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Osszefoglalas

A sertés parvovirus (PPV1) salyos szaporodasi zavarokat okoz sertésekben. Az elmult két évtizedben egy sajitos, Gj
genotipus jelent meg Eurdépdban (27a). Felvet6dott, hogy a PPV1-27a klaszter tagjai hitranyosan befolydsolhatjik a
PPV1 elleni hatékony vakcinazast. 93 GenBankban taldlhaté részleges vagy teljes PPV1 nukleotid- és fehérjeszekven-
cia alapjan megerdsitettiik, hogy a 27a klaszter val6ban megkiilonboztethetd a faj mas tagjaitdl, és 5 jellemz6 pont-
mutdciot hatdroztunk meg. A genetikai kiillonbségek alapjan kifejlesztettiink egy kettds allélspecifikus polimerdz lanc-
reakciét a 27a klaszter tagjainak mas PPV1 torzsektdl vald egyszeri és gyors megkiilonboztetésére. Az érzékenyités

és a felhasznalébardtabba tétel érdekében a modszert pedig tovabbfejlesztettitk QPCR alkalmazasra.
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Summary

Porcine Parvovirus (PPV) is a significant infectious agent responsible for severe reproductive failure in pigs. Until the
2000s, there was limited systematic study of genetic changes in the PPV genome, as it was believed to be highly im-
munologically stable. Vaccines developed from “ancient” strains were thought to provide comprehensive protection
against all PPV variants. However, in the past two decades, a novel genotype, PPV-27a, has emerged in Europe,
becoming the prototype of a distinct genetic cluster. Concerns were raised that members of the PPV-27a cluster
might negatively impact effective vaccination against PPV.

Accurate identification and quantification of 27a viruses are crucial for understanding the biological significance of
these variants. To provide an updated and reliable definition of 27a, 93 databank-deposited nucleotide and protein
sequences of the VP2 of various PPV isolates were aligned. It was confirmed that the 27a cluster could be distin-
guished from other species members, though some divergences were noted compared to earlier defined genetic
markers. Phylogenetic analysis revealed that five closely linked point mutations (261C, 682G, 1240T, 1255C, and
1306A) differentiate cluster members from other PPV variants.

Based on these genetic differences, a dual allele-specific polymerase chain reaction (PCR) was developed to casily
and quickly differentiate 27a cluster members from other PPV strains. Two of the defined point mutations (261C
and 682G) were utilized to create an allele-specific primer set (PS1) for the development of a 27a-specific asPCR
system. The dual PCR had a detection limit of <1.66 x 104 copies/reaction. To enhance sensitivity and user-friend-
liness, the method was adapted for quantitative PCR (qPCR) with fluorescent probes. The sensitivity improvement
of the method was approximately two logs (<1.66 x 104 copies/reaction for dual PCR versus <2.40 x 102 copies/
reaction for dual qPCR).

To validate the PCR method, clinical samples were collected from cases of reproductive failure involving various
types of fetal losses, including mummified or aborted fetuses. Both the dual PCR and dual qPCR were used to dis-
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tinguish 27a and non-27a PPV viruses in these field samples. Thirty-one samples were investigated and from these
twenty-six were found to be 27a positive with at least one of the methods. Remarkably, in eight of the fourteen
cases, 27a-type viruses were detected, indicating a significant presence of these viruses in the samples.

The use of allele-specific PCR primers allows for the rapid differentiation of 27a-type viruses from other PPV
genotypes. Depending on user preference, any of the PCR methods developed based on these findings can be utilized
as diagnostic tools in veterinary practice. Additionally, this versatile PCR system’s application can facilitate field stud-
ies contributing to a clear assessment of virus prevalence and a better understanding of 27a biology.
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Elbszo

Az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Kooperativ
Doktori Program (KDP) lehetGséget biztosit tehetséges
doktori hallgatok szdmdra, hogy villalati egytittmiikodés
keretében kamatoztassik tuddsukat innovacios teriilete-
ken. A KDP 6sztondij keretein beliil jelentds gazdasagi
karokat okozé sertésvirusok ellen végeztiink diagnosz-
tikumfejlesztést a Ceva-Phylaxia Zrt.-vel kooperdlva.
A kutatdsok eredményébdl tobb magyar és nemzetkozi
tudomanyos publikicié is sziiletett, azonban a kutatdsok
Osszetettsége ¢s a korlatozott karakterszdm miatt a Scien-
tin et Securitas folydirat KDP kiilonszdmdaban csak a ser-
tés parvovirus 1-gyel kapcsolatos kutatasainkat mutatjuk
be Osszefoglalva. A sertés parvovirus 1 jelenleg is az egyik
legnagyobb allategészségiigyi fenyegetést okozd virus,
amely a sertésigazatot érinti. Bar rendelkeziink hatékony
vakcindval a kérokoz6 ellen, de a virusvariansok bioldgiai
tulajdonsagainak vizsgdlata és evoltcidjanak nyomon ko-
vetése elengedhetetlen a virus elleni védekezést illetGen.
Tamas Vivien a KDP 6sztondij keretein beliil végzett ku-
tatdsai egy 4j PPV1 varidns gyors és pontos megkiilon-
boztetését teszik lehetévé az allategészségiigyi szakem-
berek szdmdra.
Dy. Zddori Zoltin
témacsoport-vezetd
Funkcionalis Virolégia Témacsoport, HUN-REN
Allatorvostudomanyi Kutatéintézet

Vallalati szakértdi el8szo6

A Ceva-Phylaxia szempontjabdl rendkiviil fontos az Gj
biolégiai és szerologiai tulajdonsaggal bird virustorzsek
gyors azonositasa ¢és az elterjedésiik felmérése, emiatt Ta-
mds Vivien KDP keretein beliil végzett munkaja kiemelt
jelent8séggel bir. Az 6sztondijas hallgaté munkdja sordn
olyan diagnosztikai modszer fejlesztésében vett részt,
mely lehet6vé teszi egy reakciéon beliil a PPV1 kimutata-
sit és a 27a torzs elkiilonitését is egyszerre. A modszer
tovabbfejleszthets kvantitativ meghatarozasra is alkalmas
qPCR rendszerré, amely alternativ lehetGséget nyajt a
korszer( és felhasznalobarat alkalmazisra. A véllalat egyik
f6 terméke a sertésdgazat tekintetében a sertés parvovirus
1 elleni vakcina, melyhez kapcsol6dé terméktimogatasi
rendszer fontos elemei lesznek a kifejlesztett molekularis
eszkozok.
Dr. Kiss Istvan
vallalati szakértd, laboratériumvezetd
Ceva-Phylaxia Zrt. Tudoményos Tdmogat6 Igazgatdsig

Bevezetés

A sertés parvovirus 1 (PPV1) a sertések SMEDI
tiinetegytittesének okozodja, mely halvasziiletéssel,
mumifikiciéval, embriondlis halallal jar (Cart-
wright—Lucas—Huck 1969; Cartwright—Huck 1967).
A PPV1 a Parvovirusok csalidjiba, a Parvoviridae
nemzetségbe tartozik, orokitGanyaga 5 kb hossza,
negativ polaritisi DNS. A genom bal oldali része,
az ORF1 és az ORF3, a 3 nem strukturdlis fehérjét
(NS1, NS2, NS3), mig a genom jobb oldali fele a
strukturdlis fehérjéket (VP1, VP2, VP3) kédolja
(Bergeron—Menezes—Tifssen 1993).

A PPV1-fert6zés dltalaban nem okoz klinikai tii-
neteket a nem vemhes felnétt sertésekben és mala-
cokban. Vemhes kocikban a PPV1-fertézés kime-
netele a vemhesség stidiumatdl, valamint a virus
virulencidjat6l és mennyiségétsl figg (Nielsen—
Ronsholt=Sorensen 1991). A torzs virulencidjat az
ltala okozott szaporodasi zavar sdlyossiga hata-
rozza meg (Mészaros et al. 2017n).

A 2000-es évekig a PPV1 genomjanak genetikai
valtozasait nem vizsgaltik szisztematikusan, mivel
a PPV1-rdl azt feltételezték, hogy immunoldgiai-
lag nagyon stabil. A nem patogén ,,régebbi” tor-
zsekbdl kifejlesztett kereskedelmi vakcindk teljes
védelmet nygjtottak minden PPVI1-varidns ellen
(Zeeuw et al. 2007). Az elmult évtizedek késébbi, a
hazisertések (Streck—Canal-Truyen 2015) és vad-
disznék (Cadar et al. 2012) VP-fehérjéinek geneti-
kai valtozatossagira koncentrilé vizsgalatai azon-
ban a PPV1 genetikai variabilitisinak szélesebb
spektrumdt tartak fel. A varidnsokat legalabb hét
klaszterre osztottak. Az eurdpai torzsekben a C és
D Kklaszterek tagjai dominaltak (Streck—Canal—
Truyen 2015). Egy 4j, PPV1-27a nevi valtozat,
amely a D klaszter tagja, széles korben elterjedt a
német sertéspopuldciéban. A 27a-t er6sen viru-
lensnek, immunolégiailag eltérének taldltdk az
eddig ismert torzsektSl. Néhdny tanulmdny azt
mutatta, hogy sem homolég, sem heterolég széru-
mokkal nem semlegesithetd, ami miatt a kereske-
delmi forgalomban kaphat6 vakcindk nem biztos,
hogy teljes mértékben védelmet nyajtanak ezzel a
genotipussal  szemben  (Streck—Canal-Truyen
2015; Streck et al. 2013; Zeeuw et al. 2007). A to-
vabbi eredmények azonban nem tudtik megerdsi-
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teni ezt az elképzelést (Jozwik et al. 2009; Kiss et al. 2020;
Noguera et al. 2021; van den Born et al. 2020). A kozel-
multban egy 27a-alapt rekombinans vakcina kertiilt for-
galomba, amely teljes védelmet mutatott a ,,régebbi”
PPV1-torzsekkel szemben (Garcia-Morante et al. 2020;
Noguera et al. 2021), és a 27a és mas PPV1-torzsek ko-
zotti szerologiai kiilonbségeket poli- és monoklonalis
szérumokkal is ismét kimutattak (Streck—Canal-Truyen
2022). Ezek az ellentmondasos adatok alapot adnak arra,
hogy a 27a-torzs vizsgilata a PPV1-kutatds élvonaldban
maradjon, illetve nem elhanyagolhaté szempont, hogy a
27a-szerd PPV1-torzsek gyors azonositisihoz tudoma-
nyos érdekeken tal kereskedelmi érdekek egyarint G-
z6dnek.

A 27a-torzs egyik legkorabbi jellemzését Zimmer-
mann és munkatarsai (Zimmermann et al. 2000) végez-
ték el 15 PPV1-izolatum VP1 szekvenciaillesztése alap-
jan, és hiarom 27a-ra jellemz8 aminosav-mintdzatot
ismertek fel (Zimmermann et al. 2006) (bar szimozasuk
nem volt helyes). Egy késébbi, 50 szekvencidt osszeha-
sonlité publikicioban négy aminosav-mintizatot lehe-
tett felismerni, bar explicit pozici6jukat nem targyaltak
megfelelen (Cadar et al. 2012).

A 27a-virusok helyes azonositisa és mennyiségi meg-
hatarozasa alapvetd 1épések e valtozatok bioldgiai jelen-
tségének megallapitisiban. Az itt bemutatott kutatds
egyik 6 célja a 27a klaszter meghatarozasanak aktualiza-
lasa volt az adatbazisban jelenleg rendelkezésre dll6 VP2
szekvencidk felhaszndldsival. A vizsgilat masik célja egy
jra megbizhat6 allélspecifikus polimerdz lancreakcid
(asPCR) (Ugozzoli-Wallace 1991) modszer kifejlesztése
volt a PPV1 27a genetikai klaszter tagjainak specifikus
kimutatasira. A modszer a felhasznalok igényeinek meg-
felel6en kettés PCR vagy qPCR alkalmazasként is hasz-
nosithato.

Vizsgalati anyag és modszer
Szekvencinillesztések és filogenetikai fo

A nyilvinosan elérhetd teljes PPV1 VP2 DNS-szekven-
cidkat a GenBankbdl toltottiik le, és a Multalin (Corpet
1988) segitségével végeztik el a szekvenciaillesztést.
A filogenetikai fit a Clustal Omega programmal,
a Neighbour-joining moédszerrel (Sievers et al. 2011)
szerkesztettiik.

PPV1 kopiaszam-meghatirozis

A virus DNS-eket a High Pure Viral Nucleic Acid KIT
(Roche, Basel, Switzerland) segitségével tisztitottuk a
gyart6 protokollja szerint. A qPCR reakcidoldat (25 ul)
16 pl vizet, 2,5 pl 10x DreamTaq puffert (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 2 ul
dNTP-keveréket (egyenként 2,5 mM), 1 nl templat
DNS-t, 0,2 pl DreamTaq DNS-polimerdzt (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 1,25
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ul 20x EvaGreenTM festéket (Biotium, Fremont, Kali-
fornia, USA), 1 pl forward (PPV1E: 5-CTTTAG-
CCTTGGAGCCCCGTGGA-3’) és 1 nul reverse
(PPVIR: 5-AACTACCCTTACCTCTTGCTCTT-3?)
primereket (mindkét koncentricié 6,5 nM) tartalmazott
(Mészdaros et al. 2017b).

A PCR reakcié egy 5 percig tartd, 95 °C-on végzett
elédenaturiacios 1épéssel kezd6dott, amelyet 35 ciklus
kovetett (95 °C-on 30 mp, 62 °C 30 mp, 72 °C-on 35
mp), és egy 5 percig tarté 72 °C-on végzett posztelon-
gacios [épéssel zarult. A qPCR specificitdsit olvadasigor-
be-elemzéssel ellendriztiik. A viruskopiaszamokat stan-
dard gorbe segitségével szamoltuk ki, amelyhez a
tisztitott amplikont 10-szeres higitisban hasznaltuk
templatként. A PCR-terméket a NucleoSpin® PCR
clean-up Gel extraction kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Németorszag) segitségével izolaltuk 1%-os agar6zgélbdl
a gyarté protokolljat kovetve. A DNS-ek mennyiségét
Nanodrop 2000 késziilékkel (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) mértiik, és a mért kon-
centraciébdl kiszamitottuk az izolalt fragmentum kopia-
szamdt.

Gradiens PCR a 270 allélspecifikus
primerparok kivalasztasihoz

A PS1 (T261CF: 5-GAAACATACACAAAAGAATA-
CATGTACTACTAAAC-3’; C682GR: 5-CTGTTTG-
TATTGAGTCTGTTATTTTTGTTC-3’) és  PS2
(C682GE: 5’-ACCAACATATACACTGGACAAT-
CAG-3’; GI240TR: 5-TTTGTATTTTGTAGGTT-
TAGTGTGGTGA-3’) primereket az IDT (Coralville,
Towa, USA) szintetizalta. Minden 27a-specifikus primert
PAGE-tisztitassal tisztittattunk, hogy biztositsuk a pri-
mer homogenitisat és a végs6 3’-végi nukleotid jelenlé-
tét, ami az asPCR szempontjabdl kiemelkeden fontos.
A PCR-eket DreamTaq enzimmel végeztiik, amely nem
rendelkezik 3’-5” proofreading exonukledz aktivitassal,
igy nem tudja megemészteni a primerek végén 1évé 3’
nukleotidot, de rendelkezik 5°-3” exonukledz aktivitas-
sal, igy képes megemészteni a fluoreszcens szondakat.
A reakci6 standard DreamTaq puftferrel tortént, 25 pl
térfogatban, kiilonb6z6 Mg?* ionkoncentriciot alkal-
mazva. Mivel a DreamTaq puffer 2 mM Mg**-t tar-
talmaz, EDTA-t (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) adtunk hozza kiilonb6z6 koncent-
raciéban az effektiv Mg?* koncentricié csokkentése ér-
dekében. A kovetkezd ciklusidSket alkalmaztuk 0,4 pM
primer, 0,4 mM dNTP és 2,5 U DreamTaq polimeriz
felhaszndldsival: 95 °C 5 perc, 95 °C 30 mp, 55-72 °C
30 mp, 72 °C 35 mp 35 ciklusban és ezekhez az clegyek-
hez adtunk kiilonb6z8 mennyiségili Mg?* ionokat (1, 0,
1,2, 14, 1,6, 1,8, 2,0, 2,5 és 3 mM Mg*), EDTA-t (1,
0,8, 06, 0,4, 0,4, 0,2 mM), illetve 0,5 és 1 mM MgCl,-t
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA).
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PPV 1-specifikus PCR

A PPVISPIF (5’-CTGCCAAAAAAAGAGCAAGAGA-
GAGGTAAG-3’) ¢és  PPVISPIRI (5’-CCGTAG-
TCTTTTGCGTGTGTTC-3%) PPVISP1-specifikus pri-
mereket 0,1, 0,2 vagy 0,4 pM végkoncentracioban
hasznaltuk 6nmagaban vagy 0,4 uM PS1 primer készlet-
tel egytitt a fent leirtakkal azonos PCR koriilmények
kozott, 1,4 mM Mg?* koncentriciéval és a kovetkezd
héprofil mellett: 95 °C 5 p, 95 °C 30 mp, 61 °C 30 mp,
72 °C 50 mp, 35 ciklusban.

27 allélspecifikus kettos gPCR -ck

A fluoreszcens szonddkat (27a-specifikus FAM-jelolt
(Probel (/56-FAM/TCAGCAACC/ZEN/TCACCA-
CCAACCA/3IABKFQ) és Probe2 (/56-FAM/TGG-
TACAAG/ZEN/ACGATGCACACACACACACA/
3IABKFQ) és PPV1 amplikon-specifikus HEX-jelolt
(Probe3 (/5HEX/AGAACACACGA/ZEN/CGAAG-
CCTACGACAA/3IABKFQ) ¢és Probe4 (/5SHEX/
TAATCCATC/ZEN/AGACGCCGCAGCA/
3IABKFQ)), ZEN-Iowa quencherrel az Integrated DNA
Technologies (Coralville, Iowa, USA) gyartotta. A gra-
diens kettés qPCR-eket a kovetkez6 primerkombindciok
és feltételek alkalmazdsival végeztik 27a és nem-27a
PPVI1 DNS-ekkel: 2,5 ul DreamTaq puffer, 2 ul 2,5 uM
dNTP, 1 pl primerkeverék: (PS1), 5 uM PPV1-specifikus
primerek (PPVISP1F + PPVISPIR1), 5 uM A (1., 3.
szonda) vagy B (2., 4. szonda) szondidkbél, 6 ul 2,5 mM
EDTA, 0,2 pl DreamTaq Hot Start DNS-polimeriz
(5U), 12,3 ul viz, 1 pl templat. A héprofil a kovetkezs
volt: 95 °C 5 p, 95 °C 30 mp, 55-70 °C 30 mp, 72 °C
35 mp, 35 ciklusban.

Allélvalidalo PCR

A VP2 gén részleges amplifikiciojit az F3570 (5'-CTAC-
CACACAGAAGGAGACACCAA-3") és az R4498
(5-ATTGAAGTATACACAATGATAGTAGT-3')  pri-
merekkel végeztik Cadar és munkatarsai 2012-ben
publikdlt médszere szerint. A PCR-t 50 ul-es PCR-reak-
cidkban végeztiik, amelyek 5 pl Dream Taq pufterbdl,
1-1 pl primerbdl (10 pmol), 1 U Dream Taq DNS-poli-
merazbol, 1,5 ul ANTP-bdI (egyenként 2,5 mM, Prome-
ga, Madison, Wisconsin, USA), 1 ul MgCl,-oldatbdl (25
mM, Promega, Madison, Wisconsin, USA), 5 nl DNS-
templatbol és 50 pl ddH,O-bdl alltak. A PCR kondicioi
a kovetkezdk voltak: 94 °C 5 p, majd 35 ciklus 94 °C 30
mp, 58 °C 30 mp, 72 °C 2 p, és egy utols6 elongicids
1épés 72 °C-on 7 p.

Vizsgalati eredmények

A 27n kinszter meghatarozdsa

A megbizhaté definici6 érdekében Osszeillesztettiik a kii-
l6nb6z6 PPV1 izolatumok VP2-jének 93, a GenBank
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1. abra A Clustal Omega programmal 93 parvovirus-izolitum VP2

génjének teljes hosszusiga fehérjeszekvencidja (579aa) alapjan
készitett filogenetikai fa. A fa nem relevéns részei a jobb lathaté-
sig érdekében Osszecsukdsra kertiltek. Piros szin mutatja a cikk
szempontjabol relevans torzseket

Forrds: Thmiis et al. 2022 alapjin

adatbazisban tarolt részleges vagy teljes nukleotid- és fe-
hérjeszekvencidjat. Ezutin a VP2 teljes hossztsaga fe-
hérjeszekvencidjanak fehérje-6sszehasonlitasa alapjan 1ét-
rehoztunk egy filogenetikai fat (1. 4bra). A 27a klasztert
val6ban meg lehetett kiilonboztetni a faj tobbi tagjatol,
de a korabban (Zimmermann et al. 2006) leirt hirom
mellett tovabbi két genetikai markert is azonositottunk.

Vizsgalataink szerint a 27a klasztert a VP2 fehérjét
koédold génben genetikai markerként 6t el6forduld pont-
mutacié (T261C C682G G1240T G1255C T1306A)
jelenléte hatirozza meg (2. dbra). Tovabba az A447G
helyen 1évé néma muticié (V149V) is jelen van a 27a
klaszter tagjainak tobbségében. Az 6t egynukleotidos
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— NADL-2 ATG ....... TCA ...... TcA Ban ....... cacfBea ....... cra Baa ....... aAA ICT ....... TAG
nem 272 | K22 ATG ....... TCA ...... TCA @AA ....... caG lBca ....... CTA @2A ....... AAA CCT ....... TAG
L KRESSE ATG ....... TCA ...... TCA AR ....... CAG BCA ....... CTA @AA ....... ARA CCT ....... TAG
— 27a ATG ....... TCA ...... TCA GAA ....... CAG TCA ....... CTA CAA ....... AAA ACT ....... TAG
. 37T ATG ....... TCA ...... TCA GAA ....... CAG [TCA ....... CTA CAA ....... BAA ACT ....... TAG
iGaszter | WB-701 ATG ....... TCA ...... TCA GAA ....... CAG TCA ....... CTA CAA ....... ABA ACT ....... TAG
L 3a ATG ....... TCA ...... TCA GAA ....... CAG TCA ....... CTA CAA ....... AAA ACT ....... TAG
27a-szers — 21A ATG ....... ang Tca ...... TCA [@An ....... cac Bea ....... cTa Gan ....... AAA ACT ....... TAG
(b)
1 87 228 414 419 436 580
NADL-2 MSE ..... HVL SES ..... GQS QIT ..... NQQ PLNL NTN ..... GGK l NMH ..... STOP
:?’:uzl: K22 MSE ..... HVL M SES ..... Ges @ oIT ..... NQO @ PLNL @l NTN .. ... GGK P NMH ..... sTOP
KRESSE MSE ..... HVL SES ..... GQS QIT ..... NQQ PLNL NTN ..... GGK P NMH ..... STOP
27a MSE ..... HVL SES ..... GQS QIT ..... NQQ PLNL NTN ..... GGK T NMH ..... STOP
27
klaszater 37T MSE ..... HVL SES ..... GQS QIT ..... NQQ PLNL NTN ..... GGK T NMH ..... STOP
WB-701 MSE ..... HVL SES ..... GQS QIT ..... NQQ PLNL NTN ..... GGK T NMH ..... STOP
3A MSE ..... HVL SES ..... GQS QIT ..... NQQ PLNL NTN ... GGK T NMH ..... STOP
27a-szerd 21Aa MSE ..... HVL . SES ..... GQS . QIT ..... NQQ . PLNL . NTN ..... GGK T NMH ..... STOP
(©)
VP2 nukleotid | T261C | C682G |G1240T | G1255C | T1306A
VP2 aminosav | N87N |Q228E |A414S |E419Q |S436T

2. 4bra

A 27a Kklaszter tagjait meghatdrozé VP2 fehérjék muticioi. Nukleotid (a) és aminosav (b) kiilonbségek a 27a klaszter tagjai és a PPV1 fajok mds rep-

rezentativ tagjai kozott. A 27a klaszter tagjaira jellemz6 aminosavak és nukleotidok kék szintek, a 27a tagokra jellemzd, de a 27a klaszteren kiviili
tagokban alkalmanként eléfordulé aminosavak és nukleotidok halvinykék szintiek. A nem-27a tagokra jellemz8 aminosavak és nukleotidok lila és
barna szintick. Az a PPV1 izolitum (AY684868.1 torzs), amely csak négy 27a jellegzetes muticiét tartalmaz, 27a-szerd virusként van jelolve.

(¢) A 27a virusokra jellemz8 nukleotid- és aminosav-muticiok

Forrds: Tamiis et al. 2022 alapjan

muticié el6forduldsa osszetiiggének tdnik, ritkin for-
dulnak el6 6nmagukban. Csak egy olyan izolitumot ta-
laltunk, amely nem teljes 27a-szerl mintdzatot mutat
(AY684868.1), ez a kapcsolodéd ot nukleotidmuticiobol
csak négyet tartalmaz. Ezenfelil egyet talaltunk
(AY684864.1), amely a kapcsoldodd négy aminosav-mu-
taciobol csak harmat tartalmaz. Ezeknek a kivételeknek a
jelentGsége egyelSre nem tisztazott. A négy aminosav-
(228E, 4148, 419Q, 436T) mutaci6 erds kapcsoltsiga a
kédolé nukleotidok és/vagy az altaluk kédolt aminosa-
vak szerkezeti/funkcionalis egytittmiikodésére utalhat.
Mind a négy aminosav a kapszid felszinén taldlhaté (Kiss
et al. 2020; Ren et al. 2013). Mivel széles korben doku-
mentdltak, hogy a kapszid felszinén taldlhaté nagyon ke-
vés aminosav-véltoztatis képes megviltoztatni a parvovi-
rusok bioldgiai tulajdonsagait (pl. gazdaspecificitas,
szovetspecificitas, virulencia) (Bergeron—Menezes—Tifssen
1993; Li-Samulski 2020; Linmas-Saiz et al. 1996; Lorenz
2012; Simpson et al. 2002), feltételezhetd, hogy ezek a
mutdcidk szerepet jatszanak a klaszter feltételezett viru-
lensebb jellegének kialakulasaban.

Dual allélspecifikus PCR kifejlesztése

Jol ismert, hogy az egypontos nukleotid-polimorfizmus-
sal rendelkezé mintak megkiilonboztethetsk allélspecifi-
kus PCR reakcio segitségével, olyan PCR-primerek hasz-
ndlatdval, amelyek a végsS 3’ pozicidjukban eltéréseket
tartalmaznak (Ugozzoli-Wallace 1991). Az ilyen PCR
hatékonysaga és megkiilonboztetd képessége szamos
tényez6tél figg, tobbek kozott a mismatch jellegétdl
(a helyettesitett és a helyettesité nukleotidoktol), a kii-
16nb6z8 reakcidkomponensek asszociacidjanak és disz-
szocidcidjanak kinetikdjatol, valamint a mismatch hatdsa-
tol a primer és a templit kolcsonhatisiban kialakuld
duplex DNS stabilitasira (h&mérséklet, anellacids és
elongdciods id6, a primerek mérete és olvadasi h6mérsék-
lete, Mg**-koncentraci6é, a polimerdz fajtija) (Lorenz
2012).

A 27a klaszter esetében a megkiilonbozteté mutaciok
¢és a kornyez6 szekvenciak tivolsiga és jellege hatirozza
meg és korlatozza a megfelel§ primerpirok tervezését
a 27a-specifikus PCR kialakitisihoz. Figyelembe véve
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PPV Kresse 5’-3/
PPV 27a 5'-3'
Primer T261CF

232 261

. CACGAAACATACAAAAGAATACATGTACTAAATTCA. ..//
. CACGAAACATACAAAAGAATACATGTACTAAACTCA...//

GAAACATACAAAAGAATACATGTACTAAAC

682

709

CTTGTTTATTGTCTGAGTTATGTTTGTC

//...AGTCTTGTTTATTGTCTGAGTTATGTTTGTCCTG. . .
//...AGTGTTGTTTATTGTCTGAGTTATGTTTGTCCTG. . .

Primer C682GR
PPV 27a 3’-5'
PPV Kresse 3’-5'

PPV Kresse 5’ -3’
PPV 27a 57-3/
Primer C682GF

660 682

. . TCCACCAACATACACTGGACAATCACAAC. ..//
. . TCCACCAACATACACTGGACAATCAGAAC. ..//

ACCAACATACACTGGACAATCAG 1240 1265

AGTGGTGATTTGGATGTTTTATGTTT

//...GTCAGTGGTGATTTGGATGTTTTATGTTTATT. . .
//...GTCCGTGGTGATTTGGATCTTTTATGTTTATT. . .

Primer G1240TR
PPV 27a 3’-5'

PPV Kresse 3’-5'

3. dbra
dkkal lathat6ak, a 27a-specifikus nukleotidok piros szinnel vannak

Forras: Tamis et al. 2022 alapjin

a fent emlitett, az asPCR-reakcié hatékonysagat befolya-
solé tényezdket, két primerpart, a PS1 és PS2-t (a 3’
T261C, C682G és C682G, G1240T muticiok alapjan)
valasztottuk ki a 27a-specifikus PCR megvalodsithatosa-
ganak demonstrilasara (3. abra).

A két primerpar teljesitményének dsszehasonlitisa ér-
dekében gradiens PCR-cket (55-72 °C) végeztiink
Hunl (27a pozitiv) és Kresse (27a negativ) templatokkal
killonbozg Mg?* (1-3 mM) koncentriciok mellett.
A PS1 primerpér a 27a esetében mind a termék mennyi-
sége, mind a specificitas tekintetében jobbnak bizonyult

PPVSP1 F + PPVSP1 R1

' 14 A )
i uN

0.4 uN

4. ibra
PPVI1SPIR1 primerek) 6nmagdban kiilonb6z8 koncentraciokban

0.2u O.1u + PPVSP1 R1

A 27a-specifikus asPCR-primerparok kivalasztisinak tervezési folyamata. A PS1 és PS2 primerparok a megfelel§ 27a és Kresse (nem-27a) szekvenci-

jelolve

a PS2-nél (3. abra), ezért a tovabbi munkahoz 1,4 mM
Mg?* ion (0,6 mM EDTA) és 61 °C-os anelliciés ho-
mérséklet mellett hasznaltuk.

Mivel a projekt végsS célja egy egy reakcidban elvé-
gezhetS kettés PCR (27a- és PPV1-specifikus) kifejlesz-
tése volt, egy PPVI1-specifikus primer készletet (Psps)
(PPV1SPIF és PPVISP1R1) is teszteltiink a kivalasztott
korilmények kozott. Az ilyen rendszer elénye, hogy bel-
s6 kontrollt biztosit a PPV1 DNS jelenlétére a mintdk-
ban. Ha sem a PPV1-specifikus, sem a 27a-specifikus sav
nem mutathato ki, akkor vagy nincs PPV1 DNS a minti-

27a

nem 27a 27a

T261CF
+ C682GR

PPVSP1F

M 0.1uM
AN 0.1 uN

T261CF
+ C682GR

4uM

PPV1 és 27a-specifikus primer készletek kombindcidja kettés PCR-ben. Sav a, GeneRuler 1 kb Plus létra; Sav b—g, Psps (PPV1SP1F +

27a és K22 (nem-27a) templatokkal; Sav h—j, kettés PCR a Psps és

PS1 primer készletek kombindldsaval 27a és K22 (nem-27a) templatokkal. Sav k, PS1 primer készlet 27a templatokkal. A templatok és

a primerkoncentraciok az egyéni sivok tolott vannak feltiintetve

Forras: Tamis et al. 2022 alapjan
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ban, vagy az a kimutatdsi hatir alatt van, vagy a PCR-
reakcioval van probléma.

A kettés PCR megfelel kondicidjanak megdllapitdsa
érdekében a Psps hatékonysiagiat onmagaban és a PS1
27a-specifikus primer készlettel (0,4 pM) kombinalva
kilonbozé higitasokban (0,1, 0,2, 0,4 uM) is teszteltiik.
solta a PCR hatékonysagat, amikor 6nmagaban hasznal-
tuk a PPV1 kimutatdsara, azonban a PPV1-specifikus
savok még mindig kimutathatok voltak, amikor a Psps-t
(0,1, 0,2 pM) a PS1-gyel kombinalva alkalmaztuk. Ami-
kor a 27a DNS-t nagyobb koncentriciéban alkalmaztuk,
a 27a-specifikus sav intenzitdsa némileg csokkent azok-
ban a reakcidékban (4 dbrah + i sav), amelyekben a PS1-et
Psps-szel kombinalva hasznaltuk, mint amikor egyediil
keriilt alkalmazdsra (4. abra k sav). Ez vagy a GelRed
festék koncentracidjanak csokkenésének lehetett a kovet-
kezménye a gélben 1év6 alacsonyabb PPV-specifikus
DNS-siavhoz valé kotédés miatt, vagy a PCR-reakcid
komponenseiért vald versengés kovetkezménye a PCR
csGben. A legjobb 27a érzékenységet és az elfogadhatd
PPV1 érzékenységet figyelembe véve a tovabbi munkak-
hoz 0,4 uM koncentriciéban hasznaltuk a 27a-specifikus
primereket és 0,2 uM PPVl1-specifikus primereket.
A kettés PCR a 27a DNS kimutatisira optimalizilt,
ezért a PPV1-specifikus primerek alulteljesitenek a szan-
dékosan alkalmazott alacsony primer koncentracional,
hogy minimdlisan zavarjak a 27a-specifikus reakciot.
A gyakorlatban a PPV1-et altaliban fert6zott magzatok-
bol vagy mas klinikai mintdkbdl nagy érzékenységi
PPV1-specifikus diagnosztikai PCR-rel mutatjak ki, igy a
kett&s PCR csokkent PPV1-specifikus érzékenysége alta-
laban nem okoz problémat. A PPV1-specifikus primerek
t6 funkcidja a kettés PCR-ben a belsé kontroll biztosi-
tasa és a nem-27a PPV1 DNS jelenlétének megerdsitése.
A rendszer PPV1 és 27a érzékenysége egyarint nagy-
mértékben fiigg a két primer készlet mennyiségétdl és
aranyatol a reakcidban, ezért erGsen ajanlott egy mester
mix elkészitése. Kiilonosen nagy gondot kell forditani az
4j primer tételek haszndlatira, mivel a primerek tényle-
ges mennyisége vagy koncentricidja jelentésen eltérhet a
gyarilag megadott adatoktdl. Ilyen esetekben a mester-
mixben 1évé primerkészletek Gjrakalibrilasa elengedhe-
tetlen az optimalis teljesitmény és a maximalis reprodu-
kalhatosag biztositdsa érdekében.

qPCR fejlesztés

A moédszer érzékenyitése és felhasznildbaratabbd tétele
érdekében a moédszert tovibbfejlesztettiik qPCR-alkal-
mazdsra. Két belsé szonddt terveztiink a 27a (szonda
1-2) és a PPV1-specifikus amplikonokhoz (szonda 3-4)
ZEN-Iowa fekete kett6s quencherrel és 5 FAM, illetve
5” HEX fluoreszcens kromoforral. A szonda és a h6mér-
sékletprofil kivalasztisihoz kétféle gradiens kettds
qPCR-t (A parositas, 1. és 3. szonda; és B parositas, 2. és

Diagnosztikumfejlesztés - PPV

4. szonda) végeztiink 27a és NADL2 (nem 27a) DNS-
sel 55-70 °C-os anellalasi hémérséklet kozott.

A tovabbi munkidhoz az A kombinaciét valasztottuk
ki, mivel a 27a DNS-sel kozel optimilis (56-60,9 °C)
anelldldsi hémérsékleten jobb teljesitményt nyajtott.
Figyelembe véve a PCR-gépek kozotti lehetséges ho-
mérséklet-eltéréseket, a tovibbi munkihoz az 58 °C-ot
vilasztottuk az optimalis hémérséklet-tartomany medi-
anjaként. A kivilasztott feltétel miikodését egy 27a és
egy ismert koncentriciéja K22 (nem-27a) DNS-mintd-
val vizsgaltuk tovabb. Mivel a kettés qPCR-t 27a DNS
kimutatdsdra optimalizaltuk, és a PPV1-specifikus prime-
reket szdndékosan alacsonyabb koncentriciéban alkal-
maztuk, hogy ne zavarjak a 27a-specifikus reakciot, igy a
PPV1-specifikus PCR itt is alulteljesit 27a pozitiv min-
takban. A kettés qPCR érzékenysége a 27a DNS eseté-
ben < 240 képia/reakciénak bizonyult, mig a PPV1
DNS esetében 27a és nem-27a templatok esetén < 2400,
illetve < 1700 képia/reakcid volt. A 27a kettds PCR-ek
kimutatdsi hatdrdt dsszehasonlitva (< 1,66 x 10* képia/
reakcio a kettés PCR-ben versus < 240 kopia/reakcio) a
kettés qPCR-ben koriilbelil 2 nagysigrendnyi javulast
allapitottunk meg.

Klinikai mintik vizsgalata 27a-specifikus
PCR-7el

A modszer alkalmazhatésiganak tesztelésére szovetmin-
tat gydjeottiink olyan klinikai esetekbdl, ahol barmilyen
magzati veszteség volt megfigyelhetd, beleértve a mumi-
fikiloédott vagy abortilt magzatokat is. A diagnosztikai
PCR segitségével PPV pozitivnak talalt nyugat- és ko-
zép-eurdpai mintakat tovabb vizsgiltuk a 27a torzs je-
lenlétére. Mind a kettés PCR, mind a kettés qPCR alkal-
mazhatésagat teszteltik a 27a és a nem-27a PPV1
virusok megkiilonboztetésére ezekben a terepi mintak-
ban. Az Osszesen 32 vizsgilt minta koziil 26-ot legalabb
az egyik modszerrel 27a-pozitivnak talaltuk. Az azonos
esetekbdl szarmazé mintak genotipusuk (27a vagy nem-
27a) tekintetében egységesnek bizonyultak, ami kozvet-
ve megerdsiti a kettés PCR megbizhatosagat. A modsze-
rek konzisztencidjanak tovabbi vizsgalata érdekében 20
mintdn végeztliink PCR-t, és az igy kapott amplikonokat
(921 bp amplikon) szekvendltuk, hogy kimutassik a 27a
hirom jellegzetes mutacidjanak (G1240T, G1255C,
T1306A) jelenlétét. Mind a 15 minta, amelyrdl korab-
ban a kettés PCR-rel bizonyitottuk, hogy 27a, az 1240T,
1255C, 1306A muticiét tartalmazta, mig a 6 nem 27a
minta 1240G, 1255G, 1306T nukleotidokat hordozott,
ami megerdsiti a modszer nagy fokt megbizhatdsigat.
hataroztuk, ami ismét igazolta a 27a genom jellemzdit.
Erdekes médon a tizennégy esetbdl nyolcban 27a tipust
virusokat mutattak ki, ami arra utal, hogy a vizsgalt min-
takban erésen jelen vannak ezek a tipusok. Hangsulyoz-
nunk kell azonban, hogy mintdink nem tekinthet6k az
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eurdpai sertés- vagy PPV1-populacié reprezentativ kép-
viselSinek, vizsgalatunk elsédleges célja a PCR-modsze-
riink klinikai mintikon torténd validdlisa volt.

Vizsgalati eredmények értékelése,
megyvitatasa, osszefoglalasa ¢és
kovetkeztetések levonasa

A 27a tipust virusok immunolégiai jellemz&irdl és dllat-
egészségiigyi jelentEségérdl ellentmondasos adatok talal-
haték a szakirodalomban. Ezért e virusok bioldgidja
irant folyamatos tudomdnyos és kereskedelmi érdekl&dés
mutatkozik. ElGszor is a 27a klasztert megktlonboztetd
genetikai jellemzdket hataroztuk meg szekvenciailleszté-
sek és a filogenetikai elemzés alapjan, amely kimutatta,
hogy ot, egylittesen el6forduld, szorosan Osszefiggd
pontmutici6 (261C, 682G, 1240T, 1255C, 1306A) kii-
l6nbozteti meg a klaszter tagjait a tobbi PPV1-varidns-
tol. A jellemz6 pontmuticiok kozil ketté (261C és
682G) kihasznalasa lehet6vé tette egy allélspecifikus
primer készlet (PS1) felhaszndldsit egy 27a-specifikus
asPCR-rendszer kifejlesztéséhez. Az allélspecifikus pri-
merpar 27a-specifikus érzékenysége < 1,7 x 10* kopia/
reakcié volt mind a szimpla, mind a kettés PCR eseté-
ben. A fluoreszcens szondak alkalmazasa a kettGs qPCR-
ben mintegy két nagysigrenddel novelte a modszer ér-
zékenységét a 27a DNS-re (< 240 koépia/reakcio).
A 27a-specifikus kettés PCR-t és qPCR-t klinikai minta-
kon validaltuk részleges VP2 és teljes genomszekvenalas-
sal, és 100%-ban megbizhatonak talaltuk.

Az allélspecifikus PCR-primerek haszndlata lehet&vé
teszi a 27a tipust virusok gyors megkiilonboztetését a
tobbi PPV1 genotipustdl. A felhasznilok preferencidja
szerint az ezek alapjin kifejlesztett PCR-ek barmelyike
haszndlhaté diagnosztikai eszkdzként az allatorvosi gya-
korlatban. Ezen talmenden e sokoldalad PCR-rendszer
alkalmazasa megkonnyitheti a terepi vizsgilatokat, ame-
lyek hozzijarulhatnak a virus el6fordulasi gyakorisiga-
nak egyértelm felméréséhez és a 27a bioldgidjanak jobb
megértéséhez.
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