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Bevezetés, célkitiizések

A sertések reprodukcids zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jaré szindroméja
(porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) széles korben elterjedt virusos
megbetegedés, melyet a PRRS virusa (PRRSV, porcine arterivirus) éltal okozott fert6zés idéz
eld. Nevét onnan kapta, hogy kocdkban reprodukcids zavarokat, fiatal allatokban pedig
1égz6szervi tiineteket idéz eld. Az 1jsziilott, a szopds koru illetve a valasztott malacokban a
megbetegedés Oonmagdban, valamint az dltala okozott immunszuppresszié kovetkeztében
kialakulé masodlagos fertdzések hatdsara az allat elhullasdhoz vezethet.

A PRRSV a Nidovirales rend Arteriviridae csalddjanak Arterivirus nemzetségébe
tartozik, genomja 15100-15400 nukleotid hosszisagu, pozitiv irdnyitottsdgi RNS molekula,
amely 9 nyitott leolvasasi keretbdl all. A virusnak két, genetikailag és antigénszerkezetileg is
jol elkiilonithetd valtozatat kiilonboztetik meg: az eurdpai (1-es) €s az amerikai (2-es) tipust,
melyek csak mintegy 60-65% azonossigot mutatnak a teljes genom nukleotidsorrend;jét
tekintve. Kordbban ugy tartottdk, hogy az eurdpai torzsek kozelebbi rokonsdgban éllnak
egymassal, mint az amerikaiak, de nemrégiben kelet-eurdpai, illetve oroszorszagi torzsek
vizsgalatdval négy, egymastdl genetikailag €lesen elkiiloniilé szubtipust hatdroztak meg az
eurdpai genotipuson beliil.

Magyarorszdgon 1995 6ta van tudomédsunk a jelenlétérdl Hornyidk Akos és
munkatdrsainak szeroldgiai vizsgdlati eredményei alapjdn. Hazédnkban eldszor 1999-ben
sikeriilt izoldlni a virust, annak eurépai genotipusba tartozé valtozatat.

A PRRS diagnosztikdjdban a virus, annak fehérjéinek, vagy genetikai dllomédnydnak
kimutatasin alapul6 un. direkt, illetve az altala indukélt ellenanyagvélasz kimutatasan alapul6
un. indirekt modszereket, szeroldgiai prébakat haszndlnak. Ez utébbiak allomanyszinti
profilvizsgélatokra alkalmasak, de nem mutatjdk meg az 4llatok konkrét védettségét,
perzisztensen fertdzott allatok esetében negativ eredményt adhatnak, tovabba (mivel az esetek
kb. 1%-édban téves pozitiv eredményt adnak), csak magas ardnyu pozitivitds esetén értékelhetd
az eredményiik. A PRRSV a ma ismert egyik legvaltozékonyabb virus, molekuléris
diagnosztikdja emiatt rendkiviil nagy kihivast jelent. Ezért elengedhetetlen gyors, specifikus
és megfelelden érzékeny diagnosztikai eljardsok kifejlesztése, melyek alkalmasak mindkét
genotipus, illetve a kiilonboz6 eurdpai szubtipusokba tartozé PRRSV torzsek kimutatasara.

Munkénk els6 1épéseként fertdzott telepeken az adott telepen jelenlévé PRRS virus
kimutatdsat tiztiik ki célul. Ehhez egy olyan RT-PCR eljarast kivantunk kifejleszteni, mely a

virusgenom konzervativ szakaszdnak amplifikdci6ja révén képes valamennyi lehetséges torzs



kimutatdsara. Ezt kovetden pedig az igy Osszegyljtott mintdkon a virusgenom leginkabb
varidbilis génszakaszdnak, az ORF5-nek a nulkeotisorrendjét kivantuk meghatdrozni egy
Ujabb primerpart (primerparokat) alkalmazé RT-PCR rendszerrel. Az igy kapott szekvencia-
adatokat aztdn egymadssal, valamint a nemzetkozi adatbazisban (GenBank, Bethesda, USA,

www.ncbi.nih.gov) fellelheté fontosabb szekvencidkkal Osszehasonlitva azok rokonsagi

(filogenetikai) viszonyait akartuk feltérképezni. Meg akartuk vizsgélni tovdbba a magyar
torzsek eredetét, valamint az orszag kiilonb6z0 pontjairél szarmazd  virusok
0sszehasonlitdsaval megallapitani azok jarvanytani viszonyait. Szerettiilk volna megvizsgalni,
hogy a szomszédos orszdgokhoz (Ausztria, Szlovdkia) hasonléan jelen vannak-e amerikai
genotipusi szekvencidk hazankban, illetve, ha igen vakcinavirus eredetiick-e, vagy
vadvirusokhoz hasonlitanak-e inkabb. Emellett, lehet6ség szerint olyan, hazankkal
szomszédos orszagbodl is célul tliztiik ki PRRSV mintdk begytijtését, és jellemzését, melyek
esetében nincs publikdlt szekvencia a nemzetkozi adatbazisban azért, hogy azokat a magyar
(féleg az adott hatdr kozelébdl gytijtott), illetve nemzetkdzi torzsekkel Osszehasonlitva
filogenetikai viszonyaikat elsoként leirjuk.

Egy olyan, rendkiviil gyorsan valtozé virus esetében, mint a PRRSV, elengedhetetlen
a diagnosztikai, legfOképpen a molekuléris diagnosztikai médszerek folyamatos fejlesztése
annak érdekében, hogy az adott eljards képes legyen az adott iddszakban 1étez0 valamennyi,
sOt a folyamatos genetikai sodrédas kovetkeztében folyamatosan kialakulé Gjabb valtozatok
kimutatdsara. Mindemellett egyre inkabb el6térbe keriilnek az olyan PCR technikdk, melyek,
a gél alapi modszerek igen/nem eredményein feliil alkalmasak a mintdk nukleinsav-
koépiaszam meghatdrozdsara is. Munkédnk harmadik szakaszaként tehat a begyiijtott torzsek, és
szekvencidk birtokdban célul tliztiik ki egy olyan modern, gyors, megbizhatd, specifikus,
val6s idejli virusnukleinsav kimutatdsi médszer kidolgozasat, mely lehetdvé teszi valamennyi
jelenlegi, illetve a késObbiekben kialakul6 PRRSV torzs kimutatdsat, valamint a klinikai

mintdkban taldlhat6 PRRSV mennyiségi meghatirozasat.



Anyag és modszer

Munkénk els6 részeként célzott mintagylijtést végeztiink magyarorszigi nagylétszamu
sertéstelepeken. Olyan telepeket valasztottunk, melyek kordbban elvégzett szeroldgiai
vizsgalatok alapjan mar bizonyitottan PRRS pozitivak voltak, illetve ahol a betegségre
jellemzd szaporoddsbioldgiai zavarok, megemelkedett szopdskori mortalitds, vagy fiatal
allatokat érintd 1égzdszervi tiinetek léptek fel. Vérsavé mintdkat gyljtottiink a betegség
tiilneteit mutat6 kocakbdl, malacokbdl, tovabba tiidd, horgdkoriili nyirokcsomd, illetve tonsilla
mintdkat az elhullott allatokbdl és a vetélt magzatokbol. Emellett, ahol lehetdségiink volt,
megvizsgaltuk az adott sertéstartd telepen tartott tenyészkanok ondémintdit is. Sor keriilt
tovabba a Vajdasdgbdl szarmazd, 1égzdszervi tiineteket mutatd sertésallomanyokbdl gyiljtott
vérsavomintdk vizsgélatara is.

Génbanki szekvenciaadatok alapjan primereket terveztiink diagnosztikai és
filogenetikai vizsgdlatok céljabol. A diagnosztikai vizsgdlatokhoz kialakitott primerek a
virusgenom leginkabb konzervativ szakaszara az ORF7-re illetve a 3’NCR-re tapadnak, és a
reakcié sordn az eurdpai torzsek esetében 393, az amerikai torzsek esetében pedig 428
nukleotid hosszisagu terméket amplifikdlnak. Filogenetikai vizsgédlatokhoz 2-2 genotipus-
specifikus primerpart terveztiink a varidbilis ORF5 génszakasz felerdsitésére. Az igy kapott
terméken direkt nukleinsav-szekvencia meghatdrozast hajtottunk végre. A szekvencidkat
egymashoz, illetve a legfontosabb génbanki (Genbank, Bethesda, USA) szekvencidkhoz
illesztettilk, azokon filogenetikai vizsgdlatokat végeztiink, meghatdroztuk szarmaztatott
aminosavsorrendjiiket, illetve potencidlis glikozilacids helyeiket.

Munkank mdésodik 1épéseként egy primer-probe energy transfer elven mikodo valds
idejii RT-PCR eljarast fejlesztettiink ki. Ehhez 235 génbanki szekvencia adatait felhasznalva a
jeloletlen forward primer helyét az ORF6 termindlis szakaszan, mig a Texas Red-del préba
illetve a FAM-mal jelolt reverz primer helyét egymas mellett az ORF7 5° vége kozelében
hatdroztuk meg. A proba szekvencidjat a Lelystad virus genomja alapjin hatdroztuk meg, mig
a primerek esetében a tervezéskor felhaszndlt génbanki szekvencidk illesztése alapjan
tobbszoros nukleotid-degeneracidkat épitettiink be.

A rendszer érzékenységének, €s a reakcid hatékonysdganak meghatdrozasdhoz ismert
mennyiségli templat RNS-t tartalmazo6 oldatokat készitettiink a Lelystad virusbdl, az eurépai
3-as szubtipusba tartoz6 fehérorosz Soz-8 nevil izolatumbdl, illetve egy amerikai élGvirus

vakcinatorzsbdl (Ingelvac® MLV) a MEGAscript® T7 Kit segitségével. Ehhez az emlitett



virusokbdl kivont RNS felhaszndldsaval gél alapi RT-PCR reakciot hajtottunk végre a
kromof6r molekuldt nem tartalmazé primerekkel, azzal a modositassal, hogy a forward primer
5’ egy specifikus T7 promoter szekvenciat illesztettiink. A gélbdl kitisztitott terméket RNS-€
irtuk at a gyartd utasitdsai alapjan, nukleinsav tartalmat Nanodrop ND 1000 késziilékkel
meghatdroztuk, majd 10-es alapud higitdsokat készitettiink 10''-10° képiszdmig. A standard
gorbéket a Lelystad virus, illetve az amerikai vakcinatorzs higitasi sorozatdnak eredményi
alapjan Allitottuk fel. A rendszer érzékenységét ezen feliil szovettenyészeten elszaporitott
Lelystad virus, illetve egy amerikai vadvirustorzs (P129) 10-es alapu higitdsai segitségével is
meghatdroztuk. A reakcidk befejeztével minden alkalommal meghatdroztuk a termék
olvadéspontjat.

Rendszeriink specifikussdgat a rendelkezésiinkre 4ll6 PRRSV pozitiv mintdk
segitségével, az esetleges keresztreakciokat pedig sertéseket megbetegité egyéb virusok
(PCV-2, CSFV, SIV, PRCV, ADV, PPV, PCMV) felhaszndldsaval vizsgaltuk.

PRRS mentes, 4 hetes malacokat (5db) fertztiink intranasalisan PRRSV tartalmu
sejttenyészet-feliiliszoval annak érdekében, hogy a virus RNS vérsavobeli szintjét mérhessiik
a 7 napon at naponta vett vérsavomintdkon. A 8. napon az éllatok kiméletes elvéreztetését

kovetden megvizsgaltuk tiid6 és mandulamintdik PRRSV tartalmat.



Eredmények

Munkénk sordn Osszesen 25 magyarorszagi teleprdl szarmazé 45, tovdbba 8 vajdasagi
PRRSV minta ORF5 szekvenciavizsgalatat végeztiik el. Az igy kapott szekvencidkat azutdn
0sszehasonlitottuk egymadssal és a nemzetkozi adatbazisban (GenBank) fellelhetd fontosabb
szekvencidkkal, és megallapitottuk, hogy a hazai PRRSV torzsek tilnyomoé tobbsége (42) az
eurdpai genotipusba, azon beliill pedig az 1-es szubtipusba tartozik. A magyarorszagi
szekvencidk koziil 42 az 1-es tipusba tartozik. Ezek a szekvencidk a nyugat eurdpai orszdgok
PRRSYV torzseihez hasonléan az 1-es szubtipusba tartoztak. Ezen beliil a vizsgalt torzsek 4
monofiletikus alcsoportot, valamint 3, az alcsoportoktdl elkiiloniild szekvenciat alkotnak. A 4
alcsoportbdl kettdbe Magyarorszagon torzskonyvezett, élovirusos vakcindhoz nagymértékben
hasonld, a mésik kettObe pedig vadvirusok tartoztak. A legnagyobb alcsoportba az altalunk
vizsgalt 1-es tipusi magyar szekvencidk fele (21) tartozik. Ezt az alcsoportot alkotd
szekvencidk ezen beliil olyan kisebb, monofiletikus csoportokat képeznek melyekbe az adott
foldrajzi teriiletrdl szarmaz6 virusok tartoztak. Talaltunk azonban harom olyan szekvencidt,
melyek az amerikai genotipusba tartoztak. Ezek koziil két, egymassal direkt kapcsolatban levo
teleprol szarmaz6 virustorzs vadvirusnak bizonyult, és a kanadai referens virushoz hasonlitott
leginkdbb, egy szekvencia pedig Nyugat-Europdban széles korben elterjedt, de
Magyarorszagon nem torzskonyvezett, élovirusos vakcindval mutatott rokonsdgot. A
vajdasdgbdl szarmazo

Kilenc esetben mutattunk ki vakcinavirust nem vakcindzott dallatokbol. Ezek
nagymértékben hasonlitottak az adott telepen haszndlt éldvirusos vakcindkhoz.
Osszehasonlitva a Magyarorszdgon torzskonyvezett két vakcinavirust illetve a hozza
nagymértékben hasonlité varidnsok szarmaztatott GP5 aminosav-sorrendjét azt tapasztaltuk,
hogy az egyik vakcina esetében az Osszes rd hasonlitd varidns kovetkezetesen ugyanazokban
az aminosav-poziciokban valtozott meg, minden esetben az elsd ektodoménen, rdaddsul
mindegyik elveszitett egy glikozilaciés helyet, igy erre az alegységre az eredeti
vakcinavirustdl, és a vadvirusok tilnyomé tobbségétdl elérden csak két cukormolekula
kotédhet. Ebben az esetben mindegyik varidnst vetélt magzatbdl, illetve a betegség tiinetei
kozt elhullott fiatal 4llatbél mutattuk ki. A mdsik vakcina esetében a varidnsok random médon
valtoztak meg ezen a teriileten, tobb néma nukleotidmuticié kovetkezett be, illetve ezeket

minden esetben egészséges (bar nem vakcindzott) dllatokbol mutattuk ki.



Megvizsgaltuk  tovdbba 8  szerbiai  (vajdasdgi) PRRSV  minta ORF5
nukleotidszekvencidjat, és megéllapitottuk, hogy azok az eurdpai genotipusba, és az 1-es
szubtipusba tartoznak, és szoros rokonsigot mutatnak egymdssal, illetve Dédnidban izolalt
torzsekkel.

Munkénk masodik Iépéseként primer-probe energy transfer elven miikodo, valds ideji
RT-PCR eljérast fejlesztettink ki a PRRSV RNS koépiaszdm meghatdrozdsa céljabol. A
rendszer érzékenységét ismert RNS kopiaszamu mintdk 10-es alapu higitasain vizsgdltuk a
Lelystad virus, egy eurdpai 3-as szubtipusba tartoz6 belorusz torzs (Soz-8), illetve egy
amerikai vakcinavirus (Ingelvac MLV®) esetében, és megallapitottuk, hogy mindegyikbdl
koriilbeliil 10 RNS koépiat képes kimutatni. Egy TCIDsy volt a kimutathatésdg hatdra a
szovettenyészeten elszaporitott Lelystad virus és a P129-es (2-es tipust) virustorzs esetében.
Ismert szekvencidji amplikonok olvaddspont-vizsgédlatival megallapitottuk, hogy préba-
célteriilet mismatchek esetén olvadaspont csokkenés 1ép fel, de a rendszer szignifikdns
érzékenység- és hatékonysdg-valtozas nélkiil képes miikddni akédr 6t mismatch esetén is.

A kisérletesen fertdzott dllatok vérsavéinak naponkénti vizsgdlata sordn a virus
genetikai dllomdnya a fert6zést kdvetd masodik napon jelent meg az allatok vérsavéjaban,
majd egy nagyon enyhe csokkenést kovetden a 6. és 7. napon érte el a maximélis, 8-9x 10°
RNS koépia/ml értéket. A manduldk, illetve a tiidok PriProET vizsgdlataval megéllapitottuk,
hogy mig az elébbi szervek grammonként 1-2x 10°, utébbiak 6-9x 10° RNS képidt

tartalmaztak.



Kovetkeztetések

Munkénk elsé szakaszanak célja az volt, hogy magyarorszdgi, PRRSV-vel fertdzott
sertéstelepekrol torténd mintagytjtést kovetden megéllapitasokat tegyiink a PRRS hazai
elterjedtségére vonatkozolag. Harom diagnosztikai intézet adatait 0sszegezve azt tapasztaltuk,
hogy bar a fertdzott nagylétszdmu sertéstelepek ardnya (kb. 10%) emelkedett az utdbbi
idében, ndlunk még mindig kedvezdbb a helyzet, mint a nagy sertéstarté hagyomanyokkal
rendelkezd nyugat-eurépai (Ddnia, Hollandia), illetve szomszédos (Ausztria) orszagokban,
ahol ez az ardny joval meghaladhatja az 50%-ot.

Az éltalunk 5 év alatt gyiijtott mintdk részletes vizsgdlatdval megallapitottuk, hogy
torzseink nagy része az eurdpai 1-es szubtipusba tartozik. Ezen beliil bizonyos szekvencidk
monofiletikus csoportokat is alkotnak. A legnagyobb ilyen csoport (4-es alcsoport) a vizsgalt
eurdpai genotipusu torzseink felét tartalmazza. Az alcsoporton beliil kiilon dgakat képeznek
egymashoz kozeli sertéstartd telepekrdl szarmazd mintdk. Mivel ezek a telepek olyan
tdvolsdgra vannak egymadstol, hogy esetikben a szél utjan, aeroszolos formdban valé
atfert6z6dés kizarhatd, nagy valdszinliséggel fertdzott tenyészallatok vésarlasa, a fertdzott
allatoknak fogékony telepek kozelében haladé tton torténd szdllitdsa, esetleg nem
kelloképpen fertOtlenitett gépjarmiivek (pl. takarmanyszéllité kamion) telepek kozotti
forgalma, vagy akdr kontaminalt ruhdzati személyzet egyarant fert6z€si forradsnak tekintheto.

Az aminosavszekvencidk illesztése €s a potencidlis glikozildciés helyek szoftveres
vizsgalatdval a nukleotidszekvencidkbdl szarmaztatott GPS feliileti alegységén megtaldlhatd,
37. aminosav esetében egy Asp—Asn viltozds kovetkeztében szinte valamennyi torzs
esetében megjelent egy 4j glikozildcids hely a Lelystad virushoz képest, igy a magyar torzsek
nagy része ezen a szakaszon 3 oligoszaharid alegységet tartalmaz. Hasonlé jelenséget
figyeltek meg més eurdpai torzsek esetében is.

Kiilon csoportokat képeztek a vakcina eredetli torzsek. Mindkét Magyarorszdgon
torzskonyvezett élovirusos vakcina esetében taldltunk a vakcindra nagymértékben hasonlitd
szekvencidkat nem vakcindzott, de vakcindzott allatokkal egy légtérben tartott sertésekben.
Az egyik esetben (B vakcina) helyteleniil alkalmazott vakcindzasi protokoll utdn akkor is B
vakcindhoz hasonlité szekvencidkat taldltunk vakcindzatlan, djsziilott dllatokban, amikor a
telepen mar 3-4 hdénapja a masik vakcinat (A vakcina) alkalmaztak. Ezen szekvencidk
vizsgalata sordn kovetkezetes aminosavvaltozasokat figyeltiink meg a vakcinavirushoz képest
a 37. a 46. az 59. és a 60. nukleotid pozicidéban. A 46. poziciét érintd véltozds (Asn—Lys)

nyomdn megszint a vakcina esetében még megfigyelhetd glikozilacidés hely. Az



aminosavvaltozdst eredményezO, illetve a néma, szinonim nukleotidmuticiok szamat
0sszehasonlitva megallapitottuk, hogy ezen vakcina eredetii szekvencidk esetében a vizsgalt
szakaszon kevés kivétellel valamennyi nukleotid véltozas aminosav véltozast eredményezett,
ami — feltehetdleg a gazdaszervezet immunrendszere altal kifejtett — erds szelekciés nyomadsra
utal. Valamennyi ilyen varidnst a betegség tiineteit mutatd, majd elpusztult allatokbdl, vetélt
magzatokbol, gyenge, illetve 1€gzdszervi tiineteket mutaté malacokbdl mutattuk ki. A masik
Magyarorszdgon kaphat6 vakcina esetében ilyen jelenséget nem figyeltiink meg.

Hérom olyan szekvenciat is taldltunk, mely a filogenetikai fan amerikai torzsek kozé
keriilt. Koziilikk kettdé kozel 90%-os genetikai rokonsdgot mutatott a kanadai referens
izoldtummal. A koreldzményi, illetve a telep dllatforgalmi adatait figyelembe véve sem
taldltuk kezdetben olyan eseményt, mely a torzsek eredetét megmagyardzna. Vakcina eredetli
amerikai szekvencidt is taldltunk egy dllomanyban, itt azonban, noha kérel6zményi adat nem
allt rendelkezésre, feltételezhetd, hogy Nyugat-Eurépabdl szarmazoé éllatok kozvetitésével
keriilt be a virus az allomanyba. Szamos ,régi” EU tagdllamban irtdk le vakcina eredetli
amerikai torzsek jelenlétét.

Munkédnk masodik részének legfobb célja az volt, hogy kifejlessziink egy olyan
egylépéses valds idejli, kvantitativ vizsgdlatokra alkalmas reverz transzkripciés PCR
modszert, mely gyors, érzékeny és — ellentétben a préba hidrolizisén alapulé (TagMan)
modszerekkel — képes a proba és a célteriilet kozotti mismatch esetén is megfeleléen
mikodni. Ez utébbi a mddszer legfontosabb elénye, mivel a PRRSV az egyik
legvaltozékonyabb és leggyorsabban fejlédé RNS virus.

PriProET rendszeriink kiilonb6z6 virustdrzsekbdl készitett, ismert képiaszdmot
tartalmazé higitdsi sorozatainak vizsgalatdval megdllapitottuk, hogy rendszeriink kis
mennyiségli templat RNS-t is képes kimutatni. Az Ingelvac MLV® torzs vizsgdlataval az is
nyilvanvaléva valt, hogy akar 6t proba-célteriilet mismatch esetén is képes mikodni anélkiil,
hogy érzékenysége, hatékonysdga, illetve a standard gorbe korreldcids egyiitthatdja (R?)
megviltozott volna a Lelystad virushoz képest. Az olvadaspont érték 67,0°C, mely
megegyezik a szintén 6t mismatchot hordozé HU12-es torzs esetében kapott értékkel, €s még
mindig meglehetésen magasnak mondhatd, ezért feltételezhetd, hogy akar tovabbi mutacidk
esetén is képes mikodni.

Az egyes reakciok utdn elvégzett olvaddspont (T,) vizsgdlat minden esetben
bizonyitotta a kiilonb6z6 PRRSV torzsek specifikus amplifikacidjat. A modszer azt méri,
hogy milyen erdsen kapcsolddik a préba a célteriilethez, milyen magas homérsékleti értéken

valik le a templatrél. Ezt alapvetden az befolyasolja, hogy a proba hany nukleotidja talalkozik
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a célteriileten a neki megfelelé parjaval. Mivel a préba a PRRSV torzsekre lett tervezve, az
olvadaspontvizsgélat gyors, megbizhat6 mddszer ahhoz, hogy minden pozitiv reakcid
esetében megbizonyosodjunk az eredmény specifikussdgardl. Az olvadaspont értékének
csokkenése azt jelenti, hogy a proba és a célteriilet kozott nem tokéletes a kapcsolddas,
mismatch Iépett fel. A kapott T,, értékeket a tokéletes illeszkedést mutatd Lelystad virus
esetében kapott hOmérséklet értékekkel (76,0°C), mar a szekvenciavizsgélat elott
felismerhetdek a mismatch-ek — mutaciok. Pontos szamuk azonban a hdmérsékletkiilonbségek
alapjan nem hatdrozhaté meg, mivel a préba 5’ végén taldlhaté nukleotid eltérések kevésbé
tudjak befolyésolni a Ty, értéket. Noha a pontos mismatch szdm nem allapithaté meg ennek
alapjdn, a moddszer alkalmas a nemzetkozi adatbdzisban megtaldlhaté amerikai és eurdpai
genotipusu torzsek gyors elkiilonitésére.

Annak a bizonyitdsara, hogy rendszeriink kiilonb6z6 virustartalmu klinikai mintdkban
is képes meghatdrozni azok virustartalmat, egy eurdpai genotipusi, magyar izoldtumot
tartalmaz6 sejttenyészet feliiliszéval intranazdlisan fertdztiink Ot vdalasztott malacot. A
vérsavok, illetve a szervmintdk vizsgédlatdval kapott eredmények nagysédgrendileg
megegyeznek kordbban mar publikdlt kisérleti adatokkal (Kleiboecker et al., 2005), és
bizonyitottdk, hogy heveny fertdzés sordn a virus elsédleges szaporodasi helye a tiidd, ahol
feltehetdleg a legnagyobb szamban fordulnak eld a virus szaporoddsdnak elsddleges célsejtjei,
és a virusgenom kopiaszama 1000x nagyobb mennyiségben van jelen, mint a manduldban,
illetve a vérsavéban. Heveny megbetegedés esetén a virus molekuléris biolégiai kimutatdsara
ez a szerv a legalkalmasabb.

Nagy szadmdu, genetikailag kiillonbozé PRRSV szekvencidkkal, illetve kisérleti
allatokbdl nyert klinikai mintdkkal elvégzett vizsgélataink adatait 6sszegezve megéllapithatd,
hogy az altalunk kifejlesztett PriProET érzékeny, specifikus médszer, mely képes viszonylag
nagy szamu proba-célteriilet mismatch esetén is megbizhatéan kimutatni és mennyiségileg

meghatarozni az adott mintdk PRRSV RNS kopiaszamat.
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1)

2)

3)

4)

5)

Uj tudoményos eredmények

A fert6zés kimutatdsara, diagnosztikai célbdl, gél alapi RT-PCR eljarast dolgoztunk ki a
PRRSV konzervativ szakaszdnak (ORF7, 3° NCR) amplifikdldsdra, mely egyardnt
alkalmas 1-es és 2-es genotipusu torzsek kimutatdsara, illetve az eltéré amplikonhosszok
alapjan a genotipusok eldzetes elkiilonitésére.

Szekvenciameghatarozas és filogenetikai analizis céljabol gél alapi RT-PCR eljarast
dolgoztunk ki a PRRSV varidbilis szakaszanak (ORF5) amplifikél4sara.

ElsOként végeztiink nagy szadmu magyarorszdgi mintdn ORFS5 szekvenciameghatdrozast,
illetve 0sszehasonlité genetikai vizsgédlatokat.

a) Megallapitottuk, hogy az &ltalunk vizsgalt magyarorszagi PRRSV szekvencidk nagy
tobbsége (93,33%) az eurdpai genotipusba, azon beliil az 1-es szubtipusba tartozik.

b) Elsdként szamoltunk be Magyarorszagon amerikai genotipusi PRRSV jelenlétérol.
Taléltunk vakcina-eredeti, illetve vadvirus jellegli torzseket egyarant.

c) Elsoként irtuk le Eurépaban vadvirus eredetii, amerikai genotipusi PRRSV torzsek
ORFS5 szekvencigjat.

d) Megiéllapitottuk, hogy a Lelystad virushoz képest szinte valamennyi magyar torzs
esetében egy uj glikozildciés hely jelent meg a GPS fehérje 37. aminosavanak
megfelelden.

e) Az egyik Magyarorszdgon is torzskonyvezett attenudlt vakcinavirus esetében erds
szelekciés nyomadsra utald valtozédsokat taldltunk a GP5 fehérje elso feliileti alegységén.
Ugyanezek a vakcinaeredetli torzsek elvesztették a fehérje 46. aminosavdhoz kotddo
glikozilaciés helyét. (A madsik Magyarorszagon torzskonyvezett élovirusos vakcina
esetében hasonlét nem figyeltiink meg.)

Elséként  hatdroztuk meg  szerbiai  (vajdasigi) = PRRSV  mintdk  ORF5
nukleotidszekvencidjat, és megallapitottuk, hogy azok az eurdpai genotipusba, és az 1-es
szubtipusba tartoznak, és szoros rokonsidgot mutatnak egymadssal, illetve Danidban izolalt
torzsekkel.

Kifejlesztettiink egy primer-probe energy transfer elven mukodd, valds idejii RT-PCR
eljarast a PRRSV kimutatasara.

a) A rendszer alkalmasnak bizonyult egymadstdl tdvoli rokonsdgban 4all6 torzsek

kimutatdsara, illetve mennyiségi meghatdrozasara.
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b) Az amplikonok olvaddspont-vizsgilata alkalmas a préba tapadési teriiletén fennalld

c)

mismatch-ek felderitésére.

Szekvenciavizsgalatokkal, és az ismert szekvencidju virusokbodl készitett,
meghatarozott képiaszamu, rekombindns RNS-t tartalmazé mintdk sorozathigitdsainak
vizsgalatdval bizonyitottuk, hogy a rendszer képes akar 5 préba-célteriilet mismatch
esetén is mikodni anélkiil, hogy a reakcié hatékonysiga, vagy érzékenysége

csOkkenne.
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