcinatorzs atviteli Gtjaiba (8. melléklet, 128.0.). Az Eset I-bél két sertésfarmrol
szarmazo minta mutatott (Farm B, 64196; Farm C 18601) magas nt azonossagot (99%) az
Ingelvac MLV-vel, amik a filogenetikai fan is egyutt csoportosultak. Ez bizonyitotta a két
sertéstelep epidemiolégiai kapcsolatat, illetve jelezte korai helyzetiiket az atviteli utvonalban.
A Farm C esetében a malacoktol (18601) és a kocaktdl (19001) szarmazd mintak kozott
viszonylag nagy szekvenciakulonbséget lattunk (nt azonossag 97,6%). Ez egybevag egy
2023-as tanulmany eredményeivel, mely alapjan a fert6zési ciklus soran a kulénb6zé koru
sertések kdzott nagyobb mértéki lehet a virus divergenciaja (Clilverd et al., 2023). A mintak
kézidl a 19001 (Farm C) és 19601 (Farm E) egy csoportot alkotott a filogenetikai fan, ramutatva
a két farm kozotti fert6zési utvonalra, és genetikailag a legtavolabbinak bizonyultak a
vakcinatdérzsh6z viszonyitva (nt azonossag: 98,3% és 98,2%). A vakcinatérzzsel meglepd
modon a legnagyobb nt azonossagot (99,9%) a Farm D mintaja (19702) mutatta. Ennek
fényében ugy gondoljuk, hogy a jarvany kezdetén fert6zott sertéseket szallitottak a B farmrol
a vagoéhidra, majd a virus akkor terjedhetett tovabb a D farmra amikor ott végezték a vagohid
szallitojarmivének mérlegelését a sertések elszallitdsat megel6zéen. Mivel ez a virusvarians
valdszinlleg elhanyagolhaté mennyiségl él6allatban passzalddott, igy nem is tudott olyan
mérték( mutaciodkat felhalmozni, mint a telepi kérilmények kdzott keringé variansok.

A VR-2332 attenualasakor as valtozas leginkabb a nem szerkezeti région fedezhetd fel
(Yuan etal., 2001). A két térzs génbankban talalhaté szekvenciaival (AF066183 és EF536003)
Osszehasonlitva mindegyik vizsgalt ORF2—-7 aminosav-szekvenciat 7 db poziciéban talaltunk
az Ingelvac MLV-térzzsel megegyezd aminosavat, mig csupan 2 db volt azonos a
VR-2332-térzzsel. Kovetkezésképpen, mind a nukeotid- és aminosav-azonossagok, mind a
jarvanylugyi nyomozas bizonyitotta a 2020-2021-es jarvany vakcinatérzs-eredetét.

Munkank soran célunk volt, hogy a sporadikusan megjelen6 PRRSV-2-vakcinatérzsek
sertéstelepeken belll zajlé evolucids valtozasait tanulmanyozzuk. Az ORF2-7 régiénak a
mélyszekvenalasaval 4 db mintadban széles skalan valtozé kvazispecies valtozatossagot
talaltunk. Lényeges kérdés volt szamunkra, hogy a vakcinatérzshéz kétheté variansokban
megdfigyelheté-e a revertdlodas tendencigja. A taldlt SNV-k ezt egyik mintaban sem
tamasztottak ala, csupan par SNV egyezett meg a vadtipusu VR-2332-térzzsel. Az SNV-k
szamaban nem talaltunk dsszefliggést arra nézve, hogy a kezdeti fertézést kbvetéen mennyi
id6 telt el. Mindez tovabb er8siti azt az elképzelést, hogy egy-egy adott virustérzs mindegyik
variansara egyeden belll és sertésallomanyok k6z6tt mas-mas mikroevolucios és szelekcios
nyomas hat (Brar et al., 2014, Clilverd et al., 2023; Cortey et al., 2018).
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10.2.2 Kevert fert6zések azonositasa

A hagyomanyos DNS-konyvtarkészitd mddszer bevonasaval az lon Torrent készuléken
zajlé NGS-eljaras kevert fert6zések, vagy tobb PRRSV-varians egyideji kimutatasara
alkalmasnak bizonyult. Habar ez a megkdzelités tamogatta a rutin diagnosztikat, e
dolgozatban egy késbbbi fejezetben szeretnénk bemutatni alaposabban a kevert fert6zések
tekintetében levont kdvetkeztetéseinket, az Illumina rendszerre fejlesztett megkdzelités

eredményeinek egylttes bemutatasaval (10.3.2. fejezet).

10.3 lllumina-kompatibilis kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészités

10.3.1 Médszer kiértékelése

Megjelenése 6ta az NGS-technolégia folyamatos térhéditasa az élettudomanyok minden
terlletén érzékelhetd. Nincs ez masképpen az allatorvosi diagnosztikaban, ahol az
NGS-modszereket rutinszerllen a korokozok azonositdsaban és karakterizalasaban
hasznositjak (Belak et al., 2013; Kaszab et al., 2020; Kumar, 2019; Suminda et al., 2022; Van
Borm et al., 2016, 2015).

Munkank elsédleges célja volt olyan NGS-moédszerek kidolgozasa, specifikusan a
PRRSV-re, amelyek hozzajarulhatnak mind a PRRSV-térzsek kutatasahoz, mind a
diagnosztikajahoz. Ennek érdekében a mar meglévd, gyakran alkalmazott molekularis
modszerek mellé szerettlink volna U] megkozelitési mdodokat nyujtani. Az  altalanos
diagnosztikai munkakdrnyezethez igazitva az elképzeléseinket ugy véltik, hogy az NGS
lehetséges alkalmazasa a gyors, egyszer(i és koltséghatékony DNS-kdnyvtarkészitésben
rejlik. Az lllumina mint az egyik jelentés NGS-technoldgiat szolgaltaté cég, szamos piacvezetd
készuléket forgalmaz, emellett a szekvendlas kémidja lehetévé teszi ezen készllékekre
specifikus, alternativ konyvtarkészité modszerek fejlesztését. Céljainkhoz igazodva, a PRRSV
vizsgalatahoz adaptaltunk egy érzékeny, koltség-, és id6hatékony, kizarélag PCR-rendszerre
épuld, fuzids primerek segitségével megvaldsuld DNS-konyvtarkészité médszert (Bybee et al.,
2011; Gohl et al., 2020; Holm et al., 2019; Xiao et al., 2020). Az emlitett, lllumina rendszerekkel
kompatibilis, PCR-alapu kdnyvtarkészitést az allatorvosi tudomanyokon belll mind a mai napig
rendszerint a 16S-alapu metagenomikai elemzésekhez haszndljak (Johnston et al., 2017,
Lowman et al, 2023; Vidal et al, 2017; Wolf-Jackel et al, 2021). Az
amplikon-mélyszekvenalast nem kizarélag egy-egy adott célrégid vizsgalatara lehet csak
alkalmazni. Multiplex PCR és atfedd fuzidés primerek segitségével a teljes genom
felszaporitdasa és vizsgalata szintén lehetséges (Gohl et al., 2020). Ezen PCR-alapu
konyvtarkészitd metddusoknak a 6 elénye, hogy nagyfoku rugalmassagot nyujtanak: a fuziés
primerek az lllumina-specifikus szekvenald és vonalkdd-szekvenciak mellett a vizsgalni kivant
célgénre illeszkedd szakaszokat is tartalmaznak, melyek az adott igényeknek és céloknak

megfeleléen alakithatéak.
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Kutatomunkank soran, mint Uj DNS-konyvtarkészité megkdzelités, a PRRSV-térzsek
ORF7 régidjara, illetve a Porcilis- és Unistrain-vakcinatérzsek telies genomjara fokuszalva
adaptaltuk a kétlépéses PCR-alapu modszert. Az lllumina egyes készllékeire (MiSeq széria
és NextSeq 1000 & 2000) elérhetbek olyan szekvenald reagensek és kitek, amelyek maximum
2x300 bp hosszu readeket biztositanak. Ezekkel kivitelezve az amplikon-mélyszekvenalast,
elméletben 600 bp hosszusagu termék (paired-end beallitas) nukleotidsorrendje allapithato
meg, ezért PCR-rendszereinket ennek megfeleléen alakitottuk ki. Mivel tudomasunk szerint
hasonlé médszer alkalmazasarél a PRRSV-vel kapcsolatban eddig egyetlen folyoiratcikk sem
jelent meg, igy eredményeinket telies genom nukleotidsorrendjének meghatarozasara iranyuld
egyéb NGS-moddszerekkel tudtuk 6sszehasonlitani.

A nukleokapszidot kbédold6 ORF7 az egyik legkonzervativabb szakasza a
PRRSV-genomnak, ennek okan szamos diagnosztikai modszer célozza a PRRS-fert6zés
jelenlétének kimutatasara, valamint filogenetikai elemzésekhez egyarant felhasznalhat6
(Kvisgaard et al., 2017; Le Gall et al., 1998; Pan et al., 2023; Shi et al., 2010a; Stadejek et al.,
2013, 2008). A fentiek alapjan az ORF7 régio mélyszekvenaldsahoz egy olyan univerzalis
primerpart terveztink, amely lehetévé teszi mind a PRRSV-1-, mind a PRRSV-2-t6rzsek
detektalasat és molekularis genetikai vizsgalatat.

A primerpar tesztelését a két PRRSV prototipus térzzsel (PRRSV-1: Lelystad, PRRSV-2:
VR-2332) végeztik el, tovabba a PCR-rendszer érzékenységének megallapitdsahoz szintén
ezen torzsek PRRSV-negativ malacsavéban higitott mintait (spike-in) hasznaltuk fel. Kezdeti
vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a primerpar mindkét fajra specifikus, illetve a PCR-1
soran nem torténik termék képzbdése egyéb allatorvosi  jelentGséggel  bird
sertésmegbetegedések kérokozoinal.

Az amplikon DNS-kényvtarkészité moddszer spike-in mintakkal végzett kisérletével
kimutattuk, hogy annak virustelitettségre vonatkozé érzékenységi hatara mindkét faj esetében
koridlbeldl a Ct 34 (9. melléklet, 129.0.). Egy 2021-ben megjelent teljesgenom-szekvenalasi
(WGS, whole genome sequencing) eljaras érzékenysége hasonldnak bizonyult (<Ct 34,1) az
altalunk adaptalt ORF7 amplikon-mélyszekvenalasi megkdzelitéshez (Gagnon et al., 2021).
Ugyanakkor a WGS-moddszerekre altalaban jellemzébb, hogy Illlumina készulékekkel
kivitelezve, a magas Ct-értékl (25-30) savomintaknal gyakran meghiusul a teljes genom
Osszeallitasa, ellenben az ORF7 régi6 meghatarozasa ilyen esetekben is megbizhato
modszernek bizonyul (Gagnon et al., 2021; Kim et al.,, 2022; Trevisan et al.,, 2022;
Vandenbussche et al., 2021; Zhang et al., 2017).

Annak ellenére, hogy a célfaj specifikus readek aranyat szamos tényezd befolyasolhatja
(példaul a tisztitasi lépés), az irodalomban altalanosan jellemz6 ezen érték hasznalata és
osszehasonlitasa a kulonb6zé modszerek kozott, mivel informacidt ad az alkalmazott

NGS-modszer hatékonysagarol. Az Altalunk fejlesztett konyvtarkészité rendszerrel a
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PRRSV-specifikus readek maximalis aranya a spike-in mintakban nagyobb volt (98%), mint
barmely, az Illlumina platformokon tértént NGS-modszerfejlesztésre iranyuld korabbi
kutatasban (Gagnon et al., 2021; Vandenbussche et al., 2021; Zhang et al., 2017). Egyéb
tényez6k mellett ez a statisztika fligghet az alkalmazott szekvenalé eszk6ztél, mivel a 454 GS
Jr és a Roche 454 FLX késziléekeken végzett PRRSV-vel kapcsolatos WGS-vizsgalatokkal
magasabb értéket értek el (Brar et al., 2014; Kvisgaard et al., 2013b). Erdemes megjegyezni,
hogy Kvisgaard és munkatarsai (2013) szintén PCR-termékek Ujgeneracids szekvenalasat
hajtottak végre, azonban hagyomanyos, kereskedelmi forgalomban kaphat6 kényvtarkészité
kitekkel dolgoztak. A PRRSV-specificitdsra vonatkozélag ugy véljik, hogy az ebben a
disszertacidoban ismertetett, ORF7-re iranyulé amplikon-mélyszekvenalasi médszeré magas,
mivel a 30-35 Ct-értékkel rendelkez6 spike-in mintakban a PRRSV-bél szarmazd readek
atlagos aranya nem esett 40% ala, az irodalmi adatokban megfigyelt <10%-hoz képest
(Gagnon et al., 2021).

Az ORF7 amplikon-mélyszekvendlas alkalmazhatosagat szintén ellendriztik hazai
sertéstelepekrél szarmazd, 15 db archivalt savopoolmintaval (12. tablazat, 69.0.). Ezek a
mintak az ORF5 elézetes filogenetikai vizsgalata alapjan valtozatos hazai PRRSV-kladokat
képviseltek. Az ORF7 konszenzus szekvencia dsszeallitdsa egyetlen minta, a 30156_20
esetében hiusult meg, amelynek Ct-értéke kdzel esett a mddszer kimutatasi hatarahoz
(31,6/34). Feltételezzik, hogy az archivalt minta tarolasa, illetve az ismételt fagyasztas-
olvasztas kdvetkeztében az alacsony képiaszamban jelenlévé RNS degradacioja térténhetett.
A rendszer klinikai mintdkon t6rténé alkalmazhatésaganak alaposabb felméréséhez
szukséges lenne tdbb, a PRRSV-t alacsony kdpiaszamban (Ct 30-35) tartalmaz6 mintaval is
elvégezni a kisérletet. Egy masik lehet6ség, hogy a 30156_20 minta olyan variansok csoportjat
reprezentalta, amelyeknél a primer két6helyein valamilyen mutacié all fenn. Az emlitett
felvetésre megoldas lehet a hazai vagy akar nemzetkdzi kladokba tartozé mintaszam
ndvelése. Mindazonaltal sikerult bizonyitanunk, hogy a kétlépéses PCR-alapu kdnyvtarkészité
modszer biztonsaggal alkalmazhaté nagy genetikai diverzitast mutaté PRRSV-torzsek
esetében.

Egy adott jarvanytani vagy diagnosztikai vizsgalat elvégzéséhez az alacsony
virustelitettségli klinikai mintak esetében alapos megfontolast igényel a megfeleld
NGS-megkodzelités kivalasztasa, hiszen az korlatozhatja a tervezett elemzések sikerét. A
random hexamer alapu teljes genomszekvenalas altalanosan elterjedt médszer, valamint a
legalkalmasabbnak bizonyul a keringé virustdrzsek genetikai jellemzéséhez, a variansok
meghatarozasahoz, a rekombinans tdrzsek azonositasahoz, vagy a vakcina-,
vakcinaleszarmazott és vadtipusu toérzsek elkilénitéséhez (Belak et al., 2013; Cortey et al.,
2017; Djikeng et al., 2008; Quer et al., 2022). A virusgenom vagy bizonyos célrégidk elézetes

dusitasa a klinikai mintaknal a legtébb esetben elengedhetetlen (Ballester et al., 2016). Az
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altalunk kidolgozott ORF7 amplikon-mélyszekvenalas rendkivil hatékonynak és érzékenynek
bizonyul, tovabba mivel a kdltsége és a raforditandé idé egy nested PCR munkafolyamataval
egyezik meg, alkalmas lehet a fert6z6 PRRSV-torzsek elézetes molekularis epidemioldgiai
vizsgalatara.

Miutan meggy6zédtiink rola, hogy a kidolgozott PCR-alapu kdnyvtarkészité eljaras egy
adott amplikon-mélyszekvenalasara alkalmas, kisérletet tettlink arra, hogy azt egy multiplex
PCR-rendszerbe beépitve, a Porcilis- és Unistrain-vakcinatorzsek teljes genomjanak
felszaporitasat és szekvenalasat megvaldsitsuk. Az lllumina rendszerek nyujtotta maximum
600 bp-t atélelé6 amplikonméretet figyelembe vettik és mind a két vakcinatérzs 15 kbp
hosszusagu genomjanak 100%-os lefedéséhez 34 db fuzids primerpart alakitottunk ki. A teljes
genomot felszaporité multiplex PCR-ek esetében |étezd probléma a kialakulé primerdimerek
miatti amplikonkiesés, ezért elézetesen elvégeztik a primerszett ilyen jellegli elemzését
in silico (Itokawa et al., 2020). Az egyedi PCR-ek igazoltak a primerek mikodoképességét és,
mint ahogy az irodalmi adatok is szamos esetben mutatjak, szukségszerl volt a primerek
poolozasan finomitani (Gohl et al., 2020; Quick et al., 2017). A tdbblépcsés optimalizalas utan
sikerilt elérnlink, hogy a szekvenalasi mélység a poolAv3 felhasznalasaval egységes képet
mutasson a Porcilis-vakcinatorzs teljes genomjanak hosszan (14. abra, 71.0.). Ezt
alatdmasztotta az amplikononkénti minimum és maximum szekvenalasi mélység
elhanyagolhat6 kildnbsége (14—16x). Habar csupan egy Unistrain-vakcinamintat vizsgaltunk,
bizonyitottuk, hogy a primerszett szintén alkalmas ennek a vakcinatérzsnek a felszaporitasara,
valamint a teljes genom Osszedllitdsara. Ahhoz, hogy ellenérizni lehessen a poolAv3

hatékonysagat erre a torzsre nézve, tobb vakcinaminta bevonasa szikséges.

10.3.2 PRRSV-1 ORF7 nukleotidszekvencia-alapu elemzései

A munkank egyik céljaként meghatarozott, kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészitési
modszer kidolgozasaval lehet6 valt a PRRSV-genom ORF7 szakaszanak részletes genetikai
elemzése. A dolgozatban ismertetett modszer segitségével egy vagy tobb PRRSV-torzs
egylttes jelenlétének kimutatasan felul a sertéstelepeken, vagy az egyedeken beldli
viruspopulacio feltérképezése szintén megvaldsithato.

Noha az ORF7 régié a PRRSV-genom egyik legkevéshé valtozékony szakasza, tobb
tanulmany megallapitotta, hogy jelentés genetikai variabilitdssal rendelkezik. Az ORF7
amplikon-mélyszekvenalassal vizsgalt 15 db savépoolmintabdl nyert ORF7 konszenzus
szekvencidk ezt szintén alatamasztjak, hiszen kozottik hasonld mértékii valtozatossagot
talaltunk, mint amit vildgszerte leirtak (Franzo et al., 2021; Frossard et al., 2013; Kvisgaard et
al., 2013c; Shin et al., 2022).

A konszenzus szekvenciak meghatarozasan felil az amplikon-mélyszekvenalas

segitségével 6t mintaban egyidejlleg azonositottunk és allitottunk 6ssze két-két ORF7
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szekvenciat. A szekvenciaparok kozott megfigyelt genetikai eltérés mértéke arra utal, hogy az
adott sertéstelepeken a mintavételi idészakban, parhuzamosan minimum két PRRSV-térzs
keringett (Lalonde et al., 2020). A nt azonossag értékei alapjan négy minta esetében a minor
szekvenciak Porcilis-vakcinatorzseredetll variansokat képviseltek (Balint et al., 2021). Két
mintanal (2208 _19 és 474 _19) ezt szintén megerfésitette, hogy a mintavétel idészakaban ezen
vakcinaval tortént a telepeken a sertések immunizalasa. A PRRS-fertézés megel6zésének
érdekében alkalmazott MLV-vakcinabdl szarmazé vakcinatdrzsek és a vadtipusu torzsek
egylttes eléfordulasat a sertéstelepeken mar tébb tanulmany is bizonyitotta (Cheng et al.,
2022; Greiser-Wilke et al., 2010; Trevisan et al., 2022; Vandenbussche et al., 2021). A PRRS
elleni védekezést tamogatd molekularis epidemiolégia szempontjabdl ez abban az esetben
okoz problémat, ha a keringd vakcinatdrzsek elfedik a vadtipusu torzsek jelenlétét, ami rovid
vagy hosszu tavon hatraltatja a jarvanyvédelmet (Harmon et al., 2019). Ennek megoldasara
szamos, a vakcina- és vadtipusu torzsek megkulonboztetésére szolgald diagnosztikai
modszer szuletett az elmult években (Fornyos et al., 2022; Pan et al., 2023; Wang et al., 2021).
Alkalmazasuk esetén azonban szem el6tt kell tartani, hogy gyakorta farm-, vagy
vakcinaspecifikusak, ugyanakkor  egyes NGS-eljarasokkal vagy az  ORF7
amplikon-mélyszekvenalassal  kikliszobolheté a  szekvenciaspecifikus diagnosztikai
modszerek szukségessége, ezzel jelentdsen lerdviditve a torzsek elkulonitésére szant id6t és
anyagkdltséget (Lalonde et al., 2020; Trevisan et al., 2022).

Az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas segitségével betekintést nyertink a PRRSV
viruspopulaciojanak genetikai diverzitasaba. Habar egy konzervativ génrél van szo, korabbi
kutatasok alapjan az ezen a genomszakaszon felhalmozott mutans spektrum részét képezi a
kvazispeciesnek (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Cortey et al., 2018; Xing et al., 2022).
Az értekezésben felhasznalt savopoolmintakbdl nyolcban heterogén viruspopulaciot
fedeztiink fel az NGS-eredmények bioinformatikai elemzésével. Az irodalmi adatokkal
megegyez6en, mi sem lattunk egyeértelml mintazatot, azaz az altalunk azonositott
SNV-poziciok a mintak kdzott és az ORF7 régié mentén egyenlétlendl oszlottak el (Brar et al.,
2014). Holott korabban az ORF7 régiot érinté SNV-mutaciok kézoétt aranyaiban tobb tranziciét
figyeltek meg, tulnyomé tébbségben a citozin/timin cserét, gyakorisagukat tekintve mi nem
talaltunk kilénbséget a citozin/timin és adenin/guanin csere kdzétt (Brar et al., 2014; Xing et
al., 2022). Az eddig megvalésult, a PRRSV telies genomjara koncentrald vizsgalatokban a
potencialisan nem-szinonim vagyis as valtozast okozé SNV-k ardnya nagyobb volt az altalunk
leirtakhoz képest (Brar et al., 2014; Cortey et al, 2018). Az SNV-k szdma két
MLV-vakcinatorzsek alkotta kladbdl (Spanish és Reprocyc) szarmazé mintakban volt a
legmagasabb. Vizsgalataink alapjan ebben a két kladban az ORF7 gén esetében is az ORF5
régional megfigyelt, nagyfoku genetikai valtozatossag lehet jellemz6, azonban ezen

eredmények igazolasahoz sziikséges lenne kladonként tdbb minta tesztelése.
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Annak ellenére, hogy a PRRS az egyik legnagyobb gazdasagi kartétellel jard
sertésmegbetegedés, a virus-kvazispecies feltarasaval kapcsolatos kdzlemények szama
mindeddig elenyészd, ennélfogva mind a sertésallomany, mind az egyedek szintjén nehéz
konkluzidra jutni a genomot vagy a géneket érinté mikroevoluciés hatasokrél. Mindazonaltal,
az eddigi ismereteink alapjan feltételezhet, hogy a PRRSV-térzsekre eltéré evollcios

tényez6k hatnak.

10.3.3 PRRSV-1 Porcilis PRRS vakcina genetikai stabilitasa és valtozatossaga

Munkank soran a Porcilis- és az Unistrain-vakcinatorzsek telies genomjanak
meghatarozasa, illetve a térzsek genetikai valtozatossaganak felmérése érdekében amplikon-
mélyszekvenalast hajtottunk végre. Vizsgalatunk targyaként azért valasztottuk a PRRSV-1
ellen létrehozott Porcilis® PRRS (MSD Animal Health) és Unistrain® PRRS (HIPRA)
MLV-vakcinakat, mert hazankban és vilagszerte leginkabb ezeket hasznaljak a kocak és a
ndévendék sertések aktiv immunizalasara (Balint et al., 2021; Chae, 2021). Az értekezés
alapjaul szolgalé vizsgalatokat egyedul a Porcilis PRRS vakcinaval és viszonylag alacsony
mintaszammal tudtuk elvégezni, mert a sikeres PRRS-mentesités kovetkeztében
folyamatosan kivezetésre kertltek az MLV-vakcinak a hazai piacrél.

Az  RNS-virusalapu  MLV-vakcinak genetikai  stabilitdsanak ismerete  mind
vakcinagyartasban (,batch-to-batch” valtozatossag), mind telepi kérilmények kézott Iényeges
tényezé kellene, hogy legyen. Holott egyes tanulmanyok felhivjak a figyelmet a vakcinagyartas
soran kialakulé viruspopulacid6 mutans spektrumara, vagy a kontaminaciod jelenlétére, a
kuldnb6z6 gyartasi tételbdl szarmazo MLV-vakcinak 6sszehasonlitasat célzé kutatasok mind
a mai napig korlatozottan allnak rendelkezésre (Hoper et al., 2015; Legnardi et al., 2022;
Neverov és Chumakov, 2010; Serrdo de Andrade et al., 2021; Victoria et al., 2010). Az irodalmi
adatok és a génbank adatbazis attekintése soran minddssze négy eltérd
Porcilis® PRRS-vakcinafiolabdl kimutatott genomszekvencia érhetd el, azonban az egyetlen,
ebben a témaban publikalt koézleménynek nem volt célja a részletes genetikai
O0sszehasonlitasuk (Eclercy et al., 2021). A genetikai stabilitassal 6sszefliggésben az
MLV-vakcinakhoz kapcsolddo jelentés veszélyforras az attenualtsag elvesztése és a virulencia
visszaszerzése (revertalt virustdrzs), tovabba a rekombinacié masik vakcinatérzsekkel, vagy
vadtipusu torzsekkel (Grebennikova et al., 2004; Kimman et al., 2009; Kvisgaard et al., 2020;
Sun et al., 2022; Trevisan et al., 2023; J. Wang et al., 2022). A Porcilis-vakcinatérzs esetében
ellentmondasos kdvetkeztetéseket olvashatunk az irodalomban, hiszen az ORF5 vizsgalata
alapjan telepi korliimények k&zoétt magas genetikai stabilitdsa figyelhetd meg, ellenben
allatkisérletekkel kimutattak, hogy revertalédasra hajlamos lehet a torzs, ami a teljes

genomszekvencia szintjén is megjelenik (Balint et al., 2021; Eclercy et al., 2021). Ezenfelll
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mar karakterizaltak a Porcilis- és az Unistrain-vakcinatorzsek genetikai keresztez6désébdl
kialakuld rekombinans térzset (Renson et al., 2017).

Eclercy és munkatarsai négy kilénb6zé Porcilis-genomszekvenciavarianst irtak le
(FULL-LENGTH és delécios variansok: LONG-DEL, SHORT-DEL, SHIFT-DEL), amelyeket mi
is felfedeztlik az altalunk vizsgalt harom vakcinamintaban (Eclercy et al., 2021). A harom
deléciés variansban azonositott delécid az NSP2 nem-szerkezeti fehérjét kdédold région
(as386—1445) belll talalhatoé (Y. Li et al., 2015). Egy korabbi kutatas és az eredményeink
alapjan a Porcilis PRRS vakcinaban a LONG-DEL forma fordul el6 a legnagyobb aranyban,
és a delécidban az nt2215-2436, valamint az as666—739 régiok érintettek (KF991509
rekordhoz viszonyitva, FULL-LENGTH varians) (Eclercy et al., 2021). Az NSP2 région beldili
inszercidkat és delécidkat elészér a patogenitas indikatoraként tartottdak szamon a
PRRSV-2-tdrzseknél, viszont a legujabb tanulmanyok szerint csupan részben allnak
Osszefliggésben a virulenciaval vagy a torzs attenualtsagaval (Zhang et al., 2023; Zhou et al.,
2009). Jéllehet a PRRSV-1-t6rzsek NSP2 régidjara vonatkozéan kevesebb informacio all
rendelkezéslinkre, azonban ezen adatok alapjan, hasonléan a PRRSV-2-térzseknél
megfigyeltekhez, ez az egyik legvariabilisabb nem-szerkezeti gén és szintén jellemzé ra a
delécié (Vandenbussche et al., 2021; Wang et al., 2019b). Ami bizonyos, hogy az NSP2
szamos inszercids/delécios mutaciét képes toleralni, anélkil hogy az befolyasolna a virus
fert6zd és replikaciés képességét (Han et al., 2007; Kim et al., 2009).

Az értekezésben vizsgalt Porcilis-vakcinamintakbol szarmazé és a génbankban fellelhetd
telles genomszekvenciak 6sszehasonlitasabdl kizartuk az emlitett NSP2 delécios régiot, igy
minddssze 0,1%-0s genetikai eltérést talaltunk, mely a kulénb6z8é gyartasi tételek kozotti
csekély szintl genetikai valtozatossagra enged kovetkeztetni. Egyel6re hasonl6 témaban,
azaz, hogy genom szintjén mennyire térnek el a kuldnbdzd vakcinafiolakban talalhatéd
PRRSV-1-vakcinatorzsek, tudomasunk szerint egyetlen irodalmi adat van. Az Eclercy és
munkatarsai altal vizsgalt két Porcilis PRRS-vakcinafiolabdl nyert teljes genomok konszenzus
szekvenciai egyformanak bizonyultak (Eclercy et al., 2021). Eredményeink alapjan az is
elmondhaté, hogy a Porcilis-vakcinatérzsek a DV-térzs attenualasa soran sem halmoznak fel
nagy genetikai eltérést (0,9%, maximum 126 nt kilénbség). Ez némileg nagyobbnak bizonyul,
mint amit leirtak egyes PRRSV-2 szlil8i és attenualt parok kézétt (An et al., 2011).

Ismereteink  szerint kozvetlendl PRRSV-1-vakcinafiolabdl a kvazispecies
valtozatossagaval kapcsolatban eredménykézlés eddig még nem tértént. Az altalunk
kidolgozott mddszerrel a konszenzus szekvencia meghatarozasan felul az NGS-adatok
elemzése egyarant ramutatott a Porcilis-vakcinamintak széles virusmutans-spektrumara. Az
azonositott SNV-k szama 113 db és 122 db koz6tt valtozott, a maximalis gyakorisaguk pedig
47,2-48,7% volt (19. abra, 78.0.). A felfedezett vakcinan bellli genetikai valtozatossag

kisebbnek vagy épp nagyobbnak bizonyult, mint egyes vadtipusu vagy vakcinaszer(
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torzsekben (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Xing et al., 2022). Az SNV-k elhelyezkedése
a genomon belil hasonléan elszértnak mutatkozott az emlitett kézleményekkel dsszevetve,
ugyanakkor a harom altalunk vizsgalt vakcinamintaban a kvazispecies egységes mintazatot
mutatott, azaz a talalt SNV-k hasonlo helyeken és hasonld gyakorisagban fordultak elé. A
vakcinamintakban megfigyelt SNV-k hianya az ORF6 és ORF7 région nem varatlan, hiszen az
egyik legkonzervativabb szakaszai a genomnak, ennek ellenére kisebb-nagyobb
valtozatossagot hordozhatnak. A kézlemények 6sszehasonlitasa félrevezetd informaciokkal
szolgalhat, hiszen az SNV-k elfogadasahoz és elemzéséhez mas-mas kritériumokat irtak eld,
példaul az SNV gyakorisaganak értékét (1% vagy 10%), tovabba ha nem is csak a teljes
genom vizsgalataval, de mar kimutattak, hogy a fertézés 6ta eltelt id6 vagy a minta forrasa
(savo, sejten passzalt) szintén befolyasolhatja a detektalt kvazispecies-t (Brar et al., 2014;
Chen et al., 2016; Clilverd et al., 2023; Cortey et al., 2017; Evans et al., 2017; Lu et al., 2014;
Xing et al., 2022).

Az értekezésben vizsgalt és a génbankban elérhetd Porcilis teljes genomok kdzott 1atott
maximum 15 nt kilénbség felét (7 db), mint SNV is azonositottuk, tovabba a harom
vakcinamintankban fellelt egyetlen polimorf poziciét (nt 1519) szintén. Eclercy és munkatarsai
a Porcilis-vakcinatdrzs genetikai evolucidjat vizsgaltak sertések kozott térténéd kontrollalt
passzazsa utan (Eclercy et al., 2021). Harom nt poziciordl ugy vélték, hogy a gazdatesthez
torténd ujraadaptacioval allnak dsszefliiggésben. Az altalunk elvégzett elemzés alapjan, ezek
kdézul az egyik pozicid a kilénb6zé genomok kozotti egyik nt kildonbségnek felelt meg
(nt 3325). Ugyanezt allapitottuk meg egy masik pozicid esetében is (nt 13571), emellett mi ezt
SNV-ként is leirtuk. Munkajuk soran ezenkivil még 6t poziciét dsszefiiggésbe hoztak a
vakcinatorzs részben revertalt fenotipusaval, amelyek koézil egy megegyezett (nt 14014)
altalunk meghatarozott SNV-vel. Mindezek alapjan ugy tlnik, hogy a vakcinagyartas soran
kialakult kvazispecies részben magyarazhatja a Porcilis-vakcinatorzs genetikai és fenotipusos
valtozasait.

A szul6i vadtipusu DV-t6rzs és a Porcilis PRRS vakcinakbdl nyert telies genomok ko6zott
megfigyelt maximum 126 db nt kulénbség kézil mindéssze 9 db fedett at valamelyik SNV-vel.
Kozuluk az egyik (nt 14014) az Eclercy és munkatarsai altal karakterizalt, részben revertalt
fenotipust meghatdroz6 mutacié volt. A Porcilis PRRS vakcindk mikroevoluciés

mechanizmusainak mélyrehatébb megismeréséhez azonban tovabbi kutatas szlikséges.
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X1 Uj tudomanyos eredmények

1.

2.

3.

ORF5 szekvenciaadatok vizsgalataval mindkét PRRSV faj magyarorszagi elterjedési

térképét elkészitettlk, valamint genetikai diverzitasukat felmértuk.

Els6ként adaptaltuk a PRRSV-re az lllumina rendszerekkel kompatibilis, kétlépéses
PCR-alapu DNS-koényvtarkeszité modszert és hajtottunk végre
amplikon-mélyszekvenalast.
Kidolgoztunk és optimalizaltunk kétféle PCR rendszert:

i.) mindkét PRRSV faj ORF7 régidjara;

i.) a Porcilis és Unistrain PRRSV-1-vakcinatorzsek és leszarmazottaik teljes

genomijara specifikusan.

Az ORF7 amplikon-mélyszekvenalas alkalmazhatésagat sikeresen felmértik hazai
sertéstelepekrél szarmazo klinikai mintakon. Tovabba megallapitottuk, hogy a Porcilis- és
Unistrain-vakcinatérzsek telies genomszekvenciajanak meghatarozasa szintén
lehetséges. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy mindkét megkdzelités egyarant
segiti a PRRSV-t célz6 diagnosztikat és kutatast, beleértve a keringd PRRSV-t6rzsek
azonositasat, genetikai diverzitasanak és a viruspopulacié komplexitasanak felmérését.
Kimutattuk, hogy az amplikon-mélyszekvenalas gyors, egyszerli és koltséghatékony

alternativ opciot kinal az NGS diagnosztikai bevezetéséhez.
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XIV  Mellékletek

1. melléket: A Porcilis- és Unistrain-vakcinatdrzsek és azok leszarmazottjaira specifikus

multiplex PCR-rendszerben hasznalt primerek tulajdonsagai.

Relativ mennyiséguk
a kiilénb6z6

Szekvencia (5'-3’) Pool Primerek poolozasi
tapadasi helye * stratégiakban

vl v2 v3
1F ATGATGTGTAGGGTATTCCCCCTAC 1 1 25 1 3 1,5
1R ACTTGGAGTTCACGAAGGTGTC 1 562 583 1 3 1,5
2 F GCAATCACAACTTCCTCCAACG 2 490 511 1 1 1
2 R CACGTCGGGGTTYTGGACAA 2 1015 1034 1 1 1
3 F TCTGYCCATTTGAGGAGGCTCA 1 739 760 1 3 3
3R AGGCGAACRAATCCTGGGGT 1 1278 1297 1 3 3
4 F CTGTCTTGCCCCCRGTCTTGGATC 2 1227 1250 1 1 1
4 R CTCACCTCTACCTCCCARTGAAC 2 1710 1732 1 1 1
5F CTTGYTCAGGCGATYCAATGTC 1 1617 1638 1 3 1,5
5R AARCACYCGTCCAGRGACACA 1 2147 2167 1 3 1,5
6 _F ARAAATGCGGTGCCACGGAA 2 2020 2039 1 1 1
6_R GTGTTTGCTCTCTCACAAGGGT 2 2562 2583 1 1 1
7F CTCRGACYCCATGAAAGRAAAC 1 2477 2498 1 3 3
7R GCCTCGGTCAATTAAGGCTTG 1 3030 3050 1 3 3
8 F ATGCTCCRGTGGTTGAYGCC 2 2923 2942 1 3 3
8 R TCACTCGACTARGAARATCCGG 2 3462 3483 1 3 3
9 F TGAAGCAACTGGTGGCRCAG 1 3316 3335 1 15 15
9 R AAAGTTGGCGCTGCTCAAGAG 1 3868 3888 1 15 15
10 F GTTCTTGGATGGCTTTTGCTGT 2 3766 3787 1 15 1,5
100 R CATTTGAYRGCCTGACTGGGAT 2 4324 4345 1 1,5 1,5
11. F ATCAACCRCACCAAAAGCCCAT 1 4240 4261 1 1 1
11. R GACACACAAAGTCGAGAGGAGC 1 4771 4792 1 1 1
12 F TCAAGTGTGTGGCCGAGGAA 2 4691 4710 1 1 1
12 R CAGTTAARGCAGCTCTCCGGAC 2 5232 5253 1 1 1
13 F GACATCCACCAGTACACCTCTG 1 5154 5175 1 1 1
13 R AGTTTGTTTGAACCGGTGTGGA 1 5692 5713 1 1 1
14 F GGAAGGGTTCGCCTTCTGTTTT 2 5612 5633 1 1 1
14 R TGCGTAGAACGCCAGAGAAAGC 2 6143 6164 1 1 1
15_F TCTTTGTGCTTGCATGGGCC 1 6061 6080 1 3 15
15 R GCATACGCTGCYTCAATGTACTG 1 6582 6604 1 3 1,5
16 F GTTGTCACAGGCTGACCTTGAT 2 6494 6515 1 1 1
16 R ATCCGTGTAAAAGGTGTCACCG 2 7040 7061 1 1 1
17 F GAGAGGATGAAGAAACAYTGTGT 1 6957 6979 1 5 3
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17_R
18 F
18 R
19 F
19 R
20 F
20_R
21 F
21 R
22 F
22 R
23 F
23 R
24 F
24 R
25 F
25 R
26 F
26_R
27 F
27 R
28 F
28 R
29 F
29 R
30_F
30_R
31 F
31 R
32 F
32 R
33 F
33 R
34 F
34 R

CTCRGAAGTGACTTTTAGGTCTAAAG
GGCGGCYTRGTTGTGACTGAAA
ATTTACCATCAGACACDGGGGC
TRCCTTACAAAACTCCTCAAGACA
ACTGAGCGCCGATCTGTGAGC
GTCAAGGAGAATTGGCAAACYGT
ACYAACATAGGCTGAATTTCAAGGA
ACTGGTAATYTATGCCCAGCAC
TGGCGGAAYTTYTTCCCTTCAT
AGGACCTCATCTGYGGTATTGC
CTACTATGAACTTGCTGAGTAGYA
ATGGAGACTACCARGTGGTGC
ACAGGYCGGGTGGTAAAAAC
ACTATTTACAGATTTGGCYCYAACA
TRTCYGGGGAAAAGTAAAACCC
ACCCRAGGTGCAAGTCTCTCTT
AGAGTGCACACGGCTTTAGC
GGGGTGTCATCACATYACATCAA
CAGTGTAGTCCTTGCCGTCATT
CGCAGTGGAAGATTTTGGGGTT
GGARACTCGCATGTGCCAAA
ACTATCGAAGGTCCTATGAARGCTT
TGATGGTYAGCTCGAATGATGT
TGTGGCTTCATCTGTTACCTTGT
CGAACGCCTCAGAAACCATGA
AATAGACGGGGGCAATTGGTTC
CAATGGTTGTAGCCCACCTCAT
CCAACATACCCAGCAGCATCAT
TGAAGTTGGTAAACCGGGTACG
CTTTCGCAGCGYTCGTATGTT
GGCAACACAATCTGCATCTGGA
CACCAACCGTGTCGCAYTTAC
CGTCTGGATCGATTGCAAGCAG
TCTAGTACCAGGACTTCGGAGC
TTAATTTCGGTCACATGGTTCCTGC

N P P NN P P NN P P NN P P NDMNDNN P P NN P P NN P P NN P P DN DN P

2

7512
7442
7967
7899
8453
8348
8892
8794
9324
9222
9750
9678
10241
10151
10694
10608
11171
11080
11624
11535
12079
11995
12530
12440
12989
12916
13444
13374
13911
13846
14372
14284
14822
14521
15076

7537
7463
7988
7922
8473
8370
8916
8815
9345
9243
9773
9698
10260
10175
10715
10629
11190
11102
11645
11556
12098
12019
12551
12462
13009
12937
13465
13395
13932
13866
14393
14304
14843
14542
15100

B R R R R R R R R R R R R R R R P R R R R PR R R R PR P P R R R P R R R
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PR R R R R R R P P W W R

[
R T
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* Porcilis PRRS referencia vakcinatérzshéz (KF991509) viszonyitva
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2. melléklet: Az lllumina-kompatibilis kétlépéses PCR-alapu konyvtarkészitési modszer
masodik PCR koérében alkalmazott 6sszes vonalkddold primer szekvencidja (indexek: Nextera
XT Index Kit v2 Set C). A primerek felépitése a kdvetkez6: P5 és P7 adapterek, i5 és i7
vonalkédok (vagy mas néven index), Rd1 SP és Rd2 SP egy része. A vonalkodok szekvenciaja

félkovérrel és alahuzott betlikkel vannak kiemelve.

index index .

eve tipusa Szekvencia (5’-3’)

S513 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGACTAGTCGTCGGCAGCGTC
S515 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTICTAGCTTCGTCGGCAGCGTC
S516 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTAGAGTTCGTCGGCAGCGTC
S517 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCGTAAGATCGTCGGCAGCGTC
S518 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTATTAAGTCGTCGGCAGCGTC
S520 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGCTATTCGTCGGCAGCGTC
S521 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGAGCCTTATCGTCGGCAGCGTC
S522 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTITATGCGATCGTCGGCAGCGTC
N701 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATICGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGG

N702 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGG

N703 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATITCTGCCTGTCTCGTGGGCTCGG

N704 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGG
N705 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGCTCGG
N706 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGGCTCGG

N707 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGAGAGGTCTCGTGGGCTCGG
N710 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGCCTCGGTCTCGTGGGCTCGG
N711 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATIGCCTCTTGTCTCGTGGGCTCGG

N712 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTICCTCTACGTCTCGTGGGCTCGG

N714 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATICATGAGCGTCTCGTGGGCTCGG

N715 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTGAGATGTCTCGTGGGCTCGG
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4. melléklet: A magyarorszagi PRRSV-1-térzsek GP5 génjében a FEL, SLAC és FUBAR

algoritmusokkal megallapitott szignifikans pozitiv szelekcio alatt allé egyedi as poziciok.

As pozicid FEL SLAC FUBAR
p-érték p-érték Prob [a<B]

2 0,0000 0,000223 1

4 0,0000 0,000434 1

5 0,0111 0,019688 0,99
7 0,0000 3,90E-09 1

8 0,0000 3,08E-05 0,999
10 0,0006 0,012892 0,999
11 0,0011 0,001585 0,998
12 0,0949 0,0841 0,946
14 0,0238 0,011767 0,984
20 0,0000 0,000105 1
22 0,0051 0,000411 0,977
25 0,0475 0,028349 0,968
31 0,0006 0,012312 0,999
32 0,0017 0,005138 0,998
34 0,0150 0,039443 0,991
35 0,0060 0,007157 0,997
36 0,0000 5,01E-05 1
37 0,0384 0,059223 0,975
38 0,0358 0,059114 0,977
41 0,0313 0,0413 0,982
42 0,0316 0,090696 0,96
56 0,0000 9,46E-08 1
60 0,0280 0,006959 0,979
106 0,0834 0,016059 0,998
201 0,0040 0,011561 0,996
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5. melléklet: A Magyarorszagon eléfordulé PRRSV-2-fertézésekkel kapcsolatos epidemioldgiai és klinikai adatok a 2005—2020-as idészakbal.

Ev

Klinikai tiinetek

PRRSV-2-pozitiv

Sertéstelep Sertéstelep . "y . . . sertések
Py, ; Minta azonositék (leszarmazasi . . P . . Mortalitas . _
azonosité tipusa vonal) Sulyossag Légzodszervi Szaporodasi szarmazasi helye
(és éve)
A ?:’?S'Iéestzsé?g’u 7703 NEE'?Hl 22013 HU gggg EH; srr‘%]: * - eléhl'zsloa/(l)éskor Isr‘nzr')g‘:tai'eartt’%s'
fialdstol-vagasig - = - kdzepes (2005, 2013)
nagylétszamu HU21 2006 (L1) . O Miolals keringés a magyar
B hizételep PRRSV-2 Hungary 102 2012 2012 (L1) enyhe * nem relevans  13% hizlalaskor 41y ok kazott
c nagylétszam 4020_NEBIH_2013_HU 2013 (L1) enyhe + nemrelevans 8% hizlalaskor ~ KSMiNges a magyar
hizételep allomanyok kézott
nagylétszamu . .
. 19678_NEBIH_2010 HU o import sertés
D ter}ﬁgg:gf"’ 28663_NEBIH_2011_HU ggﬂ Etg enyhe + - olhi 22| a/(l)éskor Szlovakiabol
B - 27125 _NEBIH_2011_HU (2011)
elénevelésig
E ”aﬁ?’z'gilz:;"” 273 _NEBIH_2009_HU 2009 (L5) enyhe + nem relevans  10% hizlalaskor nincs adat
nagylétszamu o e .
F tenyésztelep, 23090_NEBIH_2010_HU 2010 (L5) enyhe + - 10% fialastl  keringés a magyar
L vagasig allomanyok kdzott
fialastol-vagasig
nagylétszamu 12,7 3,5% Import sertés
G 7 32708_NEBIH_2011_HU 2011 (L5) - + valasztott ) Szlovakiabdl
hizételep - el6hizlalaskor
malac/fialas (2011)
nagylétszamu import sertés
H gy'e 50708_NEBIH_2014 HU 2014 (L5) - + nem relevans 6% hizlalaskor Szlovakiabél
hizételep (2014)
elpusztult
csak Ujszulott
. halva sziletett malacok . . keringés a magyar
tenyésztelep 11033_NEBIH_2015 HU 2015 (L5) PRRSV- . o nem lathato . . e
malacok L aranya 90% alloméanyok kdzott
fertézés AR
normal fialasi
id6ben
6576_NEBIH_2015_HU kétszeres (:Tephoor:si?isé |
naaviétszam 42487 _NEBIH_2016_HU 2015 (L5) enyhe halélozasi (2015)9
J AN 60499_56-60_NEBIH_2017_HU 2016 (L5) enyhe + nem relevans arany: Kerinass B hagvar
P 35565_96-100_NEBIH_2017_HU 2017 (L5) enyhe 30-rél 75- é”m?én o kb%tt
3158_11-15_NEBIH_2017_HU re/hénap (2016y 2017)
nagylétszamu ) . 0% hiolals import sertés
K hizételep 59074 _NEBIH_ 2015 HU 2015 (L5) + nem relevans 5% hizlalaskor Daniabol (2015)




1A

11 valasztott

11,2%

nagylétszamu malac/fialas laktaciokor, import sertés
. 61748 NEBIH_2015 HU 2015 (L5) - + et iiiaias, 2,1% PR
tenyésztelep fialasi rata: PN Belgiumbdl (2015)
84 8% eléhizlalaskor,
' 2% hizlalaskor
nagylétszamu 6,5% Import sertés
gy'e 8727 _NEBIH_2016_HU 2016 (L5) - + nem relevans o Szlovakiabol
hizételep - - - hizlalaskor
(2016)
naavlétszama kétszeres import sertés
gy'e 25004_NEBIH_2016_HU 2016 (L5) elhullas + nem relevans halalozasi Csehorszagbdl
hizotelep :
arany (2016)
halalozasi
arany a
nagylétszamu 23920_28_NEBIH_2017_HU 2017 (L5) ; + ; valasztott ~ keringés a magyar
tenyésztelep malacok kdzétt  allomanyok kozott
szignifikansan
megndvekedett
. , 5,5% import sertés
hizételep 32607_NEBIH_2017_HU 2017 (L5) - + nem relevans hizlalaskor Daniabol (2017)
55352 _NEBIH_2018_HU
55352_5 NEBIH_2018 HU csak
nagylétszamu 55352_10 NEBIH_2018 HU ) . . . import sertés
hizételep 55352 15_NEBIH_2018_HU 2018 (L5) f':; 'ftszse\g nemrelevans  nemlathatd  p.uapel 2018)
55352 20 NEBIH_2018 HU
55352 16-20 NEBIH 2018 HU
fialasi rata: .
nagylétszamu 89% 13,8 élve keringés a magyar
. 64196 2 NEBIH_2020 HU 2020 (L5) - + L szlletett . . g
tenyésztelep vemhestulési o allomanyok koézott
e malac/fialas
rata: 91%
47206_125 NEBIH_2020 HU
47206_150 NEBIH_2020 HU
46978 4 NEBIH_ 2020 HU halalozasi
46978_1_NEBIH_2020_HU csak élve sziiletett arany
hizétele 46978_11_NEBIH_2020_HU 2020 (L5) halva sziletett PRRSV- malacf/fialas: eléneveléskor  import ejakulatum
P 40533_NEBIH_2020_HU malacok fertézés 14,3-r61 12,5- megnovekedett Irorszagbdl (2020)
32023 6-10_NEBIH_2020_HU ra csdkkent 21-r61 30
107f_NEBIH_2020_HU malacra/hénap
122f NEBIH_2020 HU
156f NEBIH_ 2020 HU
56612 81-85 NEBIH 2020 HU csak 5/4000 import sertés
hizételep 56612_40-44_NEBIH_2020_HU 2020 (L5) - PRRSV- nem relevans elpusztult Németorszagbal
56612_45-49 NEBIH_2020 HU fertézés malac (2020)




6. melléklet: PRRSV-2-tdrzsekkel fertéz8dott magyarorszagi sertéstelepek tér- (A) és id6beli
(B) eloszlasa. A sertésfarmok eltéré szinli szimbélumokkal és betlikkel (A—T) vannak jeldlve.

Az A abran a kiilénb6z6 sertéstelepek szinkddja megegyezik a B abran lathatd szinkddokkal.
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7. melléklet: Az Ingelvac PRRS MLV (PRRSV-2) 2020-2021-es magyarorszagi jarvanykitorésekben érintett sertéstelepek adatai.

Serteste!ep_ek Mmta' . Minta tipusa Sertéstelepek mérete és tipusa Sertések szarmazasi helye Egyéb informacio
azonositéja azonosito
4000 férdhelyes nagylétszamu
Farm A -* hizlalda, Hiz6alapanyag Daniabdl szarmazik
folyamatos feltéltési
600 fér6helyes nagylétszamu
Farm B 64196 savo hizételep, Ugyanabban a
fialastol-vagasig varmegyében
= 18601 koca — orrtampon 1820 féréhelyes nagylétszamu Az elénevelt hizok egy részét masik talalhaté
arm C . . s P .
19001 malac — savo tenyésztelep, részben fialastél-vagasig telepre vagy mas integratorokhoz szallitjak
2700 féréhelyes nagylétszamu
Farm D 19702 savo hizotelep, Hizbéalapanyag Farm C-rél szarmazik
folyamatos feltéltésl
9000 féréhelyes nagylétszamu
Farm E 19601 savd hizételep, Hizéalapanyag Farm C-rél szarmazik -
folyamatos feltoltésl
2000 féréhelyes nagylétszamu
Farm F 27392 savo hizételep, Hiz6alapanyag Daniabdl szarmazik -
folyamatos felt6ltésl
2600 féréhelyes nagylétszamu
Farm G -* hizételep, Hizbéalapanyag Daniabdl szarmazik -

folyamatos feltoltés

* ORF2-7 régio6 felszaporitasa nem sikertlt



8. melléklet: A 2020-2021-ben zajlé6 jarvanyokban résztvevd PRRSV-2 Ingelvac MLV-

vakcinatorzs lehetséges fertézési Utjainak sematikus abrazolasa. A nyilak az atviteli utakat,

illetve az allat mozgatasokat jelolik.
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9. melléklet: A spike-in mintakkal végzett ORF7 mélyszekvenalas adatai.

Atlagos Ossz Levalogatott lllesztett readek  Atlagos szekvenalasi
Ct-érték read-szam read-szam* aranya (%) mélység
Lelystad
10°/A 132 70158 8918 87,3 1715,1
10°/B 46976 21778 72,1 3746,4
101/A 10770 4472 94,3 1705,4
101/8 185 18856 6264 72,6 1224,3
102/A 33460 8236 93,1 3650,6
102/B 218 15956 7316 91,6 3253,7
10°/A 675710 17188 18,2 1089,8
103/B 256 39300 8362 88,4 29919
10%/A 154990 9926 71,9 2683,6
10*/B 29.7 149126 13556 75,1 4020,5
10°/A 178724 5998 53,4 994,6
10°/B 37 588092 35834 23,7 2331,7
10%/A - - - -
10%/B ) _ - - -
VR2332

10°/A 12.7 17138 9448 77,6 1422
10°/B 10648 5106 56,7 573,5
101/A 6462 2634 91,7 779,1
101/B 166 16346 3848 92,5 718
102/A 20.0 8702 3426 91,1 1059,9
102/B 14382 372 55,6 91,6
103/A 37356 4534 84,6 1650,2
103/B 293 13136 322 57,1 83,7
10%/A 26.4 88282 9838 52,0 2045,4
10%/B 17412 320 37,5 48,5
10°/A 224660 13202 19,2 915,3
10°/B 323 28038 996 51,0 242,3
106/A - - - -
10%/B 34,4 41594 1426 34,9 234,5

* read hossz: >75 bp, min6éségi szirés: Q10
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10. melléklet: A 2208 19-es minta ORF7 amplikon-mélyszekvenalasabol szarmazo readek
referenciahoz torténd illesztésének (contig fajl) képe a Geneious Prime szoftverben. Az
Osszeallitott konszenzus szekvenciatél nagyon eltéré nukleotid mintazatu readek (kék szinnel)

egy masik szekvenciavarians jelenlétét mutatjak.
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XV  Koszonetnyilvanitas

Els6ként szeretnék kdszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Banyai Krisztiannak, hogy
megtisztelt bizalmaval és lehetéséget biztositott doktori munkam végzéséhez, valamint, hogy
tanacsainak, meglatasainak segitségével az 6nall6 munkavégzés készségét elsajatithattam.
Koszéndém tarstémavezetémnek, Dr. Balint Adamnak a rendelkezésiinkre bocsatott
savomintakat és szekvenciaadatokat, a publikaciok és a dolgozat lektoralasat. Kulon kdszonet
illeti Dr. Szab¢ Istvant, aki szakmai tapasztalataval nagyban hozzajarult a publikaciok, illetve
e dolgozat megirasahoz.

Koszonettel tartozom a NEBIH ADI és a Prophyl Kft. munkatarsainak, kiilén kiemelve Dr.
Halas Matét, a rendelkezésilinkre bocsatott mintakért és adatokért. Koszonom, Dr. Bali
Krisztinanak és Dr. Marton Szilvianak, valamint Dr. Szarka Krisztinanak és Dr. Freytag
Csongornak a hagyomanyos konyvtarkészitési €s az Ujgeneracios szekvenalasi
folyamatokban nyuijtott segitségutiket.

Halasan k6szondm volt harcedzett kollégaimnak, Eninek, Esztinek, Katanak, Krisztinek,
Mariannak és Reninek, hogy felkaroltak, hogy tartottdak bennem a lelket, hogy mindenben
szamithattam és meég mindig szamithatok rajuk, legyen az szakmai, vagy maganéleti
probléma. Cserébe, remélem, hogy ez az 6sszetarté csapat megfogadija a ,.chill tanfolyamom”
tanitasait. Kualon kdészdéndm, Mariannak és Reninek, hogy elvallaltdk a dolgozat alapos
atolvasasat.

Kdszdndm a csaladomnak, hogy tdmogattak és minden panaszomat meghallgattak, hogy
igyekeztek nyugodt hatteret biztositani a szamomra. K6széném vélegényemnek, Gabornak,
hogy mindig mellettem allt, biztatott és teljes odaadassal segitett a disszertacid irasanak
id6szakaban. Koszondm Vikinek és a ,Tlzvarazsloknak”, hogy sommelier estjeinken
eloszlattak dsszes kételyemet.

A PhD munka anyagi feltételeit a Dr. Banyai Krisztian altal elnyert Lendulet palyazat és a

Kooperativ Doktori Program Doktori Hallgatoi Oszténdij Programja biztositotta.
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