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2. Roviditések jegyzéke

AID activation-induced deaminase

APOBEC apolipoprotein B editing
catalytic polipeptide

ASF afrikai sertéspestis

CAV kutya adenovirus

CD  cluster of differentation

CISH kromogén in situ hibridizacio
CSF  klasszikus sertéspestis

Ct treshold cycle

FISH fluoreszcens is situ hibridizacio

FFPE formalinban-fixalt, paraffinba
agyazott

GP  glikoprotein

IgG  immunglobulin-g

IgM  immunglobulin-m

IFN-o interferon-alfa

IFN-B interferon-béta

IFN-y interferon-gamma

IHC immunhisztokémia

IL-10 interleukin-10

IM  intramuscularis

IN intranasalis

ISH in situ hibridizacid

LDV tejsav dehidrogenaz-szintet emeld
virus

MPS macrophag-phagocyta rendszer

NEBIH Nemzeti Elelmiszerlanc
Biztonsagi Hivatal

MLV attenualt, €16 virus

OIE  Nemzetkozi Allatjarvanyiigyi
Hivatal

ORF nyitott olvasasi keret
PBS foszfat-pufferes sooldat
PCR polimeraz lancreakcid
PCV sertés circovirus

PR Aujeszky-betegség

PRDC sertések 0sszetett koroktanu
1égzbszervi betegsége

PRRS sertések reprodukcios zavarokkal
és 1égzbszervi tlinetekkel jaro
szindromaja

PRRSYV sertések reprodukcios zavarokkal
¢s 1égzdszervi tiinetekkel jaro
szindromdjanak virusa

PRV Aujeszky-betegség virusa

gPCR valos idejii polimeraz lancreakcio
RA1 patkany arterivirus-1

RNS ribonukleinsav

RT-PCR reverz transzkripcios
polimeraz lancreakcio

USD Amerikai Dollar
USA  Amerikai Egyesiilt Allamok

TCID50 Szovettenyészeten 50%-0S
sejtkarosito hatast kifejtd mennyiségii
TGEV transzmisszibilis
gastroenteritis virusa

TGF-B Transforming growth
factor beta

TGEV transzmisszibilis
gastroenteritis virusa

TISH biotinyl-tyramid alapu in
situ hibridizacio



3. Bevezetés
A sertések reprodukcios zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jard szindromaja
(PRRS) vilagszerte elterjedt betegség hazi sertésekben, illetve vaddisznokban (1). A
fert6zott allatok korcsoportjuktol fiiggden igen valtozatos klinikai tiineteket mutatnak.
Kocak esetében a szaporodasbioldgiai zavarok a legjellemzdbbek, ugymint a koraellés, késoi
visszaivarzas, halott, mumifikalt magzatok, vagy pedig gyenge életképességii malacok
sziiletése. A ndvendék, illetve a hizd korcsoportokban foként a 1€gzdszervi tiinetek (kohogés,

nehezitett 1égzés) dominalnak, illetve tiid6égyulladas is kialakulhat (2,3).

A PRRS egyike a modern sertéstartasban eléforduld legnagyobb gazdasagi
jelentOséggel bird betegségeknek (1). A legfrissebb, rendkiviil atfogo kutatas eredményei
alapjan az USA sertéstartdsdban évente tobb, mint 663 milli6 USD kart okoz a betegség
direkt termeléscsokkent6 hatasa révén. Ezen feliil, indirekt mdédon tovabbi 447 millio USD
tobbletkdltség kialakuldsdhoz vezet a szindroma jelenléte. Ezutobbi 6sszeg magaban foglalja
a gyogyszerek ardt, a diagnosztika, valamint a jarvadnyvédelem terén sziikségessé valo

kiadasokat (3).

A betegség korokozodja az Arteriviridae csalad Porartevirus genusaba tartozo PRRS-
virus 1 (PRRSV-1), valamint PRRS-virus 2 (PRRSV-2) (4-6). Ezen két kiilonallo virusfajra
nagyfoka geno-, és fenotipusos diverzitas jellemz6. A PRRSV-1, illetve a PRRSV-2
genomja kozt 40%-os az eltérés, tovabba az egyes fajokon beliil is meghaladja a 15%-0t a
genetikai allomany kiilonb6zosége (7-9). A betegséget okoz6 két virus — amelyek korabban
egyazon virusfaj két genotipusat alkottdk — kozt jelentds kiilonbségek mutatkoznak ezen

feliil szeroldgiai szempontbdl, valamint a klinikai tlinetek és foldrajzi el6fordulasuk terén is
(10).

A korkép jelentds gazdasagi kdrokozasa miatt kulcsfontossagu az éllattartd telepek
fert6zddésének megeldzése, illetve a betegség terjedésének minimalizaldsa. Emiatt
kiemelten fontos a megfeleld diagnosztikai modszerek alkalmazasa, amely lehetévé teszi a
fertdzott telepek, illetve egyedek felkutatasat. Ehhez manapsag validalt szeroldgiai,
immunhisztokémiai és kiilonboz6 polimeraz lancreakcios (PCR) modszerek allnak
rendelkezésiinkre (11). Kutatdsunk soran egy ujszerti, RNS-alapu in situ hibridizacios
eljarassal kiséreljiik meg kimutatni a korokozot kisérleti koriilmények kozott fertézott hazi

sertések tiidoszoveti mintajabol.



4. Trodalmi attekintés

A vilag hustermelésének mintegy 35-40%-a sertéstartasbol szarmazik, (12) ennek
okan rendkiviil fontos a sertésallomanyok védelme a kiilonb6z6 fert6zo betegségektol. Ezen
korformék ugyanis veszélyeztetik Ggy az élelmiszerlanc-biztonsagot, mint a termelés

gazdasagossagat.

A sertések reprodukciods €s 1égzdszervi szindromdja vilagszerte elterjedt betegség,
amelynek korokozoja a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjaba, a Porartevirus
nemzetségbe tartoz6 PRRS virus (PRRSV). Szintén ebbe a nemzetségbe tartozik a tejsav
dehidrogenaz-szintet emelé virus (LDV), illetve a patkany arterivirus-1 (RA1) (4,5). A
retrospektiv szeroldgiai vizsgalatok, illetve az okozott tiinetek alapjan a betegség elséd
eléfordulasa Kanadaban 1979-ben, az USA-ban 1985-ben, Nyugat-Eurépaban pedig 1991—
1992-ben volt megfigyelhetd.

A korokozot Eurdpaban eldszor 1991-ben izolaltdk Hollandidban, akkor Lelystad-
virus néven, Eszak-Amerikaban pedig elszor 1990-ben mutattik ki a betegséget okozo
virust (ATCC VR-2332) (13-15). Ezen két izolatum genetikai kiilonbségei alapjan — a
korabbi besorolas szerint — elkiilonithetd egy eurdpai, 1-es genotipus; illetve egy észak-
amerikai, 2-es genotipus. Napjainkban a régebben egyazon faj két genotipusaként
azonositott korokozot a Nemzetkozi Virus Taxonomiai Tarsasag (ICTV) mar két kiilonalld
fajként tartja szamon (PRRSV-1, PRRSV-2) (4). A betegséget okozo két virusfaj kozt geno-
, illetve fenotipusos kiilonbségek is megfigyelhetdek, amelyek megnyilvanulnak szerologiai
tulajdonsagaikban, valamint az altaluk okozott tiinetekben is, tovabba eltérés mutatkozik a

korokozok kozt foldrajzi elterjedésiikben is (8,10).

4.1. Genetika, morfologia

A betegség korokozoja (PRRSV) egy burkos, ikozaéder alaka burokkal rendelkez6
virus, amelynek orokitGanyaga pozitiv iranyitottsagu, linearis, szimpla szala RNS. A
PRRSV atméréje S0-60 nm, genomja ~15 kb nagysagu, amelyben 10 nyitott leolvasasi keret
talalhatd meg. A viralis RNS 0sszesen 8 ismert szerkezeti fehérjét kodol, az ORF2a, ORF2b,
ORF3-7, illetve az ORF5a régiokban (16,17). A sertések reprodukcids és 1égzdszervi
szindromajanak korokozojara nagyfoku genetikai sokféleség és valtozékonysag jellemzd
(18).



A PRRS korokozojanak nagy mértékti genetikai valtozékonysagaért elsésorban a
virus RNS-fiiggd RNS-polimerédza a felelds, mivel a transzkripcid soran gyakorta nem a
megfeleld bazispart €piti be, a hibajavitd mechanizmusok pedig hianyoznak. A tévesen
behelyettesitett nukleotidok aranya a PRRSV esetében a legmagasabb az 6sszes RNS-virus
kozt. A valtozékonysag hatterében allhat tovabba a replikaci6 kifejezetten nagy frekvenciaja
¢és a rekombinacio is amely. A jelenség abban az esetben fordul eld, ha egyazon gazdasejtet
(sertés macrophag) egyidoben kettd, vagy tobb PRRSV-torzs fertéz. A virus genetikai
valtozékonysagaban szerepet jatszhatnak a gazdasejtek citoplazmajaban 1évo kiillonb6zo
enzimek (activation-induced deaminase-AlD, apolipoprotein B editing catalytic polipeptide-
APOBEC), amelyek megvaltoztatjak a képz6dé virusmasolatok nukleotidszekvenciajat.
Mindezen folyamatok kovetkeztében kialakul6 véltozatok stabil jelenléte annak kdszonhetd,
hogy valamilyen relativ fitnesz el6nyhoz jutnak, amelyben nagy szerepe van a
gazdaszervezet immunrendszere altal kifejtett szelekcidos nyomasnak is (18-21). Ez a

crer

jarvanytanat, diagnosztikajat, illetve az ellene késziilt vakcinak hatékonysagat (22).

4.2. Jarvanytan

A PRRSV terjedésében fontos szerepe van a korokozd kozvetlen atvitelének,
fertdzott allatokkal valo érintkezés révén. A betegséget okozo virust kimutattdk mar fertézott
sertésekbdl szarmazo vérbdl, spermabdl, nyalbol, bélsarbol, tejbol, kolosztrumbol, illetve a
kohogés és tiisszentés soran képzddd aeroszolbdl is. Az aeroszolban 1évo virusok talélési
idejét noveli az alacsony hdmérséklet, illetve az alacsonyabb paratartalom is. Ezen feliil azt
is kimutattdk, hogy az adott PRRSV-torzs patogenitdsa is hatdssal van a korokozo
cseppfertdzéssel valo terjedésére. A koérokozo spermaval vald atvitele is jelentds lehet,
ugyanis PCR eljaréssal a fert6zést kovetden 92. napig kimutathatdo a viradlis RNS az
ejakulatumbol. A PRRSV terjedhet vertikalisan is a vemhesség alatt, a placentan keresztiil,
ami gyakran a fertdzott magzatok halva sziiletésével, mumifikadlodasaval jar. A virus
bélsarban valo jelenléte miatt eléfordulhat a korokozd kiilonboz6 ragalyfogo targyakkal
(0ltozet, allatorvosi eszkozok), jarmiivekkel torténd atvitele is, bar ennek esélye precizen
elvégzett fertdtlenitéssel jelentdsen csokkenthetd. Ezen feliil indirekt modon, mechanikai
vektorként szerepet jatszhat a PRRSV terjedésében a gyotré sziinyog (Aedes vexans), illetve
a hazi 1égy (Musca domestica) is. Az izeltlabuak fert6zéskozvetité képessége fiigg a vektor

altal felvett virus mennyiségétdl, illetve a kornyezeti homérséklettol is (23-26).



4.3. Korfejlodés

A PRRS virusa a gazdaszervezet monocyta vonal aktivalt sejtjeiben képes
szaporodni, elsddleges célsejtje a sertés differencialt alveolaris machrophagja. Ezen feliil
bizonyitott, hogy a virus dendritikus sejtekben is képes replikaciora. A korokozéd
adszorpcidjaban a gazdasejt CD163 receptora tolti be a legfontosabb szerepet, amelyhez a
GP2a ¢és a GP4 minor viralis szerkezeti fehérjék kotddése biztositja a stabil kapcsolatot. A
korokozo penetracidja egy standard clathrin mediélta endocytosissal megy végbe. Az igy
kialakult endosomaban a pH-csokkenés, illetve kiilonbozé fehérjebontd enzimek hatasara
megtorténik a dekapszidacio, elkezdddik a transzkripcio, illetve a transzlacio, majd a virus
replikacioja, mialatt a fertdzott sejtek egy anti-apoptotikus allapotba keriilnek. A replikacio
végeztével bekovetkezik a fertdzott sejtek apoptdzisa, majd a virus, kiszabadulasat kovetden,
mas macrophagok esetében is programozott sejthalalt indukal. A macrophagok nagy aranyu
apoptdzisat a tiidében, illetve a placentaban figyelték meg, a fert6zddést kovetd 2 hétben.
Az ezt kdvetd 2 hét soran a vérbol érkezé 1) monocytak infiltraljak az érintett teriileteket, az
apoptosis kovetkeztében azonban a fertézést kovetd egy honapban stulyosan karosodik az
els6 védelmi vonalat jelentdé macrophag-phagocyta rendszer (MPS). A PRRSV ezen
immunrendszer-karositd hatasa miatt alakit ki gyakran tarsfert6zéseket kiilonb6z6
1égzdszervi virusokkal és baktériumokkal, valamint ezért az egyik legfontosabb szerepldje a
sertések Osszetett koroktanu 1égzészervi betegség komplexének (porcine respiratory disease
complex, PRDC) (27-29).

A PRRSV-vel vald fert6z6dés 3 kiilonalld szakaszra bonthato: akut fert6zés,
perzisztalo fert6zés, illetve a korokozo eltiinése a gazdaszervezetb6l. A heveny fertézés
soran a tiidd, valamint a felsé 1égutak macrophagjaiban, dendritikus sejtjeiben zajlik a virus
replikacidja, ami viraemia kialakulasdhoz vezet a fert6zést kovetd 6—12 oran beliil, amely
akar tobb hétig is eltarthat. A betegség ezen szakaszaban jelentkeznek a korokozora jellemzd
altalanos (laz, levertség), és légzdszervi tiinetek (nehezitett 1égzés, kohogés), illetve a
szaporodasbiologiai zavarok is (koraellés, halva sziiletés, sperma mindség romlasa). A
perzisztalo fert6zés szakasza alatt a virus replikacidja lecsokken, a virus eltlinik a vérbol,
valamint a tiid6bol, a fert6zott allat nem mutat klinikai tiineteket. A virus ezen szakaszban
csak bizonyos lymphoid szervekben (tonsilldk, nyirokcsomok) talalhatdo meg. A regiondlis
nyirokcsomokban zajlé virusreplikdacié miatt ebben a szakaszban lehetdség van a korokozo
oronasalis valadékkal, illetve ondéval vald terjedésére. A virus gazdaszervezetbdl valo

eliminéciojanak idépontja nem teljesen ismert. A virus replikaciojat, velesziiletett fert6zodés



esetén ugyanis kimutattak a fert6zés utan 250 nappal IS, ami az atlagos sertéstartasban

¢lethosszig tartd fert6zodést jelenthet (27-29).

4.4, Klinikai tiinetek

A PRRS klinikai tiinetei igen sokfélék lehetnek, esetenként a korokozdval vald
fert6zodés tiinetmentes. A kialakult klinikai kép nagyban fligg az érintett egyedek
korcsoportjatol, az adott virustorzs patogenitasatol, illetve az egyidejlileg jelenlévd mas
koérokozoktol. Kocdk esetében a sulyos reprodukcios zavarok a legjellemzdbbek, ugymint a
koraellés, a halott, mumifikalt magzatok, illetve gyenge életképességii malacok sziiletése,
valamint a malacok valasztasat kovetd késoi visszaivarzas. Ezeken kiviil kialakulhat még
hyperthermia, étvagytalansag, cyandzis a fiileken, illetve a tejmirigyeken, valamint agalactia
is. Ritkan eléfordul, hogy a betegség kovetkeztében a fert6zott kocak az ellés utan
elhullanak. A korokozoval fertdzott magzatok kisebb teststllyal, és csokkent vitalitdssal
szliletnek. Az 1jsziilott malacok esetében eldfordulhat szemhéjodéma, nehezitett 1€gzés,
valamint a hatuls6 végtagok bénulésa is, ezen feliil gyakori az elhullas. A ndvendék, illetve
a hiz6 korcsoportokban a 1égzdszervi tiinetek keriilnek el6térbe (kohogés, nehezitett 16gz¢Es),
tiidégyulladas gyakorta kialakul. Tovabba jelentds ezen korcsoportokban a novekedési erély
csokkenése, a romld takarmdnyértékesités, illetve az elhulldsi ardny ndvekedése.
Tenyészkanok esetében eldfordulhat letargia, anorexia és laz is, de gyakori a klinikailag
tiinetmentes allatok spermamindségének csokkenése. A korokozd tobbnyire kimutathatod
ezen allatok sperma mintaibol (2,3,30). Bizonyos erds patogenitast, atipikus PRRSV-
torzsek esetében igen sulyos klinikai tiinetek, kifejezetten magas 1az (40—42 °C), illetve
nagyaranyu mortalitas figyelhetd meg, minden korcsoportban. Ilyen virustorzseket leirtak
mar az USA-ban, Kindban, Dél-Kelet Azsiaban és Kelet-Europaban (Fehéroroszorszag) is.

(27,31,32).

A korokozonak jelentds a szerepe a sertések osszetett koroktant 1égzészervi betegség
komplexének (PRDC) kialakulasaban, amely korkép kifejlodésében meghatarozo tovabba a
sertés circovirusanak 2-es tipusa, illetve a Mycoplasma hyopneumoniae baktérium is. Ezen
feliil a PRRSV gyakran fordul el6 egylitt mas 1égzdszervi kérokozokkal, igymint a sertés-
influenzavirus (HIN1, HIN2), az Actinobacillus plueropneumoniae, Pasteurella multocida,
Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, valamint a Bordatella bronchiseptica. Ezen,
altdban bakterialis tarsfertdzések hatasara bronchopneumonia, valamint gennyes pleuritis és

pericarditis alakulhat ki az érintett egyedekben. A masodlagos fertézések hatdsara a



1égzdszervi tlinetek (kohogés, nehezitett 1€gzés, szapora 1€gzés) sulyosbodnak, illetve az

elhullasok gyakorisaga, és az okozott gazdasagi kar is n6 (33-35).

4.5, Gazdasagi kar

A PRRS egyike a legnagyobb gazdasagi jelentéséggel bird betegségeknek, amelyek
a modern sertéstartasban jelen vannak (26). A témaban legfrissebb adatokkal dolgozo,
rendkiviil alapos kutatds szerint a betegség az USA sertéstartasdban évente tobb, mint 663
milli6 USD kart okoz. Ennek oka, hogy a betegség kdvetkeztében csokken az élve sziiletett
malacok szama, a malacok és a novendék sertések novekedési erélye; romlik az allatok
takarmanyértékesitése, valamint, hogy né a naposkori, illetve valasztas elotti elhullas aranya.
Ezeken feliil, indirekt modon évi 447 millié USD kart okoz a korkép, amely magaba foglalja
az allatorvosi teenddk (140 millio6 USD), a jarvanyvédelem (191,8 millio6 USD), illetve
egyéb, a betegség kitorésével kapcsolatos (145,8 millié USD) kiadasokat is. Osszességében
a betegség altal okozott gazdasagi kar jelentdsebb része a csokkend arbevétel miatt alakul
ki, a novekvo kiadasok ennek csak kisebb részét teszi ki (3). Egy masik, Hollandiaban
végzett kutatds soran azt talaltak, hogy egy sertéstartd telep PRRSV-vel torténd fertdzodése
az elsd klinikai tiinetek észlelését kovetd 18 hetes periodusban, kocanként atlagosan 126 €
kart okoz. A betegség kitorését kovetd, 18 hetes periddus utdn jelentkezd koltségek igen
nagy szorast mutattak attol fliggden, hogy az adott telep milyen intézkedéseket vezetett be.
A legminimalisabb, kocankeénti 3 € tobbletkoltség csupan az allatok monitorozasat fedezte,

a PRRS teljes mentesitése a telepr6l kocanként 66 € kiadast jelentett (36).

4.6. Immunologia

A PRRS koérokozojaval vald fert6z6dés esetén a virushoz specifikusan kotddo
ellenanyagok megtalalhatéak a véraramban mar a fert6zést kovetéen (P1) 7-9 nappal. Ezen
ellenanyagok a virus f0 szerkezeti fehérjéihez (N, M, GP5) kotddnek, azonban bizonyitott
modon nem vesznek részt a korokozo elleni védelem kialakulasaban, nem képesek a virus

célsejtekhez vald kotédését megakadalyozni (27).

Eleinte IgM tipusu ellenanyagok képzddnek a korokozo ellen, amelyek 1421 nappal
a fertdzés utan érik el legnagyobb koncentraciojukat és fertézést koveté 40-42 napig
maradnak detektalhat6 szinten a vérben. Ezt 1gG tipusu anti-PRRSV ellenanyagok kovetik,
amelyek maximalis titeriiket a fertézés 21-28 napjan érik el, és a fertézés perzisztald

szakaszaban végig jelen vannak a véraramban. A virust neutralizal6 ellenanyagok csupan a



fertdzést kovetden 28 nappal kezdenek megjelenni a szérumban. Ezen immunglobulinok
foként a korokozd GP5 glikoproteinje ellen képzddnek, kisebb jelentdséggel birnak a GP4,
illetve M szerkezeti fehérje ellen képz6do neutralizald antitestek. Ezen ellenanyagok szerepe
mindmaig nem tisztazott, bizonyos kutatdsok szerint nem jatszanak szerepet a koérokozoval
szemben kialakul6 védettségben, més eredmények viszont arra utalnak, hogy a neutralizalo
ellenanyagok vérben val6 jelenléte megeldzi a viraemia kialakuldsat ismételt fert6zés esetén

(27,37).

A T-lymphocytak kdzponti szerepet tdltenek be a PRRSV elleni immunvalaszban,
ugyanis részt vesznek az antigénspecifikus immunvalasz aktivalasédban és szabalyozasaban,
szamos citokin termeléséért feleldsek, ezen kiviil antigén-prezentdcids szerepet is
betdltenek, valamint szabalyozzék az immunvalaszt, a gyulladast. A CD8+ citotoxikus T-
sejtek feltehetéen a PRRSV-fertézott sejtek elpusztitasaért felelosek, a heveny fertézés
kontrollalasaban betdltott szerepiikre azonban nincs bizonyiték. Ezen sejtek is termelik a
virus-specifikus interferon-gamma (IFN-y) citokint, amelynek jelent6s a Szerepe a virus
eliminiciojaban. Bizonyos PRRSV-torzsek hatdsidra a szabalyozo T-sejtek altal termelt
TGF-B, valamint IL-10 szintek megemelkednek. Ezen citokineknek jelentds
immunszupressziv hatdsuk van, mivel antagonizaljak az immunsejteket aktivalo kiilonb6zo
folyamatokat, hatasukra példaul csokken a virus-specifikus interferon-gamma (IFN-y)
szintje is (27,38).

A velesziiletett immunitas legfontosabb virus elleni eleme a korokozo6 altal fert6zott
sejtek interferon termelése (IFN-a, IFN-B), ugyanis ezek a citokinek aktivalnak szamos
immunologiai folyamatot, serkentik a naiv T-sejtek citotoxikus, IFN-y termel6 sejtekké valo
alakulasat, valamint fokozzak az IFN-y gén expresszigjat is. A PRRSV nagy mértékben
csokkenti az altala fert6zott macrophagok, illetve dendritikus sejtek IFN-o termelését,
jelentdsen mérsékelve ezzel az ellene, vagy egyéb, egyidejlileg fennallo virusfertézésre adott
immunvalaszt. A jelenség mechanizmusa részleteiben még nem ismert, bizonyos feltévesek

szerint a gazdasejtek virus indukalta apoptdzisaval magyarazhato (27,37,38).

4.7. PRRS Nemzeti Mentesitési Terv

A korkép altal okozott gazdasagi kiesés mérséklése, majd pedig megsziintetése
céljabol a Nemzeti Elelmiszerlanc Biztonsagi Hivatal (NEBIH) mentesitési programot
dolgozott ki a Nemzetkozi Allatjarvanyiigyi Hivatal (OIE) ajanlasait figyelembe véve, amely

2014 ota végrehajtas alatt all. A szigoru jarvanyvédelmi intézkedéseknek kdszonhetden
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2017 augusztusara 9 megye (Vas, Zala, Baranya, Fejér, Tolna, Pest, Nograd, Heves és
Borsod-Abauj-Zemplén megyék), valamint tovabbi 11 jaras (Hajdu-Bihar, Csongrad,
valamint Jasz-Nagykun-Szolnok megyékben) rendelkezik a NEBIH altal kiadott mentes
mindsitéssel (39,40).

10



5. _Célkitiizések

Kutatasunk soran kisérleti koriilmények koézt PRRSV-1-gyel fert6zott sertések
tiidszoveti mintait vizsgaltuk. Kutatasunk célja (i) a koérokozo kimutatasara és szoveti
lokalizaciojanak meghatarozasara hasznalhatd ujszerti, RNS-alapu in situ hibridizacios
vizsgald modszer, az RNAscope-eljaras adaptalasa a virus azonositasara, (ii) a virus
detektalasat kovetden az eldallitott metszetek szkennelése, hogy egy képelemzd szoftverrel
megallapitsuk a virussal fertdzott sejtek ardnyat, (iii)) a képelemzés eredményét
Osszehasonlitsuk a QRT-PCR-vizsgalattal kapott értékekkel, hogy megallapitsuk,

alkamazhat6-e az RNAscope-eljaras szemi-kvantitativ virusmeghatarozasra is.
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6. Anyagok és modszerek

6.1. Felhasznalt mintak és feldolgozasuk

Kutatasunkban 20, mas vizsgalatok céljabol fert6zott, PRRSV-mentes allomanybol
szarmazé sertések mintait hasznaltuk. Az egyedeket 7 hetes korukban 10°® TCID50
mennyiségli, virulens PRRSV-1 torzset tartalmazo izolatummal fertézték. Ezen feliil a
kutatasban hasznaltunk tovabbi 5 sertést (3-as csoport), amelyeket negativ kontrollként
hasznaltuk. A vizsgalatban résztvevd Gsszes sertést 9 hetes korban exterminaltdk, majd a
tetemek boncolasa soran minden egyed bal medialis tiidolebenyének egy részét 10%-0s
semleges pufferelt formalinban fixaltdak és kiildték az Allatorvostudoméanyi Egyetem
Patologiai Tanszékére, mig a mintak masik részéb6l qRT-PCR-modszerrel vizsgaltak a virus
jelenlétét.

Kutatasunk sordn az igy kapott vizsgalati anyaggal dolgoztunk tovabb. A sertések
tiid0szovetébldl szarmazo mintak fixalasa szobahOmérsékleten, 24 o6ran keresztiil 10%-0s
semleges pufferelt formalinban tortént. Ezt kdveten a vizsgalati anyagot foszfat-pufferes
sooldattal (PBS) mostuk, majd viztelenitd automata segitségével, etanollal dehidrataltuk. A
mintdkat a tdmény (96%) etanolbdl xilolba helyeztiik, paraffinba agyaztuk, majd a
blokkokbdl rotacios mikrotom segitségével metszeteket készitettiink, amelyeket Superfrost+

targylemezekre vittlink fel.

6.2. Metszetek deparaffinalasa

A metszeteket termosztatban egy oran at, 60 °C-on inkubaltuk. Ezutan elszivofiilke
alatt 2x5 percig xilolban, 2 x 2 percig 96%-0s etanolban mostuk, majd 5 percig szaradni

hagytuk.

6.3. Feltaras

A hibridizacios termosztatot (HybEZ™ Oven) 40 °C-ra elémelegitettiik, a hozza
tartozd hibridizacios kamrdba a hasznélat el6tt 30 perccel vizzel atitatott parasitd lapot
helyeztiink és a mar felflitott termosztatba helyeztiik. Ekozben eldkészitettiink 700 ml 1%
Target Retrieval oldatot egy féz6poharban, majd foliaval lefedve forraltuk. A deparaffinalt
metszetekre 5-8 csepp RNAscope hidrogén-peroxid oldatot cseppentettiink, majd 10 percen
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keresztiil szobahOmérsékleten inkubaltuk. Ezt a metszetek kétszeri, desztillalt vizzel torténd
mosasa kovette.

Ezt kbvetden a targylemezeket a korabban elékészitett, 1x Target Retrieval oldatban
forraltuk 15 percen keresztiil. A sziikséges 1d0 letelte utan a metszeteket kétszer desztillalt
vizzel mostuk, majd 96%-os etanolban torténd mosas kovetkezett. Az etanolbdl valo
eltavolitas utan a mintakat szobahémérsékleten, levegén szaradni hagytuk.

Ezutan Immedge™ hidrofob barrier tollal 2—4 alkalommal korberajzoltuk a mintakat,
majd legalabb 2 percen keresztiil, szobahdmérsékleten szaradni hagytuk. A tovabbiakban
kb. 5 csepp RNAscope® Protedz Plus oldatot cseppentettiink a metszetekre igy, hogy a
szervmintakat teljesen lefedje. Ezutan a mintdkat a koradbbiakban 40 °C-ra eldmelegitett
hibridizaciés termosztatban (HybEZ™ Oven) inkubaltuk 30 percig, majd desztillalt vizzel

kétszer mostuk a metszeteket.

6.4. RNS alapu in situ hibridizacio — RNAscope

A PRRSV direkt kKimutatasaban a leginkabb elterjedt modszer a reverz transzkripciot
kovet6 polimeraz lancreakcios (RT-PCR) eljaras. Ezzel a modszerrel a mintabol kivont
nukleinsav-oldatbol mutathatd ki annak specifikus virusgenom-tartalma, amelynek akar a
mennyisége is vizsgalhato valds ideji (real-time) PCR-eljarassal. Ezt a mindennapi
gyakorlatban sokszor haszndlt eljarast magas érzékenység, illetve specificitas jellemez,
hatranya azonban, hogy alkalmazasa esetén nincs lehetdség a korokozd szdvettani

kornyezetét megvizsgalni, igy koroktani szerepét megitélni is nehéz (41).

Ezzel szemben az RNS-alapt in situ hibridizacios eljarasok alkalmazasa soran
lehetéség nyilik a detektalt O©rokitdé anyag szovetbeli megoszlasanak, valamint
kornyezetének vizsgalatara. Az elsé sikeres in situ hibridizacios vizsgalatot 1968-ban
végezték el, azonban a korai eljarasok esetében a megfeleld szinti érzékenységhez igen
alacsony specificitas tartozott. Ezen feliil kezdetben az adott RNS-szakaszokat radioaktiv
izotopokkal jeloltek, amely igen koriilményessé tette az eljarast annak érdekében, hogy a
vizsgalatot végz6 személyzetet ne érje karos mértékii sugarzas (42,43). A késébbiekben
elkezd6dott a nem izotopikus, fluoreszcens anyagot hasznalé in situ hibridizacios eljarasok
alkalmazasa (FISH). Ebben az esetben a radioaktiv anyagok mell6zésével egy
biztonsagosabb, és gyorsabb vizsgaldo modszer kertilt kialakitasra, amelynek szenzitivitasa,

valamint specificitasa is meghaladta a korabban hasznalatos eljarasokét (44).
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1. abra: Az RNAscope eljaras miikodésének sematikus bemutatasa

Forras: Wang et al. (2012) J. Mol. Diag. 14:22.

Az altalunk hasznalt RNAscope vizsgald modszer egy Ujszeri eljaras, amely
lehetdséget nydjt a nukleinsavak sejtszintli kimutatdsara, eloszlasdnak pontos
megallapitdsara. A jel-zaj ardny javitasa érdekében kiilonleges szerkezetli és miikodésii
hibridizaciés oligonukleotidok keriiltek kialakitdsra a modszer kidolgozasakor. Ennek
értelmében két, egymastol fiiggetlen, ,,Z” alaku, 18-25 bazis hosszusagu hibridizacios
probat hasznalunk az eljaras soran, amelyek egymas mellett kotddnek a templat RNS-
szalhoz. Pozitiv fluoreszcens/kromogén jel csak abban az esetben alakul ki, ha a két
hibridizacids oligonukleotid kozvetleniil egymas mellett alakitja ki kotéseit, €s igy az ,,L.”
alaku, tobbszordsen jelolt proba képes hozza kotddni. (1. abra) Ez a struktira biztositja az
eljaras nagy specificitasat, amely az in situ hibridizacios eljaras tobb, mint 40 éves
torténetében az egyik legnagyobb attorést jelenti. A vizsgalni kivant RNS szekvenciahoz
10-20 par hibridizacios proba megtervezése sziikséges, amelyek koziil csupan 3 par
templathoz valo kotddése elegendd ahhoz, hogy a pozitiv reakcid kialakuljon. Mivel ezen
hibridizacioés oligonukleotidok a vizsgalt RNS-nek csupan 40-50 bazis hosszsagl
szakaszaihoz kotédnek, az RNAscope-modszerrel a részlegesen karosodott RNS-szakaszok
i1s kimutathatéak. Ezen tulajdonsagok biztositjak az eljaras megfeleld szenzitivitasat. Az
RNAscope-eljaras eldnyei kozé tartozik tovabba, hogy formalinban fixalt, paraffinba
agyazott (FFPE) metszeteket vizsgalhatunk vele fénymikroszkop segitségével, illetve, hogy
az  immunhisztokémiai  vizsgalatoknal gyorsabban  kivitelezhetd, konnyebben

reprodukalhat6, valamint egyszeriibben validalhato (45-47).
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Az RNAscope-eljarassal torténd vizsgalathoz a korabbiakban eldkészitett FFPE-
metszeteket hasznaltuk. Els6 1épésben a metszetekrol leitattuk a felesleges folyadékot, majd
pedig minden mintara cseppentettiink kb. 4 csepp hibridizacids probat tigy, hogy az egész
metszetet ellepje. Ezen oldat tartalmazza az eldzetesen megtervezett, PRRS virus
Ezt kovetden a mintakat 2 oran keresztiil inkubaltuk a korabbiakban 40 °C-ra elémelegitett
hibridizacids termosztatban (HybEZ™ Oven). Az inkubécios id6 letelte utan a metszeteket
az el6zdleg elkészitett mosd puffer oldatban kétszer, 2 percen keresztiil mostuk

szobahOmeérsékleten.

A felesleges folyadék leitatasa utan, a kovetkezo 1épésekben a mintakra amplifikalo
reagenseket (Amp-1-6) mértiink. E16szor az 1-es amplifikalé oldatot (Amp-1) cseppentettiik
a metszetekre, amelyeket utana 40 °C-on 30 percen at inkubaltunk. Ezt a mos6 pufferben
torténd kétszeri mosas kovette, egyenként 2 percig, szobahdmérsékleten. A tovabbiakban
sorra a 2-es, 3-as, 4-es, 5-0s, illetve 6-os amplifikalo reagenseket (Amp-2—6) alkalmaztuk,
koztiik az elobbiekben leirt mdédon mostuk a metszeteket. A metszetek inkubacios ideje a
40°C-ra elémelegitett hibridizacios termosztatban (HybEZ™ Oven) 15 perc (Amp-2), 30
perc (Amp-3), illetve 15 perc (Amp-4) volt. A kovetkez6 1épések soran (Amp-5-6)

szobahOmérsékleten inkubaltuk a metszeteket 30, majd 15 percig.

Ezt kovetéen Fast RED-B és Fast RED-A oldatok 1:60 aranyu keverékével kezeltiik
a metszeteket. A RED keveré¢kb6l kb. 120 pl-t pipettaztunk minden metszetre, majd 10
percen keresztiil inkubaltuk a mintakat a hibridizacios kamraban, szobahdmérsékleten. A
desztillalt vizzel torténé mosast kovetéen a metszeteket 2 percre 50%-0s hematoxilin |
oldatba helyeztiik. Kétszeri, desztillalt vizes mosés utan a mintakat 10 masodpercig 0,02%-
os ammonia oldatban kékitettiik., majd ismét desztillalt vizzel mostuk, végiil 60°C-on
szaritottuk 15-25 percen keresztiil. A metszetek teljes szaradasat kovetden a targylemezeket
xilolba meritettiik, majd EcoMount médiumot cseppentettiink ra, és fedélemezzel fedtiik. A
targylemezeket legalabb 5 percen keresztiil levegén szaradni hagytuk, majd pedig
fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk. A PRRSV jelentlétére a metszetekben lathaté piros

szinben lathato jelek utaltak.
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6.5. Metszetek szkennelése, szoftveres elemzés

Az RNAscope eljarassal elkészitett metszeteket Pannoramic View (3D Histech,
Magyarorszag) szkennerrel digitalizaltuk, majd a képeket QuPath (0.1.2 verzid) szoftverrel
elemeztiik. A képelemz6 program segitségével a metszet altalunk random kijelolt, egységnyi

teriiletein megszamlaltuk a pozitiv reakciokat tartalmazo sejtek aranyat (48).

6.6. Real-time RT-PCR

Kutatdsunk soran az RNAscope-eljarassal megvizsgalt egyedek tiidoszoveti
mintdjanak RT-PCR-modszerrel torténd elemzése is megtortént. Az  Bécsi
Allatorvostudomanyi Egyetem Pathobiologiai Tanszékének Virolégiai csoportja 4ltal
elvégzett kvantitativ RT-PCR vizsgalattal nyert virus mennyiségre utald eredményeket igy
Ossze tudtuk vetni a kutatocsoportunk altal szoftveresen elemzett, RNAscope-mddszerrel

nyert pozitiv jelek szdmaval.

6.7. Statisztikai elemzés

A kutatdsi eredmények statisztikai elemzése R 3.5.1. szoftverrel tortént. Az
RNAscope eljarassal vizsgalt metszetek esetében szoftveresen nyert adatok és a qRT-PCR
modszerrel kapott Ct (treshold cycle) értékek 10-es alapt logaritmusa kdzotti sszefliggést

linedris regresszids modellel vizsgaltuk.
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7. Eredmények

Vizsgalatunk soran kutatocsoportunk elsdként azonositotta sikeresen a PRRSV-t
kisérleti koriilmények kozt fertdzott allatok tiidoszoveti mintdjabol, egy ujszerti, RNS-alap
in situ hibridizacioés vizsgald modszerrel, RNAscope eljarassal. A virus jelenlétét intenziv,
piros jellel azonositottuk a metszeteken, amelyek kiillonb6zé mértékben voltak

megfigyelhetoek. (2.-4. abra)

500 pm

’

2. abra: Kis szam fert6zott sejtet tartalmazo PRRS-pozitiv sertés tiidészoveti

minta RNAscope eljarassal vizsgalva (40, illetve 400x nagyitas, bar = 500pm)
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3. abra: Kozepes mennyiségii fertozott sejtet tartalmazé, PRRS-pozitiv sertés
tildoszoveti minta RNAscope eljarassal vizsgalva (40x, illetve 400x nagyitas, bar =
500pm)

77 e

4. abra: Nagy szamu fert6zott sejtet tartalmazo PRRSV-pozitiv sertés tiidészoveti

minta RNAscope eljarassal vizsgalva (40x, illetve 400x nagyitas, bar = 500pm)
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Pozitiv kontrollként a sertések minden sejtjében expresszalodd peptidil-prolil
izomeraz B (Ss-PPIB) probat alkalmaztuk (5. abra), mig negativ kontrollként a bakterialis
dihidro-pikolinat-reduktaz (DapB) probat alkalmaztuk (6. abra).

5. abra: Pozitiv kontroll proba vizsgalat eredménye sertés tiidészoveti mintan. A
fajspecifikus, Sus scrofa peptidil-prolil izomeraz B (Ss-PPIB) probat hasznaltuk a
vizsgalat soran (RNAscope, 100x, bar = 200pm)
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200 pm

6. abra: A negativ kontroll préba vizsgalat eredménye sertés tiidoszoveti mintan. A
csak bakterialis dihidro-pikolinat-reduktaz (DapB) probat alkalmaztuk.
(RNAscope, 100x, bar =200 pm)

Kutatasunk kovetkezd 1épésében az elkészitett FFPE-metszeteket beszkenneltiik,
digitélis, nagy felbontast képeket eldallitva beldliik. Az igy digitalizalt metszeteket a Qupath
képelemz6 szoftver segitségével vizsgaltuk (48). A mintak elemzése soran a szdvetekben
1évo fertdzott sejtek szazalékos ardnyat allapitottuk meg, a kutatocsoportunk altal
kidolgozott paraméterek alkalmazasidval. Az alveolaris macrophagok cytoplasmdjaban
elhelyezked6 virusok szoveten beliili eloszlasa sok esetben nem volt egyenletes, gyakorta az
erek koriili, illetve intralobularis septumok kotdszovetében voltak jelen nagyobb
koncentracioban. A metszetek reprezentativnak értékelt egységeiben végzetiik el a PRRSV-
pozitiv sejtek ardnyanak meghatarozasat. Az igy mért értékek 0,16% és 26,7% kozt
helyezkedtek el (1. tablazat).
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Egyed azonosito

Fertozott sejtek aranya (%)

10

9,02

13

3,97

17

1,04

21

0,72

24

5,79

2,93

8,25

14

0,20

22

0,19

25

0,41

0,00

0,00

1. tablazat: PRRSV-pozitiv sejtek aranya

Vizsgalatunk céljai kozt szerepelt tovabba, hogy az RNAscope eljarassal kimutatott

PRRSV-pozitiv sejtek aranyat 6sszehasonlitsuk a mintdk RT-qPCR vizsgélataval nyert Ct

(treshold cycle) értékekkel. (2. tablazat) Mivel a két valtozo kozt nemlinearis kapcsolatot

feltételeztiink,

a kopiaszam eredményeket transzformaltuk, és azok 10-es alapu
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logaritmusaval dolgoztunk tovabb. Ezt kovetden a két valtozd kozti kapcsolatot linearis
regresszi6 analizissel vizsgaltuk. A statisztikai elemzés sordn a két torzitopontot (16-0s, 14-

es egyed) elhagyva allitottuk fel modelliinket.

Egyed azonosito Fertozott sejtek aranya Ct értékek 10-es alapu
(%) logaritmusa
5 1,86 10,65
10 9,02 10,99
11 5,60 11,00
13 3,97 10,66
15 4,29 10,91
17 1,04 8,18
18 3,86 10,73
21 0,72 9,71
20 1,04 10,41
24 5,79 10,70
1 4,24 11,25
3 2,93 10,98
6 1,88 10,68
8 8,25 10,93
12 2,73 11,46
14 0,20 8,79
16 26,70 11,68
22 0,19 10,95
23 0,16 10,09
25 0,41 9,80
2 0,00 0,00
4 0,00 0,00
7 0,00 0,00
9 0,00 0,00
19 0,00 0,00

2. tablazat: mintakban 1évo pozitiv sejtek aranya, illetve a mintakban mért
kopiaszam értékei
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A statisztikai elemzés soran kapott linearis korrelacios egyiitthat6 értéke (r = 0,2776
< 0,75) arra utal, hogy a két valtozd kozti kapcsolat nem tul erds, viszont a p-érték alapjan
95%-o0s szignifikanciaszinten vizsgalva, szignifikansnak (p = 0,005751) bizonyult. Ezek
alapjan nagyobb mintaszam esetén feltehetdleg a két valtozo kozt erdsebb kapcsolatot
mutatdé eredményeket kaphattunk volna. Az altalunk felallitott statisztikai modellt az 8.

abran mutatjuk be.
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7. abra: Statisztikai modell abrazolasa. Az reziduum-plot (A, C) a
reziduumokat abrazolja a becsiilt y értékek fiiggvényében, a Q-Q plot (B) alapjan a
reziduumok eloszlasarol kaphatunk informaciot, a negyedik abran pedig

torzitépontok hatasarol (D) nyerhetiink informaciot.

A 8. abran az adatainkra illesztett linearis regresszids modell diagnosztikai abrait
lathatjuk, amely alapjan felmérhetjiik, megfeleld-e a modelliink. Az (A) abran a pontok

szorodasa nem teljesen véletlenszerli, a pontok enyhén trombita alakba rendezédnek, a
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valtozok kozotti linearis kapcsolat nem igazolt teljes mértében, amelyet az alacsony R2-érték
is alatdmaszt. A Q-Q plot (B) abran a pontok egy egyenesen helyezkednek el, tehat a
reziduumok normalis eloszlasa normalis. A (D) dbran nincsenek pontok a 0,5-6s savon kiviil,

tehat torzitopontok nem voltak hatdssal a modelliinkre.
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8. Kovetkeztetések

A sertések reprodukcios zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jard szindromaja
(PRRS) hazank sertésagazatdban is a legfontosabb betegségek kozé tartozik. A betegség
korokozojat (PRRSV) rutinszeriien RT-PCR eljarassal mutatjak ki a laboratériumok, tébb
informacié nyerhetd azonban a virus immunhisztokémiaval (IHC), vagy in situ
hibridizacidval valo vizsgalataval. Utdbbi két modszer alkalmazasa soran ugyanis lehetdség
nyilik a kialakulo korszovettani elvaltozasok megvizsgalasara, valamint a korokozok
szovetekben torténé eloszlasanak megfigyelésére is. Mindezek segithetnek egyes esetekben
a PRRSV koroktani szerepét megitélni (49). Fontos megjegyezni tovabba, hogy az IHC-val
vald vizsgalat sordn tobb nehézséggel kell szamolnunk. Ezen eljards soran ugyanis
nagymértékben meghatarozza az eredmény pontossagat a hasznalt fixalo anyag
koncentracioja, kémhatdsa, a boncolas, illetve a fixalas kozt eltelt id6, a fixalas idétartama,
illetve annak id6tartama, a kivagott blokkok mérete. A piacon jelenleg elérhet6 kétféle anti-
PRRSV-ellenanyag sajnos nem alkalmas sem rutindiagnosztikai, sem tudomaényos
vizsgalatokra a nagy szamu fals negativ eredmény miatt, feltehetdleg a virusra jellemz6
kifejezett genetikai és antigénvaltozékonysag kovetkeztében. Mindezek miatt IHC
alkalmazasakor szamolni kell a hosszl validalasi eljarasokkal, illetve az idonként nem

megfeleld mértéki szenzitivitassal és a nehéz megismételhetéséggel (47,50).

A PRRSV kimutatasara alkalmasak tovabba kiilonféle RNS alapt in situ
hibridizaciés (ISH) eljarasok. Ezen vizsgélatok soran kezdetben radioizotopos jelolést
hasznaltak, amely veszélyforrast jelentett a kutatast végzok szamara, és koriillményessé is
tette az eljarast. Tovabba a korai ISH vizsgalatok specificitasa is igen gyenge volt (43).
Komoly eldrelépést jelentett a nem-izotopikus ISH eljarasok kifejlesztése, ezen modszerek
ugyanis melldzik a radioaktiv anyagok hasznalatat, helyette fluoreszcens, vagy kromogén
anyagok jelolik a hibridizdcios oligonukleotidokat. Az eljarasok szelektivitdsa, és
specificitasa is javult, bar tovabbra is eléfordultak nem specifikus kotddések, hibridizacidok

(43,47).

A sertések reprodukcios zavarokkal és 1€égzdszervi tiinetekkel jard szindromajanak
korokozojat korabban sikeresen kimutattdk kiilonbozo fluoreszcencens (FISH), kromogén
(CISH), illetve biotinyl-tyramid alapt (TISH) in situ hibridizacioés eljarassal (49,51). Az
altalunk hasznalt jszerti, innovativ RNAscope eljarassal viszont kutatocsoportunk mutatta
ki eldszor sikeresen sertések tlidoszoveti mintajabol a PRRSV-t. RNAscope modszer

segitségével kimagaslod érzékenység €s specificitas mellett vizsgalhatd a korokozo szoveti
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eloszlasa, valamint a fertézés kovetkeztében kialakult elvaltozasok is. Ezen pozitiv
eredmények alapjan az eljaras alkalmas a korokozo kutatasi céla, valamint diagnosztikai
vizsgalatara is, bar ez utobbi esetében a jelentds koltség még akadalyt jelenthet. A modszer
segitheti tovabba a PRRSV koéroktani szerepének tisztazasat az egyes esetekben, illetve

hozza jarulhat a betegség kialakulasanak mélyebb megismeréséhez is.

Vizsgalatunk kovetkezO részében az RNAscope eljarassal sikeresen kimutatott
fert6zott sejtek ardnyat is megallapitottuk a sertések tiidoszovetébdl készitett metszetekben,
azok szoftveres elemzésével. A tovabbiakban ezt az értéket Gsszehasonlitottuk a mintak
gRT-PCR Vvizsgalataval nyert Ct (treshold cycle) értékekkkel. A két valtozo statisztikai
elemzése alapjan nem tal erds, de szignifikans (p = 0,005751) kapcsolatot allapitottunk meg
a két értek kozt. Eredményeink alapjan valdszinli, hogy nagyobb mintaszam esetén
szorosabb Osszefliggésre utald adatokat kaptunk volna a két valtozo esetén. Ez arra utal,
hogy a PRRSV-pozitiv mintak RNAscope-eljarassal torténd vizsgalata soran, a korokozoval
fert6zott sejtek aranyabol bar nem pontosan, de kovetkeztethetiink az egyed tiidészovetében
megtaldlhaté virusok mennyiségére. Fontos megemliteni, hogy a boncolas soran végzett
orientalt mintavétel ellenére, barmilyen korszdvettani metszetettel dolgozo eljaras — koztiik
az RNAscope is — az adott szervnek csupan egy 2 dimenzids szegmensét vizsgalja. Ebbol
kovetkezOen a metszetek vizsgdlata alapjan végzett mennyiségi becslések pontossaga is
eleve korlatozott, azonban a gyakorlott patologus szdmara igy is segitséget nytjthat. Ezen
feliil nem elhanyagolhato, hogy a PRRSV RNAscope modszerrel vald vizsgalata a korokozo

azonositasan til segitséget nydjt annak koroktani szerepének meghatarozasaban is, ami

crer

A PRRSV RNAscope eljarassal torténd vizsgalataval kapcsolatban még sok
tapasztalat szerzése szlikséges annak érdekében, hogy a modszer elterjedté valjon Ugy a
betegség diagnosztizalasaban, mint kutatasaban is. Kétségtelen azonban, hogy ez az jszerii
RNS alapu in situ hibridizacios eljaras sok lehetoséget rejt még magaban nem csak az

allatorvosi patologia teriiletén, hanem akarmilyen RNS-sel kapcsolatos kutatas esetén.
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9. Osszefoglalo

A sertések reprodukcids és 1égzdszervi szindromaja egyike a legnagyobb gazdasagi
kart okozo megbetegedéseknek, amelyek a modern sertéstartast érintik. A korkép vilagszerte
elterjedt, a nagy sertéstartd allamoknak jelent0s tobbletkoltséget okozva. A betegség
korokozoja a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjanak Porarterivirus nemzetségbe tartozo
PRRS-virus 1 (PRRSV-1), valamint PRRS-virus 2 (PRRSV-2). A virust rendkiviili

valtozékonysag jellemzi, amely nagyban befolyasolja a korokozd elleni védekezés

crer

A PRRSYV dltal okozott klinikai tiinetek a kiilonb6z6 korcsoportokban jelentsen
eltérnek. Kocak esetében a reprodukcids zavarok a legfontosabbak, ugymint a koraellés, a
halvasziiletés, valamint a kései visszaivarzas. A korokozoval fert6zott 0jsziilott malacok
vitalitdsa igen lecsokkent, igy az ujsziilottkori mortalitds jelentdsen megnd, ezen kiviil
bizonyos 1égzdszervi tiinetek is megjelenhetnek. A ndvendek, illetve hizd korcsoportokban
a sulyos formaban megjelend 1égzdszervi tiinetek (nehezitett 1€gzés, kohoges) keriilnek
elétérbe, amelynek kovetkeztében pneumonia is kialakulhat. A betegség kovetkeztében
megjelend tiinetek sulyossadgat nagyban befolydsolja az adott virustorzs virulencidja,

valamint a fert6zott egyedek immunbiologiai allapota.

Kutatasunk soran 20, kisérleti kortilmények kozt vad tipust, PRRSV-1-gyel fert6zott
sertés bal kozépso tiiddlebenyébdl formalin-fixaltuk és paraffinba agyaztuk (FFPE), majd
ezen blokkokbol készitett metszeteket vizsgaltuk. A mintdkbdl a sertések reprodukcios €s
légz6szervi szindromajanak virusat egy Gjszer(i, RNS-alapt in situ hibridizaciés modszerrel,
RNAscope eljarassal mutattuk ki. A reakcidhoz alkalmazott probdkat a kisérletben
alkalmazott virustorzs szekvencidja alapjan készittettiik el. A virus jelenlétét intenziv piros
jellel azonositottuk. A jel intenzitasat osszevetettiik az azonos mintakon elvégzett real-time
PCR eredményével, amely pozitiv korrelaciot mutatott. Negativ kontrollként nem-fertdzott
allatok mintdit hasznaltuk és a kromogén jel teljes hidanya bizonyitotta a modszeriink
specificitasat. Kutatocsoportunk elséként azonositotta sikeresen a PRRSV-t fert6zott
allatokban, in situ hibridizaciés modszer segitségével. A korabban ilyen célbol alkalmazott
immunhisztokémiai modszerek alkalmatlanok voltak ezen feladatra, amely a virus magas
genetikai és antigén variabilitasanak, tovabba a széles spektrumu antitestek hidnyanak

tudhato be.
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10. Abstract

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is one of the most
economically important diseases around the world in the swine industry. The syndrome
widespread worldwide, causing enormous economic impact on the most important pig
producing countries. The causative agent of the disease is PRRS-virus 1 (PRRSV-1), and
PRRS-virus 2 (PRRSV-2) classified in the order Nidovirales, family Arteriviridae, genus
Porarterivirus. The virus is characterized by the high level of genetic diversity, which affects

the epidemiology, the immunology and the control of the disease.

The clinical signs associated with PRRSV infection could be really various
depending on the age of the affected animals. In sows, reproductive failure is the most
important: late-term abortion, premature farrowing, increase in number of dead-born piglets
and irregular returns to estrus. The infected new-born piglets are less viable, weak and the
preweaning mortality is increased due to lethargy, weakness and respiratory disorders. In
weaners and growers, respiratory symptoms (dyspnoea, coughing, sneezing) are the most
relevant, moreover, pneumonia could appear as a par of the porcine respiratory disease
complex. The severity of the clinical signs depends mostly on the virulence of the virus
strain, the immunological condition of the infected pigs, and the viral/bacterial coinfections.

In our study, we examined the lungs of 20 pigs, which have been inoculated with a
wild-type PRRSV-1 strain under experimental conditions. For the visualization of the virus,
4 pum thick slides were cut from formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue blocks,
prepared from the left medial lobes of each animal. Thereafter a new, RNA-based in situ
hybridization technology (RNAscope) was applied to detect PRRSV in the samples. The
oligos, servings as probes were designed based on the sequence of the strain used in the
challenge model. The presence of the virus was shown by intense red signal. The intensity
of the signal was then compared to the real-time gPCR results performed on the parallel
samples, showing a positive correlation. Non-infected control animals served as negative

controls and the total lack of positive staining confirmed the specificity of the assay.

For the first time, our research group implemented an in situ hybridization assay for
the detection of PRRSV in challenged animals. Previous attempts to use
immunohistochemistry for the same purposes were unsuccessful due to the high genetic and
antigenic variability of the virus and the lack of broadly reacting antibodies available on the

market.
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Koszonetnyilvanitas

Nagyon koszondm témavezetdimnek, Dr. Balka Gyula egyetemi docens urhak, és
Dénes Lilla PhD hallgatonak a rengeteg segitségért, tamogatasért, kitartdé munkaért,
valamint azért, hogy biztositottdk szamomra azt a szakmai kornyezetet, amely nélkiil

dolgozatom nem johetett volna 1étre.

Koszonettel tartozom Schonhardt Kittinek, Pop Renatanak, valamint a Patologiai
Tansz€k minden munkatdrsanak, akik munkdm soran segitségemre voltak, hozzaférést
biztositottak minden sziikséges eszk6zhoz, €s biztositottak a kellemes 1égkdrt munkam teljes

ideje alatt.

Koszonet illeti a Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetem Pathobiologiai Tanszékének
Viroldgiai csoportjat, hogy munkdmhoz rendelkezésemre bocsatottak az altaluk végzett vizsgalatok

eredményeit.

A projekt az Europai Unidé tdmogatdsaval, az Eurdpai Szocidlis Alap (ESZA)
tarsfinanszirozasaval valosul meg (a timogatasi szerzddés szama: AZ EFOP-3.6.3-VEKOP-
16-2017-00005, cime: Tudomdanyos utdnpotlds erdsitése a hallgatok tudomanyos

mithelyeinek és programjainak tamogatasaval, a mentoralas folyamatanak kidolgozasaval).
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S melléklet Nyilatkoznt TDK- ¢y sznkdolgozat azonossagarol

NYILATKOZAT
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Alulivott ...... L—\OQNQTHCFEQ- Q.............. nyilatkozom, hogy szakdolgozatom,

melynek oime . A L RRONV. KIMATATASA . ONS BLABYA............
........... S G

tartalmi és formai szempontbol teljes mértékben megegyezik azonos cimii, a 2048 5.

évi TDK konferencidn szerepelt dolgozatommal.

Budapest, 2019....M...19..............
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et Elhelvezdsi megallapodss es szerzdi jogi nyilatkozat

22 HuVetA
ELHELYEZESI MEGALLAPODAS ES SZERZOI JOGI NYILATKOZAT*

etds ég (e-mall c‘m) X .Y.\.é .Y.\‘[.é;\?% ...........................................................
S e cime:. T e TN o
V\\\S\T\AH\Q}‘{L\D\ %A‘(\Q\[{,\L i

ST TR e
- Az atadott fajlok szama: . A DE;

.
.....................................................................

:lelen n?egéllapodés elfogadéséval a szerzd, illetve a szerzéi jogok tulajdonosa nem kizérélagos
. jogot biztosit a HuVetA szamara, hogy archivélja (a tartalom megvaltoztatasa nélkiil, a megor-
- z€s €s a hozzaférhetdség biztositasanak érdekében) és masolasvédett PDF formara konvertélja
és szolgaltassa a fenti dokumentumot (beleértve annak kivonatat is).

Beleegyezik, hogy a HuVetA egynél t5bb (csak a HuVetA adminisztratorai szdmara hozzafér-

het6) mésolatot téroljon az On éltal atadott dokumentumboél kizérélag biztonsagi, visszaéllitasi
és megOrzesi célbol.

Kijelenti, hogy az atadott dokumentum az On miive, és/vagy jogosult biztositani a megéllapo-
dasban foglalt rendelkezéseket arra vonatkozéan. Kijelenti tovabba, hogy a mii eredeti és leg-
jobb tudomasa szerint nem sérti vele senki mas szerzéi jogat. Amennyiben a mii tartalmaz olyan
anyagot, melyre nézve nem On birtokolja a szerzéi jogokat, fel kell tiintetnie, hogy korlatlan
engedélyt kapott a szerzdi jog tulajdonosatol arra, hogy engedélyezhesse a jelen megallapodas-
ban szerepld jogokat, és a harmadik személy éltal birtokolt anyagrész mellett egyértelmiien fel
van tiintetve az eredeti szerz6 neve a miivon beliil.

A szerzdi jogok tulajdonosa a hozzéférés korét az alabbiakban hatérozza meg (egyetien, a meg-
felel6 négyzetben elhelyezett x jellel):

g

engedélyezi, hogy a HuVetA-ban -ban tarolt miivek korlatlanul hozzaférhetdvé véljanak
a vilaghaldn,

az Allatorvostudomanyi Egyetem belsé halozatara (IP cimeire) korlatozza a feltltott
dokumentum(ok) elérését,

a Konyvtarban talalhato, dedikalt elérést biztositd szamitogépre korlatozza a feltsltott
dokumentum(ok) elérését,

csak a dokumentum bibliografiai adatainak és tartalmi kivonaténak feltSltéséhez jarul
hozza (korlatlan hozzaféréssel),
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Cérjuk, nyilatkozzon a négyzetben elhelyezett jellel a helyben hasznalatrol is:

Zrngedélyezem a dokumentum(ok) nyomtatott véltozatéanak helyben olvasasat a kinyv-
an.

Amennyiben a feltSltés al.z.apjét <_)lyan mii képezi, melyet valamely cég vagy szervezet tamoga-
k totttk illeétve szponzordlt, kijelenti, hogy jogosult egyetérteni jelen megéllapodassal a mire vo-
- natkozoan.

A HuVetA lizemeltetdi a szerzo, illetve a jogokat gyakorld személyek és szervezetek iranyaban

nem vallalnak semmilyen felel6sséget annak jogi orvosléséra, ha valamely felhasznal6 a
HuVetA-ban engedéllyel elhelyezett anyaggal térvénysérté médon visszaélne.

Budapest, 2013 év ....: M.....h6 .23, nap

Tz i

alairas
szerzd/a szerz6i jog tulajdonosa

A HuVetAMagyar Allatorvos-tudomdnyi Archivum — Hungarian Veterinary Archive az
Allatorvostudomdényi Egyetem Hutyra Ferenc Konyvidr, Levéltdr és Mizeum dltal milkodtetett
egyetemi és szakteriileti online adattdr, melynek célja, hogy a magyar dllatorvos-tudomadny és
~torténet dokumentumait, tuddsvagyondt elektronikus formdban Osszegyiijtse, rendszerezze,
megorizze, kereshet6vé és hozzdférhetévé tegye, szolgdltassa, a hatdlyos jogi szabadlyozdsok
figyelembe vételével.

A HuVetA a korszerii informatikai lehetéségek felhasznaldsdval biztositja a kbnnyi, (internetes
keresdgépekkel is mitkodd) kereshetGséget és lehetdség szerint a teljes szoveg azonnali elérését.
Célja ezek révén

= a magyar dllatorvos-tudomadny hazai és nemzetkozi ismertségének novelése;

- a magyar dllatorvosok publikdcidira torténd hivatkozasok szamanak, és ezen
keresztiil a hazai dllatorvosi folyéiratok impakt faktordnak novelése,

- az Allatorvostudomadnyi Egyetem és az egyiittmiikodd partnerek tuddsvagyond-
nak koncentrdlt megjelenitése révén az intézmények és a hazai dllatorvos-tu-
domdny tekintélyének és versenyképességének novelése;

- a szakmai kapcsolatok és egyiittmiikodés elGsegitése,

a nyilt hozzdférés tdmogatadsa.
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