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1. Osszefoglalas

Kutatdsom sordn a sertések cirkovirus-2 (PCV-2) és a sertések citomegalovirusa
(PCMV) okozta fertozéseket, illetve korképeket vizsgdltam. A magyarorszigi sertés
allomanyokban eddig a jarvénytani, valamint molekuldris bioldgiai vizsgédlatok komplex
értékelése nem tortént, ezért vizsgdlataim a virus, illetve az 4ltala okozott kérképek
elterjedésének pontosabb korjelzésének megismerésére irdnyult. Vizsgaltam a virusok altal
okozott szoveti elvdltozasokat, és a virus DNS-ek szekvencidjat molekularis bioldgiai
modszerekkel. Sziikségesnek tartottam a pontosabb diagndzis, valamint a kutatds érdekében
antigén és DNS kimutatasi mddszerek kifejlesztését. Ennek érdekében kidolgoztam a PCV-2-
re €és a PCMV-re specifikus in situ hibridizaciés, valamint a PCV-2 kimutatisat segitd
immunhisztokémiai mddszert. Ezek segitségével tanulmanyoztam a virusok tdmadaspontjit a
szervekben, illetve szovetekben, valamint a szaporoddsuk sordn okozott kartételt.

A fent emlitett virusok elterjedésére vonatkozé adatokat az Orszdgos Allategészségiigyi
Intézet Emlds- Korbonctani és Vadbetegségek Osztalyara beérkezd sertés hulldk, valamint a
helyszini szemlék soran gy(jtott mintak alapjan allitottam Ossze és értékeltem.

A 2003-2005 kozotti iddszakban 1250 sertés szerveit vizsgaltam molekuldris bioldgiai
mddszerrel (PCR), a PCV-2 fertézottség szempontjdbol. Ennek sordn 1190 esetben (95,2 %-
os) taldltam pozitivitast. A cirkovirusos fertézés PMWS formdjat — a klinikai tiinetek és a
patomorfoldgiai elvaltozdsok alapjan — 789 (63,12 %) sertésnél éllapitottam meg, és ezekben
PCR vizsgdlatok PCV-2 szempontjabdl valamennyi esetben pozitiv eredményt adtak.
Ezekben az esetekben szovOdményes baktériumos tiidogyulladdst és a bélcsatorndra
szoritkozé baktériumos fertdzéseket, esetenként szeptikémidt (Escherichia coli, Salmonella
spp. stb.) taldltam. A PDNS -t ugyanebben az id0szakban 34 (2,72 %) esetben allapitottam
meg.

A vizsgdlataim sordn 367 (29,36 %) sertésnél taldltam PCV-2 pozitivitdst, olyan
esetekben, amik a PMWS vagy a PDNS Kklinikai, €s koérszovettani elvéltozdsai nem
mutatkoztak. Annak felderitésére, hogy a PMWS-t és a PDNS-t azonos virus okozza-e, a
virusokat szekvencia analizissel vizsgédltam. A vizsgdlataim sordn megallapitottam, hogy a
virusok bézissorrendjében mutatkozott kiillonbség, viszont ez az eltérés nem jart aminosav
véltozéssal.

A virus szaporoddsa €s az altala okozott szoveti elvaltozasok kozotti 0sszefiiggéseket a
szervek korszovettani vizsgélataval és a szervekben jelen 1évd, a PCV-2 replikacios génjérdl
szintetizdl6dé6 RNS molekuldk vizsgélatdaval tanulményoztam. Ennek sordn megallapitottam,

hogy a virus szaporoddsa 0sszefiiggésben van a szervekben észlelhet6 elvaltozasokkal.
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A PCV-2 magzat kdrositd szerepét 25 alom magzataiban igazoltam. A fertdzés
vetélésben, korafialdsban, valamint gyenge életképességli magzatok sziiletésében nyilvanult
meg. Valtozd alomszdm mellett, almon beliill a magzatok méretbeli kiillonbségét figyeltem
meg. A virus egyéb szervek — tiido, 1ép, médj, vese, nyirokcsomé — mellett a thymust is
kérositotta.

A sertések citomegalovirusa dltal eldidézett sejtzarvanyos orrgyulladast
Magyarorszagon eloszor 2002-ben éllapitottam meg. A 2003 és 2005 kozotti iddszakban 15
allomédnyban észleltem a megbetegedést, valamint 49 dllomédnybdl 35-ben taldltam pozitivitds
a virus kimutatdsat célz6 PCR vizsgélattal. A betegség megallapitdsdhoz a klinikai tiinetek és
korlefolyds mellett korjelzd  értékii  elvaltozasnak itéltem meg az orrnydlkahartya
mirigyhdmsejtjeinek megnagyobboddsait és a basophil magzarvanyok jelenlétét. Ezek a
zarvanyok nagy mennyiségli virusrészecskét tartalmaztak, amelyet elektronmikroszkdpos,
valamint in sifu hibridizéciés technikdval igazoltam. A hazai sertésallomanyokban hiarom
eltér6 formdja jelentkezett. Az egyik esetben el6hasi kocdkban koraellés, halvasziiletés €s
vetélés jelentkezett, miutdn a kocdkat a 60-70. vemhességi napon athelyezték a vemhes
kocaszall4sra, ahol mar az immunoldgiai szempontbdl dthangolddott kocdkkal érintkeztek. Az
ezt koveto fialdasok komplikdcié mentesen zajlottak. A fert6zésnek masik két formdja a szopds
malacokban jelentkezett. Egyrészt az tjsziilott malacok klinikai tiinetek nélkiil az élet els6 24
orajaban elhullottak, mig a masik forma esetében a 2 hetes malacoknadl tiisszogés, remegés €s

valtoz6 mértéki (20-40 %-os) elhullas jelentkezett.



2. Bevezetés

Az utébbi években a hazai és kiilfoldi sertésdllomanyokban is tobb olyan virusfertdzés
[sertések 1égzdszervi €s szaporoddsi zavardt okozd virus, (Porcine Reproductive and
Respiratory Syndrome Virus, PRRSV), a sertés cirkovirus 2 (Porcine Circovirus type 2, PCV-
2)], valamint a sertés citomegalovirus (Porcine cytomegalovirus, PCMV) jelent meg, amelyek
kiilonbozd szervek megbetegitésével, valamint az 4llatok védekezd-mechanizmusanak
karositasaval jelentds gazdasagi veszteséget okoznak. Koziiliikk egyes virusok megvaltoztatjak
(csokkentik, vagy koéros mértékben fokozzdk) a 1€gzdszervek (€s az egész szervezet)
fertdzések elleni védelmében kulcsszerepet jatszé sejtek miikodését. A kiilonbozd szervek
sulyos karosoddsa akar mar 6nmagéban is az allat elhullasit okozhatja, de még 1ényegesebb,
hogy a szervezet fogékonnya vélik kiillonbozd, nagyrészt fakultativ patogén dgensek
(baktériumok, gombak, protozoonok stb.) kartételével szemben. Tovabbi kozos jellemzdje az
emlitett fertozéseknek, hogy jarvanytanuk, korfejlodésiik, a kérokozok szervezettel kialakitott
kolcsonhatdsa még csak részben, vagy egyéltaldn nem tisztazott. Az emlitett virusok koziil
tervezett kutatdsaimban elsdsorban a PCV-2-vel és a PCMV-vel foglalkoztam.

A PCV-2 okozta fertdzottség leggyakrabban két eltérd klinikai, és kortani formédban
jelentkezik. Az egyik forma a sertések un. valasztds utdni cirkovirusos sorvaddasa (PMWS),
amely elsdsorban valasztas utdn (40-60 napos életkort) allatokban fordul eld. A heveny
esetek ldzas homérsékletemelkedéssel, 1égzdszervi tiinetekkel, valamint tobb-kevesebb
elhulldssal jarnak. Az elhiz6dé forma — innen ered a tiinetegyiittes elnevezése is —, az
alloméany szétnovését, fejlddésben valé visszamaraddst, valamint immunszupressziot,
kovetkezményes (leggyakrabban baktériumos) fertdzések eléforduldsit idézi el6. A PCV-2
okozta betegség masik 1ényeges megjelenési formdja a dermatitis-nephropathia szindréma
(PDNS), jellegzetes bor- és veseelvaltozasokkal jar. A virus a lymphocytdkban és a
macrophagokban szaporodik, ennek megfelelden a lymphoid szervekben enyhébb-stilyosabb
lymphocyta depletio, valamint a tobb szervben lympho-histiocytds beszlirddéssel és
macrophag-proliferatioval kisért interstitialis gyulladds figyelhet6 meg. A fert0zottség
kimutatdsdra szeroldgiai, molekuldris bioldgiai, viroldgiai moddszerek alkalmazhaték. A
lymphocyta populaciokban €s a macrophagokban a virus hatdsara bekovetkezd valtozasok, pl.
aramlas-citometriai és in situ hibridizaciés (ISH) moédszerekkel detektalhatdk.

A PCMV fert6zés egyes sertésallomanyokban gazdasagi kartétellel is jard betegséget,
un. sejtzarvanyos rhinitist okoz. A betegséget Magyarorszdgon 2002-ben éllapitottdk meg

el0szor Deim és mtsai (Deim és mtsai., 2003). A PCMV a betaherpes alcsalddba tartozo
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cytomegalovirus, amely szintén a macrophagokban és a lymphocytdkban, valamint az
orrnyalkahdrtya mirigyhdmsejtjeiben szaporodik. A virusfert6zés klinikai tiinetekben
megnyilvanul6 formdja szopds malacokban jelentkezik, és jelentOs ardnyu elhullast okozhat.
Hatésara elsésorban a 1égzdszervekben és a nyirokszervekben jelentkezik lympho-histiocytés
gyulladds. A virusfertdzottség igazoldsa szerologiai, molekuldris bioldgiai, viroldgiai
mddszerekkel lehetséges.

A tervezett kutatds sordn mindenekeldtt adatokat kivdntam szerezni az emlitett
virusfertdzések hazai sertésdllomanyokban tapasztalhaté elterjedtségérdl. Ehhez statisztikailag
érvényes véletlenszerl mintavételezést, valamint kérbonctani-korszovettani,
immunhisztokémiai és molekularis bioldgiai vizsgdlatokat végeztem. Kutatdsom tovédbbi célja
volt annak vizsgalata, miként befolydsolja a PCV-2 és/vagy a PCMV fert6zés a sertések
immunrendszerének mikodését. Az el6bbiek mellett a fert6z6 eredetli betegségek
diagnosztizdldsdra az in situ hibridizaciés (ISH) modszert fejlesztettem ki, és ennek
segitségével tanulmdnyoztam a virusok tdmaddspontjat és kartételét. Vizsgalataim eredményei
megitélésem szerint tudomdnyos adatokat szolgéltathatnak a sertések immunrendszerének
virusfert6zés hatasara bekovetkezd karosodasarol, illetve az emlitett koérokozok hazai
elterjedtségérol és kartételérdl. A munka sordn szerzett tapasztalatok elOsegithetik a

fentiekben emlitett korképek diagnosztizalasat.



3. Irodalmi attekintés

Az elmult években kiilf6ldon €s hazdnkban jelent6és mértékben elterjedtek és a
kutatdsok kozéppontjdba keriiltek a sertések PCV-2 okozta betegségei, amelyek szdmos
allomanyban jelent0s gazdasagi kartételt okoznak (Siiveges, 2003). A virus horizontélisan és
vertikdlisan (orr-, hiively- és horgdvaladékkal, vizelettel, onddval), valamint ragédlyfogd
targyakkal egyardnt terjedhet. A virus transplacentarisan bejuthat a magzatokba, és ezesetben
a vemhességi kortdl fiiggden kiilonbozd magzatkarosodast valthat ki (Okuda et al., 2003). A
virus fajspecifikus, de nem sertéseredetii sejttenyészetekben is osztéddsnak indul. A virus
szaporoddsa a szervezetben a lymphocytdkban €s a macrophagokban zajlik (Nielsen et al.,
2003). Ennek kovetkeztében stlyos immunszupresszié alakulhat ki, és mas kérokozokkal
szembeni immunvalasz is hidnyozhat (Segalés et al., 2001a., Nielsen et al., 2003). Az érintett
allomanyokban a fakultativ patogén korokozdk gyakoribb szerephez jutdsa jelentds
veszteségeket okozhatnak.

A Circoviridae viruscsalddba tartoz6 virusok egyszali DNS virusok. Az egyszdlu
genom negativ irdnyitottsdgu, cirkuldris formdjd. Viszonylag kis méretli ikozahedralis
szimmetridju, burok nélkiili virusok. A komplett genom kb. 1700-2400 bazispart tartalmaz. A
virusok nukleokapszidja izometrikus, 17-24 nm atmérdjii.

A cirkovirusok szdmos mds allatfajban is okozhatnak fert6zottséget €s megbetegedést,
igy a hazi tyiknak, a papagdjnak, a kandrinak, libanak, kacsanak, galambnak, sirdlynak, sot az
embernek is van sajat cirkovirusa (Bassami et al., 1998, Mankertz et al., 2000, Miyata et al.,
1999, Phenix et al., 2001, Todd et al., 1991. Todd et al., 2001). A sertések cirkovirusanak két
tipusa van, a PCV-1 és PCV-2. A PCV-1 sertésekben nem okoz betegséget, apatogén.



3.1. A sertések valasztas utani cirkovirusos sorvadasa

A PCV-2 oktani szerepet jatszik a sertések valasztas utani cirkovirusos
sorvadasaban (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome, PMWS) (Allan et al., 2003
Ramos et al., 1997, Segalés et al., 1997, Smith et al., 1993), valamint a sertések dermatitis
nephropathia szindrémajaban (Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome: PDNS)
(Rosell et al., 2000). Mindkét kérforma hazankban is gyakorta eléfordul (Dén et al., 2003,
Kiss et al., 2000, Molnér et al., 2002). A cirkovirus egyes szerzok szerint a 1égzdszervi
megbetegedés komplexben (porcine respiratory disease complex, PRDC) (Kim et al., 2003), a
kocdk vetéléseiben (West et al., 1999), és djabban a vélasztott malacok bélgyulladdsaban

(Kim et al., 2004a) is szerepet jatszhat.

A PCV-2 okozta fertézés klinikai és kértani megjelenését illetden két, egymastol
eltéré formaban jelentkezik. A heveny forma esetén levertség, ldzas hdemelkedés, valamint
nehezitett 1€gz€s jelentkezhet. Ezekben az esetekben a kdrbonctani vizsgélat sordn stlyos
foku tiidéoedema, mellvizkér, szivburok vizkér, a nyirokcsomék megnagyobbodédsa
figyelhetd meg

A PMWS fO6ként a vdlasztds utdni idészakban (esetleg a hizlaldsi fazis els6
1ddszakaban) az éllatok fejlddésbeni elmaraddsaban, az dllomédnyok szétndvésében, elégtelen
takarmany hasznositisban valamint mdasodlagos baktériumos €s parazitds fertdézések
gyakoribb el6forduldsaban (Allan et al., 2003, Siiveges 2004) nyilvanulnak meg. A
korbonctani vizsgdlat sordn a gyenge taplaltsdgi dllapot mellett a periférids €s a bélfodri
nyirokcsomok jelentds megnagyobboddésa, tiidogyulladds, fundus tdjéki gyomorfekély és a
szovodményeknek megfeleld elvaltozasok figyelhetok meg. A koérszovettani vizsgélatokkal
megallapithaté elvaltozasok jol demonstraljdk a virus immunrendszert karosité hatdasat (Kim
et al., 2003, Nielsen et al.,, 2003). A lymphoid szervekben (lép, nyirokcsomok, thymus)
lymphocyta depletio, gocos elhalds, syntitialis Oridssejtek, valamint esetenként basophil
citoplazmazarvanyok mutatkoznak (Segalés et al., 2001b). A tiidoben a virus gocos atelectasia
mellett mononuclearis sejtes interstitialis gyulladast, macrophag proliferatiét és ugyancsak
syntitialis Oridssejtek képzodését idézi eld. Az agyvelOben esetenként perivascularis
gyulladasos sejtes érfalbeszlirddések figyelhetok meg (Segalés et al., 2001b, Okuda et al.,
2003).
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3.2. A sertések dermatitis nephropathia szindrémaja (PDNS)

A PDNS f6leg id6sebb é€letkorban, legtobbszor sporadikusan fordul eld, és kortanilag
vérzéses-elhaldsos borgyulladdsban, valamint interstitialis vesegyulladdsban nyilvanul meg
(Duran et al., 1997, Morilla et al., 2002, Smith et al., 1993, Thibault et al., 1998, Thomson et
al., 2002). Koéroktana még ma sem egyértelmiien tisztazott (Morilla et al.. 2002, Duran et al.,
1997, Thibault et al., 1998). Patogenezisében immunpatoldgiai folyamatokat (tartés antigén
hatds, virus, parazita, stb., és egyideju ellenanyagképzddés kovetkeztében immunkomplexek
képzddését és lerakodasat) feltételezik, amely magyardzza a korkép kisérletes
eldidézhetdségének nehézségét is. Egyre tobb adat tdmasztja ald — az emlitett korfejlodést is
feltételezve — a PCV-2 oktani szerepét (Rosell et al., 1999, Dan et al., 2003, Molnar et al.,
2002). A PCV-2 a lymphocytdkban és a macrophagokban szaporodik, ennek megfelelden az
emlitett kérképekben a lymphoid szervekben enyhébb-silyosabb foku lymphocyta depletio,
az egyéb szervekben pedig egyebek mellett lympho-histiocytds besziirédéssel és macrophag-
proliferatidval kisért interstitialis gyulladas figyelheté meg (Smith et al., 1993).

A lymphocytdk és a macrophagok PCV-2 okozta kdrosodasat in situ hibridiz4cids és
aramlds-citometrids vizsgalatok segitségével igazoltdk. A megbetegedések egyedi és/vagy
allomanyszintii diagnosztizdlasara IF, IH, ELISA, PCR, ISH mddszerek alkalmazhaték
(Darwich et al., 2002).

A PCV-2 fertdz€s mindkét megjelenési formdja (kiilonosen a PMWS), jelentOs
gazdasagi kart okozhat. Ez megnyilvanulhat az elhulldsok nagy szdmadban, a szévodmények
megeldzésére és a gyogykezeléshez alkalmazott antibiotikumok koltségében, a gyenge
takarmanyhasznosulds kovetkeztében kialakul6 megnovekedett takarmanyfelvételben és a
testtomeg gyarapodds elmaradasédban.

A PCV-2 okozta betegségek szamos sertéstelepen jelentds gazdasagi veszteséget okoznak.
Azokban az dllomanyokban, ahol a PMWS koérforma tartésan jelen van, jelentds mértékii
elhullas jelentkezhet. Az érintett dllomdnyokban a morbiditds jelentdsen eltérd, de altaldban
25-30 % kozotti, mig a megbetegedett egyedekben a mortalitds kozel 90 %-os. Done és
munkatdrsai az Egyesiilt Kirdlysdgban végzet vizsgélataik sordn a cirkovirus fert6zéssel
Osszefiiggésben sertésenként 10 angol font veszteséget allapitottak meg, a sertés hizlaldsi
koltsége kilogrammonként 0,15 angol fonttal emelkedett. Pointon és munkatarsai (1999)
szerint az idilt 1égzdszervi betegségekkel (Pasteurella és Mycoplasma tiidogyulladés) és
PCV-2-vel érintett dllomanyokban a fejlodési erély 12-15 %-kal is csokkenhet, és 30 nappal

meghosszabbodhat a hizlaldsi iddszak. Az érintett dllomanyokban a fajlagos
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takarmanyfelhasznalds 13-20 %-kal nagyobb, az dllatok testtomeggyarapoddsa egészséges
tarsathoz képest 25-30 %-kal maradt el. Az emlitett veszteségekhez még hozzdjarul az
elhullasbdl, a vagohidi kobzdsokbodl és technoldgiai selejtbdl képzddd veszteség, valamint a
gyogykezelésekre forditott koltség. Magyarorszagon eddig nem tortént gazdasdgossagi
elemzés a sertések cirkovirus okozta kartételével kapcsolatban, de tapasztalataink szerint,
figyelembe véve a hazai tartdstechnoldgiai és takarmanyozdsi viszonyokat, a financidlis

veszteség a fent emlitett értékekhez képest hasonld vagy még nagyobb mértékil is lehet.

3.3. A PCV-2 virus szaporodasbiologiai kartétele

Irodalmi adatok utalnak arra, hogy a PCV-2-nek szaporodasbioldgiai zavarok
eldidézésében is lehet szerepe. West €s mtsai 1999-ben vizsgdltdk a PCV-2 vertikdlis
terjedését, valamint a virussal kapcsolatos szaporoddsi zavarokat. A PCV-2 fertdzéssel
kapcsolatban észleltek kocdknal vetélést, koraellést, valamint szivizom karosodast. Kutatdsuk
sordan a kocdk vemhességének késoi stddiumédban torténd vetéléseket és korafialdsokat
vizsgéltdk. Ennek sordn a magzatokbol megkisérelték izoldlni a virust, valamint a magzatok
szerveinek IH vizsgalatit végezték el a PCV-2 kimutatdsdra. Az antigénkimutatds soran (IH)
minden esetben a mdj, tiid6 €s a vesék tartalmaztak kiilonb6z6 mennyiségben cirkovirus
antigént, mig egy esetben taldltak a virusfert6zéssel kapcsolatos szivizomgyulladast. Egyéb
magzatkdrosité és szaporoddsbioldgiai zavarokat okozd virusokat, mint a PPV, PRRSV,
encephalomyocarditis virus és enterovirus jelenlétét is vizsgdltdk annak felderitése céljabadl,
hogy a kocdkndl jelentkez0 szaporoddsi zavart Onmagdban okozhat-e a PCV-2. A
vizsgalatukba vont kocdk magzatai az emlitett kérokozoktdl mentesek voltak.

O’Connor és mtsai, 2001-ben egy 3000 kocds telepet vizsgaltak a kocdk magas
reproduktiv veszteségei miatt, ahol az almok 15 %-andl mumifikdcidt, 8 %-ndl koraellést,
valamint 11 % valasztds el6tti mortalitast figyeltek meg. Az altaluk vizsgdlt telep kocdi PPV,
PRRSV, Brucella valamint Aujeszky-betegségtdl mentes volt. A szaporoddsi zavarban
elvetélt illetve korafialt kocdk magzatainak vizsgélata sordn krénikus passziv bovériiséget,
szivizom hypertrophiat és diffiz szivizomgyulladast észleltek. A PCV-2 jelenlétének
igazoldsdra PCR-t és virusizoldlast végeztek, az antigén kimutatdsat €s a virus okozta sejt
illetve szoveti szintii kdrosoddsokat IH mddszerrel vizsgaltdk. Az érintett magzatok
szerveinek vizsgdlata sordn a virus diffdz lympho-histiocytds szivizomgyulladast é&s
hypertrophiat okozott. A tiidoben intralobularis interstitalis gyulladast figyeltek meg, és az

interstitumba besziirddott lympocytdk és histiocytdk nagy mennyiségben tartalmaztak PCV-2
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antigént. A 1ép vizsgdlata sordn lymphocyta depletiot, és egyes esetekben megakariocyta
proliferatidt észleltek.

Mikkelsen €és mtsai (2001) SPF allomdnyban figyeltek meg PCV-2 fert6zéssel
Osszefiiggésbe hozhaté mumifikaciot, vetélést és korafialast.

Kim és mtsai (2004b.,) 2000. oktéber és 2002. szeptembere kozotti idoszakban elvetélt
€s korafialt almok retrospektiv vizsgdlatdt végezték el, annak felderitése céljabol, hogy a
PCV-2 szerepet jatszik-e a kocdk vetélésében. A virus jelenlét PCR, ISH és IH mdédszerekkel
igazoltdk az archivumban 1évd paraffinba dgyazott blokkokbdl. A vizsgélataik soran 350
koraellett vagy vetélt alom magzatainak szerveit vizsgaltak. A 350 alom koziil 46 (13,1 %)
esetben igazoltdk a PCV-2 jelenlétét és magzatkdrosité hatdsat. A virust a vemhesség
kiilonboz6 stddiumdban vetélt vagy korafialt magzatok esetében egyardnt igazoltdk, a virus
magzatkdrosité hatdsdnak a vemhes magzatok életkordhoz kapcsolédd Osszefiiggését nem
igazoltdk. A virust elsdsorban a 1€p, méj, vese, tiid6 €s thymus macrophagjaiban mutattak ki.

Park és mtsai (2005) kisérletes fert6zéssel probaltdk a PCV-2 okozta magzatkarosito €s
a kocdk szaporodasi zavarat el6idéz6 hatast reprodukalni. A kisérlet soran 6 vemhes kocat
fertdztek intranasalisan PCV-2-vel a varhat6 fialds elott harom héttel. A fertézott kocdk egy
része elvetélt, mig masik része a varhato ellés idOpontja elott fialtak, a kisérletbe vont kettd
koca, amelyeket nem fertdztek (negativ kontroll), klinikai tiineteket illetve rendellenes fialast
nem mutattak. A vetélt és a korafialt almok magzatainak koérbonctani, kérszovettani és
bakterioldgia vizsgélata mellett a szervek PCV-2 antigén és DNS kimutatdsanak és a virus
replikaciéjanak igazoldsa céljabdl ISH is IH mddszereket alkalmaztak. Az immunrendszerhez
tartoz6 szervek (nyirokcsomodk, 1ép, tonsilla, thymus) vizsgdlata sordn a virust a
lymphocytdkban, histocytdkban mutattdk ki, valamint a lymphocyta depletiot észleltek. A
tiidében az interstitium lympho-histiocytds beszlirddését, illetve a szoveti monocytdk PCV-2
pozitivitasat figyelték meg. A mdjban a virus antigént és DNS-t az interstitumba besziir6dott
lymphocytdkban, histiocytdkban, valamint a Kupffer-sejtekben mutattak ki ISH és IH
modszerekkel.  Vizsgdlati eredményeik alapjan  megallapitottdk, hogy a virus
transzplacentdrisan terjed, a magzatokban a PCV-2 szaporodik és a virusnak szerepe lehet a
kocdk fert6z6 eredetii szaporoddsi zavaraban.

Sanchez és mtsai. (2001) is vizsgéltdk a PCV-2 szaporodasbioldgiai kartételét.
Kutatdsuk sordn vizsgdltdk a virus szaporoddsat, és azt, hogy milyen hatdssal van a
vemhesség kiilonboz6 stadiumaban 1évé magzatokra a PCV-2 fert6zés. Ennek felderitése
céljabol, a kisérletbe vont vemhes kocdk kiilonb6z6 vemhességi stadiumdban 1évo
magzataikat fertdzték PCV-2-vel. Intrauterin, a magzati szikhdlyagba jutattak PCV-2-t a

vemhesség 57., 75. és 92.- napjdn, majd a fertdzést kovetd 21. napon a magzatokat
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csaszarmetszéssel eltavolitottdk. Az eltavolitott magzatok makroszképos vizsgédlata mellett a
szervek szovettani vizsgalatat is elvégezték. Annak megvélaszoldséra, hogy a virus a magzati
szervekben szaporodik-e, és hogy van sejtkdrosité hatdsa, illetve a virus sejtszintll
tdamaddaspontjat megismerjék ISH és IH modszereket alkalmaztak. Emellett a virus jelenlétét
igazolé6 PCR-vizsgélatokat is végeztek. Vizsgdlatik sordn megfigyelték, hogy a virus
mindhdrom vemhességi stidiumban képes a magzatokat megfertdzni és azokban szaporodni is
képes. Az antigén és DNS kimutatdsi mdodszerek (ISH, 1H) segitségével megéllapitottak azt is,
hogy az 57. napon fertdzott magzatok esetében szignifikdnsan magasabb volt a
viruskoncentracié és intenzivebb volt a virus szaporoddsa, a 75. és a 92. napon fert6zott
magzatokhoz viszonyitva. A méhen beliili virusterjedés kideritése céljabol egy méhen beliil a
magzatok egy részét fertozték, igy a nem fert6zott magzatok vizsgdlata valaszt adott a
kérdésre. A nem fert6zott magzatokban a molekuldris biolégiai (PCR, ISH) és
immunhisztokémiai modszerekkel nem mutattak ki PCV-2-t. A szervek PCR, ISH és IH
vizsgalata sordn a szivizomban taldltak legintenzivebb virusszaporodast, valamint virdlis
antigént tartalmazé sejteket. A magzatok PCV-2 elleni védekezd képességének vizsgilata
soran a PCV-2 ellenanyagokat kizar6lag azokban a magzatokban taldltak, amelyeket a
vemhesség 75. illetve 92. napjan fertoztek.

Pensaert és mtsai (2004) a PCV-2 fertdzés magzatra gyakorolt hatdsat, valamint a
fertdzést kovetd virémidt vizsgaltak. Kisérletiik sordn virusszuszpenzidval transzplacentéarisan
fertoztek kocdkat, és vizsgaltdk a virus terjedését és szaporoddsi helyét. A vérvizsgélati
eredmények arra mutattak, hogy a szervezetbe keriilt virus keringhet szabadon vagy a
periféridas vér mononukledris sejtjeihez kototten egyarant. A virus szaporoddsdra vonatkozdan
arra a megéllapitasra jutottak, hogy képes szaporodni magzati szervekben és a placentdban is.
Egyes esetekben mind a magzati szervekbe, mind pedig a placentdban egyidejlileg
megfigyelték a virusszaporoddst, mig mads esetekben kizdrélag a magzatokban vagy a
placentdban. A PCV-2 fert6zéssel kapcsolatos szaporoddsi zavarok részletesebb megismerése
érdekében vizsgaltak azt is, hogy a virusfertozést kovetd virémia hatassal van-e a vemhes
méhre, €s ha igen, akkor az milyen elvaltozdsokat okoz a méhben. Ennek felderitése céljabdl a
PCV-2 szempontjabdl szeronegativ kocédkat fertdztek oronasalisan PCV-2-vel. Ezt kovetden
vizsgéltdk a vérplazméban, valamint a periféridsan keringd mononukledris sejtekben virus
jelenlétét és a virus szaporoddsa sordn megjelend virdlis DNS madsolatokat. Fert6zd virust
csak a fert6zést kovetd 21. napon taldltak a vérplazmdban, mig sejthez kototten a virus (a
vérben keringd mononukledris sejtekben) a fertdzést kovetd 14. napon jelent meg, és a 49.
napon még kimutathat6 volt a keringd mononukledris sejtekben. A virdlis DNS

megjelenésének és perzisztildsanak vizsgalata a kovetkez6 eredményre vezetett. A virus DNS
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a vérplazmdaban a 14. napon jelent meg, és a 49. napon még kimutathatd volt, mig sejthez
kototten a 7. napon mar detektalhato és a fertdzést kovetd 63. napon is még ki lehet mutatni.
A virus kozvetlen magzatkdrosit6 hatdsat méhen beliilli magzatfertézés segitségével
vizsgaltdk. A fert6zést a vemhesség 57., 75. és a 92. napjan végezték, és a fertdzést kovetd
21.napon csaszarmetszéssel eltdvolitottdk a magzatokat. A fertdzést kovetdéen a kocdk nem
vetéltek el. Vizsgdlataik sordn mind a hdrom fert6zési stddium esetében erdteljes
virusszaporoddst észleltek a magzatokban, magzatelhaldst azokban az esetekben észleltek,
amikor a fert6zés a vemhesség 57. napjan tortént. A virust és a PCV-2 ellen képzddott
ellenanyagokat azoknak a kocdknak a magzataiban mutattak ki, amelyeket a vemhesség 75. és
a 92. napjén fertdztek.

Vizsgalati eredményeikbdl azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a PCV-2 fertdzést
kovetéen a virémia nagyrészt sejthez kotott formédban jelentkezik, és a virus magzatban
torténd szaporoddsa kedvezotleniil befolydsolja a vemhes méh magzatainak életbemaradasat,

€s magzatelhaldssal illetve mumifikacidval jarhat.

3.4. A sejtzarvanyos rhinitis

A sejtzarvanyos rhinitist (Inclusion Body Rhinitis) szopés malacokban elséként Done
irta le 1955-ben. A betegség vildgszerte elterjedt (Done, 1955; Harding, 1958; Edington,
1999), el6idézdje a betaherpes alcsalddba tartoz6 fajspecifikus citomegalovirus. A virus
horizontdlisan (orr- és konny, vizelet, hiivelyvaladék utjan) és vertikdlisan egyarant terjedhet.
A vemhesség korai szakaszdban torténd fert6zodés esetén embriondlis elhalds, mumifikacio
alakulhat ki (Edington et al., 1988). A vemhesség utolsé stddiumdban a magzati fertézés a
sziiletés utani néhany napon beliil hirtelen elhulldsok formdjaban jelentkezhet. Az ut6bbi
esetben enyhe anaemia, allkapcsi- és tarsalis iziileti oedema figyelhetd meg. Szopdskori
fertézés esetén a virusiirités 3-5 hetes korban torténik, és kedvezdtlen tartdsi koriilmények
kozott klinikai tiinetek (foként az orrnyalkahéartya gyulladdsa) is jelentkezhetnek. Harom
hetesnél fiatalabb malacok esetében remegés, tiisszogés, orrfolyds és rendellenes 1€gzés, és
akdr 20-25 %-ot is elérd elhullds mutatkozhat, a gydgyultakndl pedig a virus fejlddésben val6
visszamaradast eredményezhet (Varga és mitsai., 1999). Siildokben a virusfertézés az

immunszupresszié kovetkeztében egyéb betegségek fellobbandsihoz vezethet.
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Kisérletes fert6zések utdn a 21. napon extermindlt malacok szerveinek korszovettani
vizsgalatdval a rhinitis mellett valamennyi egyed orrnydlkahdrtydjanak mirigyeiben
cytomegalidt és sejtzarvanyokat dallapitottak meg. A vesecsatorndcskdkban, a nyal- és
konnymirigy hamsejtjeiben mononuklearis sejtes besziirddés mellett szintén sejtzarvanyok
voltak. Az agyveldben az esetek 40 %-dban lymphocytds perivasculitist és a plexus
chorioideusban idiilt gyulladasos sejtes besziirddést figyeltek meg (Edington és mtsai., 1976;
Kelly, 1967). A fert6zottség kimutatasara IF, IIF, ELISA és VN mddszerek alkalmazhatok.
Kiilfoldi adatok szerint a megbetegedés az orrnyalkahartya mirigyeiben kialakul6 jellegzetes
elvaltozasok alapjan mar korszovettani vizsgélattal is nagy valdszintiséggel megallapithat6. A
megbetegedések egyedi és/vagy dllomanyszintli diagnosztizalaséara IF, IH, ELISA, PCR, ISH
modszerek alkalmazhatok (Hamel et al., 1999; Lim et al., 2002).

Magyarorszagon el6szor 2002-ben Deim €s munkatdrsai allapitottdk meg a betegséget
(Deim és mtsai, 2003). A korlefolyds az daltaluk megfigyelt hazai allomanyokban a
nemzetkdzi irodalomban emlitett formédban jelentkezett. Az elhulldis mértéke az altaluk

vizsgalt dllomanyokban esetenként a 40 %-ot is elérte.
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4. Anyag és modszer

A kutatdsom alapjdul szolgdlé vizsgédlati anyag legnagyobb része az Orszagos
Allategészségiigyi Intézet Emlds-kérbonctani és Vadbetegségek Osztilydra kérhatdrozds
c€ljabol beérkezd kiillonbozd kord €16 és elhullott sertések képezték. Az eldbbiek mellett
telepi vizsgélatok soran gytijtott mintdk célirdnyos feldolgozasat, valamint kilott és elhullott
vaddisznok vizsgélatat végeztem el.

A PCV-2 virus fertozottség gyakorisdganak felismeréséhez a korbonctani-és
korszovettani vizsgadlat mellett, ISH, IH, valamint PCR mddszert alkalmaztam a virus
kimutatdsa céljabol. Azonos éallomanybdl, illetve udvarbdl érkezett sertések esetében az
elhullott egyedekbdl Osszesitett mintavételt (pool) haszndltam, amely a koltségeket ugy
csokkentette, hogy a vizsgélati eredményeket nem befolydsolta. Ismeretes ugyanis, ha egy
alloményban jelen van a PCV-2, abban az esetben a fertdzottség altalaban jelentds mértékben
elterjedt.

A PCV-2 elterjedésének felmérése sordn vizsgdlataimat Kkiterjesztettem olyan
allomédnyokra is, amelyekbdl intézetiinkbe kiildott sertésekben a kdrbonctani elvaltozasok
nem vetették fel a PMWS vagy a PDNS gyanujat, vagy éppenséggel egyéb (pl. baktériumos

vagy mas eredetll) megbetegedésre utaltak.

4.1. Korbonctani és korszovettani vizsgalatok

A diagnosztikai céli kérboncolas a kiilsd- és a belsd vizsgalatbol allt. A kiilsé
vizsgalat sordn meghatdroztam az dllat kordhoz, fajtdjadhoz és neméhez viszonyitott — él6suly,
testhossz és az ovméret alapjan szamitott érték alapjan — fejlettségi és taplaltsagi allapotat.
Megtekintettem a kiiltakar6t, természetes testnyildsokat €s a lathat6 nyalkahértyakat.

A bels6 vizsgalatok sordn a mell- és hasiiregi szervek vizsgalatat végeztem el. Ennek
sordn a testiiregek savoshdrtydinak, és szabad tartalmdnak megtekintése utin a részletes
szervboncolds kovetkezett. A 1ép, md] és vesék, ezutdn a gyomor-€s bélcsatorna
savoshartydjanak, faldnak, tartalmanak és nydlkahartydjanak a vizsgélatat végeztem el. Ezt
kovette a sziv, a légutak és a tiido allapotdnak a vizsgalata. A szervek vizsgélata sordn l4thaté
elvaltozasokbdl, és a virusok szempontjdbol 1ényeges szervekbdl tovabbi vizsgalatok céljabol
szervrészleteket metszettem ki. A mintavételt kovetoen a mintak kezelése, illetve tarolasa a

kiilonboz6 vizsgalatok megkezdéséig a mddszerek eldirdsainak megfelelden tortént.
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Kutatdsaim sordn emlitett két virus esetében elsdsorban a lymphoid szovetek (tonsilla,
1ép, nyirokcsomok, thymus), az orrnydlkahértya, a tiidd, a vesék és az agyveld vizsgalatat
végeztem el.

A Kkoérszovettani feldolgozds sordn fagyasztdsos (cryostat) technikat és pufferolt
formaldehid oldatban torténd fixalast alkalmaztam.

A vizsgilandé mintdkat 12-24 6ra fixdlédast kovetden paraffin blokkokba dgyazzuk
be, majd 4 pm vékony metszeteket készitiink, és zsirtalanitott iiveg targylemezen hdvel
fixdljuk a metszetet. A rutin szovettani festések koziil a haematoxilin-eosin festést

hasznaltam.

4.2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A deparaffinélast kovetden a metszeteket 0,1 %-os protease XIV (Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) oldattal 37°C-on 10 percig inkubaltam, ezutdn 3 %-os H,O, oldatban
10 percig, majd 2 %-os tejpor oldattal 37°C-on, 10 percig kezeltem. A PCV-2 kimutatdsat egy
a kereskedelmi forgalomban kaphaté egérben eldallitott monoklondlis ellenanyaggal (36A9)
végeztem (Ingenasa, Madrid, Spanyolorszdg). A metszeteket az 1:15000-ben higitott
monoklondlis ellenanyaggal 37°C-on 20 percig inkubaltam. Az antigén-ellenanyag
kapcsolddads kimutatdsat tormaperoxiddzzal jelolt polymert tartalmazé teszttel végeztem el
(EnVisionTM + anti-mouse HRP, Dako, Glostrup, Ddnia). Kromogénként a 3-amino-9-
ethylcarbazole oldatot haszndltam (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), és a
kontrasztfestést Mayer-féle hematoxilinnel végeztiik. Negativ  kontrollként egy
szériametszeten a PCV-2 specifikus ellenanyagot foszfatpuffer-oldatra cseréltem. A metszetek
vizsgalatakor megfigyeltem és értékeltem a virusok kartételét, a szoveti reakcidkat, valamint

az antigén lokalizal6d4sat.

4.3. Molekularis biologiai/patologiai eljarasok (PCR, ISH)

4.3.1. Polimeraz lancreakci6 (PCR)

A szovetekben 1évé virusnukleinsavat polimeraz lancreakciéo (PCR) segitségével
mutattam ki. A PCR reakciét a DNS kivonds el6zi meg, amelyet a kovetkez0 mddszerrel
végeztem.

A vizsgiland6 szervbOl borsényi darabot porceldn mozsdrban dorzsoléssel
homogenizédltam, majd 200 pul 1 %-os TE pufferben elkevertem. Ebbdl a homogenizatumbdl

100 pl-t Eppendorf-csobe tettem, és hozzaadtam 10 pl 10 %-os Sarcosyl oldatot €s 4 pl
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proteinase K-t, majd egy éjszakan at 55°C-on a mintdkat razattam. Ezt kovetéen hozzdadtam
300 pl Guanidine HCI-t és 20 pl ammonium-acetatot, és szobahOmérsékleten 60 percig
inkubdltam, alkalmanként a mintdkat megrazattam, majd azokat 1 ml jéghideg abszolut
etanollal Osszerdztam Oket, és 12 percig 13000 fordulat/perc sebességen centrifugdltam. A
mintdk feliiliszéjanak leontése utdn 1 ml 4°C-os 70 %-os etanollal mostam, majd 5 percig
13000 fordulat/percen centrifugéltam, ezt kovetden a feliiliszé ledntése utdn a mintdkat
elszivofiilkében beszéritottam ¢és 50 pl nagy tisztasdgi vizben (ultra puriss, UP)
szuszpendaltam. Az igy kapott szuszpenzi6 alkalmas volt a PCR reakci6 elvégzéséhez.

Az eljards sordn a vizsgdlni kivant virus egy kivélasztott genom régidjanak ellentétes
szédlaira — az ismert szekvencia adatok alapjan — specifikus primereket (forward és reverz)
terveztem és szintetizédltattam. A ciklusok folyaman a primerek a mintdban 1évd denaturalt
virus DNS komplementer szakaszaihoz kapcsoldédnak, majd egy hdstabil DNS polimeraz a
hozzdadott szabad nukleotidokbdl in vitro szintetizdlja a primerek altal behatarolt régiét. Az
igy amplifikalt termék méretét, azonositasat gélelektroforézissel ellendriztem.

A PCR reakcidhoz sziikséges anyagokat a kovetkezd ardnyban 4llitottam Ossze:

e | ul templat,
2 ul forward primer (D-PCV-2/F: 5’>-TGCAGTAAAGAAGGCAACTTACT-3’)
2 ul reverse primer (D-PCV-2/R: 5’-GACAGCAGTTGAGGAGTACCATT-3")
20 ul UP viz
25 pl Readymix

A virus jelenlétét a PCV-2 ORF-2 génjére tervezett primerekkel végzett PCR
reakciokkal az aldbbi ciklus szerint igazoltam: 2 perc 95°C, 35 x (30 mdsodperc 95°C, 30
masodperc 58°C, 40 masodperc 72°C), 5 perc 72°C.

A PCR reakcié sordan kapott terméket 1, 5 %-os 0, 5 pl/ml ethidium-bromidot tartalmazo
agar6zgélben gélelektroforézissel vizsgaltam.

Kutatdsom sordn a virus szervekben torténd szaporoddsa és az éltala okozott
elviltozasok kozotti Osszefiiggést — a szervekben jelenlévd mRNS kimutatdsaval és
koérszovettani vizsgalattal — vizsgdltam. A virus replikdciés génje az 51-995-6s szamu
régidban van. Amennyiben a virus szaporoddsi stddiumban van, akkor a REP génrdl
szintetizal6d6 RNS molekuldkat a mintdban ki lehet mutatni gy, hogy a REP génre tervezett
primerekkel (F: 5-GCAGCACCTCAGCAGCAACAT-3> 32-52 at; R: 5°-
TAGACCACGTAGGCCTCGGCACT-3’, 1158-1136 nt) PCR reakciéval lehet azonositani a
mintdbdl készitett cDNS segitségével. A mRNS kimutatdsara irdnyulé molekuléris biologiai
eljarast az aldbbiak szerint végeztem el.

Frissen elvéreztetett vagy néhany 6rdn beliil elhullott dllatok szerveibdl — 1ép, mdj, vese, tiido,

hasnyalmirigy, mandula, sziv, agyveld €s nyirokcsomé — borsényi nagysdgu mintdkat vettem
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€s porcelan mozsarban dorzsoléssel homogenizadltam, majd 250 pl homogenizatumhoz 750 ul
Trizol reagenst adtam és 20 percig szobahomérsékleten dllni hagytam. Ezutdan a mintdhoz 200
pl kloroformot adtam, 15 mésodpercig rdztam €s 5 percig dllni hagytam, majd 15 percig, 4°C-
on 12000 fordulat/percen centrifugdltam. A fels6 vizes fazist pipettaval eltavolitottam, és 500
ul izopropanolt adtam hozza és 20 percig szobahdmérsékleten tartottam €s Gjra 15 percig, 4
°C-on 12000 fordulat/percen centrifugdltam. Ezutdn az alkohol eltdvolitasit kovetden a
pellethez 500 pl 75 %-os etanolt adtam és 15 percig, 4°C-on 12000 fordulat/percen
centrifugdltam. A feliilisz6 alkohol eltdvolitasat kovetden a pelletet 30 percig elszivofiilke
alatt beszaritottam, majd huszonot pl DEPC-es vizben szuszpenddltam a mintét, ami alkalmas
az RT-PCR reakci6hoz.

Tekintettel arra, hogy a PCR egy DNS alapi molekuléris biolégiai mddszer, ezért RNS
kimutatds esetén az RNS lancrél cDNS-t reverz transzkripcidval szintetizdlni kell. A médszert
az aldbbiakban foglalom 6ssze.

Egy PCR csdbe 5 pl RNS-t, 6 ul DEPC-es vizet, valamint 0, 5 pl Random Hexamert mértem
€s 10 percig 70°C-on, majd felhaszndlasig 4°C-on tartottam. Parhuzamosan egy mésik PCR
csoébe: 4 ul 5x RT puffer, 1 ul ANTP, 2 ul 0, IM DTT, 0, 5 ul M-MLYV reverz transzkriptazt és
0, 5 pl Rn-4z inhibitort mértem. Ezt kovetden a két PCR cs6 tartalmét elegyitettem, majd a
kovetkezd PCR reakcidval elddllitottam a cDNS molekulédkat: 10 perc 70 °C, 90 perc 42°C, 5
perc 95 °C, ezt kdvetden a mintat felhaszndldsig 4 °C-on tartottam.

A virus szaporodasat a PCV-2 REP-1 génjére tervezett primerekkel végzett PCR reakcidkkal
igazoltam az aldbbi ciklus szerint: 2 perc 95 °C, 35 x (30 masodperc 95°C, 30 mdsodperc
58°C, 40 maésodperc 72°C), 5 perc 72°C, majd a kapott terméket 1, 5 %-os 0,5 pl/ml

ethidium-bromidot tartalmaz6 agar6zgélben gélelektroforézissel vizsgéltam.

4.3.2. In situ hibridizaci6 (ISH)

Vizsgdlataim sordn a PCV-2 okozta — PMWS heveny és elhiz6dé formédja, valamint a
PDNS - betegségekre jellemz6 klinikai tiineteket €s korbonctani elvaltozdsokat mutatd
sertések szerveit dolgoztam fel, korszovettani és in situ hibridizdciés moddszerrel.
Vizsgélataim célja a PDNS esetében jelentkezd korszovettani elvaltozdsok pontos
megfigyelése, az elvaltozott teriileteken a PCV-2 jelenlétének igazoldsa, valamint a PCV-2

sejtszintli lokalizacidjanak meghatarozésa volt.
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A feldolgozds sordn a vizsgdlandd mintdkat 12-24 6ran at 10 %-os pufferolt
formaldehid oldatban fixaltam, majd ezt kovetden paraffinba dgyaztam. A mintdkbdl ezutan 4
pm vékony metszeteket készitettem és azokat zsirtalanitott tiveg targylemezen hovel fixaltam.
Ezt kovetden a metszeteket deparaffindltam és 5 percig szobahdmérsékleten 50 mM-os (pH =
8) TRIS/HCl-ba helyeztem, majd a mintdkra 200 ul Proteinase K (Proteinase K, Roche)
oldatot Ontdttem. A mintdkat ezt kovetden fedolemezzel fedtem és 30 percig 37°C-on nedves
kamraban inkubaltam. Ezutan a lemezeket 2 x 10 percig +4°C-os magas tisztasagu (UP) vizbe
helyeztem, kozben az UP vizet cseréltem.

A lemezeket ezutdn szobahOmérsékleten 15 percig 4 %-os paraformaldehid fixalé oldatban
tartottam, majd 1 %-os PBS (10 x PBS, Roche) oldattal haromszor lemostam. Ezt kovetden a
prepardtumokat 2 percig felszallo (70 %, 90 %, 96 %-os) alkoholsorozatba helyeztem, majd
szaritottam Oket. A szdraz prepardtumokra 200 pl un. eldhibridizalé puffert (1000 pl DIG
Easy Hyb oldat, Roche + 1 pl 10 pg/ul-es hering sperma, Roche) tettem, a metszeteket
feddlemezzel fedtem, majd eldmelegitett nedves kamrdban 1 6rdn 4t 42°C on inkubéltam. Az
inkubdci6 utdn levettem a feddlemezt, majd a felesleges folyadékot lerdztam. Ezutin
mintdnként 100 pl hibridizaciés keveréket (1000 pul DIG Easy Hyb, Roche, + 10 pl préba)
tettem a metszetekre, majd lefedtem, €s azokat 92°C-on 10 percig inkubdltam. Ezt fokozatos
hiités utdn 42°C-on nedves kamrdban 16-20 6rdig tarté inkubdlds kovette. Ezutdan 2 % SSC
oldatban (20 % SSC oldat, Roche) letdsztattam a fedolemezeket és a lemezeket kétszer 60
percig, majd egyszer 40 percig 42°Con ,,stringent” moséoldatban (2, 5 ml 20 x SSC + 450 ml
UP viz + 0, 2 g MgCl, + 0,5 ml Tween 20, Roche) inkubdltam. Kozben az oldatokat
cseréltem. A mintdkat 1 % SSC-oldatban 2 x 10 percig, 1 % PBS oldatban és mosdpufferben
(Washing Buffer Roche; 10 ml 10 %-os torzsoldat + 90 ml UP viz) 5-5 percig rdzattam. A
lemezekre 200 ul blokkoléoldatot (Blocking Solution, Roche; 10 ml 10 %-os blokkol6oldat +
90 ml 1 %-os maleinsav) tettem, majd azokat 37°C-on 30 percig nedves kamriaban
inkubdltam. Ezt kovetden a mintdkra 100 pl ellenanyagoldatot (1000 pl blokkoldoldatban 1 pl
antidigoxigenin-AP konjugatum FAB fragmens, Anti-DIG FAB fragment, Roche)
csepegtettem, majd fedés utdn 37°C-on 60 percig tarté inkubdlds kovetkezett. Ezutdn
mosoOpufferben haromszor 10 percig gyengén razattam a mintdkat, kdzben cseréltem a
pufferoldatot. A mosds utdn 200 pl 1 %-os detektdlopuffert helyeztem a metszetekre és 10
percig szobahOmérsékleten hagytam. A puffer lecsurgatdsa utan 200 pl NBT/BCIP oldatot
(980 wl 1 x detektalopuffer + 20 ul NBT/BCIP torzsoldat, Roche) juttattam a lemezekre, majd
sotétben szobahdmérsékleten 60 percig tartd inkubdlds kovetkezett. A metszeteket ezutdn
festdkadba tettem, 5 percig folyd csapviz alatt mostam, ezt kovetden egymas utan gyorsan 70

9-08, 95 %-0s, 100 %-0s, 95 %-0s és 70 %-os alkoholt ontottem a festokadba. Az oldatokat
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rogton cseréltem, majd a preparatumokat levegén hagytam megszaradni. Teljes szaradds utan
a mintdkat kontraszt magfestésként 5 percig hematoxilin oldatban tartottam, és 5 perces
folyovizes mosds utidn meleg glicerines-zselatinos oldat segitségével a metszeteket

fedOlemezzel fedtem (Schwarzacher és mtsai, 2000).
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5. Eredmények

5.1. A cirkovirusos fert6zottség el6fordulasa Magyarorszagon

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbe a 2003-2005 kozotti id6szakban 2527 sertés és
785 magzat érkezett kérhatdrozds céljabol. A sertések 78 %-a (2617 minta) nagylétszamu
telepekrdl, 22 %-a (739 minta) kislétszamu udvarokbol szarmazott.

Céliranyosan PCV-2 irdnyba torténd PCR vizsgdlatokat 1250 kiilonb6zd életkord
(szopds, elvalasztott, illetve hizd) sertés szerveibdl végeztem el, és 1190 esetben (95,2 %)

kaptam pozitiv eredményt (1. dbra).

100 1 166 166
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O Vizsgalatok szama
%

H Pozitiv esetek
szama %

60
50
40
30
20
10

Szopés kor Valasztasi kor Hizo, felnott

1. dbra. A PCV-2 fert6zés eldfordulasdnak gyakorisdga korcsoportonként

A PCR vizsgélatba bevontam cirkovirus fertdzésre (PMWS-re, PDNS-re) jellemz6
elvaltozasokat mutaté allatokat, valamint olyanokat is, amelyekben PCV-2-re gyanit keltd
elvaltozasokat nem észleltem és az elhulldasok egyéb okokkal (foként baktériumos fertézések)
voltak magyarazhatok. A PCV-2 széles korben elterjedt a magyarorszagi
sertésdllomanyokban. A PMWS klinikai tiinetekben és kérbonctani elvaltozasokban is
megnyilvanulé formdjat az orszdg kiilonbozd részein taldlhaté 111 sertéstelepen 789

egyedben éllapitottam meg (1. tdbl4zat, 2. dbra).
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. téblazat. A PCV-2 okozta fert6zés és az azzal 6sszefiiggd korképek

elofordulasa 2003-2005 kozott hazankban, az OAI-ba bekiildott sertések

vizsgéalata alapjan

Megye Tiinetmentes PDNS; PMWS;
fertozés; allomany/egyed | allomany/egyed
allomany/egyed
Bécs-Kiskun 55/214 0 27/191
megye
Baranya megye 0 0 4/30
Békés megye 3/6 6/7 3/29
Borsod-Abauj- 0 4/5 0
Zemplén megye
Budapest 1/19 0 1/23
Csongrad 6/13 171 2/28
megye
Fejér megye 2/5 3/3 13/45
Gyor-Moson- 2/3 171 8/37
Sopron megye
Hajdd-Bihar 2/17 5/5 5/39
megye
Heves megye 3/5 0 4/38
Jasz-Nagykun- 3/16 2/2 10/49
Szolnok megye
Komérom- 4/28 0 13/103
Esztergom
megye
Noégrad megye 2/7 3/3 4/62
Pest megye 6/19 2/2 4/27
Somogy megye 0 0 1/1
Szabolcs- 1/3 4/4 0
Szatméar-Bereg
megye
Tolna megye 2/4 0 7/26
Vas megye 1/2 0 2/2
Veszprém 2/4 171 5/44
megye
Zala megye 0 0 2/5
Osszesen 95/367 30/34 111/789
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2. abra. A PCV-2 fert6z¢€s és az azzal 0sszefliggd korképek megyénkénti eléforduldsa 2003-
2005 kozott az OAI-ba bekiildott sertések vizsgalata alapjan

* sdrga: <20 %
narancs: 20-40 %
piros: 40-70 %
bordé: <70 %

A PMWS el6forduldsat csaknem kizardlag (102 telep, 92 %) nagy létszdmu telepeken
észleltem, mig a PDNS format a haztdji sertésdllomdnyokban fordult eld (32 kisgazdasag, 94
%).

A cirkovirusos fert6zotts€ég PMWS formdja a klinikai tiinetek és a patomorfoldgiai
elviltozasok alapjan 789 (63,12 %) sertésnél keriilt megéllapitisra és ezekben PCR

vizsgdlatok PCV-2 szempontjabdl valamennyi esetben pozitiv eredményt adtak (2. tdblazat).

25



2. tablazat. A PCV-2 fertdzéseinek elterjedése €s az altala okozott kérképek eléforduldsa

korcsoportonként

Az intézetben |PCV-2 PCR Elhullas oka
vizsgalt iranyaban | moédszerrel
sertések szama t(.)l‘teIEO PCY:Z PMWS PDNS |Egyéb
vizsgalatok | pozitiv " s s
szama
Szopos 353 45 38 0 0 E. coli,
malac Clostr.
Perfr. A,
Streptocc
. Spp.
Vilasztas 1423 988 965 728 11 | E. coli,
utan (4-8 Salmonell
hetes a spp.,
életkor Streptocc
. Spp.,
stb.
Hizlalasi 751 217 187 61 23 |A.
1ddészak peuropn.,
P.
multocida
, stb.
Osszesen 2527 1250 1190 789 34 367

*A PMWS Kklinikai tiineteit, kérbonctani és koérszovettani elvéltozdsait mutatd sertések, gyakran

szovédményes baktériumfertézéssel

** A PDNS klinikai tiineteit, kérbonctani és kdrszovettani elvaltozasait mutaté sertések, szovédményes

megbetegedés nélkiil

*xx A PMWS és PDNS klinikai tiineteit, korbonctani és korszovettani elvaltozasait nem mutaté PCV-2

pozitiv sertések

Az elhullasok hétterében szovodményes baktériumos tiidogyulladdst, valamint a
bélcsatorndra szoritkozé baktériumos fertdzések, esetenként szeptikémia (E. coli, Salmonella
spp. stb.,) voltak a jellemzéek. A PDNS a két éves iddszakban 34 (2,72 %) esetben
allapitottam meg. A vizsgalataim sordn PCR modszerrel 367 (29,36 %) sertésnél taldltam
PCV-2 pozitivitast, ahol a PMWS heveny illetve elhiz6d6 formdja, illetve a PDNS klinikai
tiinetek, korbonctani, és korszovettani elvaltozasai nem mutatkoztak.

A PMWS kérforma elsésorban (63,12 %) kozvetleniil a valasztas utani (4-8 hetes
életkorban) 1ddszakban jelentkezett az érintett allomanyokban. A hizlaldakban szérvdnyosan

(5 %) lehetett megfigyelni a PMWS-re jellemzd képet (2. tablazat, 3. dbra).
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3. abra. A PMWS és a PDNS el6forduldsanak gyakorisaga kdrcsoportonként

A PCV-2 okozta koérformdk eléforduldsdnak gyakorisigdban eltérést az egyes
sertésfajtdk kozott nem észleletem.

A PCV-2 altal okozott betegséget vaddisznéban is megéllapitottam. A kérdéses
id6szakban 15 vaddiszné hulla vizsgdlatat végeztem el. Ezeket a vaddisznokat elhullottan
taldltdk vagy vaddszatok sordn kildtt egyedek voltak. A koérbonctani és korszovettani,
valamint ISH és IH vizsgélattal a PCV-2 fertdzésre utald elvéltozasokat 5 esetben taldltam,
amelyek a PCV-2 okozta megbetegedés heveny formdjat mutattdk. Tovibbi hdrom esetben
kérbonctani és korszovettani elvdltozdsokat nem mutatd édllatokban kaptam pozitiv PCR

reakciot a PCV-2 jelenlétére.
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5.2. A sertések valasztas utani cirkovirusos sorvadasa (PMWS)

A PMWS elsdsorban 50-70 napos malacokban, a battérids idészakban fordult eld
heveny vagy idiilt formdban. A heveny forma esetében gyakori a hirtelen elhullds, valamint
egy-két napon keresztiil 1€gzdszervi tiineteket észlelhetOk. Elhiz6dé esetekben a PMWS-re
jellemzd sorvadds, dllomédny szEétnovés figyelhetd meg az érintett egyedeknél. Az egyes

kérforméknal el6fordul6 elvaltozasokat a 3. tablazatban foglalom Gssze.

3. tablazat. A PMWS heveny és idiilt formainak kdérbonctani és korszovettani jellegzetességei

PMWS heveny forma |PMWS idiilt forma
1ép: lymphocyta depletio + +
nyirokcsomok:
lymphocyta depletio + "
elhaldsok, zarvanyok i +
vese: interstitialis gyulladas -/+ +
maj: interstitialis gyulladas -/+ +/-
tiido: interstitialis gyulladas + +
syntitialis 6ridssejt interstitialis ) +
vizenyo N -
Mellvizkoér és/vagy szivburok + I+
vizkor
agyvelé: perivasculitis -/+ -/+
senyvesség, fejlédésben valo - +
visszamaradas
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A PMWS heveny esetében a mellvizkér és/vagy szivburokvizkér sok esetben stilyos
foku interstitialis vizeny® (1. kép) és dltalanos savds nyirokcsomd duzzanat volt

megfigyelhetd.

1. kép. A tiid6 sulyos foku interstitialis vizenydje PMWS heveny esetében

Idiilt forma esetében az dllomédnyokban a malacok 10-35 %-dban fejlédésben vald
visszamaradast, sz€tndvést tapasztaltam. Az érintett malacok nem fejlédtek, ,.kiszérosodtek™,
illetve testtomeggyarapoddsuk elmaradt egészséges tarsaikhoz képest. A PMWS elhiz6
forméja esetében diagnosztikai vizsgdlatok sordn a gyenge tdpldltsdgi dllapot mellett, a
testtdjéki nyirokcsomok (féleg az dgyékiak) duzzanata mellett ritkdn melliiregben hig,
alvaddsra nem hajlamos szalmasdrga szabad savészerll tartalom van. A tiidé esetenként
megnagyobbodik, a lebenykék kozotti kotdszovet megszélesbedett, kocsonyds tartalommal
besziirddott. Amennyiben a tiidoben masodlagos baktériumos fert6zés is mutatkozik, akkor a
tarsfertézésnek megfeleld kérbonctani elvéltozasok figyelhetdk meg (heveny vagy félheveny
pleuritis, hurutos-gennyes bronchopneumonia stb.) a 1ép (ha baktériumos jellegli vérfertdzés
nem mutatkozott) kéros elvéiltozdst nem mutatott. Az esetek 10-15 %-aban heveny vagy idiilt
méj- és veseelfajuldst, valamint fundusi gyomorfekélyt taldltam. A vékony és vastagbélben
esetenként heveny gyulladds fordult el6. A PCV-2 okozta megbetegedések esetén elvétve
lehetett elhaldsos vékony- és vastagbélgyulladdst l4tni.

A PMWS-ben elhullott dllatok kérboncoldsa sordn gyakorta észlelhetok a tetemesen

megnagyobbodott vékonybélfodri nyirokcsomok.
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A nyirokcsomoék kérszovettani vizsgdlatdval heveny esetekben savds duzzanat mellett
enyhébb-silyosabb lymphocyta depletiét figyeltem meg. Elhizédo esetekben pedig 90-100
9-0s mértékii lymphocyta kiiiriilést, és kiterjedt elhaldsokat taldltam, a macrophag okban
pedig sokszor figyeltem meg egy vagy tobb kerek, basophil cytoplasmazarvanyt (2. kép) és

alkalmanként nagyszdmu Sridssejtet (3. kép).
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3. kép. Tobbmagu 6ridssejt (=) a horgd koriili nyirokcsoméban. TH, 200x
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A basophil cytoplasmazédrvdnyokban elektronmikroszképos vizsgdlattal szemcsés-rogos
szerkezetli, amorph, elektrondenz anyagban dgyazottan 12-14 nm méretli, burokkal nem
rendelkezd, helyenként parakristdlyosan rendezddott virusrészecskéket lehetett kimutatni (4.

kép.).

4. kép. Parakristalyosan rendezddott, 12-14 nm méretll virusrészecskék (fehér csillag) a

bélfodri nyirokcsoméban taldlhaté zarvanyban, EM felvétel, 30400x (az OAI archivumébdl)
Enyhébb-silyosabb foku lymphoid depletidt, kiterjedt elhaldsokat valamint a histiocytdk

proliferatiojat mds lymphoid szervben is megfigyeltem, és ezekben a virust IH és ISH

mddszerekkel nagy mennyiségben ki is mutattam (5. kép).
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5. kép. PCV-2 (=) a 1ép syntitialis dridssejtjeiben. ISH, 100x

A tiid0 szovettani vizsgdlatdval az alveolusok {iiregében alveoldris macrophag
proliferatiéval és syntitialis Oridssejt képzOdéssel kisért, intralobularis, interstitialis
pneumonidt észleltiink. Az alveolaris macrophag ok cytoplasmdjaban IH és ISH mdédszerekkel

a virust sokszor egy vagy tobb zarvany alakjdban mutattam ki (6. kép).
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6. kép. PVC-2 cytoplasma zarvanyok (=) formdjaban lathaté tobb alveolaris macrophagban,
a tiildoben. IH, 200x

A virussal fertdzott sejtek nagy szamban fordultak eld a tiidé parenchymdjiban is. Az

emlitett elvaltozasok mellett gyakran megfigyelhetd a virus immunrendszer kardsité hatdsa

miatt kialakuld, masodlagos baktériumos fert6zésre jellemz6 heveny-félheveny-idiilt hurutos-

gennyes esetleg elhaldsos tiidogyulladés.
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A mdj szOvettani vizsgalata sordn az esetek tobbségében félheveny savés majgyulladas
mutatkozott, €s itt is nagy mennyiségll virussal fert6zott sejtet talaltam. Heveny és elhiz6dé
esetekben egyardnt az interstitium gyulladésos sejtes besziirddése all az eldtérben.

Egyéb vizsgdlt szervek koziil a vesében gyakran lehetett multiplex gécos lympho-
histiocytds interstitialis beszlrddéseket megfigyelni. Egy-egy alkalommal az agyveld
vérereinek faldban és az agyburokban lympho-histiocytds és enyhébb-sulyosabb foku
neutrophil granulocytds besziirddést észleltem, és a gyulladdsos sejtek egy részében a virus is

kimutattam (7-8. kép).
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7. kép. Néhany PCV-2-vel fert6zott sejt (=) egy vérér koriil kialakult gyulladdsban, az
agyveldben. IH, 200x

8. kép. PCV-2-vel fert6zott sejtek (=) a vérér koriil kialakult gyulladdsban, az agyvelGben.
ISH, 200x
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Ritkdn a vékonybél egyes szakaszain feliiletes, esetenként a nydlkahartya mélyebb
rétegeire is terjedo elhalast figyeltem meg €s ezeken a teriileteken is a virussal fertdzott sejtek
tomegével fordultak eld. Egyes esetekben, a bélfodor kifejezett vizenydjének kiséretében a
vastagbélben is Kkiterjedt nyélkahdrtya-elhaldst taldltam és a virust ezekben is nagy

mennyiségben mutattam ki (9. kép).
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9. kép. PCV-2-vel fertdzott sejtek tomegesen a csipObél faldnak valamennyi rétegében

IH, 200x
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5.3. A sertések dermatitis nephropathia szindréomaja (PDNS)

A PDNS sporadikusan a hizlaldsi iddszak barmelyik szakaszdban jelentkezhet, bér
megfigyelésem szerint gyakrabban fordul eld id6sebb hizékorban, ritkdn a tenyészallatokban
is, elsdsorban kocdkban. A PDNS-ben elhullott sertések kérbonctani vizsgdlataval a bérben a
test kiilonbozo teriiletein szembetlindk a pontszerl-lencsényi vérzések, amelyek extrém
esetben csaknem az egész test borében térképszeriien is mutatkoztak (10. kép).

Az emlitett bérelvaltozdsok mellett a vesében mutatkoztak jellegzetes elvaltozasok. A
vesekapui nyirokcsomék mindegyik esetben a normdlisndl nagyobb, duzzadtak, barnavorésen
tarkazottak voltak. A vesék feliilletén és metszéslapjdn vérzéseket és sziirkés-fehér
gombostlifejnyi  gbécokat figyeltem meg (11. kép). A silyos veseelvitozasokkal
Osszefiiggésben, a kovetkezményes veseelégtelenség miatt gyakran fordult eld fundusi
gyomorfekély kialakuldsa, valamint a karbamid kivdlasztdsban bekovetkezett ammonia

felszaporodas kovetkeztében vizeletszag, uremia.

10. kép. Multifokalis vérzéses borgyulladds
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11. kép. Sziirkés-fehér gdcokkal és vérzésekkel tarkitott, duzzadt vese, és a hozzatartoz6
nyirokcsomoé véres infiltratidja

A tiid6 vizsgalata sordn enyhébb-silyosabb mértékil tiiddoedemat figyeltem meg.

A korszovettani vizsgélatok sordn a bOrben vérzésekkel, hdmelhaldssal, a vérerek
lympho-histiocytds, alkalmanként eosinophil granulocytds besziirédésével, fibrinoid
necrosisdval és thrombotizdcidjaval (12. kép.) kisért gyulladast taldltam. A vesékben
félheveny-idiilt, lympho-histiocytds beszlirddéssel, interstitialis fibrosissal €s tobbmagvu
oridssejtek képzddésével, valamint a tubulusok kitdguldsdval kisért vesegyulladdst észleltem
(13. kép). A periglomerularisan, és a Bowman-tok iiregében taldlhat6 homogén, eozinofilan
egynemilen festdd0 — feltehetéen immunkomplexek képzddésével kapcsolatos, fehérje
természetli — anyag kongévoros (amyloid kimutatdsdra irdnyul6), valamint van Gieson (hyalin

kimutatasara irdnyuld) festéssel negativ eredményt adott.
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12. kép. Bérbeli vérér thrombotizacié (=), ISH, 100x
o DA R R o R e T S A RS T
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A tiidében esetenként syntitialis Oridssejt-képzddéssel, valamint lympho-histiocytas
besziirddéssel kisért intralobuldris, interstitialis tiidogyulladdst €s szovodményes hurutos-
gennyes gyulladést figyeltem meg. A nyirokcsomodkban és a 1épben histiocyta-sarjadzassal és
lymphocyta-depletioval, esetenként Oridssejtek képzodésével, valamint gocos elhaldssal kisért
gyulladds mutatkozott. A méjban az interlobuléris kotdszdvet enyhébb-sulyosabb lympho-
histiocytés besziirddésével jard interstitialis gyulladdst €s a majsejtsorok kozott az MPS-sejtek
gbcos proliferatidjat figyeltem meg. Egy esetben az agyveldben lympho-histiocytds vasculitist

talaltam (4. tablazat).
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4. tablazat. Az elvéltozdst mutaté szervek gyakorisdga 21 PDNS-ben elhullott sertésben

(elvéltozdsok szdma/vizsgélt szervek szdma; %)

Bor Vese Maj Tiido Agyveloé Nyirokcsomo,
1ép
21721 21721 9/21 15/21 3/21 15/21
100 % 100 % 42,9 % 71,4 % 14,3 % 71,4 %
A virust immunhisztokémiai modszerrel a bdrben, kizdrdlag az

irharétegben

elhelyezkedd néhany macrophag sejtben mutattam ki (14. kép), a vese kéreg- és
veldallomanyban, koriilirt teriileteken nagyszamu virussal fert6zott sejtet taldltam (15. kép). A

virust kisebb mennyiségben a tonsillaban €s a testtdjéki nyirokcsomokban is kimutattam.
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14. kép. A PCV-2 (=) a bér irharétegében 1év6 macrophagban. IH, 200x
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15. kép A PCV-2 a vesében (voros szinreakcid) IH, 200 x

Az ISH vizsgilatok sordn PCV-2 nukleinsavat a vizsgdlt szervekben nagyrészt
intracelluldrisan, a sejtek cytoplasmdjaban lehetett kimutatni. A PCV-2 specifikus
nukleinsavat a vesében a Bowman-tok parietalis és viscerdlis faldnak epithelsejtjeiben, a
tubulushdmsejtekben valamint a lymphocytdkban, a histiocytdkban és az Oridssejtekben (16.
kép) figyeltem meg, a bdrben pedig a vérerek endothelsejtjeiben (17. kép), valamint a
lymphocytdkban €s a histiocytakban lehetett kimutatni.

100x
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17 kép. PCV-2 nukleinsav (=) a béralatti kotészovet ereinek endothelsejtjeiben ISH, 400x

A PCV-2 a tiid6 interstitiumaban ugyancsak a lymphocytdkban €s a histiocytdkban (18.
kép), valamint az alveoldris macrophagokban volt jelen, a nyirokcsomokban, a 1épben, az
agyvel6ben pedig a lymphocytdk és histiocytdk cytoplasmdjdban mutattam ki. A mdjban
szintén a lymphocytdkban és a histiocytdkban, valamint a Kupffer-sejtekben észleltiikk a PCV-
2 nukleinsav jelenlétét (19. kép). A bor és a nyirokcsomok elhalt teriiletein a virus jelenlétét

ezzel a modszerrel nem lehetett igazolni.

18. kép. PCV-2 nukleinsav (=) a tiid6 interstitiuméaban ISH, 100x
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19. kép. PCV-2 nukleinsav (=) mdjbeli lymphocytdkban, histiocytdkban és Kupffer-

sejtekben, ISH, 200x

Annak megvélaszoldsdra, hogy a PMWS és a PDNS kialakuldsdban — a koérforma
életkori jelentkezése €s a korfejlddésben mutatkozé kiilonbségén kiviil — esetleg a PCV-2
szekvencidjdnak kiillonbsége is szerepet jitszhat, a két kiilonbozd kérképben elhullott sertések
szerveibdl torténd virus DNS-ek szekvencia vizsgdlatat végeztiik el RFLP-vel és szekvencia
analizissel. Tiz kiillonbozé minta vizsgdlata sordn 7 esetben teljesen azonos nukleotid
sorrendet taldltam, mig 3 esetben volt ugyan szekvenciabeli kiilonbség, de ezek a valtozasok

nem okoztak az altaluk kodolt aminosavban valtozast (4. abra).
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911 520 930 940 950 960 970 980 930 1000 1010 1020 1030 1040
| + + + + t + + + + + + + |

PG ' ' ' ' ' ' ' ' RGGET

PCY-2  TRCAGARCARTCCACGGAGGAAGGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCCATGLCCTGARTTTCCATATGARATARATTACTGAGTCTTTTTTATCACTTCGTAATRGTTTTTATTATTCATTTAGGET
PIHS RGGGT

CONSENSUS  4uuvavurassssrsrsssasassssnssssssstststsasssssssststststssssssssssostststststssssssssoststststssssssssosnstssssssssssssaseseshii]

104 1050 1060 1M 1080 1% 1100 10 W U3 U4 U% MR uW
| : : : : : : : : : : : : |

PHHS  TTAAGTGGGGGGTCTTTARGATTAAATTCTCTGARTTGTACATACATGETTACACGGATATTGTAGTCCTGRTCGTATATACTGTTTTCGARCGCAGTGCCGAGECCTACGTGETCTACATTTCTAGAGE
PCY¥-2  TTRAGTGGGGEGTCTTTAAGATTAARTTCTCTGARTTGTACATACATGRT TRCACGGATATTGTAGTCCTGATCGTATATACTGTTTTCGARCGCAGTGCCAAGGCCTACGTGGTCTRCATTTCTAGAGE
PONS  TTAAGTGGGGGGTCTTTARGATTAARTTCTCTGARTTGTACATACATGET TACACGGATATTGTAGTCCTGRTCGTATATACTGTTTTCGARCGCAGTGCCGAGECCTACGTGETCTACATTTCTAGAGE
Consensus  TTRAGTGGRGRGTCTTTRAGATTAARTTCTCTGARTTGTACATACATGAT TRCACGGATATTGTAGTCCTGATCGTATATACTGTTTTCRARCGCAGTGCCAAGGCCTACGTGGTCTRCATTTCTAGAGE

1171 1180 1130 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1230 1300
| I

PHHS  TTTGTATCCTCGRCCARAGCTGATTCCCTTTGTTATTTGGTTGGAAGTARTCARTAGTGGAGTCARGARCAGGT TTGGGTGTGARGTARCGRGAGT GGTAGGAGARGGGT TROGGGATTGTATGECGGGA
PCY-2  TTTGTATCCTCGRCCAARGCTGATTCCCTTTRTTATTTGGTTGGAAGTARTCARTAGTGEAGTCAAGAACAGGTTTGGETGTGAAGTARCGGGAGTGETAGGAGARGGETTGEGEGAT TGTATGGCAGEA
PONS  TTTGTATCCTCGRCCARAGCTGATTCCCTTTGTTATTTGGTTGGAAGTARTCARTAGTGGAGTCAAGARCAGGT TTGGGTGTGARGTARCGRGAGT GGTAGGAGARGGGT TROGGGATTGTATGECGGGA
Consensus  TTIGTATCCTCGGCCAARGCTGATTCCCTTTGTTATTTGGTTGGARGTARTCARTAGTGEAGTCAAGARCAGGTTTGGETETGAAGTARCGGEGAGTGETAGGAGAAGEET TGEGEGATTGTATGGCAGEA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

| I

PHMS  GRAGTAGTTTACATATGGGTCATAGETTAGRGLTGTGRCCTTTGTTACAARGT TATCATC TRGARTAACAGCAGT GGAGCCCACTCCCCTATCACCCTRGATGATGEAGRAGCAGGLCCAGARTTCAACT

PCY¥-2  GGAGTAGTTTACATATGGGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACARAGTTATCATCTAGAATARCAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTATCACCCTRGGTGATGEGRGAGCAGRGCCAGRATTCARCE

PONS  GGAGTAGTTTACATATGGGTCATAGETTAGRGCTGTGLCCTTTGTTACAARGT TATCATCTAGAATARCAGCAGT GGAGCCCACTCCCCTATCACCATOGATGATGEGGEAGCAGGLCCAGARTTCAACT

Consensus EEHETHETTTHCHTHTGEETEHTHEETTHEGGCTGTGEEETTTETTHEHHHGTTHTEHTETHEHHTHHEHGEHGTEEHEEEEHETEEEETHTEHEEgggEETEHTEEEGGHGCHEEEEEHEHHTTEHHCC
1

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 ] 1540 1550 1560

| I

PHHS  TTRRCCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAARGRGTATAGAGATTTTGTTRGTCCCCCCTCCCRGEGEARCARAGTCGTCARTATTARATCTCATCATGTCCACCRCCCAGGAGGGCGT TCTEACTGTGGTAG
PCY-2  TTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCARAGGGTATAGAGATTTTGTTGGTCCCCCCTCCCGGGAGAACARAGTCGTCARTATTAARTC TCATCATGTCCANCGLCCAGRAGGGCGT TCTGACTGTGETRG
POHS  TTRRCCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAARGRGTATAGAGATTTTGTTRGTCCACCGTCCCRGEGEARCARAGTCGTCAATATTARATCTCATCATGTCCACKGCCCAGGAGGGCGT TCTEACTGTGGTAG
Congensus  TTRACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCARAGGGTATAGAGATTTTGTTGETCCCCTCCCGGGEGARCARRGTCGTCARTATTARATCTCATCATGTCCACCACCCAGGAGGGLT TCTGACTGTGGTAG

1561 1570 1580 1590 1600 16}/ 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690

| + + + + + + + + + + + + |

PHWS CCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGEAGAGGCGGGTGT TGARGAFLCCATTTTTCCTTCTCCARCGETAGCGGT GACGAEGGTGGACGAGCCAGGGECGGCGACGRAGGATCTGECCARGATGRCTGLG
PCY-2 CCTTGACAGTATATCCGARGGTGCGGGABRAGRCGGGTGTTGAREATGCCATTTTTCCTTCTCCARCGGTAGCGGT GGCARGGATGGACGAGCCAGORGCEECARCARRGRATC TGGCCARGATRGCTEEG
PONS  CCTTGACAGTATATCCGRAAGGTGCGGGAGAGRCGGGTGT TARGATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGRTAGCGGT GGCGGGGATGGACGAGCCAGGGGCGGCGECGGAGGATC TRGCCARGATGECTGCG
Consensus  CCTTGACRAGTATATCCGARGGTGCGGGAGAGRCGGGT G GARGATGCCATTTTTCCTTCTCCARCGGTAGCGGT GGCGEGGATGGACGAGCCAGGRGCEECAECAEARGATCTGGCCARGATGGCTECG

1691 1700 1710 1720

| + + + :

PHHS GGGGCGGTGTCTTCTTCTGCGGTAACGCCHC.CTTGGATACGTCATA

PCY¥-2  GRGGCGGTGTCTTCTTCTRCGRTARCGEALTCCTTGRATACGTCATAGC TGARRRCGARAGRAGTGCGCTRTAAGTATT
PONS  GGGGCGGTGTCTTCTTCTGCGGTARRGCCTCCTTGGATACGTCATA

Consensus  BGOGCGATGTCTTCTTCTGCREPARCGCCTCCTTRGATACETCATR, .\ susrvsrerssssrsrsrssrsssssses

1730 1740 1750 1760 1768
¢ + : + |

1480 1490 1400

4 e AL T ==
TTGETCCCCCCTCCCGL CACCCTGGGT
TTGETCCCCCCTCCCGL CACCCTGGGT
TTGETCCACCGTCCCGL CACCATGGGT
TTGGTCCcCCcTCCOGI CACCeTGGGT

4. abra. PMWS-ben és PDNS-ben elhullott sertésekbdl izoldlt PCV-2 ORF-2 génjének

szekvencia analizise
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5.4. A PCV-2 replikacio és a szoveti elvaltozasok kozotti osszefiiggés

Négy kiilonb6zo dllomanybdl szarmazé két-két, a PMWS-re jellemz0 klinikai tiineteket
mutaté malacot elvéreztettem, majd RT-PCR-ral vizsgéltam a szerveikben jelenlévdé PCV-2
REP génjérdl szintetizalodott RNS molekuldkat. Ugyanezeknek a szerveknek elvégeztem a
koérszovettani vizsgélatat is, annak felderitésére, hogy a virus szaporoddsa az elvaltozdsokra
hatdssal van-e. Az RT-PCR reakcié sordn 187 bp, 290 bp és egy kb. 497 bp nagysdgi
termékeket kaptam (5. 4bra), amelyek szekvencia analizise sordn a PCV-vel megegyez6

bazissorrendet talaltam.

e 497 bp

290 bp —

187bp“ R——
ﬂl lu"

5. dbra. 187, 290 és 497 bp nagysagi cDNS termékek detektdlhatdk a virus szaporoddsa sordn
(RT-PCR)
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5. tablazat. PMWS-ben elhullott 8 malac szerveiben észlelt szoveti elvaltozasok.

Lép |[M4 |Vese [Tud6 |Agy |Tonsilla |Hasnyédlmirigy |Sziv |Nyirokcsomé
veld
1 |h a - ¢, a, b, |- h - - h
g
2 |h,e |a - ¢ b,g |- h,b - - h
3 |h ad,k |a ¢ a - h,b - - h
4 |h ad,k |- c - - - - h
5 |h ot |f - a - h - - h
6 |h a - c - - - - h
7 (h - a c - - - - h
8 |h - - - - - - - h

Megjegyzés: a piros szinnel jelzett elvaltozasok esetében az RT-PCR PCV-2-re pozitiv eredményt adott.

a. lympho-histiocytas besziirddés g. elhalés

b. hurutos-gennyes besziir6dés h. lymphocyta depletio
c. interstitialis gyulladas k. savés méjgyulladés
d. fibrosis

e. megakariocyta képzddés

f. savOs-gennyes serositis

Az eredmények arra utalnak, hogy a virus szaporoddsa és a szovetekben 1étrejovo
elvaltozasok kozott osszefiiggés mutathaté ki. A virus szaporoddsa a 1épben lymphocyta
depletiét okozott, a mdjban pedig lympho-histiocytds interstitialis beszlirddés lathatd. A
sejtes besziirddés €s a PCR reakcié sordn detektdlt mRNS molekuldk kozotti kapesolatot a
virus lymphoid elemekben torténd szaporoddsaval lehet magyardzni. Ez a jelenség a tiidoben
i1s megfigyelhetd, ugyanis abban az esetben voltak pozitivak a PCR reakciok, amelyben a tiido
interstitiumdban lympho-histiocytds beszlirddés jelentkezett. A tonsilldban valamint a
nyirokcsomodkban a virus aktiv szaporoddsa eredményeként lymphocyta depletiot okozott (5.

tablazat).
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5.5. A PCV-2 virus szaporodasbiologiai kartétele

Vetélések, koraellések €s rendellenes fialdsok hatterében tanulményoztam a PCV-2
lehetséges oktani szerepét. Az idd eldtti fialdsokbdl szdrmazd, valamint a normadlisndl
alacsonyabb egyedszdmi és eltérd egyednagysdgi almok malacait vizsgdltam kdérbonctani,
koérszovettani €s in situ hibridizacié (ISH) médszerrel.

Az OAl-ban diagnosztikai vizsgilat céljabdl bekiildstt 25 alom vizsgalatit végeztem el,
almonként 5 magzatot. Az érintett esetekben jellemzd volt a viltoz6 alomszdm (5-13), a kozel
azonos idOben vetélt vagy koraellett almok magzatai kiilonb6z6 nagysdgiak (18-30 cm)

voltak, s6t egy almon beliil is voltak nagysagbeli/fejlodésbeli kiillonbségek (20. kép).

20. kép. Azonos vemhességi stddiumban (105. nap) koraellett almok egyedeinek

méretbeli kiilonbsége j6l latszik (jobb oldali kép a PCV-2 virussal terhelt alom)

A magzatok kérbonctani vizsgalata sordn szembetlind volt, hogy a thymus nagysiga az
érintett almok egyedeinek 30-70 %-andl eltért, hosszisdga 1-4 cm kozott volt (21-22. kép)
Egyéb szervek korbonctani elvdltozdst nem mutattak. A kdérszovettani vizsgélatok sordn a
thymusban a makroszkdposan lathaté atrophidval ardnyos mértékii lymphocyta depletiot,
kéregatrophidt, a lymphocytdk kiiiriilését, a lebenykék kéregallomdnydnak sorvadasat,

valamint a thymoepithelsejtek proliferatigjat figyeltem meg (23. kép).

45



21. kép. A magzatokban a thymus nagysdga eltérd az érintett almok egyedeiben (bal oldali

képen az egészséges thymus lathatd, fehér szaggatott korvonal jelzi a thymust)

4 %
e M\.f‘ *pn

:
9
&

22. kép. A PCV-2-vel fert6z0dott korasziiletett malacok thymusa kisebb egészséges tirsaihoz

viszonyitva (a baloldali kontroll)
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23. kép. Thymoepithel sejtek proliferacidja PCV-2-vel fert6z6dott magzat thymusdban HE,
40x

Otvenkilenc esetben (47,2 %) a nyirokcsomdkban gécos elhaldsok mellett lymphocyta
depletio volt. A 1épben lymphocyta depletidt, syntitialis oridssejt képzddést, megakaryocyta
proliferatiét lattam 37 (29,6 %) magzatndl, a tiidében intralobuldris interstitialis
tildogyulladéast 13 (10,4 %) esetben figyeltem meg. 27 (21,6 %) mdajban MPS-aktivicié
morfoldgiai jeleit, valamint 38 (30,4 %) vesében glomerulo- és tubulonephrosist és gdcos
interstitialis gyulladast lattam. A szivizom koros elvdltozast nem mutatott. Az ISH
vizsgdlatok sordn a virust az immunszervek sejtes elemeiben, a thymocytdkban, a
lymphocytdkban, a syntitialis Oridssejtekben és a megakaryocytdkban lehetett kimutatni az
érintett szervek esetében (1€p: 25. kép, mdj, vese, nyirokcsomod, thymus: 24. kép, tiido). 6.

tdblazat.

6. tdblazat. A magzati szervek PCV-2 pozitivitdsanak és az elvaltozasainak szdma

Thymus | Mesenterialis Lép Tidé | Mgj Vese
+/- nyirokcsomo +/- +/- +/- +/- +/-
Szovettani 45/125 |59/125 37/125|13/125|27/125 | 38/125
elvéltozas
PCV-2  pozitivitds | 67/125 | 65/125 65/125|35/125|39/125 |41/125
ISH-val

47



, 100x

ISH

2 nukleinsav (=) a thymusban,

ép. PCV-

ép.

24. k

ISH, 100x

épben,

2 nukleinsav (=) a 1é

25. kép. PCV

48



5.6. A sejtzarvanyos rhinitis

A sejtzarvanyos rhinitist — amelyet a bétaherpesz alcsalddba tartozé cytomegalovirus
(PCMV) idéz el6 — munkatarsaimmal els6ként dllapitottuk meg 2003-ban Magyarorszdgon. A
diagnosztikai vizsgélataim sordn 2004-2005 években tovabbi 15 hazai sertésdllomanyban
ismertem fel a korképet. A virus hazai elterjedségére vonatkozéan a PCMV kimutatdséara
irdnyulé PCR vizsgalatok 49 dllomédnybdl 35-ben mutattdk ki a virus jelenlétét.

Az els6 megéllapitds soran a két érintett (200 és 350 kocas) sertéstelep foldrajzi
elhelyezkedését tekintve egymastdl fiiggetlen volt, éldéllat €s egyéb kapcsolat a két dlloméany
kozott nem volt. A telepek jarvanyvédelme és higiénids dllapota nem felelt meg a minimalisan
elvarhat6 szintnek. Mindkét telepen az ujsziilott malacok kozott 2-3 napos korban tapasztalt,
elézmény nélkiili hirtelen elhulldsok, valamint a 2-3 hetes korcsoportban jelentkezd
tiisszogés, 1égzdszervi tiinetek vetették fel a sejtzdrvanyos rhinitis gyandjat. A fiaztatokban a
klinikai tiinetek nagyszamui malacnal jelentkeztek. Mindkét telepen a szopds malacok
elhulldsa 4-8 héten at folytatédott, igy a malacok kozel 40 %-a elhullott. Az elhulldsok
hatterében a baktériumos szovodmények dlltak-az egyik dllomdnyban Streptococcus suis
okozta vérfertdzés, a mdasik dllomdnyban pedig Actinobacillus pleuropneumoniae okozta
tiid6- és mellhartyagyulladds, valamint E. coli hasmenés halmozott eléforduldsat figyeltem
meg. Az elhulldsok csupan a szopds malacokndl jelentkeztek, a valasztott malacoknadl illetve
hiz6kndl és tenyészdllatokndl klinikai tiinetekben megnyilvanulé megbetegedést nem
tapasztaltam. Az érintett almokndl a baktériumos sz6vodmények okozta veszteségeket széles
spektrumu antibiotikumos kezeléssel lehetett mérsékelni.

A korbonctani vizsgédlat sordn a 2-3 hetes malacok kozepesnél gyengébb taplaltsagi
allapota €s a boralatti kotdszovet oedemads besziirddése mellett a mell- és hasiiregben kdzepes
mennyiségli  savos tartalom felhalmozddasit, valamint a tiid0 interstitiuménak
megszélesbedését és savlos beivodasat figyeltem meg. Az orrkagylok nydlkahartydja
mindegyik esetben duzzadt és haragosvoros volt.

A bélcsatorna aerob és anaerob flordjanak vizsgalata sordn az esetek nagy részében
kozel szintenyészetben vérsejtoldo tulajdonsagu E. coli baktériumokat tenyésztettem ki.

A korszovettani vizsgélat sordn az orrnydlkahartya heveny savds gyulladdsa mellett, a
mirigyhdmsejtekben  egymagvi  Oridssejt  képzddést  (cytomegaliat) és  basophil
sejtmagzarvanyokat figyeltem meg (26. kép). A tiidoben heveny savés-vérzéses gyulladast,
helyenként  sajatos  proliferativ  jelleglh  ,,zabsejtes”  beszilirodést és  fibrines

mellhdrtyagyulladast figyeltem meg. Egyes esetekben mononukledris sejtes besziirddéssel és
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macrophag proliferatiéval kisért intralobuléris, interstitialis gyulladdst taldltam. Egyéb
szervekben (a parenchymads és a lymphoid szervekben, a nydlmirigyben, a konnymirigyben

stb.) nem taldltam virusszaporoddsra utal6 elvaltozasokat.
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26. kép. Cytomegalia és zarvanyok (=) az orrnyalkahartya mirigyeinek hamsejtjeiben.

HE, 400x

Veszprém megyében egy 400 kocas telepen szintén megallapitottam a sejtzarvanyos
orrgyulladést, de ebben az esetben fOként az Gjsziilottek megbetegedése jelentkezett. A kocdk
vérének Parvo-, PRRRS-, PCV-2 virusok, valamint Brucella spp. irdnydban végzet
szerologiai €s molekuldris bioldgiai vizsgdlata negativ eredménnyel zarult. A telepen
szinkronizéltan tortént fiaztatds, és 60 elOhasi kocdat, 60-70 napos vemhességi stddiumban
athelyeztek a vemhes kocaszdllasra, ahol 80 tobbszor ellett koca volt. Az eléhasi kocdk rendes
idében (117 nap) és normadlis szamud (10-12 malac almonként) malacot fialtak. Tizennyolc
el6hasi koca esetében azonban rendellenes fialds jelentkezett, gyakran halva sziiletés, gyenge
€letképességli malacok vilagrajovetelével. Utébbiak nagy része néhdny Ordn belill, de
legkésObb 24 6ran beliil elhullottak. Azok a malacok, amelyek talélték az els6 néhany napot —
almonként 2-3 malac — a battérids iddszakban, illetve a hizlalddban a testtomeggyarapodasuk
elmaradt egészséges tarsaikhoz képest.

A korbonctani vizsgalat sordn a mell- €s hasiiregi szervek bovértiségét, a tiidoben
helyenként l1égtelen teriileteket, valamint az orrnydlkahartydk megszélesbedését és kipirulasat
taldltam. A 1€p, mdj és a bélcsatorna bakteriol6giai vizsgélata soran kérokozé baktériumokat
nem tenyésztettem ki. A tiid0 korszovettani vizsgdlata sordn enyhébb-stlyosabb

mononukledris-sejtes beszlirddéssel kisért intralobularis, interstitialis gyulladast figyeltem
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meg. Az orrnyélkahdartya szerkezete felbomlott, lypho-histiocytds besziirddést és helyenként a
nyélkahartya mirigyeinek sejtjeiben basophil zarvanyokat lehetett latni.

2004-ben egy GyOr-Moson-Sopron megyei 350 kocds telepen jelentkezett a
sejtzarvanyos orrgyulladds. A betegség klinikai tiinetei a fiaztatoban, 1-3 hetes szopds
malacokndl jelentkeztek. A malacokndl tiisszogés, remegés jelentkezett, amely kozel 15 %-os
elhulldssal jart. A klinikai tiinetek és az elhulldsok kb. 10 napig tartottak. A kérbonctani
vizsgalat sordn mellvizkort, a tiidoben helyenként légtelen teriileteket, valamint heveny
gyomor- ¢€s bélgyulladast figyeltem meg (7. tdblazat). A szervek aerob és anaerob
bakterioldgiai vizsgalata sordn a vékonybélbdl vérsejtoldo tulajdonsagu E. coli baktériumokat,
a tiidokbdl pedig szintén vérsejtoldd tulajdonsdgu Streptococcus suis-t. tenyésztettem ki. A
tiidé korszovettani vizsgalata sordn lympo-histiocytds beszlirddéssel kisért intralobulris,
interstitialis gyulladdst, valamint gennysejtes horgdgyulladast figyeltem meg. Az
orrnyalkahartya lympho-histiocytds besziirddése mellett a nydlkahartya mirigyeinek sejtjeiben
basophil zdrvanyokat lehetett latni.

A kitenyésztett korokoz6 baktériumok (E. coli, Streptococcus suis) korongdiffizids
modszerrel végzett rezisztencia vizsgdlatinak eredményének ismeretében a gydgykezelés
hatdséra a klinikai tiinetek és az elhulldsok mérséklodtek, majd 10-14 nap milva megsziintek.

A virus jelenlétét a zarvanyokban PCR-rel (413 bp, 6. dbra), ISH-val valamint EM-os
vizsgélattal igazoltam. Az egyéb szervekre is kiterjesztett ISH vizsgdlat sordn a virust az
orrnyalkahartydban jelenlévé zarvanyokon kiviil, a tiidé monocytdiban és macrophédgjaiban
(28. kép), a 1ép és a nyirokcsomok immunsejtjeiben, valamint mdj Kupffer-sejtjeiben és az
interstitiumba ~ beszlr6dott  lymphocytdkban  is  kimutattam. Az  orrkagylok
mirigyhdmsejtjeinek elektronmikroszkopos vizsgélatdval a zdrvdnyt tartalmazé sejtek
magjdban nagy szdmban 100-110 nanométer nagysdgu, ikozahedralis szimmetridju
nukleokapszid részecskéket mutattam ki (27. kép.), amelyeket a cytoplasmdban mar burok

vett koriil.
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6. dbra. 413 bp nagysagui termék (fehér nyil) a PCMV virus molekuldris bioldgiai

vizsgalataval

27. kép. PCMV (=) az orr nyalkahartydja mirigyhdmsejtjeinek cytoplasmajaban. EM
felvétel, 10 500x
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28. kép. PCMV nukleinsav (=) az alveolaris macrophagokban, ISH, 400x

7. tablazat. A PCMV okozta fert6zésekhez tarsult klinikai tiinetek az egyes korcsoportokban

Korcsoport Klinikai tiinetek

Ujsziilott hirtelen elhulldsok

2-3 hetes szopdOs tiissz0gés, orrfolyds, nehezitett 1€gzés
vemhességi és fialdsi halva fialds, korafialas, életképtelen
idOszak magzatok, gyenge fejlettségii Gjsziilottek
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6. Megbeszélés

Az utébbi években Kkiilfoldi €s hazai sertésallomanyokban is szdmos olyan
virusfertdzés (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus — PRRSV —, a sertés
cirkovirus 2 — PCV-2 —, valamint a sejtzarvanyos orrgyulladdst okoz6 cytomegalovirus —
PCMYV) jelent meg, amelyek kozvetlen hatdsuk révén, valamint az dllatok védekezd
rendszerének karositasa, ezaltal szovodményes baktériumos stb. fertézések iranti fogékonysag
novelése miatt is jelentds gazdasiagi veszteségeket okoznak. Vizsgdlataim célja volt, hogy
ezek kozill a PCV-2-vel 0Osszefiiggd korképeket, a sertések valasztds utdni sorvaddsat
(PMWS), valamint a dermatitis-nephropathidt (PDNS) és a PCV2 lehetséges
szaporodasbioldgiai kartételét, tovabbd a sejtzarvanyos rhinitis tanulméanyozzam. Adatokat
kivdntam gyljteni az emlitett korképek hazai elterjedségérol, és tanulmanyozni kivantam a
korfejlodést, elsdsorban a virus kiilonb6zd szervekre és sejtekre — koztilk az immunszervekre
— kifejtett hatdsat. Az elért eredményeket elsdsorban e korképek diagnosztikdjanak
fejlesztésében, megbizhatdsaganak novelésében szandékoztam felhaszndlni. A gyorsabb és
pontosabb korjelzés nagyban eldsegitheti a védekezési eljarasok eredményességét.

A PCV-2 hazai elterjedségére vonatkoz6 hazai adatok eddig nem élltak rendelkezésre.
Az eredményekben részletezett vizsgdlataim eredményei szerint, a 2003-2005 kozott
id6szakban az Orszdgos Allategészségiigyi Intézetben vizsgalt 1250 vizsgdlt sertés koziil a
cirkovirusos fert6zottség PMWS formadja a klinikai tiinetek €s a patomorfoldgiai elvaltozasok
alapjan 789 (63,12 %) sertésnél keriilt megallapitasra, és ezekben PCR vizsgélatok PCV-2
szempontjdbol valamennyi esetben pozitiv eredményt adtak. Ezekben az esetekben az
elhulldsok hatterében szovodményes baktériumos tiidégyulladast és elsdsorban a
bélcsatorndra szoritkozé baktériumos fertdzések, esetenként szeptikémia (E. coli, Salmonella
stb.,) voltak a jellemzdek. A PDNS a két éves id0szakban 34 (2,72 %) esetben dllapitottam
meg. A vizsgélataim sordan 367 (29, 36 %) sertésnél talaltam PCV-2 pozitivitast, ahol a
PMWS — heveny illetve elhiz6dé formdja — és a PDNS klinikai, kérbonctani, és kérszévettani
elvdltozasai nem voltak lathaték. A sertés cirkovirus kérosité szerepét vetélt, koraellett,
gyenge életképességili sertésmagzatokban 25 alom magzatdban igazoltam.

A PCV-2 iltal eldidézett korformdk koziil leggyakrabban a PMWS fordult eld, és ez
okozza a legnagyobb gazdasagi kartételt is. A fertdzott, egyébként egészséges éllatokban a
virus DNS-t vagy a virus antigént minimaélis szdveti elvaltozasok mellett vagy a nélkiil, ritkdn
kis mennyiségben is kimutattdk (Segalés and Domingo, 2002). Ezért a PCV-2 detektalasa
sertések szoveteibdl onmagdban még nem elégséges a diagndzis feldllitdsahoz. Segalés and

Domingo (2002) meghatdrozasa alapjan PMWS abban az esetben dllapithaté meg, ha az
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allatokban a jellemzd klinikai tiinetek és a jellegzetes szovettani elvaltozasok (kiillonosen a
nyirokszervekben) mellett, a virus egy vagy tobb szervben ki is mutathaté.

A PCV-2 szovettani metszetben torténd kimutatdsara az in situ hibridizaciot és az
immunhisztokémidt egyarant alkalmas eljarasnak taldltdk (Segalés and Domingo, 2002).
Mindkét médszer esetében a kérokozd szoveten beliili elhelyezkedése és a hisztopatoldgiai
elvaltozasok parhuzamosan értékelhetok. Az antigénkimutatis (IH) elonye, hogy
Osszehasonlitva az in situ hibridizdciéval kisebb a munkaerdigénye, valamint kevésbé
bonyolult eljards. Hatrdnya, hogy egy friss vizsgdlat alapjdn a moddszer az in situ
hibridizaciéndl valamivel alacsonyabb érzékenységli (Kim et al., 2004a). A kereskedelmi
forgalomban eddig csak fluoreszcein isothiocyanattal jelolt porcine cirkovirus specifikus,
sertés eredetli, polyclonalis szérum van forgalomban (VMRD, Pullman, USA). Ez a reagens a
PCV-1-gyel és PCV-2-vel egyarant reagdl, €s ennek segitségével a kriosztatos metszetben az
immunfluoreszcens mikroszképpal végzett vizsgdlat sordn csupdn a virus jelenlétét vagy
hidnyét lehet megallapitani. Az utobbi idoben keriilt kereskedelmi forgalomba egy olyan
monoklondlis ellenanyag (36A9), amelyet a PCV-2 ORF2 génszakasza daltal koédolt
kapszidfehérjével szemben éllitottak eld, és kivaléan alkalmas formalinban fixalt, paraffinba
agyazott mintdkbol készitett metszetekben a PCV-2 antigén kimutatdsira. Az ellenanyag
érzékenységét mutatja, hogy a fenti mintdkban igen magas higitadsban is (sajat megfigyelések
alapjan 1:50 000 higitasban is) jelezni képes a virus el6fordulasat.

Az irodalmi adatokkal megegyezden a PCV-2 fert6zés kovetkeztében megbetegedett
sertések esetében a virust a legkiilonfélébb szervekben els6sorban a macrophagokban
mutattam ki.

Az immunhisztokémiai eljardssal az elvéltozasokat mutatd szervekben a PCV-2 antigén
jelenlétét kovetkezetesen kimutattam. A mddszer viszonylag olcso, és segitségével mar a
szovettani mintavételt kovetd 3. nap eredményhez juthattam. A reakcié sordn alkalmazott
valamennyi vegyszer a kereskedelmi forgalomban beszerezhetd. Tapasztalataink €és a
nemzetkozi ajanlasok alapjén az ismertetett immunhisztokémiai eljdrast alkalmasnak tartom
arra, hogy az a hazai diagnosztikai gyakorlatban is alkalmazasra keriiljon.

Az ISH eldnye az, hogy a PCV-2 mellett azokndl a kérokozdkndl is alkalmazhato,
amelyek esetében az IH vizsgdlatok elvégzéséhez nincs forgalomban diagnosztikum. Ebben
az esetben egy egyszeri PCR reakcioval a keresett koérokoz6é ismert nukleinsav
szekvencidjaval azonos probét éllithatok eld, amely alkalmas lesz az ISH végrehajtdsahoz.

A sertések PCV-2 fertézéssel Osszefiiggésbe hozott korképei koziill a dermatitis-
nephropathia szindréma oktana még nem egyértelmiien tisztdzott (Duran et al., 1997, Morilla

et al., 2002, Siiveges 2004a). Ebben feltehetden szerepet jatszik, hogy — szemben a PMWS-sel
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— a megbetegedést, illetve a koros elvaltozasokat kisérletes PCV-2 fert6zéssel eddig nem
sikeriilt eldidézni. Feltételezik, hogy a korfejlodésben immunpatolégiai folyamatok —
kozottik immunkomplexek képzddése és lerakdddsa — is szerepet jatszhatnak (Duran et al.
1997, Molnar et al., 2002, Morilla et al., 2002, Siiveges 2004a). Egyre tobb adat igazolja
azonban a korforma kialakuldsaban a PCV-2 oktani szerepét (Choi and Chae 2001, Meehan et
al., 2001, Molnar et al., 2002, Rosell et al., 1999, Thibault et al., 1998).

A PDNS-re utalé elvaltozasokat mutatd sertésekben, a boOrben és a vesékben,
esetenként a tiidoben, a mdjban, a nyirokcsomodkban, a 1épben és az agyveldben taldltam a
koérképre jellemzd szoveti elvéltozdsokat. A borben — méasok megfigyelésével (Dén et al.,
2003, Duran et al., 1997, Molnar et al., 2002, Morilla et al., 2002, Ramos et al., 1997, Smith
et al., 1993, Thibault et al., 1998) 6sszhangban — lympho-histiocytés vasculitissel, helyenként
vérér thrombotisatioval €és gennysejtes beszlirddéssel kisért gyulladast és kovetkezményes
elhaldst, a vesében heveny exsudativ glomerulonephritist és lympho-histiocytds interstitialis
gyulladast, elhiiz6d6 esetben pedig a tubulusok tdgulatdval, sorvaddsaval kisért vesefibrosist
figyeltink meg. A tiidoben és a mdjban esetenként lympho-histiocytds gyulladds, az
agyvelOben egy esetben gécos nem gennyes vasculitis mutatkozott. Az immunrendszerhez
tartoz6 szervekben (a I1épben, a nyirokcsomoékban) Ilymphocyta-depletiét, foként a
nyirokcsomokban tobbmagvu Oridssejteket figyeltem meg. A PCV-2 nukleinsav ISH
modszerrel elsdsorban a lymphocytdk €s a histiocytdk (macrophagok) cytoplasmdjaban
figyeltem meg, de emellett a bor vérereinek endothelsejtjeiben, a vesetestecskék, a Bowman-
tok parietalis €s visceralis faldnak epithelsejtjeiben is kimutattam. A kérképre kiilfoldi szerzok
altal is jellemzOnek tartott vérérkarosodds, thrombotisatio, vérzések, elhaldsok (bdrben,
vesében stb.) hditterében vizsgdlati eredményeink alapjdn, az érfalak endothelsejtjeiben

kimutatott PCV-2 oktani szerepe valdszintisithetd.

Tekintettel arra, hogy a két kérképet azonos tulajdonsagu €s szekvencia sorrendii virus
okozza, valamint a PDNS ismerten id0sebb sertésekben is csak sporadikusan fordul eld, ezért
feltehetden a korkép kialakuldsdban az egyedi érzékenységben illetve valaszreakcidkban
keresend¢ a vélasz.

A PCV-2 fertézés két megjelenési formdjara (PMWS, PDNS) jellemz6 klinikai,
korbonctani és korszovettani elvdltozasok gyakran jellegzetesnek, esetenként korjelzo
értékiiek, azonban a virus sejtszintll jelenlétének és kartételének bizonyitdsa érdekében ISH
vagy IH mddszerekkel kell meg vizsgdlni az immunszerveket, a tiidot, valamint az elvaltozast

mutaté szerveket. Igy eredmények birtokdban — amennyiben az emlitett vizsgalatok pozitiv
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eredményt adnak, és a korszovettani vizsgdlatok sejtre illetve szervre kiterjedé karosodast
igazolnak — a PCV-2 oktani szerepét igazolni lehet.

A PCV-2 magzatkdrosité hatdsit a vetélések, koraellések és rendellenes fialdsok
hatterében tanulmanyoztam. Huszonot alom vizsgalatat végeztem el, almonként 5-5 magzatot
dolgoztam fel és mds szerzokkel 0sszhangban — (Kim et al., 2002; Park et .al. 2005) —
jellemzd volt a véltoz6 alomszam (5-13), a kozel azonos idoben vetélt vagy koraellett almok
magzatai kiilonb6z6 nagysaga (18-30 cm), sOt egy almon beliil is nagysdgbeli/fejlodésbeli
kiilonbségek mutatkoztak.

A magzatok kérbonctani vizsgdlata sordan szembetiind volt, hogy a thymus nagysdga az
érintett almok egyedeinek 30-70 %-andl eltért, hosszisdga 1-4 cm kozott volt (a thymus
nagysdga fizioldgidsan 4-6 cm). Egyéb szervek korbonctani elvaltozdst nem mutattak. A
kérszovettani vizsgédlatok sordn a thymusban a makroszképosan lathaté atréphidval ardanyos
mértékii lymphocyta depletiot, kéregatréfiat, a lymphocytdk kiliriilését, a lebenykék

kéregédllomanydnak sorvadasat, valamint a thymoepithelsejtek proliferatidjat figyeltem meg.

A thymus, a 1ép és a nyirokcsomodk karosoddsa az immunszupresszid lehetdségét is
felveti, ugyanis ha az immunrendszer mar a magzati korban kdrosodik, akkor a megsziiletett
malac immunrendszere nem lesz képes megfeleléen reagdlni a kiilonféle patogén vagy akéar
fakultativ patogén korokozokkal szemben. A thymus fontos szerepet jatszik az
immunrendszer fejlodésében illetve az immunreakciok kialakitdsdban, emellett az
egyedfejlodés soran elengedhetetlen a fajra és fajtira jellemzO genetikailag determinalt
fejlodési erély eléréséhez. A thymus dltal termelt hormonszerii anyag a fejlodés kezdetén
sziikséges ahhoz, hogy a lymphocytdk az antigéneket ,(felismerjék”, és az elleniikk val6
védekezésre specializalodjanak. Fontos szerepe van a sejtes immunitds kialakitdsaban
résztvevd T-lymphocytdk kialakuldsdban. Ez észlelhetdé az ujsziilott vagy novendékkorban
elszenvedett silyos terhelések (fertdzés, €hség, hideg hatdsa, megerdltetd igénybevétel stb.)
esetén, amikor a bekovetkezo stresszreakciok a mellékvesekéreg hormontermelését fokozzdk,
€s ennek hatdsdara a thymus gyorsan, hanyatléan 4talakul. Ezutidn azonban a szervezet
immunreakciéi mar sohasem érik el az illetd allatfajra jellemz6 optimadlis szintet. Ezen kiviil a
thymus az agyalapi miriggyel €s a pajzsmiriggyel egyiitt meghatdrozza a test alakjat és
nagysagit is, szabalyozza a mellékveséket €s az ivarmirigyek funkcidjat.

PCV-2 esetén a thymus sulyosfokd kdrosoddsat figyeltem meg (,,bioldgiai
thymectomia™”), amely alapjan felmeriil, hogy ez a folyamat szerepet jatszhat a PMWS

korfejlodésében.
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Tekintettel arra, hogy a PCV-2 szaporoddsbiologiai kartételét a nemzetkozi
tapasztalatokkal 0sszhangban vizsgalataim is igazoljak, ezért a vetélések, halva sziiletések
esetében célszerli a PCV -2 fert6zottség irdnyéba torténd vizsgalatokat is végezni.

A sejtzarvanyos rhinitis elsé hazai megallapitisa (Deim €s mtsai., 2003) sordn
ismertettem a betegségre jellemzd klinikai tiineteket, valamint kérbonctani és kdrszovettani
elvaltozasokat. A betegséget 2004-2005 években tovabbi 15 hazai sertésdlloményban
ismertem fel, és 49 dallomanybdl szdrmazé malacok koziil 35 édlloméany fert6zottségét
mutattam ki.

A PCMV fertézés okozta kartételt harom kiilonbdzd formdban észleltem. Az irodalmi
adatok szerint a kocdk PCMYV fertozése esetén korafialast, halva sziiletést, mumifikaciot,
gyenge életképességli malacokat, valamint a kocdkndl orrvérzést lehet észlelni, és a hazai
sertésdllomanyokat tanulményozva hasonldkat é€szleltem, a kocdkndl jelentkezd orrvérzést
kivéve.

Az egyik esetben elohasi kocdkndl jelentkeztek a virus éltal okozott szaporodasbioldgiai
zavarok. Ebben az esetben az el6hasi kocdkat a vemhességiik 60-70. napjan helyezték &t a
vemhes kocaszdllasra, ahol tobbszor ellett, a virus szempontjabol mar immunoldgiailag
athangolddott egyedekkel taldlkoztak. A vemhesség ebben a stidiumdban a magzat még
immunoldgiai szempontbdl éretlen, tovabba az el6hasi kocdk még nem taldlkoztak a virussal,
igy képes volt a virus magzatkarositd hatast kifejteni a magzatokra. Ezeknél az elGhasi
kocdkndl a mdésodik fialdskor mar nem jelentkeztek szaporoddsi problémadk, ugyanis az
athangolddas a megfeleld ellenanyagszint megvédte a vemhes méhet a PCMV magzatkarosito
hatdsitol. Hasonl6 esetben az elOhasi kocdkat célszerli még a vemhesités, vagy a varhat6
fialds el6tt dthelyezni a vemhes kocaszalldsra, ily médon elkeriilhetd a virus magzatkarositd
hatdsanak kartétele.

A PCMV fert6zés masik két formdja, az els6sorban a szop6s malacokndl jelentkezett.
Egyik esetben az ujsziilotteknél az élet els6 24 ordjaban észleltem klinikai tiinetek nélkiili
hirtelen elhulldsokat, mig a masik esetben a 2 hetes életkorban jelentkezd, klinikai tiinetekben
— tiisszogésben, remegésben — is megnyilvanul6 form4jat. Ezekben az esetekben az
elhulldsokat a masodlagos baktériumos fertdzések kovetkeztében kialakul6 tiidégyulladdsok
és vérfertdzések okoztdk. Az utdbbiak gydgykezelése az elhullasokat mérsékelték €s 2-4 hét
multdn teljesen megszilintették. Az eldbbiek mellett a tartdsi- és higiénids viszonyok javitdsa is
dontéen hozzdjarult a veszteségek csokkentésében.

A PCMV szervezetben torténd elszaporodésa elsdsorban az orrnyalkahértya karosodasat
1dézte eld, amelyekhez csak esetenként tarsult interstitialis pneumonia. Egyéb szervekben

(Iymphoid szervekben, a parenchymds szervekben, a nydlmirigyben, a konnymirigyben stb.)
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nem észleltem virusreplikdcidra utalé szoveti elvaltozasokat. Ennek ellenére figyelemre mélto
volt, hogy a PCMYV altal megbetegedett malacokban — a cirkovirus fert6zésnél tapasztaltakhoz
hasonléan — gyakran voltak a baktériumos eredetll (Streptococcus suis, Actinobacillus
pleuropneumoniae stb.) szovédményes megbetegedések.

A bantalom hajlamosité tényezdivel, megeldzésével és gyodgykezelésével kapcsolatban
nincsenek széles korii tapasztalataink, és etekintetben, a szakirodalomban is meglehetdsen
kevés adat 4ll rendelkezésre. A gazdasdgi kar enyhitése céljabol a mésodlagos baktériumos
szovodmények ellen antibiotikumos kezeléssel védekezhetiink, valamint a tartdstechnologia

javitasat kell megkisérelniink.
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6.1. Legfontosabb eredmények

1. Kutatémunkdm soran elséként gyiijtottem adatokat a PCV-2 hazai elterjedtségérol.

2. Megismertem a PCV-2 okozta korképek eldforduldsdnak gyakorisdgat a hazai
sertésalloméanyok egy részében.

3. Megiéllapitottam, hogy a vaddiszndkban a cirkovirus és a betegségre jellemzd elvaltozasok
is jelen vannak.

4. Osszehasonlit6 vizsgalatokat végeztem a PMWS akut és elhtiz6d6 formai kozott.

5. A virusok (PCV-2, PCMV) kimutatdséra irdnyuld in situ hibridizéciés médszert dolgoztam
ki.

6. A PCV-2 antigén vizsgdlatara alkalmas immunhisztokémiai mddszert kifejlesztettiik.

7. A virusok okozta kdrosoddsokat, valamint a virusok tdmadaspontjat vizsgaltam ISH és TH
mddszerekkel, és ezaltal ) ismeretekhez jutottam a vizsgalt kérképek patogenezisében.

8. A PDNS-re utal6 elvéltozdsokat mutaté sertésekben megéllapitottam, hogy a
vérérkarosodas, thrombotisatio, vérzések, elhalasok (boOrben, vesében stb.) hatterében az
érfalak endothelsejtjeiben kimutatott PCV-2 oktani szerepe valdszinisithetd és mivel a PDNS
1dOsebb sertésekben csak sporadikusan fordul eld, ezért a kérkép kialakuldsanak a hétterében
az egyedi érzékenység illetve valaszreakciok allhatnak.

9. A PCV-2 szaporodasi zavarat vizsgdlata soran a thymus silyosfoku karosodésat figyeltem
meg (,,biolégiai thymectomia”), amely alapjan felmeriil, hogy ez a folyamat szerepet jatszhat
a PMWS korfejlodésében.

10. A PCV-2 okozta kérképeket (PMWS, PDNS) kiilonboz6 szekvencidji virusok okozzak,
bar ez a szekvenciabeli kiilonbség amindsav valtozassal nem jart.

11. A cirkovirus szovetekben torténd szaporoddsa €s az éltala okozott szoveti elvéltozasok
kozott szoros 0sszefiiggést allapitottam meg.

12. Els6ként dllapitottam meg Magyarorszagon a sejtzarvanyos orrgyulladast.

13. IH modszerekkel vizsgiltam a PCMV sejtszintll tdmaddspontjat és a virus okozta
karosodésokat.

14. A PCMV fertdz€s harom megjelenési formdjat észleltem (kocdk szaporoddsi zavara,
Ujsziilott malacok hirtelen elhulldsa, szopds malacok klinikai tiinetekben megnyilvanuld
forma).

15. APCMYV a vizsgalt dllomanyokban széles korben elterjedt.
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