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Roviditések jegyzéke
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Chicken anaemia virus, Csirkék fert6z6 anaemiajanak virusa
Capsid protein gene, Kapszid fehérjét kodold gén
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Duck circovirus, Kacsa circovirus

Dezoxiribonukleinsav

Elektronmikroszkop
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Goose circovirus, Liba circovirus

Gull circovirus, Siraly circovirus

In situ hibridisation, In szitu hibridizacié

Luria Broth
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Open reading frame, Nyilt olvasasi keret

Polimerase chain reaction, Polimeraz lancreakcio

Porcine circovirus, Sertés circovirus

Pigeon circovirus, Galamb circovirus

Rolling circle amplification, Korkoros izotermikus amplifikacio
Replication associated gene, Replikacios fehérjéket kodolo gén
Single standed- szimpla szala- Dezoxiribonukleinsav

Young pigeon disease syndrome, Fiatal galamb betegség szindroma



Osszefoglalé

A galamb circovirusok (pigeon circovirus, PiCV) okozta fertézések elterjedtségérol
pontos felmérésekre alapozott adatokkal ma még nem rendelkeziink, de ahol ilyen iranya
vizsgalatokat végeztek ott a vizsgalt allomanyok 80-100%-os fertdzottségérdl szamoltak be. A
fert6zés jelentOségét csak becsiilni lehet, mert annak ellenére, hogy gyakran csak jellegtelen
¢s enyhe klinikai tlinetekben jelentkezik, a fert6zott madarak immunrendszerére gyakorolt
karositd hatdsa kozvetett mdédon a galambok egészségének sulyos foki romlasat, a fert6zott
egyedek elhullasat okozhatja. Mindez kiilondsen az 1 évnél fiatalabb galambokban jatszik
szerepet, ahol a legfontosabb tényezOnek tekintik a komplex megbetegedés a ,,young pigeon
disease syndrome” (YPDS) kialakulasaban. Id6sebb korosztalyokban akkor valik kiemelkedd
jelentdséglivé, ha a fertdzéssel parhuzamosan valamilyen hajlamosité tényezo is jelen van az
allomanyban (pl.: verseny, tojasrakasi idOszak, zsufolt tartads, nem megfeleld duchigiénia,
stlyos foku parazitdzisok, aktiv tarsfertdzések, stb.). Ennek kovetkeztében a PiCV jelentds
hatassal van a posta- és husgalamb tenyészetek egészségi allapotan tal azok teljesitményére és
gazdasagi értékére is.

Szerkezetileg a PiICV egy egyszalu DNS virus, capsidja ikozahedralis, burok nélkiili. Az
eddigi vizsgalatok bizonyitékul szolgalnak arra, hogy bar a PiICV DNS virus, mégis igen
variabilis természetli. A két {6 gén koziil az ORF1 (nyilt olvasési keret, open reading frame) a
replikacios fehérjét kodolja és Iényegesen konzervativabb, mint az egyetlen capsid fehérjét
kodold ORF2. igy az ORF1-nek elsé sorban a molekularis diagnosztikdban jut szerep, mig az
ORF2 esetében a gén elemzése hozzéasegit a virus valtozékonysaganak a nyomon
kovetéséhez, illetve a megfeleld hatékonysagl vakcinak kidolgozaséhoz.

Kutatomunkank elsddleges célja az volt, hogy megvizsgaljuk jelen van-e és milyen
aranyban hazankban a PiCV, a hazai viruspopulacié milyen genetikai viszonyban all a mar
ismert virusgenomokkal, vannak-e eltérések a capsidok aminosav Gsszetételében és melyek
azok? Igy egy elsddleges felmérést kovetéen a kutatasban elsésorban az ORF2 gének
elemzésére fektettiink hangsulyt. A felmérés eredményeként igazoltuk a virus magyarorszagi
jelenlétét, és a szekvencia adatok alapjan a virusokat 5 tipusba tudtuk sorolni.
Megallapitottuk, hogy az egyes tipusok capsid fehérjéi kozott jelentds szekvencia eltérések
mutatkoznak. Els6ként allapitottuk meg, hogy a PiCV capsidok valtozékonysagaban nemcsak
a sorozatos pontmutaciok, hanem bdazis triplet deléciok / addiciok és a gének kozotti

rekombinacio is felelos.



Summary

Today we still lack documented results of surveys about the prevalence of pigeon
circovirus (PiCV) infections from around the world but when such tests were performed data
indicated 80-100% positivity of individual flocks. The significance of the infection can only
be estimated as although the infection is usually characterized by mild clinical symptoms with
no specific clinical appearance, the damage of the immune system is indirectly responsible for
severe health problems and even the death of the pigeons. This is especially true for pigeons
below 1 year of age where PiCV infection is considered as the most important factor in the
development of the “young pigeon disease syndrome” (YPDS). Birds of older age are usually
less affected, but the infection may become of high importance when other predisposing
factors like pigeon races, laying period, crowding, inadequate hygiene, parasites, active co-
infections and others are also present. Consequently, PiCV infections have significant impact
on the general health status and the production or performance of meat producing or racing
pigeon flocks.

PiCV is a single stranded DNA virus, without an envelope around the icosahedral
capsid. Previous studies indicated that although PiCV is a DNA virus still it is genetically and
hence antigenically as well among the most variable viruses. The genome has two major open
reading frames (ORF), ORFL1 is responsible for coding the replication associated protein and
it is significantly more conservative than ORF2, which encodes the only structural protein
(capsid) of the virion. From research and diagnostic points of view ORF1 has a primary role
in molecular diagnostics, while sequence analysis of ORF2 helps to monitor the variability of
the virus and also the production of effective vaccines.

The primary goals of our investigation were to examine the presence and prevalence of
the PiCV in Hungary, analyze the genetic relations of the Hungarian virus population and
those that already had been published, show whether there were any differences in the amino
acid composition of the capsid proteins and to identify these differences. After a preliminary
survey we focused primarily on the analysis of the ORF2 genes. As a result of the survey the
presence of the PiCV was confirmed in Hungary and based on the sequence data PiCV could
be grouped into 5 different phylogenetic groups. We found that the capsid proteins of
individual groups showed significant sequence differences. We were first to detect that the
variability of the PiCV capsids was not only the result of continuous point mutations but
base triplet deletions / additions and recombinations were also responsible for the

phenomenon.



Bevezetés, irodalmi attekintés és celkitiizések

A galamb circovirus (pigeon circovirus, PiCV) a leggyakrabban kimutathato korokozo a
fiatal, valtozatos tiineteket mutato, klinikailag beteg galambokbol, (Soike és mtsai., 2001) és
emellett szdmtalan adat igazolja széleskori elterjedését a sport- és a husgalambok korében,
barmilyen egészségi allapotu és kort egyedrdl legyen is sz6 (Todd és mtsai., 2004).

A virus a Circoviridae csalad tagja, amely ma az egyik legaktivabban kutatott
viruscsoport a vilagon. Ez részben annak kdszonhetd, hogy elsd tagjait csak a kdzelmultban
azonositottak és ebbdl kovetkezéen tulajdonképpen még csak igen keveset tudunk az
elterjedtséglikrdl, tulajdonsagaikrol, mikdzben egyre tobb fajukrol dertiil ki, hogy jelentds
gazdasagi karokat idéznek eld. Leggyakrabban szubklinikai megbetegedésekkel, maskor
pedig sulyos tiinetekkel jaro korképekkel jelentkeznek és gyakran teremtik meg a masodlagos
fertdzések okozta klinikai megbetegedések lehetoségét. Latszolag ujabb és ujabb teriileteket
héditanak meg, de nem tisztazott még pontosan, hogy honnan is indultak és miota vannak
jelen az allati szervezetben. A PiCV esetében példaul az elmult években egyre tobb vizsgalat
soran mutattak ki a virus jelenlétét az elsé publikaciot évekkel megeldzden gylijtott mintakbol
is (Woods és mtsai., 1994; Duchatel és mtsai., 2009). Jelentdségiik az elmult évek alatt
fokozatosan felértékelodott elsdsorban a haszonallat allomanyok kapcsan, illetve mas a
természetestol eltéréen zsufoltan tartott allatok (pl.: sportgalambok) esetében.

A PICV a Circoviridae csaladon beliil a Circovirus genusba tartozik (Todd és mtsai.,
2000). A Circoviridae csalad tovabbi két nemzetséget foglal magaba, ezek egyike a Gyrovirus
genus, melynek egyetlen elfogadott tagja a csirkék fert6z6 anaemiajat okozo virus (chicken
anaemia virus, CAV, Pringle és mtsai., 1999). Valtozatos, elsdsorban a kdrnyezetbdl (talaj,
viz) szdrmazd mintdk esetén végzett vizsgalatokkal egy hasonld genomszerkezettel és
mérettel rendelkezé viruscsoportot azonositottak, amelynek egy 1j, nevezetesen a Cyclovirus
genusba sorolasat javasoltak (Li és mitsai.,, 2010). A circovirusok rendkiviil széles kori
jelenlétét mi sem bizonyitja jobban, mint az, hogy nemrégiben kimutattdk Gjabb véltozatait
halakbdl is (Loérincz és mtsai., 2011).

A circovirusok igen apré méretliek, neviikknek megfelelden cirkularis genommal
rendelkeznek, amit egy egyszala DNS lanc alkot (SSDNS), ennek mérete altalaban 1,7-2,3
kilobazis. A virusokra tovabba jellemzd, hogy burok nélkiiliek, capsidjuk ikozaéder

szerkezetll és mintegy 15-25 nm atmérdjiiek (Todd és mtsai., 2000).



A Circovirus genusba mar a PiCV-t (mas néven Columbid circovirus, CoCV, Mankertz
¢és mtsai., 2000) megel6zden is tobb, nagy gazdasagi jelentdséggel biro fajt soroltak, tgymint
a sertés circovirust (porcine circovirus, PCV, Tischer és mtsai., 1982; Mankertz és mtsai.,
1997), a papagajfélék csor- és toll-képzddési zavaranak a virusat (psittacine beak and feather
disease virus, BFDV, Bassami és mtsai., 1998). De az emlitettcken tul szamos madarfajban
kimutattdk a virus jelenlétét és esetenként a korokozd képességét is: liba circovirus (goose
circovirus, GoCV, Soike és mtsai., 1999), kanari circovirus (CaCV, Phenix és mtsai., 2001),
kacsa circovirus (duck circovirus, DCV, Hattlemann és mtsai., 2003), pinty circovirus (finch
circovirus, FiICV, Shivaprasad és mtsai., 2004), siraly circovirus (gull circovirus, GuCV,
Twentyman és mtsai., 1999; Todd és mtsai., 2007).

Az els6 felfedezett circovirus a PCV1 volt, 1974-ben Németorszagban izolaltak, majd
irtak le (Tischer és mtsai., 1974) sertés vesé¢jébodl késziilt sejttenyészetbdl (PK-15). Bar ez a
virus apatogénnek bizonyult hamarosan felfedezésre keriilt, hogy egy patogén valtozata
(PCV2) korunk egyik legnagyobb gazdasagi kartétellel jaro virusos eredetli fert6z6
betegségének korokozoja a sertésallomanyokban (Ellis és mtsai., 1998).

A Circoviridae csalad tagjai, kisméretli genomjuk miatt 6nmaguk megsokszorozasahoz
osztddo (S fazisban 1évo) sejteket igényelnek. Ilyenek elsdsorban az immunrendszer sejtjei, a
T és B lymphocitak és a macrophagok, de bizonyos circovirusok szamara alkalmasak a vérsejt
eléalakok is (CAV), és a toll és csor képzddéséhez sziikséges hamsejtek is (BFDV). A sejtek a
virus replikacié soran karosodnak, és ennek megfeleléen jonnek 1étre a klinikai tiinetek és a
korképek. A madar circovirusok jellemzéen a lymphoreticularis szoveteket alkotod sejtekben
szaporodnak (Johne ¢és mtsai., 2006). Mindezek miatt a circovirusok, igy a madarak
circovirusai is erdteljesen immunszuppressziv hatdsuak, €és igaz, hogy a virus maga is képes
onalléan megbetegedést eldidézni, nagyon gyakran ,.csak” az egyéb korokozok, akar
fakultativ korokozok szamara teremt idealis szaporodasi kornyezetet (Todd, 2004). A
korbonctani és korszovettani elvaltozasok nagyobb hanyadaért is gyakran elsésorban a
masodlagos fertézések feleldsek (Latimer és mtsai., 1991).

PiCV-t elészor Eszak-Amerikdban azonositottak (Woods és mtsai., 1993), majd ezt
kovetden vilagszerte szamos orszagban kimutattak a fert6zést: Kanada és Ausztralia (Woods
¢s mtsai., 1994), Dél-Afrika (Gerdes és mtsai., 1993), Kina (Yu és mtsai., 2009), Taiwan
(Genbank adat), illetve tobb eurdpai orszaghan is, igy Eszak-frorszagban (Smyth és Carroll,
1995), Angliaban (Gough és Drury, 1996), Németorszaghan (Soike, 1997; Mankertz és mtsai.,
2000; Raue és mtsai.,, 2005), Franciaorszagban (Abadie és mtsai.,, 2001), Belgiumban



(Duchatel és mtsai., 1998, 2005) és Olaszorszaghan (Coletti és mtsai., 2000; Franciosini és
mtsai., 2005).

A PiCV jellemzden a ham tipusu sejtekben, a macrophagokban és a lymphoid sejtekben
szaporodik. Utobbiak miatt a legfébb korszovettani elvaltozasok az elsédleges és a
masodlagos immunszervekben mutatkoznak meg, koziiliik is elsdsorban a 1épben és a Bursa
Fabriciiben (Woods és mtsai., 1994; Par¢ és mtsai., 1999; Coletti és mtsai., 2000; Soike és
mtsai., 2001; Raue és mtsai., 2005; Scullion és Scullion, 2007; Schmidt és mtsai., 2008).
Szovettani vizsgalatok soran a virusantigének jelenléte kimutathatdo a 1ép, a Bursa és a
nyalkahartyak lymphoid szoveteib6l (Woods és mtsai., 1994). Makroszkdposan az egyetlen
kozvetlen virus okozta elvaltozas a bursa atrophiaja, amit thymus atrophia is kisérhet (Marlier
¢és Vindevogel, 2006).

A PiCV feleldssé tehetd a galambaszok és allatorvosok altal kordbban mar megfigyelt,
altaluk "young bird sickness" (fiatal galamb betegség) vagy "swollen gut syndrome™ (duzzadt
bélcsatorna szindroma) néven emlegetett korképért. Ezek az elnevezések egy tiinet egylittest
takarnak, ami legjellemz6bben a 4-12 hetes egyedekben jelentkezik, bar ritkabban és enyhébb
formaban, iddésebb madarakban is eléfordul. A PiCV fertdzés a kifejlett egyedekben,
leggyakrabban szubklinikai jelleget 6lt (Paré és mtsai., 1999; Todd és mtsai., 2000;
Franciosini és mtsai., 2005; Raue és mtsai., 2005; Duchatel és mtsai., 2005, 2006), a fert6zott
egyedek tiinetmentes virushordozoként tarjak fent és terjesztik a korokozot.

A megbetegedett madarakban a klinikai képet az altalanos tiinetek uraljak, amelyek
lehetnek letargia, anorexia, hasmenés, 1égzési nehézségek, a sulygyarapodas csokkenése,
illetve kifejlett egyedek esetén sulycsokkenés és gyenge verseny teljesitmény (Woods és
mtsai., 1994; Raue és mtsai., 2005). A tiinet egyiittest legijabban "young pigeon disease
syndrome™-nak (YPDS, fiatal galamb betegség szindoma) nevezik, és ma mar tudott, hogy
ennek hatterében a PiCV dltal kivaltott immunszuppresszié all. A védekezOképesség
csOkkenése miatt, a galambokat, olyan fert6z0 agensek is megbetegithetik, amelyeket
normalis esetben az immunrendszer humoralis és cellularis elemei eliminaltak volna (Woods
¢és Shivaprasad, 1997). Emellett valosziniileg hajlamosit a kialakulasara a zsufolt tartas, a
szallitas, vagy a verseny okozta stressz (Schmidt és mtsai., 2008). A vakcindzas nem jatszik
bizonyitottan szerepet a fert6zés fellobbanasaban (Duchatel és mtsai., 2010). Polimeraz
lancreakcio segitségével valamennyi, a YPDS tiineteit mutatdé galambbdl kimutathat6é a PiCV
(Raue és mtsai., 2005).

Vizsgéalatok arra utalnak, hogy a fiatal galambok az uténeveld dicokban valnak

intenziven fert6zotté a 28 napos valasztasi kor kornyékén és utan, amelynek kiindulasi forrasa
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a germinativ Uton fert6zott, virusiiritoként kikelt tarsak, illetve a kontaminalt kornyezet. A
fert6zott allomanyok galambjai 51 napos korukra polimeraz lancreakcié (PCR) eljarassal
100%-ban PiCV pozitivak voltak (Duchatel és mtsai., 2006; Todd és mtsai., 2006). Fiatal
klinikailag beteg galambok tetemeib6l elktronmikroszkopos (EM) vizsgalatokkal 47%-ban
volt kimutathat6 a virus jelenléte (Soike és mtsai., 2001) és 89%-ban az in situ hibridizacios
(ISH) vizsgalatok soran (Smyth és mtsai., 2001).

Todd és mtsai. (2002) 6sszehasonlitottak az egyes alkalmazhatd diagnosztikai eljarasok
érzékenységét és megbizhatosagat, és eredményeik szerint ugyan a PCR bizonyult magasan a
legérzékenyebbnek, de éppen a magas szenzitivitas miatt a klinikailag egészséges madarakbol
IS jelent6s szamban képes kimutatni a virus jelenlétét, éppen ezért kérdéses az alkalmassaga a
circovirussal kdzvetleniil 6sszefiiggésbe hozhat6 klinikai tiinetek definialasara.

A PICV genomja megkozelitben 2 kilobazis méretii, capsidja a tobbi circovirusra
jellemz6é morfologiaja és méretii (Manketz és mtsai., 2000; Todd és mtsai., 2001). Els6 izben
Mankertz és mtsai. (2000) izolaltak, és szekvenaltak PiCV-t, és publikaltak Columbid
circovirus (CoCV) néven. Ezt kovetéen Todd és mtsai. (2001) tovabbi 2 PiCV-t izolaltak
galambok tetemeibdl és vetettek szekvencia analizis ala. Megallapitottak, hogy a 2 kiilonb6z6
PiCV nagymértékben hasonlit a korabban leirt "Columbid circovirushoz". A kapott
szekvenciak segitségével PiCV specifikus primerparokat terveztek a teljes genom
amplifikalasara. Meghataroztak a genom méretét (2037 nt €s 2036 nt) és szekvencidjat; a két
genom 96.5%-ban egyezett. Késébb (Todd és mtsai.,, 2008) 8 ujabb galamb PiCV-t
hasonlitottak ssze a mar megszekvenalt virusokkal. Megallapitottak, hogy a genom hossza
2032 és 2040 nt kozé esik.

Valamennyi ismert PiCV genomra jellemz6, hogy két f6 nyilt olvasasi keretet (open
reading frame, ORF) hordoz (1. Abra), mint altalaban a Circovirus genus tagjai mindannyian.
Az ORF1 a pozitiv szalon talalhato és a megsokszorozodasért felelds (replication associated,
Rep, Rep’ proteins) fehérjéket kodold gén. Mérete némi eltérést mutat, a kiilonb6zo
izolatumokban 315 vagy 317 aminosavat kodol. A rovidebb ORF2 az 4tir6do komplementer
szalon foglal helyet és a capsid (Cap) fehérjét kodolja. Hasonloan a Rep génhez, hossza eltérd
lehet 270, 273 vagy 274 aminosav hosszisagu fehérjét kodol. A két f6 ORF-n kiviil
megtalalhatok a genomba kisebb ORF-K is, amelyek funkcidja, ha van, egyelére ismeretlen. A
két ORF kozott két intergenikus szakasz foglal helyet. Az 5' intergenikus szakasz a révidebb,
az ORF-ek kezd6 szakaszai kozott helyezkedik el és 90-101 nukleotid alkotja. Tartalmazza a
replikacidhoz nélkiilozhetetlen hurok szerkezetet (stem loop, 1. Abra) amelyben egy

nagymértékben konzervativ nonanukleotid szekvencia foglal helyet. Az 5’ intergenikus
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szakasz a hurokszerkezett6l eltekintve nagy variabilitast mutat, szemben a 3' intergénikus
szakasszal, ami a terminacios kodonok kozott fekszik, korilbeliil 170-171 nukleotid
hosszusagu és tartalmazza a két poly-A szekvenciat is. Az egyik az ORF1-hez tartozik
(AGTAAA) és a 1015-1020 nt kozott talalhatd, a masik az ORF2-hoz tartozik (AATAAA) és
a 1170-1165 nt kozott helyezodik.

Stem loop

PiCV

~2000nt

1. Abra. A PiCV genom szerkezete. Az egyszala DNS genom kovalensen zart kort
alkot. A f6 ORF-eket nyilak jeldlik. Rep: a replikacids fehérjéket kodolo gén. Cap: a capsid
fehérjét kodoldo gén. Stem loop: a replikdcid meginditdsdhoz sziikséges hurokszerkezet,
csucsan a konzervativ nonanukleotid szekvenciat reprezentalo korrel.

Yu és mtsai. (2009) Kinaban elséként izolaltak PiCV-t és készitettek teljes genom
meghatérozast. Osszehasonlitva a mér el6ttiik publikélt szekvenciakkal, a DNS lancok kozott
86.0%-99.1% hasonlosagot talaltak, ami alapjan 3 nagy filogenetikai csoportot allapitottak
meg. Ezek koziil egy csoportba soroltak valamennyi addig megismert eur6pai és amerikai
genotipust, tovabbi egy csoportot alkottak a Zhejang tartomanybol szarmazd izolatumok, a
harmadik csoportot pedig ausztral eredeti mintak képezték.

A Genbankban (ncbi.nlm.nih.gov) jelenleg elérhetd 15 nt szekvencia alapjan
alatdmaszthat6 a korabbi feltételezés miszerint bar a PiCV DNS virus, mégis igen variabilis.
Elmondhat6 az is, hogy a PiCV-nek mindkét f6 génje nagy jelentdséggel bir a tovabbi
kutatasok szempontjabol. Az ORF1 mellett a 3' intergenikus szakasz feltarasa a konzervativ
jelleg miatt elsésorban a diagnosztikai eljarasok tokéletesitése miatt esszencialis. Ennek a
szakasznak az ismerete elengedhetetlen a megfelelden érzékeny primerek tervezéséhez és az

egyéb direkt virus kimutatasi eljarasokhoz. Az ORF2 nem kevésbé jelentds, ugyanis az altala
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kodolt capsid protein felelés a protektiv immunvalasz kivaltasaért. Ugyanakkor a Rep génnél

lényegesen variabilisabb, vagyis alkalmas a pontosabb filogenetikai vizsgéalatok elvégzésére.
A galambtartok tapasztalatai alapjan a PiCV fert6zottség egyre elterjedtebb és egyre

sulyosabb egészségi problémat jelent. A védekezés jelenleg még az alapvetd jarvanyvédelmi

lehetdségek szintjén sem megoldott. Specifikus vakcina nem all rendelkezésre.

A PiCV hazai elterjedtségérdl pontos adatok nem allnak rendelkezésre, de az altalanos
kép alapjan és a versenyeztetések soran tapasztalt egyre sulyosabb veszteségek mind
stirgetObben vetették fel egy alapos felmérés igényét. A Magyar Postagalamb Sportszovetség
képviseldi a problémaval 2009 6szén megkeresték az Allatorvos-tudoményi Kar Jarvanytani
¢s Mikrobiologiai Tanszékét és egy kozOs kutatdsi program elinditdsat javasoltdk. TDK
munkadm alapjaul ez a program szolgalt. A kozdsen meghatirozott céljaink a kdvetkezdk

voltak:

sz¢les kort felmérés a hazai PiCV prevalencia tisztdzasa érdekében,
genetikai informaciok gytijtése a hazai PiCV virusokrdl,
a virusok genetikai diverzitdsanak meghatarozasa,

a PiCV capsid fehérjéiben tapasztalhato valtozékonysag dokumentalasa,

o B~ w D

a lehetséges vakcina valtozatok meghatarozasa.
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Anyagok és médszerek

A vizsgalati mintdak szdarmazdsa

A felhasznalt mintdkat 2009-2010 soran gytjtottik, gyakorld allatorvosok és
galambaszok segitségével Magyarorszag teriiletérdl, széles teriileti eloszlasban. Tobb mint
szaz klinikailag egészséges galambbdl szdrmazd mintdt vetettiink vizsgalat ald. Egyedileg
azonosithatd vizsgalati anyag 16 ducbol érkezett, ez utdbbiak korcsoportok és mintatipusok
szerinti megoszlasat az Eredmények fejezetben a 2. Téblazat mutatja be.

A vizsgalati anyagok eredet szerint vérsavo, alvadasaban gatolt vér, allantois folyadék,

begytej, bélsar és kiillonb6z6 szervek (maj, 1€p, here és petefészek) voltak.

Nukleinsav kivonds

Vér és vérsavo, valamint allantois folyadék esetében 150 pl-t steril 1,6 ml-es
mikrocentrifuga csébe helyeztiink; a begytejjel atitatott tamponokat elészor 500 ul steril
desztillalt vizet tartalmaz6 mikro-centrifugacsébe tettiik majd szoba hémérsékleten 1-2 percig
allni hagytuk és ezt kovetden kevertiik (Vortex), végiil az igy kapott elegyekbdl 150 pl-t
mértiink ujabb steril centrifugacsovekbe.

Szovetek €s bélsar esetében eldszor a minta homogenizalasara volt sziikség, ami a
kovetkezd uton tortént:

1.- Szovetek homogenizalasdhoz koriilbeliil 0,1-0,2 g szervmintat szikével
feldaraboltunk és ehhez 500 pl steril desztillalt vizet mértiink majd eldorzsoltiik. A kapott
elegybdl 150ul-t steril mikro-centrifugacsébe mértiink.

2.- Bélsar esetében kb. 0,2-0,3 g-nyit 500 ul steril desztillalt vizzel elkevertiink,
szobahdmérsékleten 20 percig allni hagytuk, majd vortexeltik. Ezt kovetéen 10 percig ismét
allni hagytuk, majd Gjabb vortexelés utan az elézéekhez hasonléan 150 pl-t steril csObe
helyeztiink.

A virus DNS-t a szovet és bélsar homogenizdtumokbdl, az allantois folyadékbol, a
vérbol €s a vérsavobol a tovabbiakban a Viral Gene-spin TM DNA/RNA Extraction KIT-tel a
gyarto altal megszabott protokoll alapjan vontuk ki.
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Nukleinsav amplifikacio

A PiCV DNS kimutatdsdhoz ¢és amplifikdldsahoz elsésorban PCR modszert
alkalmaztunk, egyes PCR-rel csak gyengén pozitiv mintakat korkords —izotermikus
amplifikacioval (rolling circle amplification, RCA) a megismételt PCR eljaras elott

felsokszoroztunk.

Polimeraz lancreakcié(PCR)

A PiCV jelenlétének a kimutatasahoz a ToddF-ToddR (Todd és mtsai., 2006), valamint
az AJ298229.1 Genbank koddal szereplé genomszekvenciat felhasznalva a Primer2
(Scientific and Educational Software) programmal altalunk tervezett PiCF-PiCR primereket
hasznaltuk.

A teljes Cap gén amplifikalasahoz a Primer2 programmal tervezett PiCV-CapF (EcoRI
vagashely) PICV-CapR (BamHI vagashely) primerpart, a szekvencia analizishez a BACI-

crer

a 2. Abra mutatja be.

1. Tablazat. A PCR-hez ¢és a szekvenalashoz felhasznalt primerek részletei.

PiCF 5'-CGCGCGAGACTTCAGTGAGA-3' 502 -521
PiCR S-TGTTGATCCGCCGGAAGAG-3' 920 - 902
ToddF 5'-GCATAAGGTGCCCGTGAAAGG-3’ 787 — 807
ToddR 5'-ATTCGCGGTCGCTCCGCT-3' 1117 - 1100
PiCV-CapF 5'-GGAATTC-AGCGACCGCGAATGC-3' 1106-1120
PiCV-CapR 5'-CGCGGATCC-ATGAGGAGGCGGAGATTC-3 1988-1971
BAC1-5' 5’-AACCATCTCGCAAATAAATA-3' plazmidon
BAC2-5' 5’-ACGCACAGAATCTAGCGCTT-3' plazmidon

Az alahtzott szekvencidk az ECORI (forward primeren) és BamHI (reverse primeren)
restrikcids endonukleaz vagashelyeket jelolik.
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PiCV genom

1 500 1000 1500 2000 nt
ORFL1 (Rep protein) ORF2 (Capsid)
> <
PiCF PiCR
z : PiCVCapR
502-920 nt PiCVCapF i

ToddF ToddR
> <+
787-1117 nt

2. Abra. A PiCV genom lineéris 4brazoldsa az egyes primerek és az amplifikalt termékek

crcr

genomot. A kék nyilak a f6 ORF-ek kozelitéleges helyét mutatjak. A fekete nyilak a
primereket, mig a piros vonalak az amplikonokat reprezentaljak.

Az alkalmazott protokoll szerint a PCR reakcioelegy Osszeallitasanal 2 pl mintdhoz 1ul
dNTP-t (Immol), 0,5-0,5 ul (25pmol) primert, 1 egység (0,2 pl) DreemTaq Green DNS
polimeraz enzimet (Fermentas, Litvania), 5 ul 10xGreenTaq puffert (Fermentas, Litvania)
hasznaltunk és mindezt 50 pl-re egészitettiik ki desztillalt vizzel.

A DNS amplifikélasat, a TGradient Thermocycler (Biometra, Németorszag) géppel
végeztik a kovetkezd program alapjan: elémelegités 95°C-ra 5 percig, ezt kovetden 35
cikluson at 95°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 45 s. Az amplifikaciot egy 7 perces 72°C-s végsd
lanchosszabbitas kovette, ami utdn a csoveket 4°C-ra hitottik. Abban az esetben, amikor az
ORF2-t amplifikaltuk, az elongécios szakaszt 45-r6l 90 s-ra emeltiik.

A PICV kimutatasi PCR-hez a felhasznalt 4 primert nemcsak az eredeti paroknak
megfeleléen, hanem azok kombindlasaval is felhasznaltuk a vizsgalat érzékenységének

novelése céljabol.
Korkoros amplifikacio (RCA)

A cirkularis virus DNS-eket TempliPhi 100 Amplification Kit (GE-Healthcare, USA)
segitségével sokszoroztuk. Ennek soran 1 ul a korabbiak szerint leirt kivont DNS-t 5 ul minta
pufferrel (Sample Buffer) 3 percig forraltunk, majd jégre helyeztilk. Néhany perc mulva
hozzaadtunk 5 pl reakcié puffert (Reaction Buffer) és 0,2 ul enzim-mixet. A reakcio-elegyet
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30°C-on inkubdltuk egy ¢éjszakan at, végiil 4°C-ra hitottik. A keletkezett amplifikalt

nukleinsavat agarozgélen ellendriztiik és PCR templatként hasznaltuk.

A PCR termeékek ellenorzése, tisztitasa, klonozds

Az amplifikaciok eredményeit agar6z gél elektroforézissel ellendriztik. A PCR
termékeket 2%-s agardz gélben futtattuk GR Safe Nucleic Acid Stain (Excellgen Inc., USA)
jelenlétében, ezzel meggy6zOdve a virus jelenlétérél vagy hianyarol. Az amplikonokat
szekvenalassal ellendriztiik (Macrogen, Korea).

A mintakat a szarmazasi hely és az ORF1 szekvenciak szerint (ide értve az intergenikus
szakasszal atfedd szekvencidkat is) csoportositottuk, ami alapjan 10 kiilonb6z6 virus ORF2
génjét amplifikaltuk, klonoztuk és szekvenaltuk.

Az ORF2 génr6l PCR-rel a PICVCapR-PiCVCapF primerek felhasznalasaval eléallitott
amplikonokat a BIOBASIC EZ-10 Spin Column DNA PCR Product Purification Kit
segitségével tisztitottuk és a végeiket BamHI és ECORI enzimekkel (Fermentas) emésztettiik,
majd az ismételten megtisztitott termékeket a BamHI és ECORI enzimekkel linearizalt
pBacPak9 plazmidba (Clontech, Japan) ligaltuk (T4 DNA ligase, Fermentas), a gyartd
ajanlasainak megfeleld6 modon. A plazmidokat elektroporacioval (Eppendorf) DHS5a
Escherichia coli baktériumokba vittik és a transzformansokat Luria Broth (LB) agargél
taptalajon 100 pg / ml ampicillin jelenlétében tenyésztettiik 1 éjszakan at, 37°C-on. A Kkinétt
telepekbdl mintanként 6t6t parhuzamosan atoltottunk LB folyékony taptalajra, ahol tovabbi
10-12 oran at szaporitottuk a baktériumokat. A baktériumokbol a Biobasic EZ-10 Spin
Column Plasmid Product Purification Kit (Genaid, UK) segitségével a gyartd utasitasai
szerint nyertiik vissza a rekombinans plazmidokat, majd a klonokat restrikcios endonukledzzal

emésztve ellendriztiik, illetve szekvenaltattuk.

Szekvendlas és szekvencia analizis

Az ORF1 PCR termékeket kozvetleniil, mig a 10 kivéalasztott mintabdl szarmazo teljes
ORF2 amplikonokat klonozas utdn szekvenaltattuk (Macrogen, Korea). Az el6bbiekhez a

PCR soran alkalmazott primercket hasznaltuk, mig az utobbiak esetében a pBacPak9
plazmidon (Clontech, Japan) k6t6dé BAC1 és BAC2 primereket.
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A Cap3 (pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), a BioEdit és a MEGA 5 programot hasznaltuk a
szekvenalasi eredmények értékelésére €s a szarmaztatott aminosav sorrend vizsgalatara. A
BioEdit szoftverrel tovabba a szekvencidk dsszehasonlitasat €s az egyezések feltérképezését is
elvégeztiik. A filogenetikai analizist szintén a MEGAS5 programmal végeztiik, a bootstrap
érték 1000 volt (Tamura és mtsai., 2007). A szekvencidkat a Genbankban a JF330089-
JF330098 kodszamon helyeztiik el. Az 6sszehasonlitashoz hasznalt 15 korabban leirt PiICV

szekvenciat, a Genbankbol toltottiik le, a kodokat a 3. és 4. Abra mutatja.
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Eredmények

A laboratoriumba bekiildott vagy altalunk gy{ijtott mintdkat PCR reakciokkal
elemeztiik, elsé megkdzelitésben azt vizsgalva, hogy a PiCV milyen aranyban van jelen az
egyes allomanyokban illetve az orszag teriiletén a galamb populaciokban. A PCR termékek
szekvenalasa valamennyi esetben azt mutatta, hogy az amplikonok a kivant nukleinsav
szakaszok, vagyis valamennyi pozitivnak talalt eset valoban PiCV genomot tartalmazott.

Megallapitottuk, hogy a bekiildott mintdk tobbségében a virus jelen volt, fiiggetleniil
attol, hogy az orszag mely pontjarol szdrmazott vagy milyen tipusu mintat vizsgaltunk. A
legalacsonyabb pozitivitast a 15-30 napos kort allatokbol gyiijtott vérsavokban tapasztaltuk,
vagyis a tomeges virémias allapot feltehetéen ennél késobb kezdddik, ami jol egybecseng a
korabban publikalt eredményekkel (Duchatel és mtsai., 2006; Todd és mtsai., 2006).

A postagalamb tenyésztOk altal bekiildott, a gyljtést illetden precizen dokumentalt

vizsgalati mintdkra vonatkozé eredményeket a 2. Tébldzat mutatja be.

2. Tablazat. PiICV PCR pozitivitds az ORF1 gén alapjan, valamennyi primer-kombinacid
Osszesitett eredményként feltlintetve.

Allomany 15/16
Tojas (10-12napos) 9/9

Begytej (4-5 napos) 3/3

Vérsavo (15-35 napos) 4/20
Alvadasban gatolt vér (9-10 hetes) 6/15
Vérsavé (1 éves kor felett) 18/25
Szervek (16 galamb szervei) 15/16
Bélsar 11/12

A tort szamok pozitiv minta / allomanyt vagy / 6sszes mintat mutatjak

Az ORF1 amplikonok eldzetes szekvenalasi eredményei, valamint a minta szdrmazasi
helye alapjan a mintakat 10 csoportra tudtuk osztani. Az egyes csoportok 1-1 reprezentans
(vagyis Osszesen 10) virusdnak a tovabbi elemzése céljabol az ORF2 teljes szekvencia
analizisét is elvégeztiik, ami alapjan a 10 PiCV-bdl 2 (PICV-H1 és PiCV-H9) teljes
mértékben azonosnak bizonyult. Annak ellenére, hogy ez a két virus foldrajzilag egymastol
tavol es6 helyekrdl szarmazott.

17



A teljes ORF2 a vizsgalt mintakban 813 vagy 822 nukleotidbol allt, beleértve a stop
kodont. Ennek megfelelden a vizsgalt virusokban a nukleinsav szekvencia alapjan josolt Cap
fehérjét 270 vagy 273 aminosav alkotta.

A parhuzamosan eldallitott klonokbol tisztitott DNS-ek szekvencidja teljes mértékben
identikus volt, leszamitva egy esetet, amikor a két klon a nukleinsav lancban a 43. és a 164.
pozicioban eltérést mutatott. Mindkét helyen egy nukleotida eltérés volt detektalhato:
adenin/citozin, illetve citozin/timin. Ennek a felismerésnek a kovetkeztében a mintanak egy
tovabbi klonjat is szekvenaltuk, ahol azt tapasztaltuk, hogy mindkét pozicidoban citozin
szerepel, de ezen tul a 194. pozicidoban egy timin helyett citozin volt jelen. Az eliils6
pozicidban bekdvetkezett mutacié nem jart aminosav valtozassal, csendes maradt. A masik
két pozicidban bekdvetkezett valtozasok azonban, a lancban az 55. és a 65. aminosav esetében
valtozast indukalt. Az elébbinél threonin moédosult izoleucinna, az utdbbinal phenilalanin
serinné. A harom klon esetében a konszenzus szekvenciat helyeztiik el a Genbankban, és a
filogenetikai elemzésben is ekként szerepel.

A filogenetikai vizsgalat céljara a Genbankbdl valamennyi ismert, minddsszesen 15
izolalt PiCV-bdl szarmazd ORF?2 teljes szekvenciat toltottiink le, ezek eredete és a genbanki
kodja a 3. és 4. Abran lett feltiintetve. A komplett ORF2 gén filogenetikai analiziséhez nem,
de a teljes Osszehasonlitashoz, a genetikai azonossag mértékének elemzésénél figyelembe
vettiink 2 részleges PiCV szekvenciat is, amelyeket a Cseh Koztarsasag teriiletén
azonositottak (Taras és mtsai., 2003). Az Osszehasonlitas eredményeképpen megéllapitottuk,
hogy a mar publikalt 15 és a jelen tanulmanyban azonositott tovabbi 10 PiCV az ORF2
szekvenciak alapjan 5 genetikai csoportba oszthatd. A csoportokon beliil és azok kozott mért
nukleinsav és aminosav szekvencidk %-os értékeit a 3. Tablazat mutatja be. Az egyes
csoportokon beliil a tagok kozti hasonldsag altaldban 92% fol6tt volt a nukleinsav szekvencia
alapjan, mig az aminosav sorrend elemzése szerint ez a hasonl6sag minden esetben 94% f616tt
volt, de az E csoportba sorolt két virus (Ausztralia és Egyesiilt Allamok) kozétt az eltérés
nagyobbnak bizonyult, itt a hasonlosag csak 88,4% és 89,7% nukleinsav illetve aminosav

szinten.
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3. Tablazat. Csoportok kozotti és csoportokon beliili nukleinsav €s fehérje azonossag.

A 92,8-100%*  81,9-84,3%* 79,3-83,9%*  76,2-79,4%* 755-77,3%*
97,0-100%
B 83,8-85,3%% 96,0-100%* 80,1-82,2%* 77,8-79,7%*  75,4-78,0%*
97,4-100%
C 82,6-86,9%% 80,9-839%F  924%*  792-81,8%* 74,2-759%*
94,8%
D 76,8-79,7%% 76,6-78,4%} 80,3-83,2%% 93,1-97,3%* 73,5-76,3%*
96,7-99,6%%

E 741-77,0%%  750-772%% 73,0-76,3%% 716-72,7%%  88,4%*

89,7%

*: nukleinsav azonossag.
I: aminosav azonossag.

A nukleinsav és az aminosav szekvencidk azonossagianak mértéke alapjan, a
filogenetikai fan is jol lathatoan az eddigi 25 teljes ORF2 szekvencia 5 nagy csoportot (A-E)
alkotott (3. Abra). Az A csoport eurdpai, észak-amerikai és azsiai PiCV-t egyarant
tartalmazott és a 2 Csehorszagbodl szarmazo6 részleges szekvenciat is ide tudtuk besorolni. A B
¢és C csoportok egyarant kizarolag csak eurdpai eredetii PiCV szekvenciakat tartalmaztak, mig
a D ot hazai mintat és a Kinaban leirt genotipusokat foglalta magaba. Az E csoportban pedig

egy észak-amerikai és egy ausztraliai virus foglalt helyet.
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3. Abra. A teljes PICV ORF2 nukleinsav szekvencidk filogenetikai Gsszehasonlitasa. Az
egyes virusokat az izolalas helye (orszag) és a Genbank koéd alapjan neveztiik el. A jelen
tanulmanyban azonositott szekvencidkat félkovér betiikkel emeltiik ki. Az egyes filogenetikai
csoportokat (Group A-E) az abra jobb oldalan jeldltiik.

Az 0Osszehasonlitd vizsgalatok azt is megmutattak, az alacsonyabb szintti aminosav
egyezésen tul, hogy a C csoport esetében, az azt alkotd két PICV ORF2 3' vége eltér
egymastol. Ezen tilmenden az Olaszorszag DQ915950.1 (C csoport) minta ezen vége azonos
a B csoportba tartozo szekvenciakéval, a C csoport egy masik tagja (Belgium DQ 915956.1)
ORF2 3' vége pedig azonos az A csoport tagjaiéval. Ugyanilyen eltérések mutatkoztak az E
csoport tagjai kozott is, ahol az Ausztralia DQ 915959.1 PiCV ORF2 3' vége szintén a B
csoportba tartozokéval, az USA EU840176.1 pedig az A-éval azonos. A D csoportban egy
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esetben egy hazai mintanal (PICV-H6) mutathat6 ki ilyen azonossag, szintén az A csoport
tagjaival. A PiCV ORF2 nukleinsav szekvenciakon megfigyelt rekombinaciokat a 4. Abra
mutatja be.

A nukleinsav és aminosav kiilonbségek tobbsége egyarant a PICV ORF2 szekvenciak
bal oldalara, vagyis az 5’ vég (amino-terminalis a fehérjén) teriiletére esett. Ezen a szakaszon
halmozottan jelentek meg bazis triplet (a fehérjén aminosav) deléciok (a konszenzushoz
képest), illetve deléciok vagy addicidok, ha egymdashoz viszonyitjuk a szekvencidkat. A
karboxy-terminalis vég mozaik-szerli valtozasaival szemben, ahol a feltételezett
rekombinaciok okoztak az eltéréseket, itt az amino-termindlis részen, vagy attol lefelé a
deléciok vagy addicidok a konkrét tobbleten vagy hidnyon kiviil az aminosav szekvencidra
nem voltak hatassal. A triplet kiilonbségek a nukleinsav szekvencia csoporton beliili magas
foku identitasa mellett szintén karakterisztikusak voltak az egyes csoportokra nézve.

Az A csoportban a 19., 164., 542. és 798., a B csoportban az ¢l6z6 4 mellett még a 83.,
a 86. és a 104. pozicidokban torténtek triplet valtozasok (a konszenzus szekvencia nukleinsav
szamozasa alapjan). A C csoport 2 tagjanal a 83. helyen a B-hez hasonldan 2 triplet t6rl6détt,
¢s a 164. pozicidoban szintén volt egy bazis triplet deléci6. A D esetében a 19. és a B
csoportban is megfigyelt 83. és 86. pozicional kezd6do triplet hianya mellett, erre a csoportra
jellemzéen a 388. bazisnal induld triplet is Kkiesett. Az E csoportban a 19. és a 104,
pozicidkban volt felfedezhetd hiany, a 83. pozicioban emellett egyedileg csak 1 triplet kiesése

volt detektalhato, tovabba a csoportra jellemzd egyedi tulajdonsag a 156. triplet kiesése is.
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4. Abra. A PiCV ORF2 gének nukleinsav szekvencia kiilonbségei. A virusok jeldlése azonos
a 2. Abran alkalmazott jelolésekkel. A vizszintes szalagok szinezése csoportonként eltéro.
Legfeliil az ismert PICV ORF2 szekvenciak alapjan megallapitott lehetséges leghosszabb
(mesterséges) konszenzust abrazoltuk, 100 bazisonkénti beosztassal. Az iires nyilhegyek a
konszenzushoz képest delécioként mutatjak be a bazis triplet eltéréseket. A lehetséges (josolt)
rekombinacids események helyét a gén 3° végén, a C, D és E csoportokban, a donor
szekvencianak megfeleld szin jelzi.
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Megbeszélés és kovetkeztetések

A galambok circovirusaival kapcsolatos kutatasok mindezidaig elsésorban a virus
terjedésére, az altala okozott klinikai tiinetekre és a veszélyeztetett korosztalyokra
fokuszaltak, ahogyan az irodalmi attekintésben is elsGsorban ezekre az informaciokra
alapozott Osszegzést probaltam nyujtani. A cikkek altal szolgaltatott adatok alapjan
biztonsaggal kijelenthetd, hogy a PiCV vilagszerte magas gyakorisaggal van jelen a posta- €s
hasgalamb allomanyokban (Soike és mtsai., 2001), és ez a fiatal galambokban leggyakrabban
detektalhatd korokozo. A fertézott egyedek egy részénél korosztaly- és stressz- fliggé modon
klinikai tiineteket okozhat Gnmagéban is, de mas circovirusokhoz hasonloan itt is a kozvetett
kartétel a legjelentdsebb. A kozvetett problémakért elsdsorban azért lehet felelds, mert szintén
mas circovirusokhoz hasonldéan a PiCV fertéz¢és is enyhébb/stlyosabb immunszuppressziot
indukal (Woods és Shivaprasad, 1997), vagyis kivalo teret nyit mas korokozok szamara.

A PiCV genomra vonatkozdan, viszonylag kevés informacié all rendelkezésre,
koszonhetden az alacsony szamu szekvencia meghatdrozdsnak. Ennek a kutatasnak az
elsddleges céljai azok voltak, hogy betekintést nyerjink a PiCV magyarorszagi
eléfordulasanak gyakorisagaba és elkészitsiik az itt el6forduld virusok genetikai jellemzését,
Osszehasonlitdsban a mar publikalt adatokkal. Mindezt azzal a céllal tettiik, hogy a szerzett
adatok ismeretében olyan specifikus vakcinat lehessen a tovébbiakban eldallitani, ami
hatékonyan véd a PiCV okozta karositd hatasoktol, hiszen ma még ez semmilyen formaban
nem all rendelkezésre.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy a PICV Magyarorszagon jelent6s aranyban
van jelen, mivel a 16 kiilonb6zé ducbodl érkezé mintak kozott 15 esetében talaltunk pozitiv
egyedeket és az egyedileg gyijtott szovet és bélsar mintak tobbsége is pozitiv volt a PCR
tesztek valamelyikében. A kontrollalt koriilmények kozott gylijtott mintak eredményei alapjan
itt is igazolodott az a tény, ami a korabban publikalt cikkek alapjan mar varhat6 volt, hogy
elsésorban a fiatalabb korosztaly a veszélyeztetett, tehat korcsoportonként eltéré a fert6zés
intenzitasa. Az egyes szerveket tekintve legnagyobb biztonsaggal a majbol és a 1épbdl tudtuk
kimutatni a virust, vagyis a tovabbiakban, ha elhullott vagy kényszervagott egyedek
vizsgalatara keriil sor, mindenképpen ezeknek a szerveknek a specifikus vizsgalatat tudjuk
javasolni. Ugyanakkor erre a célra a legkevésbé alkalmasnak a vér vagy vérsavo mintak

bizonyultak, feltehetden a csak korlatozott ideig zajlo virémias fazisnak koszonhetden.
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A mi kutatasunkban a 9 embrionalt tojasbol 9 volt pozitiv PCR modszerrel. Bar ez
nagyon alacsony mintaszam, de a germinativ fert6zés lehetdségét a korabbi ismeretekhez
képest jobban kihangsulyozza, hiszen szemben all a publikalt eredményekkel, ahol nem volt
ilyen magas a tojasban mért prevalencia. Igaz, hogy mi az allantois folyadékot hasznaltuk a
kimutatasra, nem pedig szerveket vagy szerv homogenizatumokat (Soike és mitsai., 2001;
Duchatel és mtsai., 2005, 2006). A begytej mintak, bar nagyon kevés érkezett bel6lik,
egyértelmil pozitivitasuk miatt, szintén ellentmondanak a korabbi kutatasok eredményeinek
(Duchatel és mtsai., 2006). Elmondhatd, hogy a sziildparok ilyen moédon is fertdzhetik a
fiokékat, bar messzemend jarvanytani kovetkeztetések levonasdhoz nagyobb volumenti
vizsgalatokra lenne sziikség.

A megvizsgalt bélsar mintak egyértelmiien bizonyitjak, hogy a virus nagy szamban {iriil
ily médon, hangstlyozva ezzel a horizontalis terjedés jelentdségét. Ez a megallapitas kiemelt
jelentdségli, hiszen a galambok, kiilondsképpen pedig a sport célbol tartott postagalambok
egy-egy verseny alkalmaval tobb szaz km-t replilnek és ilyen alkalmakkor a kozos
ivohelyekre jarassal, azokat szennyezve, jo alkalom nyilik a PiICV fokozott terjedésére. A
virus az ilyen fekal-ordl tipusu terjedésre szerkezetébdl addddan kivaldan alkalmas, hiszen
rendkiviil ellenalld, a kdrnyezetben hosszl ideig megtartja fertézOképességét, ezzel tovabb
novelve a horizontalis fertdzések jelentdségét. Ugyancsak a virus terjedését szolgalja, hogy a
sportgalamb tartok szivesen vésarolnak egymastol, illetve cserélnek galambokat.
Valoszintileg ennek is koszonhetd, hogy a kiilonb6zd genotipusok, nem kothetdk kisebb
foldrajzi egységekhez, s6t még kontinensekhez sem.

A felmérd vizsgalatok sordn alapvetden két primerpart alkalmaztunk, és ezeknek a
kombinaciojat. Sok esetben eléfordult, hogy az igy kiallithaté négy kombinacidébol csak egy
vagy két esetben kaptunk pozitiv eredményt a virus jelenlétének az igazolasdhoz. Ebbdl arra
lehetett kovetkeztetni, a kutatasnak mar ebben a kezdeti fazisaban, hogy a PiCV genom,
hasonldan a tobbi circovirushoz variabilis természetli. Emiatt, bar a primerek konzervativ
szakaszokra voltak tervezve nem miikodtek kelld érzékenységgel. Ennek ellenére az ORF1-
bdl késziilt szekvencia, ahogyan azt vartuk, kisebb valtozasokat leszdmitva egészében
konzervativnak mutatkozott.

Az ORF2 gén esetében mar szamitottunk nagyobb foku eltérésekre, az eredmények
azonban igy is szamos meglepetéssel szolgaltak. A klonok vizsgalata (igaz alacsony szamban
tortént) arra utalt, hogy az egyes fertézések sordn a jelenlévé PiCV nem kevert fertdzés
formajaban van jelen, ha egyedeket vizsgalunk. Egyetlen esetben talalkoztunk olyan azonos

mintabol szarmazd klonokkal, ahol a klénok szekvencidja nem egyezett, st a vizsgalatot

24



folytatva nagyobb diverzitast lehetett kimutatni. Ennek okéat nem tudjuk, a kevert fertdzés,
vagy a PCR hiba sem kizarhat6, de ugyanigy elképzelhetd, hogy valamilyen ismeretlen ok
folytan az adott egyedben a virus egy szélesebb kvazi-specieszben szaporodott.

Az eredetileg a Genbankban eclérhet6 15 kiilonboz6 galambbdl izolalt majd szekvenalt
ORF2 informaciéhoz a munkankkal 10 wjat adtunk, amibdl 9 nagymértékben kiilonbozott
egymastol. A Cap gén szekvenciak alapjan, a korabbi elemzésektdl eltéréen (Todd és mtsai.,
2006; Yu és mtsai., 2009) 5 csoportra tudtuk osztani az virusokat a filogenetikai fan. A Yu és
munkatarsai altal publikalt cikkben 3 nagy csoportot allapitottak meg, az ezt megel6zéen
2006-ban Todd ¢és munkatarsai altal kozzétett cikkben, pedig még csak kettét. Ezen
csoportoknak nem csak a szama, hanem az Osszetétele is valtozott a 10 0 szekvenciaval
egyiitt elemezve 6ket. A Magyarorszagon, a jelen kutatdmunka soran altalunk azonositott és
elemzett mintak az 6tb6l harom csoportban szerepeltek.

A csoportokon beliili hasonlosag elemzése kimutatta, hogy egyes genetikai csoportok
tagjai kozelebb allnak egymashoz, mint azt mas, jelen esetben a C és E csoportok esetében
tapasztalni lehetett. Az ezekbe a csoportokba tartozo6 alacsony mintaszam (2-2 virus) egylitt a
nagyobb filogentikai tavolsaggal, azt sugallja, hogy feltehetden nem valodi clusterekrdl van
sz0, hanem az alacsony mintaszdmbol és az elemzd programok sajatossagaibol adddod
,muitermékrol”. Feltételezzilk, hogy az ide sorolt virusok ©Onallé csoportokba, vagy
alcsoportokba sorolodnak, amennyiben nagyobb szamban azonositanak hasonld genetikai
allomannyal rendelkezd virusokat.

Az igazan érdekes és varatlan megfigyelések az ORF2 variabilitdsaval kapcsolatosak.
Korabban nem figyeltek meg circovirusokndl bazis triplet deléciokat vagy addiciokat.
Ezeknek a triplet differencidknak a valtozatos szama és helyezddése egy-egy genetikali
csoporton beliill jellemzének tlinik, és annak ellenére, hogy nem jar a triplet-kiilonbség
olvasasi keret-valtozassal, feltételezziik, hogy a virus valamilyen elényre tesz szert a
valtozatok megjelenése révén. Tekintve, hogy a capsid fehérje az egyetlen strukturalis protein
a virionban és egymagaban felelds a protektiv immunitas kivaltasaért, nagyon valoszinii, hogy
a valtozasok a virus fertdzOképességének a megdrzését szolgaljak olyan kdrnyezetben, ami
akar mar athangoldodott egy masik csoportbeli virussal szemben.

Hasonl6 szerepiik lehet, de feltehetden még hatékonyabban mitkddnek az immunvalasz
kijatszasdban azok a szintén elsdként leirt rekombindcios valtozasok, amelyeket egyes Cap
fehérjék C-terminalis végén mutattunk ki. A PiCV Cap fehérje epitop térképe ma még nem

jelentds valtozdsoknak tlinnek. A PCV Cap esetében ugyanis ez egy olyan régidé a
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virusfehérjén beliill, ami nagymértékben meghatdroz6 a virusneutralizal6 ellenanyagok
indukélésaban (Shang és mtsai., 2009).

A PiCV fertézések és az altala okozott betegségek elleni védekezés ma még vilagszerte
a megoldatlan feladatok kozé tartozik. Munkank nem titkolt tavlati célja az volt, hogy
megteremtsiik azt a virusra vonatkoz6 informacios hatteret, amelynek segitségével hatékony,
specifikus vakcindk allithatok eld. A vizsgélatokbol kideriilt, hogy a virus nagyfoku
valtozékonysagra képes, vagyis egy vakcindzasi stratégianak ezzel szdmolnia kell. Képes
lehet a PiCV arra, hogy antigénszerkezetét megvaltoztatva egy nem tokéletesen illeszkedd
antigénszerkezetli vakcina altal inditott immunvalasz hatasa alél kibujjon. Eppen ezért a
vizsgalataink egyik talan legfontosabb kovetkeztetése az, hogy egyetlen virus csoportba
tartozd antigénnel nem lehet hatékonyan védekezni, ez csak akkor lehetséges, ha ezeknek a
Cap fehérjéknek olyan kombinacidjat hasznaljak vakcindzdsra egyidejlileg, ami valamennyi
lehetséges antigén varidnssal epitop-szerkezeti atfedést nyujt.

A TDK munkamnak mar nem volt része az a vakcinafejlesztési kutatds, ami az itt
eléallitott pBacPak9 plazmid alapi ORF2 klonokra épiilt és egy baculovirus expresszios
rendszeren keresztiill 3 kiilonb6zé capsid fehérje eldallitdsaval ¢és kombinacidjaval
megkezdddott. Az elsd vakcinazési kisérletek azt mutatjak, hogy a stratégia, ami a megel6z6

genetikai vizsgalatokra épiil sikeres.
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