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1. Roviditések jegyzéke

BSA

CMV

DNS

FITC

PBS

PCV

PCVAD

PDNS

PMWS

PPV

PRDC

PRRSV

gPCR

bovine serum albumin

szarvasmarha szérum albumin

cucumber mosaic virus

uborkamozaik virus
dezoxiribonukleinsav

fluorescein isothiocyanate

fluoreszcein-izotiocianat
immunfluoreszcens

phosphate buffered saline

foszfat pufferolt sdoldat

porcine circovirus

sertés circovirus

porcine circovirus associated diseases

sertés circovirussal kapcsolatos betegségek

porcine dermatitis nephropathy syndrome

sertések dermatitisz nefropatiaja

postweaning multisystemic wasting syndrome

valasztott malacok circovirus okozta sorvadasa

porcine parvovirus

sertés parvovirus

porcine respiratory disease complex

sertések 1égzdszervi betegség komplexe

porcine respiratory and reproductive syndrome virus
sertések reprodukcios zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jard szindroméajanak

virusa

guantitative real-time polymerase chain reaction

kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcid



RCMV

TCIDsg

SZIE-AOTK

recombinant cucumber mosaic virus

rekombinans uborkamozaik virus

tissue culture infective dose 50%

szovettenyészeten 50% sejtkarosodast el6idézo virusdozis
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2. Osszefoglalé

A kettes tipusti sertés circovirus (porcine circovirus type 2, PCV2) vilagszerte, igy
Magyarorszagon is széles korben eléfordulo, stilyos gazdasagi karokat eldidézo korokozd, ami jelen
van a hazi sertés ¢és vaddiszné alloméanyokban is. A PCV2 elleni védekezés jelenleg az éltalanos
jarvanyvédelmen és vakcinazason alapul.

Az MTA MezOgazdasagi Kutatdintézete, a Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont
és a SZIE-AOTK Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék munkatarsainak egyiittmiikodésével
sikertilt olyan, dohanyndvényen szaporithato, rekombinans uborkamozaik virust (cucumber mosaic
virus, CMV) (tovabbiakban RCMV) 1étrehozni, amely a PCV2 egyik epitopjat (224-233 aminosav)
a kapszidjan hordozza. A rekombinans virus egéroltasi kisérletekben PCV2-specifikus immunvalasz
kivaltasara alkalmasnak bizonyult. Az RCMV ndévényekben nagy mennyiségben szaporitva olyan
antigén eloallitasi lehetdséget kinal, mely egyszerti és konnyen gazdasagossa tehetd, tovabba az
antigén alkalmas lehet oralis immunizalasra, igy lokalis immunitas kialakitdsara is. Az RCMV
immunogenitasanak tesztelésére irdnyuld sertés immunizalasi kisérletek keretében 13, két hetesen
valasztott malacot immunizaltunk, harom csoportban. Az elsd csoportban 6t malacot inkomplett
Freund adjuvanssal kevert rekombinans CMV-vel, izomba oltottunk. A masodik, pozitiv kontroll
csoport Ot malacat kereskedelmi forgalomban kaphatd, inaktivalt vakcindval immunizéaltuk
(Circovac, Merial). A harmadik csoportban harom malacot (negativ kontroll) foszfat pufferrel
oltottunk. Az oltasokat 10 nap mulva ismételtiikk. A két honapos vizsgalat alatt hetente mértiik a
vérszérum PCV2-specifikus ellenanyag titerét indirekt immunofluoreszcens modszerrel. A
vakcinazas hatékonysagat PCV2-vel végzett rafertézési kisérlettel ellendriztiik. A virusszaporodast
az egyes csoportokban kvantitativ polimeraz lancreakcid segitségével mértiik bélsarbol és
extermindlast kovetden vett szervmintakbol.

Az immunofluoreszcencias vizsgalatok eredményei igazoltak, hogy az RMCV-vel oltott
csoport vérsavojaban a masodik immunizalas utan megjelent PCV2 specifikus ellenanyag, mig a
pozitiv kontroll csoportban ez mar az elsd oltas utan is mérhetd volt. A kisérlet alatt egyetlen allat
sem mutatott PCV2 fertdzésre utald klinikai tiinetet. A virusszaporodas alacsonyabb mértékii volt a
kisérleti csoportban, mint az immunizalatlan egyedekben. A pozitiv kontroll csoportban nem
detektaltunk virus replikéciot.

Az eredmények alapjan az antigén immunogenitasa elégségesnek bizonyult, am a megfeleld

koncentracid, formula és adjuvéns kivalasztasa tovabbi kisérleteket igényel.



3. Summary

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a common pathogen causing major economic losses
worldwide and also in Hungary, infecting both wild boars and domestic pigs. The control of PCV2
is based on general epidemiological measures and vaccination.

A new recombinant cucumber mosaic virus (RCMV) has been developed in cooperation
with the Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, the Agricultural
Biotechnology Research Centre and the Szent Istvan University, Faculty of \eterinary Science,
Department of Microbiology and Infectious Diseases. The virus carries a PCV2 epitope (amino
acids 224-233) on its capsid surface. The recombinant virus was able to trigger specific immune
response against PCV2 during an experiment in mice. RCMV replication in high quantities using
plants offers an inexpensive and easy way of antigen production. Furthermore, the antigen might
also be used for oral immunization, inducing specific local immunity on mucosal surfaces.

To evaluate the immunogenicity of RCMV we performed an experiment using 13 piglets
weaned at two weeks after birth and divided them into three groups. Five piglets in the first group
were vaccinated intramuscularly using RCMV mixed with incomplete Freund’s adjuvant. Another
five pigs were immunized using commercially available, inactivated PCV2 vaccine (Circovac,
Merial) as positive control. The immunizations were repeated after 10 days. The third group was
mock immunized as a negative control. The serum antibody titers were measured weekly during the
two-months-long experiment, using indirect immunofluorescence assay. The efficacy of the
vaccinations was tested by challenge infection using wild type PCV2. The quantity of the virus was
measured by real time polymerase chain reaction (QPCR) from fecal samples and the organ samples
collected after extermination.

According to the results of the immunofluorescence tests, PCV2 specific antibodies
appeared in the sera of pigs vaccinated with RCMV after the second immunization, in contrast to
the positive control group, where they were detected after the first dosing. None of the animals
showed clinical signs of PCV2 associated diseases after the challenge infection. Virus replication
was less frequent in the piglets immunized with RCMV, than in mock immunized pigs. There was
no detectable virus replication in the positive control group.

It was concluded that the immunogenicity of the recombinant antigen was satisfactory,
although the selection of the perfect antigen concentration, formulation and adjuvant requires

further experiments.


http://www.univet.hu/sc1/tanszek.php?id=44&lang=en

4. Bevezetés

A kettes tipusu sertés circovirus (porcine circovirus type 2, PCV2) vilagszerte igen jelentds
gazdasagi karokat okoz a sertés allomanyokban. Tobb korkép kialakitdsaban is részt vesz, melyek
kozil a valasztott malacok circovirus okozta sorvadasa (postweaning multisystemic wasting
syndrome, PMWS) az egyik legjelentdsebb. A fert6zd betegségek, kiilondsen a virusfertdzések, igy
a PCV2 eclleni védekezésnek egyik legfontosabb lehetdsége a vakcinazas. A  virus
valtozékonysaganak kodszonhetden 1) tipusok megjelenésével a kordbban kifejlesztett inaktivalt és
alegység vakcindk hatékonysagukbol fokozatosan veszitenek, ezért egyre sziikségesebbé valik 0j
vakcinak kifejlesztése.

A korabbi baculovirusos expresszids rendszer mellett gazdasagos technologidnak igérkezik a
novényi virus vektor segitségével torténd expresszio, mivel ezek a vektorok névényeken nagy
mennyiségben szaporithatoak. Egy igy eldallitott vakcinajelolt immunogenitasanak tesztelése
egereken sikeresnek bizonyult, igy megkezdddtek a sertés immunizalasi kisérletek, melyekbe én is
bekapcsoldodtam.

A kisérlet Iényege sertések immunizaldsa a vakcinajeldlttel pozitiv és negativ
kontrollcsoportok mellett, és kisérleti fertézése vad virussal, mikézben a vérszérum PCV2-
specifikus ellenanyag titerét és a bélsarral torténd virusiiritést rendszeresen mérjiik. Exterminalast

kovetden pedig szervmintakban is meghatarozzuk a virus mennyiségét.

Reményeink szerint a ndvény virus alapi expresszidos rendszer antigén eldallitasra
alkalmasnak bizonyul és a Iétrehozott rekombinans virus elégséges immunvalaszt indukal ahhoz,
hogy a tiinetek kialakuldsat megeldzze, ¢és takarmanyban adagolva a nyalkahartyadkon is ki tud

alakitani helyi védettséget.



5. Irodalmi attekintés

5.1 A sertés circovirusok

A sertés circovirus (porcine circovirus, PCV) a legkisebb méretii allati virusok egyike, mely a
Circoviridae csaladba, azon beliil a Circovirus genusba tartozik. Szimpla szala, megkozelitleg 1,76
kilobazis méreti DNS genomja cirkularis (a csalad és a genus neve is innen ered) melyet
fehérjeburok, kapszid vesz koriil. Virionja kobds szimmetriaja, burka nincs, atmérdéje 17 nm
(Crowther és mtsai., 2003; Mankretz és mtsai., 1997; Meehan és mtsai., 1997). Fert6zést kovetden a
sejtek magjaban replikalodik és ehhez a sejt enzimeit hasznalja. Fertdtlenitd szerekkel szemben igen
ellenallo: mivel burka nincs, a zsiroldo szerek nem tesznek benne kart, az alacsony, pH 3-as
kémhatasnak, ¢és relative magas, 70°C-os homérsékletnek is ellenall (Allan, 1994).
Oxidaloszerekkel, lugokkal szemben in vitro kevésbé ellenallo, de gyakorlati alkalmazasuk nem
megoldhato, ugyanis ezek a berendezésekben is kart tesznek, és nem lehet mikodésiikhoz kelld
koriilményeket megteremteni (Royer és mtsai., 2001).

Ma a virusnak két tipusa ismert. El6szor 1974-ben izolaltdk Németorszagban az egyes tipust
sertés circovirust (porcine circovirus type 1, PCV1) permanensen ferté6zott PK-15 sertésvese
sejtvonalbol (Tischer és mtsai., 1974). Kisérleti koriilmények kozott a PCV1 virussal fertézott
sertéseken nem mutatkoztak betegség klinikai tiinetei (Tischer és mtsai., 1986), habar wjabb
kutatadsok szerint 55. napon fert6zott sertés embridkban 21 nappal késébb tapasztaltdk a virus
szaporodasat, ¢s lesiok kialakulasat a tiidében (Saha és mtsai., 2011). Ezzel szemben a kettes tipusu
sertés circovirus bizonyitottan patogén, fertdzd betegséget, €és jellemzd klinikai tiineteket okoz.
El6szor Nyugat-Kanadaban izolaltak 1991-ben, a valasztott malacok circovirus okozta sorvadasa
(postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) korkép korokozodjaként, majd késébb
publikaltak is (Harding és Clark, 1996).

Mara kidertilt, hogy a PCV2 vilagszerte el6fordul a hazi sertés és vaddiszno alloményokban,
stlyos gazdasagi karokat idézve eld (Kiss és mtsai., 2000; Csagola és mtsai., 2006). Hazai hazi ¢és
vaddisznok kozt 95% folé rigd szeropozitivitast allapitottak meg. Felmeriilt a kérdés, hogy a
korokozé midta van jelen a sertések kozott. Régi mintakat vizsgalva 1969-ben Belgiumban vett
szérummintakbol PCV  specifikus ellenanyagokat (Sanchez és mtsai, 2001), 1986-0s
szovetmintabol PCV nukleinsavat (Rosell és mtsai., 2000, Rodriguez-Arrioja és mtsai., 2003)
mutattak ki, de angliai mintdkban egészen 1970- ig visszamendleg talaltak bizonyitékot a virus

jelenlétére. Megallapitottak, hogy a virus mar régebb ota jelen van a sertések kozt, annak ellenére,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211004825#bib0370

hogy a PMWS koérképre csak 1991 utan figyeltek f61. Ennek egyik oka lehet, hogy korabban kisebb
volt a betegség gyakorisaga (Rosell és mtsai., 2000b), tovabba a korképre vélhetdleg azért sem
lettek figyelmesek korabban, mert tiineteit konnyen Osszekeverhették mas, példaul a PRRS virus
(porcine respiratory and reproductive syndrome virus, PRRSV) vagy a sertés parvovirus (porcine
parvovirus, PPV) okozta betegség tiineteivel (Segalés és Domingo 2002). A felismerést nehezithette
az is, hogy leggyakrabban kevert fert6zés esetében alakulnak ki a sulyosabb kilinikai tiinetek. A
PCV?2 er6sen immunszuppressziv, ezaltal szamos betegség kialakulasaban hajlamosité tényezoként
jatszik szerepet, valamint tovabbi jelent0s kartételt okoz azaltal, hogy mas korokozok elleni
immunizalasra a fertdzott egyedek nem reagalnak kelldképpen, igy nem alakul ki megfeleld
védettség a vakcinazas utdn. A sertés circovirussal kapcsolatos megbetegedésekben (porcine

circovirus associated diseases, PCVAD) tobb korkép is ismert:

1. PMWS (Harding és Clark, 1996). Altalaban vélasztas utan a 6-15 hetes malacok
betegszenek meg, fogékony allomanyokban koriilbeliil 5-20%-o0s morbiditassal (Harding és mtsai.,
1998.) Folyamatos sulyvesztéssel, senyvességgel jaro aspecifikus tiinetek vannak jelen (k6hogés,
anémia, dyspnoe, cianozis, laz, bagyadtsag, étvagytalansag, hasmenés, sargasag, idegrendszeri
tiinetek, foleg a lagyéki és bélfori nyirokcsomok megnagyobbodasa) (Harding és mtsai., 1998; Ellis
¢s mtsai., 1998; Harms, 1999). A betegség korfejlédésében kulcsszerepe van a virus
immunszuppressziv hatasanak (Darwich és mtsai., 2004) és masodlagos fert6zéseknek.

2. Sertések légzdszervi betegség komplexe (porcine respiratory disease complex, PRDC,
melynek kialakitasaban (Halbur, 1998, Thacker, 2001, Kim és mtsai., 2003) a PCV2 mellett mas
virusok és baktériumok is részt vehetnek, tobbek kozott a PRRSV, a sertés influenza virus, a
Mycoplasma hyopneumoniae, a Bordetella bronchiseptica és az Actinobacillus pleuropneumoniae.
3. Sertések dermatitisz nefropatiaja (porcine dermatitis nephropathy syndrome, PDNS, Segalés
¢és mtsai., 1998, Rosell és mtsai., 2000a). A korkép leginkabb 1,5-4 honapos korud, 20-65 kg kozotti
malacokat érint (Done és mtsai., 2001; Duran és mtsai., 1997). A betegség lényege III. tipust
hiperszenzitivitasi reakcid, melyet a PCV2 indukal (Sierra és mtsai., 1997). A vérsavd extrém
magas PCV specifikus ellenanyagai immunkomplexek formajaban rakodnak le a vese
glomerulusaiban ¢és a kapillarisok endotheljén, ezért testszerte savokilépés kovetkezik be.
Mortalitasa magasabb, mint 95% (Segalés 2006).

4. Reproduktiv rendellenességek és magzati miokarditisz (West és mtsai., 1999, O'Connor és
mtsai., 2001). A magzatokba placentan at atjutd6 PCV2 a 70. napig visszaivarzast és magzatelhalast,
mumifikalodast okozhat, mivel még immunkompetencia nem alakult ki. Telepi koriilmények kozt
kicsi a gazdasagi jelentdsége, mert a kocak nagyrészt immunologiailag mar athangolodtak

(Maldonado és mtsai, 2005).



5. Elhalasos tiidogyulladas (Pesch és mtsai., 2000) és elhaldsos tracheitisz (Candotti és mtsai.,
2001).

6. Exszudativ epidermitis (Kim és Chae 2004, Wattrang és mtsai., 2002), melynek kapcsolata a
PCV2-vel még nem bizonyitott.

7. Kongenitalis tremor (Stevenson és mtsai.,, 2001, Choi és mtsai., 2002), melynek

kialakulasaban a PCV2 szerepe szintén vitatott.

A PCV2-nek két genotipusa ismert, melyek pathogenitasukban és elterjedésiikben is
kiilonboznek. Megkiilonboztetésiikre jelen dolgozatban Hesse és mtsai (2008) nyoman a PCV2A
(1768 bazis hossziisagi genom) €és PCV2B (1767 bazis hosszusagu genom) megjeldlést hasznalom.

A PCV2A genom volt az elsOként izolalt PCV2 szekvencia. Kanadaban és az Egyesiilt
Allamokban 2004-ig kizarélag ez a genotipus volt kimutathatd (Carman és mtsai. 2006). A PCV2B
egy ujabb genotipus, mely 2003 és 2004 koriil gyors terjedést mutatott Eurdpaban, igy aranyaiban
hattérbe szoritva a PCV2A-t (de Boisseson €s mtsai., 2004, Dupont €és mtsai., 2008). Az észak-
amerikai kontinensen vald terjedésével 2005 masodik felében a PCV jarvany erdsodését, és a
PCVAD esetek szamanak emelkedését eredményezte (Carman és mtsai., 2006, Gagnon ¢s mtsai.,
2007, Cheung és mtsai., 2007).

Kisérleti koriilmények kozt malacokat kiilonb6zé PCV?2 tipussal PCV 2a/2b, 2b/2a, 2a/2a, és
2b/2b fertézve modellezték a kombinalt fert6zodést. A két fertdzés kozt 7 nap eltolddast hagytak. A
csak PCV2A-val fert6zott egyedek egyikében sem tapasztaltak a PCVAD-re jellemz6 klinikai
tiinetet, mig a vegyesen fertdzott kilenc egyed koziil 6tben sulyos betegség tiinetei, nyolcban
thymus atrophia, és mindegyikben ascites vagy oedema alakult ki. A csak PCV2B-vel fert6zott 6t
malac koziil egyben alakult ki bronchopneumonia és pleuralis folyadékgyiilem. A kialakult laesiok a
vegyesen fert0zott egyedekben sulyosabbak voltak, mint a tisztan PCV2B vel fert6zottekben
(Harding és mtsai., 2010).

5.2 A védekezés lehetséges modjai

A PCV2 elleni védekezés leghatékonyabb modszere az 4ltalanos jarvanyvédelmi szabalyok
betartdsa mellett a betegség megeldzése vakcindzassal. A jelenleg kereskedelmi forgalomban 1évd
vakcinak (1. melléklet) inaktivalt, vagy alegység vakcinak, melyek mind a PCV2A genotipuson
alapulnak.

Az inaktivalt vakcinakban a korokozo, jelen esetben a sertés circovirus altalaban
formaldehiddel, vagy etilén iminnel elolt formaban van jelen, a szervezet immunrendszerének

valaszat adjuvansok hozzdaddsaval fokozzdk. FEldnye, hogy a teljes virust, igy minden
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immunogenitasért felelés részletét, epitopjat tartalmazza. Ilyen a Circovac (Merial), mely eldlt
PCV2-t tartalmaz és a Fostera'™ PCV (Pfizer Animal Health Inc.) vakcina, mely a régebbi
Suvaxyn® PCV2 One Dose™ (Fort Dodge Animal Health Inc.) vakcinanak uj formulaja, attenudlt
virust tartalmaz inaktiv formaban. Az attenudlds soran az apatogén PCV1 genetikai vazara a PCV2
immunogenitasért felelds epitopjat tiltették génsebészeti mddszerekkel (Beach és mtsai., 2011).

A jelenlegi inaktivalt PCV2 vakcinak hatasossaga az immunizalt sertések atlagos napi
sulygyarapodasan és mortalitdsi ratajan alapuld vizsgalatok alapjan még korlatozott, de
egyértelmiien mindkét mutatét javitotta (Kristensen ¢és mtsai., 2011). Mivel a virus
sejttenyészeteken nehezen szaporithatd, az inaktivalt vakcindk gyartasa koltséges, gazdasagosabb
alternativat jelent az alegység vakcinak eldallitasa.

Az alegységvakcindk nem tartalmazzak a teljes virust, és annak teljes antigén készletét,
immunitas kialakitasaért felelds, igy a szervezet immunrendszere aktiv immunitdst nyer a
korokozoval szemben. Az epitopok aminosav szekvencidjat eldallithatjuk példaul transzgenikus
rovarpatogén baculovirusokkal. Ilyen modszerrel késziilnek a kdvetkez6 vakcinak (Beach és mtsai.,
2011):

. Ingelvac CircoFLEX® (Boehringer Ingelheim)
. Circumvent® (Intervet/Merck)

o Porcilis® PCV (Schering-Plough/Merck).

5.3 Antigeén eloallito rendszerek névény virusok felhasznaldasdval

Az antigén expresszid lehetséges novényekben is. Ennek egyik modszere a kivalasztott
antigént kodolo gén bevitele a novény genomjaba, azaz genetikailag moédositott, transzgénikus
novények létrehozasa (Tiwari és mtsai., 2009).

Egy masik lehetdség az antigének mesterséges eldallitasara a ndvényvirusok segitségével
torténd expresszid6 (Koprovski és Yusibov, 2001), melyek szdmos igéretes tulajdonsaggal
rendelkeznek: viszonylag gyorsan kifejlesztheté egy 0j vakcina, mivel nem kell transzgenikus
ndvényeket eldallitani, a transzgén eltlinésére is kisebb esély van, tovabba a termelhetd fehérje
mennyisége is joval nagyobb lehet (Warzecha és Mason, 2003).

Az eljaras soran olyan mesterségesen létrehozott, eldre megtervezett virussal fertdézik a
novényeket, melyek genomja tartalmazza az expresszalni kivant fehérje kodjat, errdl allitodik el a
virus sokszorozodasakor a termelni kivant fehérje a novény sejtjeiben. Ennek hatranya, hogy a virus
stabilitasa és szaporodoképességének megtartasa mellett korlatozott a beépithetd szekvencia hossza.

(Koprowski és Yusibov, 2001). Ha mégis sikeriil nagyobb génszakaszt inzertalni, az nem marad
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feltétleniil a genomban, mert a replikdcid soran konnyedén elveszhet. A virus életciklusa szamara
nélkiilozhetd egyik sajat burokfehérjének helyén is expresszalhato a kivant epitop. gy is csak
korlatozott méretii epitdop expresszalhatd, de tisztitds ¢és adjuvansok hozzdadasa utan
alegységvakcinaként alkalmazhat6. Az igy termelt antigének eldnye, hogy a termelés egyszerl és
konnyen gazdasagossa tehetd. Olcsod, nagy tomegben vald eldallitasa szant6foldi novényekben
alkalmas lehet oralis immunizalasra, igy lokalis immunitas kialakitasara is (Streatfield, 2006). Ez az
alkalmazas még varat magara, hiszen a megfeleld védettség kialakitdsahoz sziikséges antigén dozis

szabalyozasa és ellendrzése technikailag még nem teljesen megoldott.

5.4 Hogyan késziilt a rekombindns alegység vakcina?

A Magyar Tudomanyos Akadémia Mezdgazdasagi Kutatointézete, a Mezdgazdasagi
Biotechnologiai Kutatokozpont és a SZIE-AOTK Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék
munkatarsainak egyilittmikodésével egy konzorcidlis palyazat keretében, dohanynévényen
szaporithatd, rekombinans uborkamozaik virust (recombinant cucumber mosaic virus, RCMV)
sikeriilt 1étrehozni, amely a PCV2 egyik epitopjat (224-233 aminosavak) kapszidjaban expresszalja
(1. abra).

A PCV2 kapszidjanak modellezése szamitdogépes programok segitségével, grafikus
modszerekkel tortént. A modell alapjan vizudlisan hatdroztdk meg a lehetséges immunogén
epitopokat. A rekombinans gén sikeres expressziojat Northern blot technikdval vizsgaltdk, az
RCMYV felszinén az epitop jelenlétét pedig ELISA moédszerrel lehetett igazolni. Mivel a ndvényi
virus tartalmazza a PCV2-vel szembeni protektiv immunitasért felelés fehérje részletet, alkalmas
lehet vakcina készitésére. A tisztitott ¢és adjuvanssal kevert virus szuszpenzid egéroltasi
kisérletekben PCV2-specifikus immunvalasz kivaltasara alkalmasnak bizonyult (Gellért és mtsai.,
nem publikalt eredmények). Mivel a PCV2 jarvanytanaban az egerek is fontos szerepet jatszanak,
fert6z6dnek, ¢és terjesztik is a virust (Csagola és mtsai., 2008, Lorincz és mtsai., 2010) a modell

alkalmas a vakcinak el6zetes tesztelésére.
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1. Abra. A rekombinans uborkamozaik virus modellje. A CMV A, B és C alegységei kék, rozsaszin

¢s sarga szinnel, a beillesztett PCV2 epitop piros szinnel jeldlve.
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6. Anyag és modszer

6.1 Sertések immunizdlasa

A vakcinajelolt immunogenitasanak tesztelésére iranyuld sertés immunizalasi kisérletekbe
kapcsolodtam be munkam soran. Az allatkisérletet a 2010/63/EU szamu direktiva és a Szent Istvan
Egyetem allatkisérletekre vonatkozé irdnyelveinek betartasaval végeztiik.

A kisérlet keretében tizenharom, konvencionalis, két hetesen valasztott Kkismalacot
hasznaltunk. A malacok olyan sertésallomanybol szarmaztak, ahol a malacokat a valasztas utan
vakcinazzak. Az allatok egyedi megjeloléséhez tartds allatjelold festéket alkalmaztunk. A malacokat
harom csoportra osztottuk, €s a Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék kisérleti allathazaban,

csoportonként elkiilonitve helyeztiik el (2. abra).

2. Abra. Az egyik csoport malacai kutricajukban.
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Az els6 csoportban 5 malacot 2 mg rekombinans CMV-vel, 1 ml inkomplett Freund
adjuvanssal (Sigma-Aldrich) 2 ml-re kiegészitve izomba oltottunk. A masodik csoport 5 egyedét
pozitiv kontrollnak kereskedelmi forgalomban kaphat6, inaktivalt vakcinaval (Circovac, Merial), a
hasznalati utasitas szerint immunizaltuk. A harmadik csoport 3 malacat, mint negativ kontroll
csoportot, 2 ml foszfat pufferrel (phosphate buffered saline, PBS) izomba oltottuk. Az oltasokat 10

nap mulva ismételtiik. A kisérleti elrendezést a 3. dbra szemlélteti.

Kisérleti elrendezés ,
Jelmagyarazat

Kisérleti csoportok
RCMV

l 1 1 l 1 1 l ¥ Circovac

l Vfér minta
l’ l’ l' l 1 1 l :étleslélr minta
> AR AT P
| 1 1 1 1 1 1 &0
X viruss?l.
rAY 7AY AwAwAy yARZAY \Eutanazm

0 10 20 30 40 50 60

Napok

3. Abra. A kisérlet idébeosztasa.

6.2 Immunfluoreszcens teszt

A két honapos vizsgalat alatt hetente mértiik a vérsavd PCV2-specifikus 1gG ellenanyag
titerét indirekt immunfluoreszcens (IF) moédszerrel. A vért a bor fert6tlenitése utan a vena cava
cranialisbol vettiik 10 ml-es zarhato, tres vérvételi csovekbe. Alvadas utan az alvadékot steril tlivel
elvalasztottuk a cs6 falatol, majd 5000/perc fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk. Az alvadékrol
igy pipettaval kdnnyen leszivhato szérum mar megfelelt a szerologiai tesztek elvégzéséhez.

Az indirekt IF-hez antigénként PCV2 kapszidot expresszald rekombindns baculovirussal
fert6zott Spodoptera frugiperda (Sf) rovar sejttenyészeteket hasznaltunk. A sejteket 96 lyuku
szovettenyésztd lemezre vittiik fel, melyeket parhuzamos oszlopokban recombinans baculovirussal,

¢s vad baculovirussal (Autographa californica nuclear polyhedrosis virus) felvaltva fertéztiink. Ez
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utobbit negativ kontrollként hasznaltuk. Mindkét virussal olyan koncentracioban fertdztiik a
sejttenyészetet, hogy egy sejtre egy virus essen. A rekombinans baculovirust a BacPAK™ 25
Expression System (Clontech) segitségével dr. Csagola Attila készitette el. 72 oras, 27 °C-0S
inkubéacié utan a sejttenyészeteket lyukanként 200 pl, etanol és aceton 1:1 ardnyu keverékével
fixaltuk. Tiz perc fixalasi id6 utan a folyadékot elontve és a tenyészeteket szaritva azok készen
alltak az indirekt IF teszt elvégzésére, vagy mélyhitdben -20 °C fokon tarolva késébb is
felhasznalhat6ak voltak.

A malacokbol nyert szérum mintakbol mintanként két felezd higitasi sort készitettiink 1:5
higitassal kezdve. A mintdkat 1% szarvasmarha szérum albumint (bovine serum albumin, BSA)
tartalmazo PBS-ben higitottuk. A biztosabb elbiralas érdekében minden minta higitasi sorabol egyet
rekombinans, egyet vad baculovirussal fert6zott oszlopra helyeztiink, lyukanként 100-100 pl-t. A
lemezeket nedves kamraban, 37 °C-on inkubaltuk. Az egy Oréds inkubacids 1d6 elteltével a
lemezeket haromszor 5 percig mostuk PBS-ben, hogy a nem specifikusan k6t6dé ellenanyagokat
eltavolitsuk, majd hozzaadtuk a sertés 1gG-re specifikus fluoreszcein-izotiocianattal (fluorescein
isothiocyanate, FITC) jelolt konjugatumot (Sigma-Aldrich). A konjugatumbol lyukanként 0,25 ul-t
hasznaltunk 100 pl BSA-s PBS-ben feloldva. Ujabb egy o6ras, 37°C-os inkubacios id6 elteltével a
készitményt haromszor 5 percig mostuk, majd fluoreszcens mikroszkoppal UV fényben biraltuk az
eredményeket. Azokon a lyukakon, ahol fluoreszcenciat lattunk a sejtek mintazatat kirajzolva, ott

pozitivként biraltuk a reakciot (4. dbra), és titer értéknek azt a legnagyobb higitast allapitottuk meg,

ahol még pozitiv reakcio volt lathato.

4. Abra. Pozitivként (A) és negativként (B) biralt higitas fényképe. A zolden fluoreszkalo, FITC-tal
jelolt konjugatum a PCV2 antigénhez specifikusan kapcsolodott ellenanyagokat rajzolja ki.

16



6.3 Kiserleti fertozés vad virussal

A vakcinazas hatékonysagat rafertdzéses kisérlettel ellendriztiik. Ennek soran az R15-0s
szamq, ¢él6 PCV2 torzzsel fertdztiik valamennyi kisérleti allatot. A masodik immunizalas utan 10
nappal egyszerre fertéztiik 6ket 2x10® TCIDsy dozisban hasiiregbe oltva és 5x10° TCIDsp dozisban
szajon at, takarmanyba keverve, azt egyedileg, minden malaccal maradéktalanul megetetve. A
challenge fertézés utan a virusiirités polimeraz lancreakcioval torténé méréséhez hetente tobbszor
vettiink bélsar mintakat a kisérlet alatt.

A kisérlet 60. napjan altalanos anaesthesiaban, euthanasiaval exterminaltuk az allatokat. A
hullikat a Nemzeti Elelmiszerldnc-biztonsagi Hivatal —Allategészségiigyi Diagnosztikai
Igazgatosaganak bonctermébe szallitottuk, ahol a szivbdl, tidébdl, 1épbdl, mesenterialis,
mediastinalis €s inguinalis nyirokcsomokbol, mandulakbol, majbdl €s vesébdl szervmintakat
vettiink. Az igy nyert mintakat -20°C-ra fagyasztva taroltuk a feldolgozasig: kvantitativ polimeraz

lancreakci6 segitségével hataroztuk meg a virusszaporodas mértékét az egyes szervekben.

6.4 PCV2 DNS kimutatdsa a szerv- és bélsarmintakbol

A mintakbol koriilbeliill fél kobcentiméter nagysagu darabot 1 ml desztillalt vizben
TissueLyser II (Quiagen) segitségével homogenizaltunk, majd a virus DNS-t az InnuPREP Virus
DNA/RNA Kit (Analytik Jena AG) segitségével kivontuk a hasznalati utasitasban talalhato
protokoll alapjan. Az igy elékészitett mintakbol kvantitativ polimeraz lancreakcid (quantitative real-
time polymerase chain reaction, qPCR) segitségével hataroztuk meg a PCV2 DNS koncentraciojat.

A primereket (KCV-F: 5’-AAGTAGCGGGAGTGGTAGGA-3* ¢és KCV-R:  5°-
GGGCTCCAGTGCTGTTATTC-3’) valamint a TagMan probe-ot (KCV-P: 5’FAM-
TCCCGCCATACCATAACCCAGC-3’BHQI) specifikusan a PCV2-R15 torzs kapszid génjének
szekvenciajara terveztiik on-line szoftverrel (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/primer). A virus
nukleinsavak kopiaszamanak megallapitasahoz standardként a PCV2 kapszid génjét tartalmazo,
ismert anyagmennyiségi pET6XHN (Clontech) plazmidbol készitett higitasi sort hasznaltunk. A
reakciokat 0sszesen 50 pl teljes mennyiséggel végeztilk mintanként. Ez 36,3 pl kétszer desztillalt
vizet, 5 ul DreamTaq puffert (Fermentas), 1 pl (0,5 mM) MgCl,-t (Fermentas), 1 pl (0,2mM) dNTP
keveréket (Fermentas) tartalmazott, 0,5 pl-t mindként primerbdl és a probe-bol, 0,2 pl-t (1 egységet)
Taq polimerazbdl (DreamTaq, Fermentas), és 5 pl kivont DNS mintat.

A reakciokat a Mastercycler Realplex Thermocycler (Eppendorf) gépben végeztiik, a
kovetkezd programmal: elémelegités 94 °C-on 2 percig, majd 30 cikluson at 94 °C 30 masodpercig,
60 °C 30 masodpercig, majd 72 °C, 45 masodpercig, végiil a ciklusok utdn hiités 25 °C-ra. Az egyes
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mintdk kopiaszadmat a higitdsi sor alapjan a szamitogép hatarozta meg a PCR géphez tartozo

programmal (Realplex, Eppendorf).
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7. Eredmények

Az eredmények alapjan az 0j vakcinajelolt altal kivaltott immunvélasz hatékonysagéra
kovetkeztethetiink. Az allatok a kisérlet egésze alatt egészségesek maradtak, betegség tiinetei vagy
szervi elvaltozasok nem voltak megfigyelheték sem a klinikai, sem a makroszkdpos kdorbonctani
vizsgélatok soran.

A PCV2-specifikus ellenanyagok az inaktivalt vakcindval oltott csoportban alacsony titerben
mar az els6 immunizalasndl megjelentek, a RCMV-vel oltott csoportban csak a masodik
immunizalds utan voltak jelen kimutathatdé mennyiségben. A harmadik csoport allatainak vérében

PCV2-specifikus ellenanyag csak a rafertdzést kovetden termelddott (1. tablazat és 5. abra).

1. Tablazat. Az egyes allatokban mért ellenanyag titer értékek.
Az allat

3.nap | 15.nap | 25.nap | 36.nap | 44.nap | 50.nap | 60. nap

sorszama

2. csoport
6 0 0 160 320 640 1280 2560
7 0 0 0 640 320 1280 1280
8 0 0 0 1280 1280 2560 2560
9 0 0 20 320 640 1280 1280
10 0 0 20 320 1280 1280 1280
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5. Abra. Az egyes csoportok indirekt IF modszerrel mérheté PCV2-specifikus IgG titer atlagai.

A pozitiv kontroll csoportban PCV2 DNS a vizsgalt szervekben nem volt kimutathato. Az
RCMV-vel vakcinazott allatok koziil két allat Osszesen harom szervében volt detektalhato
virusszaporodas, szemben a negativ kontroll csoporttal, ahol minden allatban, 6sszesen 15 szervben

mutattunk ki PCV2 szaporodast (2. tablazat és 2. melléklet). A qPCR-rel vizsgalt bélsar mintak

egyikében sem talaltunk a modszerrel kimutathaté mennyiségi PCV2 DNS-t.

2. Tablazat. Pozitiv mintak az egyes csoportokban.

2. csoport

sziv

0/5

tiidd

0/5

mandula

0/5

mediastinalis

nyirokcsomo

0/5

inguinalis és
mesenterialis

nyirokcsomo

0/5

maj

0/5

1ép

0/5

vese

I
+

0/5




8. Megbeszélés

A szerologiai vizsgalat alapjan elmondhatd, hogy a malacok kettd és négy hetes koraban vett
vérében nem volt kimutathatd mennyiségti, PCV2-specifikus ellenanyag, igy maternalis eredetii
passziv immunitas jelenléte nem zavarta a kisérletet.

Az inaktivalt vakcinaval oltott csoportban mar az els6 immunizalas utan, az RCMV-vel
immunizalt csoportban csak a masodik oltas utan jelentek meg a PCV2-specifikus ellenanyagok, am
a rafert6zés idopontjaban ugyan alacsony titerben, de mar jelen voltak. A 2. csoportba tartozo
malacokénal késébbi ellenanyag titer emelkedés lehet annak az eredménye, hogy az antigén dozisa
még nincs megfelelden bedllitva, de okozhatja az inaktivalt vakcinaénal gyengébb immunogenitast
az is, hogy mig a vakcinan valamennyi epitop megtalalhatd, a RCMV felszinén csak egy PCV2
epitop van jelen.

A harmadik csoport allatainak vérében PCV2-specifikus ellenanyag csak a rafertdzést
kovetden termelddott, a virussal valo elso talalkozas kovetkezményeképpen.

A pozitiv kontroll csoportban virusszaporodas a vizsgalt szervekben nem volt kimutathato, az
inaktivalt vakcina a kisérlet koriilményei kozott képes volt a virus multiplikdciot meggatolni az
allatokban. Az RCMV-vel vakcinazott allatok koziil két allat 6sszesen harom szervében volt tetten
érhetd virusszaporodas, szemben a vakcinazatlan csoporttal, ahol minden allatban, 0sszesen 15
szervben detektaltunk PCV2 szaporodast. Az uborkamozaik virusban expresszalt egyetlen epitop
tehat elég volt részleges védelem biztositasara.

A gPCR modszerrel mért kopiaszamokat az egyes szervekben (2. melléklet) azért nem
vetettiik ala statisztikai analizisnek, mert ahhoz a mintaszam nem volt elegendd. A kisérlet soran
arra voltunk kivancsiak, hogy az eldallitott egy epitop képes-e hazi sertésekben protektiv
immunitast kivaltani, nagyobb egyedszamu kisérletbe akkor érdemes kezdeni, ha mar elég
informdacidval rendelkeziink példdul a megfelelé adjuvanssal, az adagoldssal, a gyogyszerformaval
kapcsolatban.

A vakcinajeldlt hatdsa a PCVAD-k korfejlddésére nem volt megitélhetd ebben a kisérletben,
mert mesterséges, laboratoriumi koriilmények kozott a betegséget nehéz eldidézni egyediil PCV2-
vel torténd fertdzéssel (Segalés, 2012). A PCV2-vel kapcsolatos korfolyamatokat ugyanis mas
korokozokkal torténd tarsfertdzések, vagy vakcinazdsok immunrendszert aktivald hatdsa inditja be
(Gilpin és mtsai., 2003).

A malacokbdl gyiijtott bélsarmintdkbol az egész kisérlet alatt nem tudtunk PCV2 DNS-t
kimutatni a qPCR modszerrel, annak ellenére, hogy legaldbb két csoport egyedeiben a virus
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bizonyitottan szaporodott. Ezt magyarazhatja az, hogy az 4llatokat nem érte radikalis
immunmodulalé hatas a kisérlet koriilményei kozott, igy nem volt lehetség a virus olyan foku
multiplikacidjara, hogy nagy mennyiségben {iriiljon a bélsarral, de eléfordulhat az is, hogy a
fert6zés soran hasznalt €10 virus mennyisége, bar a PCV2 rafertézési kisérleteknél ez az altalanosan
elterjedt dozis, mégsem volt megfelelden magas, ahhoz, hogy ilyen rovid idé alatt a bélsarban
mérheté mennyiségi titerben jelenjen meg.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a CMV alapu expresszidos rendszer alkalmas
allatok immunizalasahoz sziikséges antigének eldallitdsara, azonban a helyes vakcina formula
kialakitasdhoz tovabbi vizsgalatokra van sziikség. A gyakorlati hasznosithatésaghoz tovabbi
epitopok expresszidjat kell megoldani az er6sebb immunogenitas elérése érdekében. Azt is vizsgalni
kell még, hogy a rekombinans virus tisztitott formaban, vagy az azzal fertdzott ndvénnyel egylitt
szajon at etetve képes-e lokalis, PCV2-specifikus immunitast kivaltani az allatok nyalkahartyain. Az

erre iranyul6 egér ¢€s sertés kisérletek jelenleg is folynak.
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9. Koszonetnyilvanitas

Ko6szondm témavezetdimnek, hogy részt vehettem a munkdjukban, megtanulhattam vezetésiik
alatt a laboratériumi munka fortélyait, és a segitséget, amit munkam és dolgozatom elkészitése
kozben kaptam toliik.

A kutatds az Orszagos tudomanyos kutatasi alapprogramok OTKA-NKTH 78317, 78675,
78608 szaml konzorcidlis palydzata, valamint a TAMOP 4.2.2/B-10/1-2010-011 , A
tehetséggondozas és kutatoképzés komplex rendszerének fejlesztése a Szent Istvan Egyetemen” c.

palyazat tamogatasaval valosult meg.
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11. Mellékletek

1. Melléklet. Jelenleg forgalomban 1évd vakcindk és azok fobb jellemzdi. (Beach, 2011 nyoman.)

Vakcina

Gyarto

Antigén

tipusa

Hasznalat

Circovac®

Merial

Inaktivalt
PCV2A virus

tenyészkocdk €s

malacok >3 ho

Ingelvac CircoFLEX®

Boehringer Ingelheim

rekombinans
PCV2A
kapszid
fehérje

malacok >3 ho

Circumvent®

Intervet (Merck)

rekombinans
PCV2A
kapszid
fehérje

malacok >3 hoé

Porcilis® PCV

Schering-Plough (Merck)

rekombinans
PCV2A
kapszid
fehérje

malacok >3 ho

FosteraTM PCV (régen:

Suvaxyn® PCV2 One
DoseTM)

Pfizer

inaktivalt
PCV1 és
PCV2A

kiméra virus

malacok >3 ho
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2. Melléklet. A PCV2 DNS kopiaszama az egyes szervekben.

Az allat

sorszama

Virus mennyisége (kdpiaszam/5ul) az egyes szervekben

sziv

tiido

mandula | mediastinalis | inguinalis és | maj 1ép vese

nyirokcsomé | mesenterialis

nyirokcsomo

2. csoport

6.
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