A CAE-ra valo fogékonysag vizsgalata
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OSSZEFOGLALAS

A Caprine Arthritis Encephalitis egy betegség csoport neve,
amelyet egy retrovirus okoz, a Caprine Arthritis Encephalitis
virus. Ez a virus a lentivirusok csoportjaba, azon beliil a
retrovirusok csaladjaba tartozik. Az egyik fehérvérsejt tipusban él,
igy barmelyik valadék, amelyik ezt tartalmazza, potencialis fertézé
forrdasa mas kecskéknek az allomanyban. Ha egy kecske egyszer
mdar megfertézédott a CAEV-val, egész élete soran fertézott
maradt, és mivel jelenleg még nincs kezelése a betegségnek, az
allat selejtezésre keriil.

Mivel azonban nem minden fertézott kecskében alakulnak ki a
betegség tiinetei, nagyon fontos a szerologiai vizsgadlat elvégzése
(ELISA, AGID, IDT). Ezen szerologiai tesztek vagy antitestek
Jelenlétét mutatjak ki a szérumban vagy a virus genomjat e
fehérvérsejtben. Azonban svdjci eredmények (Dolf és Ruff, 1994)
szerint a betegség kialakulasa fiigg az egyedtdl illetve fajtatol.
Vizsgalatainkhoz ezt az eredményt tekintettiik kiindulo pontnak.
Mikroszatellit  analizist végeztiink, hogy megtudjuk, van-e
dsszefiiggés a genotipus és a szerologiai eredmények kozott, illetve
egy markert kerestiink, amely a betegségre valo fogékonysaggal
kapcsolatban — van.  Eddig  dsszesen 135 kecske  keriilt
megvizsgaldsra, azonban szignifikans kiilonbséget nem talaltunk a
szerologiai eredmény és a genotipus kozott.
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SUMMARY

Caprine Arthritis Encephalitis (CAE) is a group of diseases in
goats caused by a retrovirus, namely the Caprine Arthritis
Encephalitis Virus. CAEV belongs to the lentivirus group within
the retrovirus family. The CAEV is intimately associated with
white blood cells, therfore any body secretions which contain
white blood cells are a potential source of virus to other goats in
the flock. Once goats are infected with CAEV, it remains infected
for life and has to be eliminated.

Since not all goats infected with CAEV progress to disease,
very important to test goats for infection using a serology test
(ELISA, AGID, IDT). These serological tests demonstrate the
presence of antibodies to CAEV in goat serum or detect the virus
genome in the white blood cells. However, Swiss results (Dolf and
Ruff, 1994) pointed out individual and species differencies in
predisposition for this disease. This result was considered as a
starting point to our examination. Microsatellite analysis was used
in order to find whether there was any association between
genotype and serological results, and to look for a marker
associated with this disease. To date, altogether 135 goats have
been examined. Unfortunately, a significant association between
serological results and genotype was not found using the Chi’ test.
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BEVEZETES, TEMAFELVETES

A kecske iziileti gyulladassal jaré
agyveldgyulladasa (Caprine Arthritis Encephalitis —
CAE) egy lentivirus okozta betegség. A virust 1982-
ben irtdk le eldszor az Egyesiilt Kiralysagban. A
betegségrol azonban mar 1974-ben szoéltak irasok
Viral Leukoencephalitis of Goats (VLG) néven.
Azonban mikor kidertiilt, hogy az iziileti gyulladast is
ugyanaz a virus okozza, megvaltozott a betegség
neve Caprine Arthritis Encephalitis Syndrome-ra
(Sherman, 1992). A megfert6zott kecske egész élete
soran hordozza a virust és megbetegiti a tarsait. A
fertdzést kizarolag vérvizsgalat soran lehet kimutatni,
és mivel a betegség kifejlodése nagyon lassu,
gyakran honapok, s6t évek telhetnek el, mig a
klinikai tiinetek megjelennek. A virus az egyik
fehérvérsejt tipusban ¢él, ezért a testnedvek utjan
fertdz (tej, nyal, ondo, vér). A betegség a komolyabb
kecsketenyésztéssel rendelkezd orszagokban igen
elterjedt (Svajc, Franciaorszag, Hollandia stb.).

A KSH adatai szerint 50-55000 anyakecske van
az orszagban, melyek 3 importalt eredetli (alpesi,
szanentali, bur) és négy hazai tenyésztésii (nemesitett
magyar kecske, tejeld fehér magyar kecske, tejeld
barna magyar kecske, tejeld tarka magyar kecske)
fajtaba sorolhato.

A CAE fert6zottség a magyar kecskeallomanyban
is jelen van, azonban mentesitésilk id6- és
pénzigényes folyamat (Kukovics, 2001). Szamos
orszagban végeztek szerologiai vizsgalatokat a virus
kimutatasa céljabol ELISA, IDT, AGID, IBA
teszteket alkalmazva. Azonban svéjci szerzok
eredményei arra utalnak, hogy egyedi és fajta
kiilonbségek vannak a CAE-re vald fogékonysagban.
Dolf és Ruff (1994) DNS fingerprint modszert
alkalmazott a CAEV fertdzottség és a genotipus
kozotti  Osszefliggés  kimutatasara. Egyértelmii
kapcsolatot taldltak a szanentali fajtdban a virus
indukalta betegségre valo érzékenység és egy DNS
sav kozott. Azonban nem allt fenn ez a megallapitas
az alpesi fajtanal. A toggenburgi fajtanal egy masik
DNS savot kaptak.

A fingerprint modszerrel torténd vizsgalatokat
azonban nem folytattdk, mivel ezen technologia
reprodukalhatosaga  igen  alacsony.  Helyette
mikroszatellit vizsgalatokat inditottak (amit most
ugyancsak nem folytatnak). Az MHC I osztaly Bel
allélja Osszefliggésben van a CAEV indukalta
arthritis illetve egyéb klinikai tiinetek




megjelenésével, mig a Be7 allél pedig a tiinetek

kifejlédésének rezisztencidjaval (Ruff-Lazary, 1988).

Tovabbi vizsgalataik szerint a svajci szanentali

allomanyban a Bel allél egyiitt 6roklodik a DRBP1

»213 bp” MHC 11 alléllal (Ruff, szobeli kozlés).
Vizsgalataim soran a céljaim a kovetkezok

voltak:

e Megvizsgalni, van-e dsszefliggés a genotipus és a
betegség kialakulasa kozott.

e Talalni egy markert, ami a betegségre vald
fogékonysaggal van 6sszefliggésben.

ANYAG ES MODSZER

Kezdeti 1épésben a tervezett 2000 allatbol 56
szanentali és 79 tejeld6 magyar kecske esetében
végeztem el a vizsgalatot, amelyeknek a szerologiai
vizsgalatat az Orszagos Allategészségiigyi Intézetben
végezték el ELISA és AGID moédszert alkalmazva. A
vizsgalatba bevont tejelé magyar kecske harom
szinvaltozatat kiilonitjiikk el: fehér, barna és tarka. A
kialakitasukban résztvevo fajtak a kovetkezok voltak:

Fehér: a kiindul6 anyaallomany a hazai,
ismeretlen tenyésztési hatter(i, fehér szinii kecske,
amelynek fedeztetéséhez hazai és import fehér szint
orokitod tejeld kecskefajtak ismert szarmazasu bakjait
hasznaltak (szanentali, német nemesitett fehér
kecske, szlovak-, cseh-, holland fehér kecske).

Barna: A kiindulé anyadllomany a hazai,
ismeretlen tenyésztési hatterii, barna szinl kecske és
a fedeztetésre barna szint 6rokité tejeld fajtak ismert
szarmazasu bakjait hasznaltak (alpesi, toggenburgi).

Tarka: A hazai ismeretlen tenyésztési hatterd,
tarka szinii kecske képezi a kiindulé anyaallomanyt,
amelynek a fedeztetésére tarka szinl tejeld fajtak
ismert szarmazasu bakjait hasznaltdk (anglo-nubiai,
maltai, holland toggenburgi).

Azonban ezt a 3 fajtat még nem kiilonithetjiik el
egyértelmiien, mivel csak 4 éve kezdték el kiilon
fajtaként emliteni Oket, ezért én is egy fajtanak
tekintettem a vizsgalat kiértékelése soran.

Egyedenként 1 ml vérminta levétele tortént meg,
ugyancsak 1 ml EDTA véralvadasgatlot tartalmazo
Eppendorf csovekbe, majd -20 fokon tarolasra
keriiltek hasznalatukig.

A DNS vizsgalatokhoz a genomialis DNS
kivonasa fenol-kloroform alapt protokoll szerint
tortént (Bosze et al., 2000).

Ezutan a vérmintakbol tisztitott DNS szakaszok
PCR-rel valo amplifikdlasa kovetkezett, majd
fragment analizist végeztem. A fragment analizis
sordn a belsd standard 142; 162 bp; 252 és 275 bp.,
mig a kiilsé standard 142; 162; 252; 275; 206 és 309
bp hossza volt. A PCR elegy Osszetétele 25 pl-hez:
100 ng genomialis DNS, 0,38 uM Ready Mix
(SIGMA, USA), 0,04 puM mindkét primerbol
(MWG-Biotech AG). A PCR reakciohoz hasznalt
primerek:

F: 5’-GGA-CAC-GTT-CTT-GCA-GAT-ACA-ACT-AC-3”
R: 5’-GAA-CTC-TCC-TTA-AGC-ATA-CTT-GCT-C-3’

A PCR koriilmények a kovetkezok:

kezdd szakasz 95°C 5 min.
denaturacio 95°C 40 sec
primerek feltapadasa 58 °C 40 sec } 34X
elongacio 72°C 40 sec
végso szakasz 72°C 4 sec
4 °C forever
Statisztikai  vizsgalathoz ~ Chi®  modszert
hasznaltam.
EREDMENYEK
Vizsgalatom megkezdéséhez a  szerologiai

eredmények ismerete volt sziikséges. Ezt az Orszagos
Allategészségiigyi Intézetben (Budapest) végeztek el
ELISA ¢és AGID teszteket alkalmazva. Az
eredmények szerint a vizsgalt allatok 30%-a
szerologiai pozitiv, azaz virushordozé (Kukovics et
al, 2003). Ezen eredmények ismeretében
kivalasztottam az elsOként vizsgalatra keriild
allatokat. A kivalasztds soran a svajci szerzok
eredményeit vettem figyelembe, igy a szanentali
fajtabol  valasztottam ki az egyedeket olyan
megoszlasban, hogy a szerologiai eredményeik kozel
fele-fele ardnyban legyen pozitiv és negativ, majd
tejel6 magyar kecskéket is vizsgaltam, mivel ezek
kiilonboz6  genetikai  hattérrel  rendelkeznek,
amelyeket a svajci szerzok ugyancsak vizsgaltak és
kivancsi voltam, hogy hasonl6 eredményt kapok-e.
Az egyes genotipusok darabszamat a két vizsgalt
fajtaban, illetve a szerologiai eredményeik alapjan
valo felbontasukat az /. tablazatban mutatom be.

1. tablazat
A vizsgalt fajtak genotipusai
Szanentali(1) Magyar tejel6(2)
pozitiv negativ pozitiv negativ

(darab)(3) | (darab)(4) | (darab)(3) | (darab)(4)
AA 3 1 5 7
AB 1 1
AC 9 2 1 3
AD 1 0
AE 1 0 8 3
AG 4 0
AH 1 0
BB 1 0 0 2
BE 0 1 1 2
CcC 14 1 4 6
CE 3 0 6 2
CG 6 0
DD 1 1 1 2
DE 1 0 0 2
EE 1 1 9 9
EG 1 0 0 0
FF 2 2
GG 2 0
0ssz.(5) 49 7 38 41

Table 1: Genotype of examined breeds
Saanen(1), Dairy Hungarian(2), Positive (piece)(3), Negative
(piece)(4), Total(5)




Az egyes genotipusok gyakorisagat az alabbi

képletet hasznalva kaptam meg:
Pi = Ni /n
ahol,

P; — az i genotipus gyakorisaga,

N; — az i genotipusu egyedek szama,

n — Osszes egyedszam.

Azt az eredményt kaptam, hogy a szanentali
fajtdban a heterozigota kecskék aranya (54%), mig a
tejelé magyar kecske fajtdban (62%) a homozigota
egyedek aranya a magasabb. Ezt az [. dbra
szemlélteti.

A mintak genotipusanak meghatarozasa utan, az
MHC II-DRBP1 gén allélfrekvencia értékeinek
szamitasat végeztem el, az alabbi szabaly szerint: a
vizsgalt allélt homozigotaként hordozd egyedek
gyakorisaganak kétszereséhez hozzaadtam az allélt
heterozigétaként hordozd egyedek gyakorisagat.
Ennek eredményét a 2. tabldzatban mutatom be.

1. dbra: A heterozigota és homozigota egyedek megoszlasa a
vizsgalt allomanyokban
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Figure 1: Distribution of heterozygous and homozygous goats
in the examined herds
Homozygous(1), Heterozygous(2), Saanen(3), Dairy Hungarian
Goat(4)

2. tablazat
DRBP1 allélfrekvencia értékek
Fajta(1) n A allél(2) | Ballél(3) | C allél(4) | Dallél(5) | E allél(6) | F allél(7) | G allél(8) | H allél(9)
Szanentali(10) 56 0,232 0,027 0,455 0,054 0,098 - 0,134 0,009
tejel6 magyar(11) 79 0,259 0,057 0,203 0,038 0,380 0,051 - -

Table 2: Allele frequency values of DRBP1

Breed(1), A allele(2), B allele(3), C allele(4), D allele(5), E allele(6), F allele(7), G allele(8), H allele(9), Saanen(10), Dairy Hungarian(11)

A kapott eredményeim alapjan megallapithato,
hogy a C allél (209-213 bp) gyakorisaga a
legnagyobb. Ez az allél valodsziniileg a Bel allél,
azonban ez még nincs bizonyitva. Amennyiben ez a
megallapitas igaz a betegség a vizsgalt allatok koézel
felében meg fog jelenni, azonban még egyszer
hangsulyozom, még nincs megerdsitve, hogy az
altalam C allélnak nevezett bp intervellum és a Bel
allél ugyanaz lenne.

Mivel a tejeld magyar fehér kecske szanentali
vért is tartalmaz, megvizsgaltam, hogy a DRBPI
allélfrekvencia értékei hasonloan alakulnak-e a
szanentalihoz. A kapott eredményt a 2. dbra mutatja.

2. abra: DRBP1 allélfrekvencia értékek a tejelé fehér magyar
kecskében
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Figure 2: Values of DRBPI allele frequency in Dairy
Hungarian White Goat
A allele(1), B allele(2), C allele(3), D allele(4), E allele(5),
F allele(6)

Az E allél a leggyakoribb a magyar tejeld fehér
kecske fajtdban is — a magyar tejeld fajtdhoz
hasonléan —, de a kovetkezd leggyakrabban
eléforduld a C allél. Ez az eredmény a szanentali
hatasnak tulajdonithatd. Azonban ez az eredmény
annak is koszonhetd, hogy az Osszes vizsgalt 79 db
magyar tejeld kecskébdl 44 db tejel6 magyar fehér
kecske volt.

Statisztikai  vizsgalataimat ~ Chi®  probaval
végeztem. Eredményeim alapjan egyik fajta esetében
sincs  szignifikdns Osszefliggés a  szerologiai
eredmény és a genotipus kozott 5%-os hibahatar
mellett.

KOVETKEZTETESEK, OSSZEFOGLALAS

A Caprine Arthritis Encephalitis egy lassu virusos
betegség, amely hasonlit az AIDS-hez illetve a juhok
Maedi-Visna megbetegedéséhez. A virus
kimutatasara szamos modszert fejlesztettek ki,
azonban mivel nincs ellenszere, a megbetegedett
allatok selejtezésre keriilnek, igy az lenne a
leghatékonyabb mddja az ellene vald védekezésnek,
ha meg tudnank allapitani a megsziiletett kecskegida
veérébdl, hogy az a betegségre genetikailag fogékony-
e vagy sem. Tobb orszdgban indultak kisérletek
ennek céljabol, azonban eddig sehol sem jartak
eredménnyel. Svajci kutatok DNS fingerprint
mobdszert alkalmazva jutottak legtovabb az MHC II-
DRBP 1 gén 2 alléljanak vizsgalata soran.

Vizsgalataim soran megallapitottam, hogy a 209-
213 bp intervallumba tartozé szakasz — amit C




allélnak neveztem el — a leggyakoribb a szanentali
alloméanyban. Ez az eredmény tovabbi vizsgalatokat
igényel annak érdekében, hogy megtudjuk, ez
megegyezik-e a Bel alléllal, ami pedig a klinikai
tiinetek megjelenését eredményezi.

A statisztikai vizsgalat soran azt az eredményt
kaptam, hogy nincs szignifikans kapcsolat a
szerologiai eredmények és a genotipus kozott.

e Lehetséges, hogy nincs rezisztencia a vizsgalt
allomanyban (vagy talan egyik kecskefajtaban
sem). Eddigi tuddsunk szerint nincs biztosan
alatdmasztott bizonyittk a CAEV genetikai
fogékonysagra vagy rezisztenciara.

o A vizsgalt csaladok szamanak, méretének ismeret
kiilonosen fontos, ha a CAEV-re vonatkozd
immunvalasz tobbtényez0s.

Azonban tudnunk kell, hogy a szerologiai e A fenotipus pontos meghatarozésa is sziikséges.
eredmények nem  elegendéek a  genetikai A szerologiai eredmények erdsen fliggnek az
vizsgalatokhoz, mivel hamis eredmények egyed koratol, élettani allapotatol.
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