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Elé6zmények és célkitiizések

Az utébbi években a hazai és kiilfoldi sertésdlloméanyokban is tobb olyan virusfertdzés
[sertések 1égzbszervi €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
kiillonbozé szervek megbetegitésével, valamint az éllatok védekezd-mechanizmusanak
karositdsaval jelentds gazdasagi veszteséget okoznak. Koziiliikk egyes virusok megvaltoztatjak
(csokkentik, vagy koros mértékben fokozzadk) a 1égzdszervek (és az egész szervezet)
fert6zések elleni védelmében kulcsszerepet jatszé sejtek miikodését. A kiilonbozo szervek
sulyos karosoddsa akar mar 6nmagdban is az allat elhullasit okozhatja, de még 1ényegesebb,
hogy a szervezet fogékonnyd valik kiillonbozd, nagyrészt fakultativ patogén dgensek
(baktériumok, gombak, protozoonok stb.) kartételével szemben. Tovabbi kozos jellemzdje az
emlitett fertézéseknek, hogy jarvanytanuk, kérfejlodésiik, a kérokozok szervezettel kialakitott
kolcsonhatdsa még csak részben, vagy egydltalain 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, €s kortani formaban
jelentkezik. Az egyik forma a sertések un. vdlasztds utdni cirkovirusos sorvadidsa (PMWS),
amely elsdsorban vdlasztds utdn (40-60 napos €letkort) dllatokban fordul eld. Heveny esetek
lazas homérsékletemelkedéssel, 1€gzdszervi tiinetekkel, valamint tobb-kevesebb elhulldssal
jarnak. Az elhiz6d6 forma — innen ered a tiinet egyiittes elnevezése is —, az dllomany
sz&tnovését, fejlodésben vald visszamaraddst, valamint immunszupresszidt, kovetkezményes
(leggyakrabban baktériumos) fertézések eloforduldsat idézi eld. A PCV-2 okozta betegség
masik Iényeges megjelenési formdja a dermatitis-nephropathia szindroma (PDNS), jellegzetes
bor- és veseelvéltozdsokkal jar. A virus a lymphocytdkban és a macrophagokban szaporodik,
ennek megfeleléen a lymphoid szervekben enyhébb-stlyosabb lymphocyta depletio, valamint
a tobb szervben lympho-histiocytds besziirddéssel és macrophag-proliferatioval kisért
interstitialis gyulladas figyelheté meg. A fertdzottség kimutatdsara szeroldgiai, molekuléris
bioldgiai, virologiai mddszerek alkalmazhaték. A lymphocyta populdcidkban és a
macrophagokban a virus hatdsara bekovetkezd valtozasok, pl. dramlds-citometriai €s in situ
hibridizaciés (ISH) médszerekkel detektalhatok.

A PCMV fert6zés egyes sertésdllomanyokban gazdasédgi kartétellel is jar6 betegséget,
un. sejtzdrvanyos rhinitist okoz. A betegséget Magyarorszdgon 2002-ben 4llapitottdk meg
elészor Deim és mtsai (Deim és mtsai., 2003). A PCMV a Betaherpes alcsalddba tartozé
cytomegalovirus, amely szintén a macrophagokban és a lymphocytdkban, valamint az
orrnydlkahdrtya mirigyhamsejtjeiben szaporodik. A virusfert6zés klinikai tiinetekben
megnyilvanul6 formdja szopds malacokban jelentkezik, és jelentOs ardnyu elhullast okozhat.
Hatésdra els6sorban a 1égzdszervekben és a nyirokszervekben jelentkezik lympho-histiocytds
gyulladds. A virusfertozottség igazoldsa szeroldgiai, molekuldris bioldgiai, virolégiai
modszerekkel lehetséges.

A tervezett kutatds sordn mindenekel6tt adatokat kivantam szerezni az emlitett
virusfertézések hazai sertésallomanyokban tapasztalhat6 elterjedtségérdl. Ehhez statisztikailag
érvényes véletlenszera mintavételezést, valamint kérbonctani-korszovettani,
immunhisztokémiai és molekuldris bioldgiai vizsgalatokat végeztem. Kutatdsom tovéabbi célja
volt annak vizsgdlata, miként befolydsolja a PCV2 és/vagy a PCMV fert6zés a sertések
immunrendszerének mikodését. Az elobbiek mellett a fert6z eredetli betegségek
diagnosztizdlasdra az in situ hibridizaciés (ISH) mddszert fejlesztettem ki, és ennek
segitségével tanulmdnyoztam a virusok tdmaddaspontjat és kartételét. Vizsgalataim eredményei
megitélésem szerint tudomanyos adatokat szolgdltathatnak a sertések immunrendszerének
virusfert6zés hatasara bekovetkezd karosodasardl, illetve az emlitett korokozok hazai
elterjedtségérol és kartételérol. A munka sordn szerzett tapasztalatok elOsegithetik a
fentiekben emlitett kérképek diagnosztizalasat.



Anyag és médszer

A diagnosztikai céld koérboncolast kovetéen mintdkat gylijtdttem tovabbi kiegészitd
vizsgalatokhoz.

A korszovettani feldolgozds sordn 10 %-os pufferolt formaldehid oldatban torténd
fixdlast alkalmaztam, majd 12-24 6ra fixdlddast kovetden a vizsgdlandé mintdkat paraffin
blokkokba dgyaztam be. Ezutdan 4 um vékony metszeteket készitettem, és azokat zsirtalanitott
iveg targylemezen hovel fixdltam azokat. A rutin szovettani festések koziil a haematoxilin-
eosint alkalmaztam.

A virus DNS jelenlétét és a virus okozta karosodast in situ hibridizaciés mddszerrel
vizsgdltam. A probat in vitro szintetizdltam a virus ORF-2 régi6jdbol PCR DIG Probe
Synthesis Kit (Roche, Basel, Switzerland) segitségével DIG-UTP jelenlétében. A jelolt
probdk kotddését anti-DIG antibody konjugdtum segitségével jeloltem és NBT/BCIP-pel
(Roche, Basel, Switzerland) tettem lathatéva. Az igy kapott prepardtumok jol értékelhetéek
voltak, elhanyagolhat6 hatérrel.

A szovetekben jelen 1év0 virus antigént immunhisztokémiai mddszerrel
tanulmanyoztam. A deparaffindlast kovetéen a metszeteket 0, 1 %-os protease XIV (Sigma
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) oldattal 37°C-on 10 percig inkubdltam, ezutidn 3%-os
H,0,; oldatban 10 percig, majd 2%-os tejpor oldattal 37°C-on, 10 percig kezeltem. A PCV-2
kimutatasit egy a kereskedelmi forgalomban kaphaté egérben elddllitott monoklondlis
ellenanyaggal (36A9) végeztem (Ingenasa, Madrid, Spanyolorszdg). A metszeteket az 1:
15000-ben higitott monoklondlis ellenanyaggal 37°C-on 20 percig inkubdltam. Az antigén-
ellenanyag kapcsolédds kimutatdsat tormaperoxiddzzal jelolt polymert tartalmazoé teszttel
végeztem el (EnVisionTM + anti-mouse HRP, Dako, Glostrup, Dénia). Kromogénként a 3-
amino-9-ethylcarbazole oldatot hasznéltam (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
vizsgdlatakor megfigyeltem és ért€keltem a virusok kartételét, a szoveti reakciokat, valamint
az antigén lokalizal6dasat.

A PCR vizsgélatok sordn a szervek homogenizalast kovetden a nukleinsavat a mintdkbdl
BIO-RAD AquaPure Genomic DNA Isolation Kit (Bio-Rad, Hercule, California, USA)
segitségével vontam ki. A PCR reakcidkat a virus egy adott régidjara tervezett primerekkel
végeztem el, és ReadyMixTM PCR Reaction Mix (Sigma, St. Lois, MO, USA) enzimet
hasznaltam. A PCR reakciéban kapott terméket 0.5 pl/ml ethidium bromide-os 1,5 % agar6z
gélben tettem lathatova.



Eredmények

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézetbe 2003-2005 kozotti iddszakban 3356 sertés és
785 magzat érkezett korhatdrozds céljabol. Céliranyosan PCV-2 irdnyba torténé PCR
vizsgalatokat 1250 sertés szerveibdl végeztem el, és 1190 esetben (92,5 %) kaptam pozitiv
eredményt. A cirkovirusos fert6zottség PMWS formdja a klinikai tiinetek és a
patomorfoldgiai elvéltozdsok alapjan 789 (63,12 %) sertésnél keriilt megéllapitisra és
ezekben PCR vizsgdlatok PCV-2 szempontjabdl valamennyi esetben pozitiv eredményt adtak.
A PDNS a két éves idOszakban 34 (2,72%) esetben dllapitottam meg.

A PMWS heveny és idiilt formdinak kérbonctani €s kérszovettani jellegzetességei

PMWS heveny forma |PMWS idiilt forma
1ép: lymphocyta depletio + +
nyirokcsomok:
lymphocyta depletio + +
elhaldsok, zarvanyok } "
vese: interstitialis gyulladas -/+ +
maj: interstitialis gyulladas -/+ +/-
tiido: interstitialis gyulladas + +
syntitialis 6ridssejt interstitialis ; +
vizenyo + +/-
Mellvizkor és/vagy + -/+
szivburokvizkor
agyvelo: perivasculitis -/+ -+
senyvesség, fejlédésben valo - +
visszamaradas

Az elvaltozast mutatd szervek gyakorisdga 21 PDNS-ben elhullott sertésben
(elvéltozdsok szama/vizsgilt szervek szdma; %)

Bor Vese Maj Tido Agyvel6 | Nyirokcsomd,
1ép

21/21;100% | 21/21;100% | 9/21;42,9% |15/21;71,4% | 3/21;14,3% | 15/21;71,4%

Az ISH vizsgélatok sordn PCV-2 nukleinsavat a vizsgdlt szervekben nagyrészt
intracelluldrisan, a sejtek cytoplasmdjaban lehetett kimutatni. A PCV-2 specifikus
nukleinsavat a vesében a Bowman-tok parietdlis- €s viscerdlis faldnak epithelsejtjeiben, a
tubulushdmsejtekben valamint a lymphocytdkban, a histiocytdkban és az dridssejtekben (16.
kép.) figyeltem meg, a borben pedig a vérerek endothelsejtjeiben (17. kép.), valamint a
lymphocytdkban és a histiocytdkban lehetett kimutatni. A két korképet (PMWS, PDNS)
azonos tulajdonsagu, de kiillonbozé szekvencia sorrendii virus okozza.

A PCV-2 szaporodési zavart okozhat, ahol a thymus sdlyosfoku karosodésat figyeltem
meg (,,biolégiai thymectomia”), amely alapjan felmeriil, hogy ez a folyamat szerepet jatszhat
a PMWS kérfejléddésében.

A sejtzarvanyos rhinitist els6ként dallapitottam meg Magyarorszagon. A betegséget
2004-2005 években tovabbi 15 hazai sertésdllomanyban ismertem fel, és 49 allomanybdl
szarmaz6 malacok koziil 35 dllomany fertdzottségét mutattam ki.



Legfontosabb eredmények

1. Kutatémunkdm sordn elsoként gyiijtottem adatokat a PCV-2 hazai elterjedségérol.

2. Megismertem a PCV-2 okozta koérképek eldforduldsanak gyakorisdgat a hazai
sertésalloméanyok egy részében.

3. Megéllapitottam, hogy a vaddiszndkban a cirkovirus és a betegségre jellemzo elvéltozasok
is jelen vannak.

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

5. A virusok (PCV-2, PCMV) kimutataséra irdnyul6 in sifu hibridizaciés médszert dolgoztam
ki.

6. Munkatarsaimmal  kifejlesztettik a PCV-2  antigén  vizsgdlatira  alkalmas
immunhisztokémiai modszert.

7. A virusok okozta kdrosoddsokat, valamint a virusok tdmadaspontjat vizsgéaltam ISH és IH
modszerekkel, és ezaltal 1j ismeretekhez jutottam a vizsgalt kérképek patogenezisében.

8. A PDNS-re utal6 elvaltozdsokat mutatd sertésekben megdallapitottam, hogy a
vérérkarosodas, thrombotisatio, vérzések, elhalasok (bOorben, vesében, stb.) hatterében az
érfalak endothelsejtjeiben kimutatott PCV-2 oktani szerepe valésziniisithetd és mivel a PDNS
1ddsebb sertésekben csak sporadikusan fordul eld, ezért a korkép kialakuldsdnak a hétterében
az egyedi érzékenység illetve véalaszreakcidk allhatnak.

9. A PCV-2 szaporodasi zavardt vizsgalata sordn a thymus stlyosfokd kdrosodasat figyeltem
meg (,,biolégiai thymectomia”), amely alapjan felmeriil, hogy ez a folyamat szerepet jatszhat
a PMWS korfejlédésében.

10. A PCV-2 okozta kérképeket (PMWS, PDNS) kiilonboz6 szekvencidju 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 Osszefiiggést allapitottam meg.

12. Elséként allapitottam meg Magyarorszagon a sejtzarvanyos orrgyulladast.

13. IH mddszerekkel vizsgéiltam a PCMV sejtszintli tdmaddspontjat és a virus okozta
kdrosodasokat.

14. A PCMV fertdzés harom megjelenési formdjat észleltem (kocdk szaporoddsi zavara,
Ujsziilott malacok hirtelen elhulldsa, szopés malacok klinikai tiinetekben megnyilvanuld
forma).

15. A PCMYV a vizsgalt dllomanyokban széles korben elterjedt.
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