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2. Roviditések jegyzéke

10% NBF
Al
DapB
DP
DPI
DIA
DNS
FFPE
GE
H&E
IHC
ISH
MRNS
PBS
PRRS

PRRSV

PCR
PPIB
RT-PCR

RT-qPCR

qPCR
PCV-2
PCV-2-SD
RNS

WS

10% neutral buffered formalin, 10%-o0s pufferelt formaldehid oldat
artificial intelligence, mesterséges intelligencia
dihidropikolinat-reduktaz

digitalis patoldgia

days post-infection, fertézést kéveté napok
digitalis képanalizis, digitalis képelemzés
dezoxi-ribonukleinsav

formalinnal fixalt és paraffinba agyazott
genome equivalent, genom ekvivalens
hematoxilin és eozin

immunhisztokémia

in situ hibridizacié

messenger/hirvivd RNS

foszfattal pufferelt séoldat

porcine reproductive and respiratory syndrome, a sertések reprodukcios
zavarokkal és l1égz6szervi tlinetekkel jaré szindromaja

porcine reproductive and respiratory syndrome virus, a sertések reprodukcios
zavarokkal és légz6szervi tlinetekkel jard szindrémajanak virusa

polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcid
peptidil-prolil-izomeraz-B

reverse transcription-polymerase chain reaction, reverz transzkripcios
polimeraz lancreakcio

real-time quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction, valos
idejl kvantitativ reverz transzkripcios polimeraz lancreakcié

guantitative polymerase chain reaction, kvantitativ polimeraz lancreakcié
sertés 2-es tipusu circovirus

PCV-2-hoz kéthetd szisztémas betegség

ribonukleinsav

whole slide image, digitalis teljes metszetkép



3. Osszefoglalas

A digitalis patoldgia (DP), mas néven virtualis mikroszkopia a hagyomanyos kérszdvettani
metszetek digitalizalast kdvetd, monitoron térténd megjelenitését és szamitdégépes elemzését
foglalja magaba. A technologianak megoldando problémai és kdvetelményei ellenére szamos
elénye van a diagnosztikaban, az oktatasban és a kutatasi tevékenységben is. A digitalizalast
elvégz6 metszetszkennerek a rutin hematoxilinnal és eozinnal (H&E), tovabba specialis
korszdvettani eljarasokkal festett, valamint immunhisztokémiai (IHC) és in situ hibridizaciés
(ISH) moédszerekkel jeldlt targylemezeket nagy felbontasban olvassak be. Az igy létrejott
digitalis telies metszetképek (Whole Slide Images, WSIs) digitalis képelemzé (digital image
analysis, DIA) programok segitségével vizsgalhatok, lehetéség nyilik az elvaltozast mutaté (a
tobbitdl eltérd méretd, alaku, festédésl és egyéb tulajdonsagaikban kulonb6zé), tovabba
kulénféle specifikus festési eljarasokkal jelolt sejtek szamanak és aranyanak, valamint egyéb

elvaltozasoknak (pl. fibrézis) az objektiv és megismételheté meghatarozasara.

A DP a diagnosztikdaban egyes patolégiai munkafolyamatok felgyorsitasara, tavmunka
végzeésére, valamint a szemikvantitativ eljarasok helyettesitésére alkalmazhaté leginkabb. Az
utdbbi idében a kvantitativ eljarasok mellett egyre nagyobb teret kapnak az olyan
dontéstdmogaté digitalis patoldgiai rendszerek is, amelyek az esetek elézetes szlirésében és
a végsd diagnozis szempontjabdl relevans régiok azonositasaban segitik a patologusok
munkajat. Tébb nagy diagnosztikai szolgaltatd, orvos- és allatorvostudomanyi egyetem,
preklinikai vizsgalatokat folytatd cég, ill. kérhaz tért mar at teljesen digitalizalt
munkafolyamatra, a szamuk jelenleg is tovabb bdévil. A szkennelt metszetek megosztasa
révén a konzultacios lehetdségek is kibovulnek, azaz egy eset kapcsan kért szakértdi

segitséghez csak internetelérés sziikséges a vilag barmely pontjarol.

A DP kutatasi alkalmazasa manapsag meglehetésen gyakori. A morfolégiai elvaltozasok
és molekularis eljarasokkal lathatova tett szOveti jelek szemikvantitativ elbiralasa
meglehetésen szubjektiv és gyakran nehezen megismételhet. Az objektivitas és
reprodukalhatésag mellett a DIA szoftverekkel nyert numerikus adatok statisztikailag
kdnnyebben kezelheték. A mdédszer szamos paraméter/elvaltozas vizsgalatara alkalmas, ilyen
tobbek kozott a sejttipusok szamanak és aranyanak meghatarozasa, fehérjekifejezédés
valtozasanak mérése, sejtelvaltozasok kimutatasa és kvantifikalasa, szoveti elvaltozasok (pl.
fibrézis, amyloid-plakkok) kiterjedésének vizsgalata. Gydgyszerfejlesztések mellett leginkabb
daganatos és egyéb biomarkerek pontos mennyiségi meghatarozasara hasznaljak potencialis
prognosztikai markereket vizsgaldo kutatasokban. A viszonylag egyszerl sejtszamlalasi
eljarasok mellett egyre tobb olyan kdzlemény jelenik meg, amelyekben mesterséges

intelligenciat (artificial intelligence, Al) és az un. mélytanulasi (deep learning) rendszereket



felhasznalva a programok képesek hatékonyabban felismerni példaul daganatos, vagy
daganatot megel6z8 elvaltozasokat, tovabba a daganat mintazata alapjan pontosabb

prognosztikai besorolasokat elvégezni.

Az orvosi és allatorvosi oktatasban is egyre elterjedtebb a DP hasznalata. Az oktatasi
tevékenység sokkal interaktivabb, az oktatd képes mindenki szamara egyeértelmden kijeldlni,
bemutatni bizonyos elvaltozasokat, akar tobb specidlis festési eljarast egy monitoron
megjelenitve is. Nincs szukség hallgatonkként kulon mikroszkopra, az elhasznalddott vagy
megrongalodott targylemezek utanpotlasarol sem kell tébbé gondoskodni, a hallgaték pedig
hozzaférhetnek a digitalis metszetekhez barhol, barmikor. Tébb publikacié kdzli a digitalis
oktatasi modszertan pozitiv fogadtatasat a hallgatok korében. A rendszer ezen tulmenéen

vizsgaztatasra is alkalmas.

A QuPath (https://qupath.github.io) egy felhasznaldbarat, nyilt forraskodu asztali
alkalmazas, amelyet digitalizalt szévettani metszetek elemzésére terveztek. A program
rugalmasan fejleszthetd, tobbek kozott képes elvégezni az azonositott sejttipusok
osztalyozasat az altalunk kijeldlt tertlet minden sejtjének részletes fenotipusos leirasaval. A
szOvetrész kvantitativ cellularis térképe is elérhetévé valik, amelyet kivalaszthatunk,
lekérdezhetink és abrazolhatunk is. Mindez a hagyomanyos mikroszképos értékelés soran
nem lathaté azonnal, QuPath szoftverrel viszont percek alatt elérhet6, anélkil, hogy specialis

hardverre lenne szlkség.

A DP és a QuPath elényeinek, valamint széleskorl alkalmazhatésaganak bizonyitasara
virusos sertésbetegségeket hasznaltam modellként, ahol az endometrium gyulladasos sejtjeit,
valamint nyirokcsomokban IHC-val, tiddékben ISH-val jeldlt fert6zott sejteket vizsgaltam. A
sertés reprodukcios zavarokkal és légzdszervi tinetekkel jar6 szindromajanak virusa (porcine
reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) és a sertés 2-es tipusu circovirusa
(porcine circovirus type 2, PCV-2) egyarant nagy gazdasagi jelent6ségl és vilagszerte
elterjedt korokozok, amelyek kuléndésen az altaluk okozott megbetegedések korfejlédése
tekintetében ma is aktiv kutatas targyat képezik. DP felhasznalasaval a PRRSV-1 altal okozott
reprodukcidés és léguti korkép patolégigjardl és korfejlédésérdl is Ujabb ismereteket
szerezhetlnk, valamint a PCV-2 esetében el6relépést hozhat a mddszer a virushoz kéthetd
szisztémas betegség (PCV-2-SD) diagndzisaban, ahol elengedhetetlen a virusnak az
elvaltozott szévetekben valé megjelenitése és szemikvantitativ szamszerisitése, egy digitalis

modszertan pedig objektivebbé és megismételhetbbé teheti az esetek elbiralasat.

Léguti PRRSV-fert6zéses modelliinkben 20 db, 7 hetes malacot vad, virulens PRRSV-1
torzzsel fertéztek. Mérsékelt foku pozitiv korrelaciot allapitottunk meg az in situ hibridizaciéval

jelolt, virussal fert6zott sejtek aranya és az azonos tudélebenybdl elvégzett, kvantitativ



polimeraz lancreakcioval (quantitative polymerase chain reaction, gPCR) meghatarozott
viruskopiaszam kozott. Kisérleti eredményeink bizonyitjak, hogy az alkalmazott RNAscope
ISH digitalis képanalizissel kombinalva értékes szemikvantitativ adatokat szolgaltathat a tidé

in situ PRRSV-fert6zésére vonatkozdan.

Ezt kdvetben a PRRSV-fertézés szaporodasbiolégiai modelljében vakcinazott és nem
vakcinazott vemhes kocasulddket fertéztek gyenge virulenciaju vagy virulens PRRSV-1-
torzzsel és képelemzd szoftverrel szamszerUsitettem az endometrium lamina propriajanak
gyulladasos sejtes beszlirédését. A gyulladasos sejtszamok és a manualis sulyossagi
kategoriak kozott nagyfoku Osszeflggést allapitottunk meg. Tehat a DIA hatékonyan
alkalmazhaté az endometrium gyulladasanak objektiv értékelésére, igy a szemikvantitativ
manualis pontozas mellett vagy helyett megfelel6 modszer szdvetvizsgalatra hasonlé kutatasi

eljarasokban.

A PCV-2-modell esetében PCV-2-SD-vel érintett allatokbol szarmazo, archivalt
nyirokcsomé FFPE-blokkokbdl (formalin fixed, paraffin embedded, formalinban fixalt
paraffinba agyazott blokkokbdl) ismételt PCV-2 IHC-festést, szemikvantitativ manualis
pontozast, tovabba DIA-mddszerrel sejtszamlalast (fertézott és nem fertézott sejtszam
meghatarozast) végeztunk, valamint a virus genom-kdépiaszamat is meghataroztuk a
blokkokbdél qPCR segitségével. A sejtszamok, a manualis pontozas és a gPCR-eredmények
nagyfoku &sszefliggését allapitottuk meg. Eredményeink igazoljak a digitalis patologiai
mobdszertanunk egyszerli és hatékony alkalmazhatésagat az IHC-jelek objektiv

szamszer(isitésére PCV-2-SD esetekben.
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4. Bevezetés és célkitlizések

A DP-t széles korben hasznaljgk a human orvostudomanyi kutatésokban és szamos
kdzlemény jelent meg az allatorvosi terlleten torténd alkalmazasardl is. Bertram és mtsai
Osszehasonlitottak a WSI-k és a hagyomanyos kérszdvettani metszetek értékelésének
diagnosztikai teljesitményét kutyabdl szarmazd bérdaganatoknal DIA nélkldl. Csak csekély
kuldnbség volt a két modszer kdzott, a kerek sejtes daganatok esetében a digitalis eljarasnak
voltak kisebb korlatai (Bertram et al., 2018). A mitotikus szam nagymeértékben valtozhat kutya
hizésejtes daganatainak (mastocytomainak) egyes terlletei kozott, és a fejlett gépi tanulasi
(deep learning) rendszerek pontosabban és reprodukalhatobban képesek megtalalni a
legnagyobb mitotikus szammal rendelkez régidkat, még akkor is, ha a jelenlegi manualis
osztalyozasi (grading) rendszer a legtébb esetben jél reprodukalhaté a patologusok kdzott
(Bertram et al., 2020). Seung és mtsai kutya eml6daganatainak human epidermalis
novekedeési faktor receptor 2 (human epidermal growth factor receptor 2, hEGFR2) mRNS-
expressziodja és IHC-festédése kozotti 6sszefliggését elemezték és szignifikans 6sszefliggést
talaltak, vizsgalatukban az ISH-jeleket nyilt forraskédu képelemzé szoftverrel
szamszer(sitették. A kutyak spontan tejmirigydaganatai és az emberi emlétumorok bioldgiai
hasonlosagai miatt az ilyen jellegi vizsgalatok a human kutatasok szamara is értékesek
lehetnek (Seung et al., 2020).

2017-es megjelenése 6ta a QuPath szamos, allati széveteket értékeld tanulmanyban volt
DIA-szoftver. Megbizhatéan azonositotta a gliasejt-expanziét, az axonvesztést és a
morfoldgiai elvaltozasokat barna norvég patkanyok degeneralddo latdidegeiben, ami arra utal,
hogy hasznos lehet a terapias hatékonysag becslésében a glaukdéma preklinikai kezelési
kisérleteiben (Mysona et al., 2020). Finney és mtsai automatizalt modszert dolgoztak ki a
reaktiv astrocytas elvaltozasok szamszerisitésére patkanyagy WSI-kben glia fibrillaris savas
protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP) és 3,3-diaminobenzidin (DAB) IHC
felhasznalasaval (Finney et al., 2021). A QuPath arra is képes, hogy szamszerisitse az
agyszovet diffuz karosodasat és minden olyan rendellenességet, amely kiterjedt médon, de
csekély mértékben befolyasolja a fehérjék expresszios szintjét (Morris et al., 2020). Russell és
mtsai a tasman 6rdogok vadon él6 populacidit veszélyeztetd, transzmisszibilis daganatok
(devil facial tumor 1, 2) nyirokcsomo-attétjeinek PD1/PDL1 (programmed cell death protein 1
és programmed death ligand 1) expresszidjat szamszer(sitettek QuPath segitségével. A
digitalis patologia segithet a gyenge immunogenitas molekularis mechanizmusainak
feltérképezésében és jovObeni kezelések potencidlis célmolekulainak azonositasaban

(Russell et al.,, 2023). Segitségével uj, fuggetlen klinikai és kérszdvettani prognosztikai
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faktorokat is megallapitottak kutyak epitheliotrop T-sejtes cutan lymphomainal, a szoftveresen

lemeért atlagos sejtmag- és sejtatmeérd vonatkozasaban (Dettwiler et al., 2023).

Esetlinkben PRRSV-1- és PCV-2-modell felhasznalasaval kivantam a DP lehet&ségeit
feltérképezni. A szbévettani metszetek Pannoramic Midi (3D Histech, Budapest, Magyarorszag)
szovetszkennerrel valo digitalizalasat kovetéen QuPath képelemzd szoftver segitségével

céloztuk meg elvégezni a:

e PRRSV-1 altal malacokban okozott tiddelvaltozasokban az ISH-val jeldlt, virussal
fert6zott sejtek aranyanak meghatarozasat,

o kilénbdzé virulenciaju PRRSV-1-térzsekkel fertézott kocaslildék endometriumaban a
gyulladasos és CD163+ sejtek szamanak megallapitasat,

e valamint PCV-2-vel fert6zott, PCV-2-SD-ben érintett sertések nyirokcsomo

szoveteiben az IHC eljarassal jelolt fert6zott sejtek szamanak meghatarozasat.

Az objektiv sejtaranyok és sejtszamok birtokaban statisztikai elemzésekkel kivantuk

meghatarozni:

o az RNAscope szemikvantitativ modszerként valé hasznalhatésagat,
¢ valamint a PRRS okozta endometritis elbiralasanal és a PCV-2-SD diagnosztikajanal

a digitalis médszernek a manualis eljarasokhoz viszonyitott hatékonysagat.
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5. Irodalmi attekintés

5.1. Digitalis patolégia
5.1.1. Fejl6dése

A DP a hagyomanyos kérszovettani metszetek metszetszkennerek segitségével térténd
digitalizalasat, majd az igy |étrejott, digitalisan tarolt WSI-k szamitégépes monitoron keresztili
vizsgalatat foglalja magaban, DIA hasznalataval vagy anélkil (Bertram és Klopfleisch, 2017).
Leegyszerisitve egyesek ugy értelmezték, mint nem helyhez kotott patoldgiai diagnosztikai
munka (Pallua et al., 2020), és bar ennek a Iényeges feladatnak eleget tesz, annal joval tdbbre
képes. A Digitalis Patologiai Tarsasag (Digital Pathology Association) szerint ,,olyan dinamikus
patolégiai résztudomany, amely digitalizalt metszetekbdl szarmazdé patoldgiai informacidk
eléallitasat, kezelését és értelmezését teszi lehetévé”

(https://digitalpathologyassociation.org/about-digital-pathology) (1. abra).

Szallitas
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Fénymikroszképos

vizsgalat
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Manudlis Digitalis archivalas ; .diglitélis'
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i1
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1. abra: A digitalis és hagyomanyos patolégiai munkafolyamat kdzotti eltérések

A szovettani metszetek szkenneres digitalizalasra kerllnek, majd a Iétrej6tt digitalis teljes
metszetképek (WSI-k) szamitégépes monitoron vizsgalhatdk, akar digitalis képelemzés (DIA)
és mesterséges intelligencia (Al) segitségével, ahogy azt az alsé folyamatabra bemutatja
(forras: Bertram és Klopfleisch, 2017)
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A modern patologia megteremtése Rudolf Virchow nevéhez kétddik, munkassaga nyoman
a patolégusok fénymikroszkop segitségével allitiak fel szévettani diagnézisukat. Ez az
esetenként viszonylag szubjektiv folyamat kifejezetten id6- és munkaigényes. A megbizhato
metszetszkennerek elterjedésével és az informatikai technolégiak utébbi években végbement
nagyon gyors fejlédésével széles kdorben meghonosodott a WSI-k hasznalata, amelyek
egyenértéki, egyes esetekben még jobb optikai felbontassal és vizualis nagyitassal
alkalmazhatok (Bertram és Klopfleisch, 2017; Pallua et al., 2020; Bruce et al., 2024). A digitalis
patolégia kifejezést el6szér 1986-ban Weinstein hasznalta, aki a telepatoldgia jovébeni
kilatasait elemezte és mar akkor el6revetitette, hogy ez a technolégia névelni fogja a

patologusi munka hatékonysagat (Weinstein, 1986).

A tudomanyterulet ténylegesen a fénymikroszképokhoz csatlakoztathatd digitalis
kamerakkal vette kezdetét a korai 90-es években (Zuraw és Aeffner, 2022). A kdvetkezd
mérfoldkdvek a metszetszkennerek kereskedelmi forgalomba keriilése 1999-ben, a digitalis
patologia primer diagnosztikai célra torténé bevezetése, ami a szigorubb human
mintaszabalyozas miatt széleskoriien el6szor allatorvosi diagnosztikai laboratériumokban
valésult meg 2014-ben (IDEXX, Antech), végul 2017 aprilisa amikor a Philips IntelliSite
szkenner megkapta az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyégyszeriigyi Hivatalanak (Food and
Drug Administration, FDA) jévahagyasat (korlatozott felhasznalassal) a klinikai patologia
humandiagnosztikai alkalmazasaira (Zuraw és Aeffner, 2022; Hosseini et al., 2024). Dél-
Koredban, az Egyesiilt Allamokban, az Eurépai Uniéban és Japanban is engedélyeztek és
gyakorlati hasznalatba vettek primer diagnosztikai szolgaltatasra digitalis patologiai
rendszereket, a Semmelweis Egyetem pedig mar tébb mint egy évtizede ilyen
munkafolyamatot hasznal. Egyre tobb kérhazban vezetik be a DP-t, amely ugy tlinik, hogy
idével mindinkabb hattérbe fogja szoritani a hagyomanyos mikroszképiat (Fényad et al., 2012;
Go, 2022). Manapsag a digitalis patoldgia, azon belll egyelére leginkabb a telepatoldgia fontos
szerepet jatszik a modern klinikai gyakorlatban. A WSI-k lehet6séget biztositanak a
mesterséges intelligencia (Al) patoldgiai alkalmazasahoz, amit a human orvostudomanyban
eddig fbleg képalkoté diagnosztikaban, leginkabb a radioldgiaban és kardioldgiaban
hasznaltak (Niazi et al., 2019).

5.1.2. Fogalmak

A korszovettani metszetek szamitogépes monitoron torténd vizsgalatahoz kapcsolodd
technikai és technolégiai folyamat 3 részre oszthaté: a digitalizalasra, a digitalizaciora és a
digitalis transzformaciéra. A digitalizalas a szkennerek segitségével a metszetrél torténd
digitdlis masolat elkészitését jelenti. A digitalizacio a digitalis technolégia napi

munkafolyamatokba vald integralasara utal, ilyen a digitalis patolégia primer diagnosztikai
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célra torténé bevezetése. A digitalis transzformacié pedig azt fejezi ki, hogy a digitalizacio
milyen hatassal van az azt megvaldsité és hasznalé szervezetre vagy egyénekre. Példaul a
diagnosztikai laboratériumokban lehetévé valt a tavmunka, a digitalis leletezés és
nyilvantartas, tovabba az atfutasi id6 és a konzultacio is kénnyebbé és gyorsabba valt (Zuraw
és Aeffner, 2022).

5.1.3. Szamitégépes (computational) patologia

A digitalis patoldégia nem csupan a hagyomanyos mikroszkopia modern valtozata, hanem
a szamitogépes patologia alapja is egyben. A mesterséges intelligencia a WSI-n kivil mas
beteginformaciés forrasokra is hasznalhaté a nagymennyiségli adat Osszesitésere és
elemzésére, amely megkdzelités megvaltoztatja a patoldgiai gyakorlatot (Plass et al., 2023).
A szamitogépes patologia olyan diagnosztikai szemléletet jeldl, amely szamos adatforras
felhasznalasaval bioldgiailag és klinikailag relevans informacidkat hataroz meg, matematikai
modelleket hasznal molekularis, individualis és populacidos szinten is a diagnosztikai
kovetkeztetések és elbrejelzések megallapitasara, és ezt a klinikailag praktikus tudast mutatja
be az ugyfeleknek, lehetévé téve az orvosok, a betegek, a laboratériumi munkaerd és az
egészsegugy minden érdekelt résztvevbje szamara, hogy a lehetd legjobb orvosi dontéseket
tudjak meghozni. Ez a rendszer messze felllmulja az informaciétechnolégiai vagy informatika-
centrikus szemléletet, és a patoldgia alapvetd erényeire épit, azaz a betegségek folyamatainak
megértésére molekularis, egyéni és populacios szinten, valamint a klinikailag hasznosithaté
ismeretek hatékony integralasara és kdzlésére (Louis et al., 2014; Zuraw és Aeffner, 2022;
Hosseini et al., 2024).

5.1.4. Metszetszkennerek

A digitalizalas, amely érintheti a targylemezek teljes vagy a vizsgalo altal kivalasztott
terleteit, metszetszkennerek segitségével valdosul meg. A szkennerek négy f6 dsszetevébdl
allnak: fényforrasbdl, targylemeztartébdl, objektiviencsékbdl és egy nagy felbontasu
kamerabdl (Aeffner et al., 2018). A digitalis kép altalaban a metszet x/y sikja mentén (2
dimenziéban) kerul felvételre vonalak vagy csempék sorozataként, ezek pedig digitalis
Osszeillesztésre kerllnek a WSI készitéséhez (2. abra). A képadatok kinyerése mindkét
modszer esetében azonos, a targylemez egy finom mozgasokra képes motoros allvany vagy
objektiv-szerelvény segitségével az objektiv ala kerll, a képadatok pedig a metszet
athaladasaval gyorsan rogzitésre keriinek (Hamilton et al., 2014; Aeffner et al., 2018; Zuraw
és Aeffner, 2022).
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2. abra: Szkennelési formak

(A) Minden csempe szkennelése a nyilak iranyanak megfeleléen. (B) Minden n-edik csempe
szkennelése. (C) Vonalszkennelés. A pontok fokuszpontokat jeldlnek (forras: Aeffner et al.,
2018)

Egy WSI-hez szamos eltéré felbontasu kép tartozik mivel a csempék és vonalak
kil6nb6z6 felbontasban tarolddnak és képpiramisként kapcsoldédnak 6ssze egy piramis alaku
fajlstruktura részeként. A legkisebb felbontas a piramis csucsan helyezkedik el, lefele haladva
a felbontas ndvekszik (3. abra). A piramis minden sikjat kulonalld képcsempék alkotjak,
amelyek szelektiven betdltheték és megtekintheték (Hamilton et al., 2014; Zuraw és Aeffner,
2022). Ez a kialakitds megkonnyiti a nagy fajlok részleges betoltését. Ez kilonbdzik az
ugynevezett z-stacking-tél, ahol a z-tengely mentén tébbszor lezajlik a szkennelési folyamat a
finom fokusz kialakitdsa végett (haromdimenzids digitalis metszetek). Megfelel§ szoftver
alkalmazasaval igy lehetévé valik a z-sikbeli navigalas, digitalis fokuszhatast hozva létre. Ez
kildndsen elényds citoldgiai mintak digitalis patoldgiai vizsgalatanal (Hamilton et al., 2014;
Bertram és Klopfleisch, 2017; Zuraw és Aeffner, 2022).
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3. dbra: A WS tarolasara szolgalo piramis fajlformatum

Az egyes terlletekhez tartozo kiilonb6zé felbontasu képcsempék szelektiven
megtekintheték. Ez a kialakitas megkdnnyiti a nagy fajlok részleges betoltését (forras:
Hamilton et al., 2014)

A szkennelési folyamat soran elengedhetetlen a pontos fokuszalas, a szkennerek
tobbsége ezt a topografiai eltérések feltérképezésével végzi el, amelyek még egy nagyon
vékony szOvetmetszeten is megjelennek (Montalto et al., 2011). A legtdébb rendszerben
beallithatd a metszetek szkennelésének nagyitasa, amely altalaban 20x vagy 40% nagyitast
jelent. A leggyakoribb 20x szkennelés megfeleléen alkalmazhaté az esetek tdbbségében
(Hamilton et al., 2014; Zuraw és Aeffner, 2022).

A szkennelés eredményességét alapvetéen meghatarozza a targylemezek minésége és
vastagsaga. A metszeten lév6 apré szennyezbdések, a fed6lemez alatti Iégbuborékok, a tul
vastag szovetek vagy azok gylrdédése, a szdvetek tul- vagy alulfestédése rossz minéségi
WSI-t general. Ezeket a hibakat érdemes kikiszObolni még akkor is, ha jelenleg mar
rendelkezésre allnak olyan eszk6zok és algoritmusok, amelyek automatikusan észlelik és
kizarjak a szdvettani mitermékeket vagy digitalisan csdkkentik a festédési valtozékonysagot
(Zuraw és Aeffner, 2022). A mélytanulasi algoritmusok segitségével lehetéveé valt a szévettani
festési eljarasok digitélis generalasa festetlen targylemezeken. Ezek a virtualis festések gyors
és koltséghatékony alternativat nyujtanak a tradicionalis kémiai festésekkel szemben. A
modszer rendkivil igéretesnek tlinik, de bevezetése klinikai kdrnyezetben vald els6dleges

diagnosztikai alkalmazasra még varat magara (Bai et al., 2023).
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5.1.5. Digitalis kepelemzeés (DIA)

A DIA alkalmazasanak elsé kisérletei sejt- és mikroszképos képek elemzésére iranyultak
(Mendelsohn et al., 1965). Tébb mint 50 évvel késébb, a metszetszkennerek elterjedésével a
klinikai és kutatasi érdeklédés nagymértékben feler8sodott a digitalis patolégia és képelemzés
irant (Madabhushi és Lee, 2016).

A DIA célja a szdvettani mintakbdl kinyerhet6 adatok mennyiségének és mindségének
novelése, valamint kvantitativ mérése. A képelemz6 szoftverek segitségével a teljes metszet
(WSI) analitikus adatainak objektiv, automatizalt elemzése valik lehetségessé. Ez lehetbséget
biztosit a fejlédésre a leird értékeléseken alapuld, viszonylag szubjektiv patoldgiai tudomanytol
egy egyre objektivebb és kvantitativabb diszciplina felé. Az automatizalt DIA alapelve
matematikai algoritmusok sorozatanak alkalmazasa. A képek feldolgozasa soran megvalosul
a képelemek érdeklédési koérokbe torténd szegmentalasa szinlk, textarajuk és/vagy
kontextusuk alapjan (Webster és Dunstan, 2014). A szoftveres vizsgalatok objektivebbek és
reprodukalhatobbak, az elemzett adatok robusztusabbak, tovabba lehetséges, hogy a korabbi
modszerekkel vizualisan nem attekinthetd jellemzdk is kiértékelheték. A nyert numerikus
adatok statisztikai modszerekkel egyszeriibben és széleskoriibben elemezhetdk (Zuraw és
Aeffner, 2022).

Az eljarast leginkabb biomarkerek azonositasara és mennyiségi meghatarozasara
hasznaljak, kuldndsen a human onkoldgiaban, de felhasznalasi lehetéségei a patoldgia
teriiletén széleskoriiek (Bankhead és Fernandez, 2018; Acs et al., 2020; Prelaj et al., 2024).
A moddszer a kvantitativ eljarasokbdl a dontéstdmogatéd rendszerek iranyaba is fejlédik, amely
segit a patolégusoknak eseteik elézetes szlirésében és a végsd diagndzis szempontjabdl

relevans régidk azonositasaban (Zuraw és Aeffner, 2022; Wu et al., 2024).

5.1.6. Szoftverek

Napjainkban szamos DIA szoftver érhetd el, a felhasznaloknak lehetéséguk van a leendé
alkalmazasi terlilethez leginkabb illeszkedd és elényds program kivalasztasara. Vannak nyilt
hozzaférésli szoftverek, amelyek altalaban korlatozott lgyféltamogatassal jellemezheték,
komplikaltabb vizsgalatokra pedig gyakran kddolasi készségeket igényelhetnek, de tdbbnyire
rugalmasan fejlesztheték. A kereskedelemi forgalomban kaphatdé programok rendszeres
szoftverfrissitéseket és Ugyfélszolgalatot foglalnak magukban, gyakrabban felhasznal6-

baratabbak, tovabba a fejleszték képzéseket is biztosithatnak (Zuraw és Aeffner, 2022).

5.1.6.1. QuPath
Az utdbbi években szamos nyilt forraskodu képelemzé szoftver valt elérhetévé.

Kiemelkedik kozilik a felhasznaldébarat QuPath alkalmazas, amely széleskor(i hasznalati

18



lehetéségekkel rendelkezik a patologia teriletén. A szoftvert kifejezetten a WSI-k képalkotasi
adatainak elemzésére és feltarasara tervezték, képes a sejteket kuldénb6z6é kategoériakba
(osztalyokba) rendszerezni gépi tanulasi algoritmusok segitségével hematoxilinnel és eozinnal
(H&E) vagy mas modszerekkel festett targylemezek digitalizalt teljes metszetképein
(Bankhead et al., 2017). Lehet6évé teszi Uj digitalis patologiai algoritmusok létrehozasat oly
modon, hogy az barmilyen kutaté vagy patologus szamara azonnal elérheté legyen. A
fejlesztbknek lehetéséglik van sajat kiterjesztések hozzaadasara és meglévé eszkdzok kdzotti
adatcserére (Bankhead et al., 2017).

A QuPath hierarchikus, objektumalapu adatmodellel rendelkezik. Az objektum képen
bellli struktarat vagy régiot jeldl, amelyet interaktiv rajzeszkdézokkel vagy automatizalt
szegmentalasi parancsokkal lehet l1étrehozni és mddositani. Beépitett algoritmusai egyetlen
WSI-n belll tdbb millié sejtet képesek felismerni objektumként, a sejt morfoldgiajanak
kiértékelése és a felhasznalt biomarker expresszidjanak mérése mellett. A szoftver elvégzi a
kulonféle sejttipusok mért jellemzék szerinti osztalyozasat és megadja a szévetminta minden
azonositott sejtienek (objektumanak) fenotipusos leirasat. Mindez, ami a hagyomanyos
patologiai eértékelés soran nem lathatd, azonnal percek alatt elérhetévé valik, anélkil, hogy

specialis hardverre lenne szikség (Bankhead et al., 2017).

A kdzelmultban szamos, a szoftver klinikai applikaciojat el6készitdé tanulmany sziletett. A
program Porter és mtsainak (2023) munkaja alapjan betanithat6 a vastagbélmintak szdvettani
diagnosztikai mintazatainak és MLH1 (DNA mismatch repair protein Mlh1l, MutL protein
homolog 1) expressziés allapotanak nagyon nagy érzékenységgel és specificitassal torténd
azonositasara. Az eljaras mas Kklinikailag relevans immunfestésekre és szdvettani
elvaltozasokra is alkalmazhatd, tovabba automatizalhatd is az dsszes vastagbélszdvet és
daganat MLH1 expressziéjanak vizsgalatara (Porter et al., 2023). Az U-Net és a QuPath
kombinacidjaval létrehozott automatizalt modell névelheti a pontossagat és hatékonysagat a
vegyes tipusu gyomorrak diagnosztikajanak és prognosztikajanak (Ning et al., 2023).
Alkalmazhatésaga a Ki67 (Antigen Kiel 67) proliferacios index medullaris thyroid
carcinomaban torténd mennyiségi meghatarozasara meger6siti a tovabbi kutatas
létjogosultsagat a klinikai gyakorlatban hasznalhato, digitalisan meghatarozott Ki67-index
létrehozasara (Behrman et al., 2023). Szervi szinten alkalmazhatd, szabadon hozzaférhetd
QuPath munkafolyamatokat is publikaltak. A MarrowQuant 2.0 a csontvel§ cellularitdsanak
vizsgalatara alkalmas és klinikai kutatasi eszkozként szolgalhat stroma-komponensek Uuj
biomarkereinek elemzésére, valamint hozzajarulhat a digitalis hematopatoldgiai diagnosztikai
eljarasok validalasahoz (Sarkis et al.,, 2023). A LiverQuant lehetévé teszi a maj WSI-k
adatainak gyorsabb, objektivebb és reprodukalhatobb szamszerisitését mikdzben csdkkenti

a majszovetek tbmeges elemzésének elvégzéséhez szikséges id6t (Hellen és Karpen, 2023).
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5.1.7. Mesterséges intelligencia (Al)

A mesterséges intelligencia gyijt6fogalma tartalmazza azokat a modszereket, amelyek
segitségével a szamitdogép megkodzeliti vagy bizonyos mértékig meghaladja az emberi
intelligenciat. Széles kategoriat képvisel, a dontéshozatali folyamatokat el6segité Osszes
szamitogépes algoritmussal. A gépi tanulas (machine learning, ML) egy olyan tudomanyag a
mesterséges intelligencia keretein belll, amely lehetévé teszi a szamitégépek szamara, hogy
kifejezett programozas nélkul tanuljanak énalléan, és a tapasztalatbdl valé folyamatos tanulas
révén javitsak a teljesitményuiket. A digitalis képelemzésre képes szoftverek is gépi tanulast
hasznalnak. Harom ML tanulasi kategéria létezik: felligyelt, nem felligyelt és megerdsitésen
alapul6. Jelenleg a felugyelt tanulas dominal az Al és ML alkalmazasokban. Ez a tipus azon
az elven alapul, hogy egy modellt a felhasznalé altal meghatarozott képzési adatok
segitségével optimalizalnak. Egyszeribben megfogalmazva a felhasznalé ellenérzi és

modositja a program altal tanulasra hasznalt adatokat (Acs et al., 2020; Turner et al., 2020).

A mélytanulas (deep learning) a ML egy részhalmaza, amely mesterséges neuralis
hal6zatokat hasznal (4. és 5. abra). A mesterséges neuralis haldézatok az emberi agy neuralis
halézatainak és tanulasi képességének modellezésére tervezett szamitdgépes rendszerek. A
mélytanulasi modellek rendelkeznek bemeneti réteggel (képadatok), rejtett rétegekkel és egy
kimeneti réteggel (elérejelzések). Amint az informacié athalad a rendszer rejtett rétegein, a
modell megtanulhatia a bemeneti adatokban |évé Osszetett mintak hierarchikus
reprezentacioit. A mélykonvoluciés neuralis halézatok a mélytanulasi modellek sajatos,
képadatok modellezésére hasznalt tipusai. A modellt nagy mennyiségl betanitasi adatra
optimalizaltak, a rogzitett és tanult mintak alkalmazhatéak a kordbban nem észlelt
megfigyelések valaszainak/jelzéseinek elérejelzésére (Acs et al., 2020; Turner et al., 2020;
Nagy et al., 2023).

20



Egyszeri neurdlis hal6zat Mélytanuld neuralis halézat

N

- =

.\\; Z/)
NSNS/

\\\

. Bemeneti réteg . Rejtett réteg . Kimeneti réteg

4. abra: Mesterséges neuralis haldzatok

Egy egyszerl neuralis halozat legfeljebb 2 réteget tartalmaz a bemeneti és kimeneti rétegek
kozott, ellentétben a mélytanuld neuralis hal6zatokkal melyek segitségével komplex,
nemlinearis kapcsolatok is modellezheték (forras: Turner et al., 2020)

Gépi tanulas

5. abra: A mesterséges intelligencia részhalmazai

A legfejlettebb mélytanulasi rendszerek a gépi tanulas neuralis halézatokat modellezé
csoportjaba tartoznak (forras: Turner et al., 2020)
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Felmerilhet az a téves elképzelés, hogy az MI széleskoérli hasznalata felvaltia a
patolégusokat mivel munkajuk szamitdogépes rendszerekkel elvégezhetévé valik. A kettd
kiegésziti és segiti egymast, az egyuttmikodésik pontosabb és objektivebb eredményekhez
vezethet. Az MI tovabbra is szlik terlleteken képes csak dontéseket hozni, ellenben a
patolégusok tobb tényez6t vesznek figyelembe és azokat hatékonyabban értelmezik és

hangoljak dssze (Niazi et al., 2019).
5.1.8. Alkalmazasi lehetbségek

5.1.8.1. Diagnosztika

A teljesen digitalizalt munkafolyamat jelenleg csak korlatozott szamu laboratérium
szamara elérhetd, 2014-ben els6ként az Antech és az IDEXX laboratériumok digitalizaltak
tellesen a szovettani diagnosztikai szolgaltatasaikat. A WSI-k nemzetkdzi megosztasa
megkonnyiti a szakértbkkel valé gyors konzultaciot és lehetdévé teszi a l1ényegesnek itélt
elvaltozasokrol készitett képek beillesztését a patologiai leletbe, tovabba minimalizalja az
értékes metszetek elvesztésének vagy karosodasanak kockazatat (Zuraw és Aeffner, 2022;
Bruce et al., 2024). A relevans terlletek gyorsabban felismerheték WSI-ken, révidebb vagy
hasonlé a diagndzishoz szikséges id6. Megjegyzések tehetbk és egyszerlibb mérések
végezhetbk, tobb metszet parhuzamos vizsgalata is lehetséges, valamint a pozitiv
jelek/markerek (pl. Ki67 index) gyorsabb szamszer(isitése is megvaldsithaté. Tovabba a WSI-
k archivalasa egyszeribb, nincs sziikség metszettaroléra (Thorstenson et al., 2014; Bertram
és Klopfleisch, 2017).

Patolégus szervezetek (pl. College of American Pathologists, Royal College of
Pathologists) hatarozzak meg a DP klinikai validalasi iranyelveit és optimalis gyakorlatait. Az
Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gydgyszeriigyi Hivatala (FDA) is engedélyezett digitalis
patolégiai rendszereket primer diagnosztikai célra, beleértve a képelemzést és a gépi tanulasi
rendszereket. Tovabba szamos laboratérium validalt és hasznal klinikai gyakorlatban olyan
rendszereket, amelyek nem rendelkeztek FDA engedéllyel. Az intézmények azonban eltérd
kockazati profillal rendelkeznek, és dénthetnek ugy, hogy csak a hatdésagilag engedélyezett

rendszereket validaljak (Hanna és Ardon, 2023).

A Semmelweis Egyetem mar tobb, mint egy évtizede hasznal digitalis patolégiai rendszert,
az ezt validalo kutatdécsoportjuk ajanlasa szerint minden patolégiai osztalynak sajat maganak
kell tesztelnie a kivalasztott rendszert, hogy megbecsiilje a felhasznald elégedettségét és a
diagnosztikai pontossagot. A digitalis metszetek minéségét fontosnak itélték, de a szkennelési
és képmindségi hibak nem veszélyeztetik a beteg biztonsagat, mivel ezek a vizsgalé szamara

észlelheték. Eredményeik alapjan a digitalis koérszévettani diagnézisok nagymértékben
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koherensek lehetnek a fénymikroszképos vizsgalattal, a diagnosztikai pontossag legfontosabb

tényezdje pedig a patoldégus szaktertleten szerzett tapasztalata (Fonyad et al., 2012).

Bar a szamitogépes felszereltség minden jelentésebb diagnosztikai intézményben jelen
van, még nem all rendelkezésre digitalis patolégiai megvalodsithatdésagi tanulmany allatorvosi
tertleten. Citologiai mintak esetében a finomfokusz meghatarozasa tovabbra is kihivast jelent.
A szivet- és targylemez-el6készités magasabb foku szabvanyositasara van szikség a
konstans minéségi, rutin bedllitdsokkal szkennelheté WSI-k létrehozasa érdekében. A
szkennelési id6t minél inkabb le kell roviditeni és az ezt végrehajté munkaerdre is szlikség
van. Az adattarolashoz nagy digitalis tarolokapacitdas és jo informaciotechnologiai
infrastruktura szikséges. A miszaki meghibasodas lehetdségeit és veszélyeit, beleértve a
szkenner- és haldzati problémakat, szamitasba kell venni (Thorstenson et al., 2014; Bertram
és Klopfleisch, 2017).

5.1.8.2. Oktatas

Hagyomanyosan a kérszovettant mikroszkopokkal és Gvegtargylemezekkel tanitjak, ami
helyhez és id6héz koti a hallgatdkat. Digitalis megoldassal a tanuldk barmikor és barhol
elérhetik a metszeteket, a WSI-k szamitégépeken, laptopokon, tableteken és okostelefonokon
is megjelenitheték és vizsgalhatok (Kogan et al., 2014; Bertram és Klopfleisch, 2017; Aeffner
et al., 2018). Egy monitoron keresztll kbnnyebben és gyorsabban lehet navigalni, felfedezni
az elvaltozast, Uj metszetre valtani, megtalalni az optimalis nagyitast. A hozzaadott
megjegyzesek segitenek azonositani a Iényeges elvaltozasokat. A metszetek minden tanulé
szamara azonosak és konstans mindségliek, nem kell Ujakat késziteni esetleges rongalddas
esetén. Egyszer(ibb az interakcio és a kooperacio a hallgatotarsakkal és a tanarral is, tesztek
irasanal a diakok pedig azonnal értesllhetnek az elért eredményukrél (Gatumu et al., 2014;
Bertram és Klopfleisch, 2017). Hazankban a Semmelweis Egyetem és az Allatorvostudomanyi

Egyetem is digitalis metszeteket hasznal a kérszdvettan oktatasahoz (Fényad et al., 2010).

Fontos megemliteni, hogy a finom fokusz hianya a részletes sejtmorfologia elbiralasat
megnehezitheti, nagyobb nagyitasok pedig nem mindig lehetségesek rutin szkennelési
folyamatok esetén. A nem csekély anyagi raforditast igényldé technoldgiai kritériumok
(nagysebességl internet, elegendd tarolasi kapacitas, miszaki tamogatas) maradéktalan
teljesulése esetén is fennall a lehetésége a szoftverhibaknak (Neel et al., 2007; Bertram és
Klopfleisch, 2017).

5.1.8.3. Kutatas
A tudomanyos munkakhoz leginkabb objektiv, reprodukalhaté és szamszerisithet6
adatokat biztosité vizsgalati eljarasok sziikségesek a human tényezék és hibalehetéségek

kikiiszObdlésével. A hagyomanyos patoldgia leird és kvalitativ vagy félkvantitativ tudomanyos
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diszciplina mely esetenként viszonylag szubjektiv. Ezen hianyossagok kikuszobolésére és
javitasara lehet alkalmas a digitalis patoldgia, amelynek kutatasbeli felhasznalasi lehetéségei
sokrétliek és folyamatosan tovabb bévilnek (Webster és Dunstan, 2014; Bertram és
Klopfleisch, 2017). A DIA képes szamszerisiteni azokat a jelenségeket, amelyeket a
patolégus csak kvalitativ allitasok segitségével tud leirni, valamint segitségével uj, klinikailag
relevans, elére meghatarozott hatarértékeket lehet pontosabban meghatarozni. Egyre t6bb
tudomanyos projekt integralia a WSI-ket szdveti microarray (tissue microarray, TMA)
adatbazisokba (a TMA tdbb szaz kilénb6zd esetbél szarmazd kisméretl, reprezentativ
szovetmintakat tartalmazé paraffin blokk, illetve abbdl készilt metszet). Nagyon gyakori
digitalis patologiai kutatasi témakdér a biomarker-tesztelés immunhisztokémiaval,
immunfluoreszcenciaval vagy fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) f6leg az onkolégia
terlletén. A gydgyszerfejlesztés és a toxikologiai patolégia mar évtizedek 6ta hasznélja a
modszert, analdg munkafolyamatait egyre inkabb kiszoritjak a digitalis megoldasok (Pallua et
al., 2020; Szilasi et al., 2020; Turner et al., 2020; Acs et al., 2021: Prelaj et al., 2024).

5.1.9. Megoldando problémak és kovetelmények

A kuloénb6z6é metszetszkennerek a gyarté szabadalmazott fajlformatumaban készitik el a
WSI-ket. Ez megakadalyozhatja a kiiléonb6zé szkennertipusokkal rendelkez6 intézmények
kozotti egylttmikodést és a metszetek digitalis elemzését, ha az adott fajlformatummal nem
kompatibilis a képelemz6 vagy megtekinté szoftver. Jelenleg a legtébb DIA-szoftver mar tébb
kllonb6z6 fajlformatumot is képes kezelni, de mig a digitélis radiolégia a Digital Imaging and
Communications in Medicine (DICOM) szabvanyokon keresztll egységes fajlformatum-
stratégiat fogadott el, a szabvanyositott WSI-formatum a digitalis patoldgiaban tovabbra is
hianyzik (Clunie, 2021).

A DP rutinszerii haszndlatdnak bevezetése jelentés koltségekkel jarhat nemcsak a
nagyteljesitményli szkennerek beszerzése, hanem az informatikai és technoldgiai
infrastruktura kiépitése, valamint a szakemberek képzése miatt is (Madabhushi és Lee 2016;
Zuraw és Aeffner, 2022). Hanna és mtsai létrehoztak egy modellt a rendszer legsikeresebb
megvaldsitasara, amely tobbek k6zott a személyzetet, a helyet, a szkennereket és a tarolast
is szamitasba veszi. A diagnosztikai laboratérium teljesitményétél figgbéen évente akar milliés
nagysagrendl szovettani metszet szkennelésére lehet szikség, ami terabajtnyi (TB) és
petabajtnyi (PB) adat keletkezését jelenti, jelent0s adatkezelési igényeket és terhet
eredményezve. Ez jelentds szerver- és/vagy felhétarolé-kapacitast igényel (Hanna et al., 2019;
Zuraw és Aeffner, 2022).

A mesterséges intelligencian belll leginkabb a leghatékonyabb, mélytanulasi

rendszereket kritizaljak, mivel egyelére nem lehet megmagyarazni, hogyan jutnak el
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dontéseikhez. Ezeket a folyamatokat 6sszefoglalva black box-nak (fekete doboznak) nevezik.
Az ehhez kapcsolddé klinikai és jogi problémakat a jovében orvosolni sziikséges (Niazi et al.,
2019).

Osszességében bar a technoldgia sikeres integraciéjahoz technikai, szabalyozasi és
etikai akadalyokat kell lekizdeni, a DP felel6sségteljes alkalmazasa forradalmasitja a

patolégiai gyakorlatot (Bruce et al., 2024).

5.1.10. 3DHISTECH

Az 1996-ban alapitott 3DHISTECH (Budapest, Magyarorszag) magyatr, kizarolag digitalis
patolégiaval foglalkozé cég, a digitalis patologiai eszk6zoék els6é eurdpai gyartdja, tobb mint
szkennersebességi dij bliszke nyertese a Nemzetkdzi Szkennerversenyeken. A vallalat
elkotelezett a PANNORAMIC® metszetszkennerek, a Track & Sign™ és a CaseManager™
laboratériumi és patologiai Ugyintézési szoftverek, valamint a CaseViewer™ digitalis
mikroszképos és QuantCenter™ képelemz6 szoftvermegoldasok fejlesztése és gyartasa
mellett. Legfébb célitizése a hagyomanyos patolégiai munkafolyamat teljes digitalizalasa,
hogy a tudomanyteriilet az egészséglgy egyre ndvekvd igényeihez alkalmazkodni tudjon

(https:/iwww.3dhistech.com/).
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5.2. A sertés reprodukcios zavarokkal és légzdszervi tunetekkel jard
szindromaja (PRRS)

5.2.1. Koéroktan

A sertések reprodukcios zavarokkal és légzészervi tunetekkel jaré szindromaja (porcine
reproductive and respiratory syndrome, PRRS) a sertések egyik legsulyosabb gazdasagi
kovetkezményekkel jaré fert6zé betegsége (Lunney et al., 2016; Balka et al., 2018).
Eurépaban és Eszak-Amerikaban a PRRSV okozta plusz kéltség sertésenként 6,25-15,25
USD (Zimmerman et al., 2019). A PRRSV-tdrzsek a Nidovirales rendbe és az Arteriviridae
csaladba tartoznak (Gagnon et al., 2021). Ezek kisméretli, burkos, pozitiv iranyultsagu
egyszali RNS genommal rendelkez6 virusok, amelyek két fajhoz tartoznak: PRRSV-1
(Betaarterivirus suid 1, korabban eurdpai genotipus) és PRRSV-2 (Betaarterivirus suid 2,
korabban észak-amerikai genotipus) (Ruedas-Torres et al., 2024). A genom 15 kb hosszusagu
és 10 nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF) tartalmaz. A virust fajok kdzotti és
fajon bellli, nagyfoku genetikai diverzitas és variabilitas jellemzi (Balka et al., 2015; Balka et
al., 2018).

5.2.2. El6fordulas és jarvanytan

A PRRSV hozzavetblegesen egyidében jelent meg Eurépaban (1990-es évek eleje) és
Eszak-Amerikdban (1980-as évek vége), azéta mindkét virusfaj vilagszerte elterjedt és
endemikus szinte minden nagyobb sertéstenyészt® orszagban. A PRRSV-1 Eurdpaban
dominans, a PRRSV-2 pedig Amerikaban és Azsiaban. A sertés és az 6rvos pekari fogékony
a fert6zésre (Balka et al., 2015; Zimmerman et al., 2019, Ruedas-Torres et al., 2024).
Magyarorszag mentesllt a betegség alol a PRRS Nemzeti Mentesitési Terv keretében, ahol
minden PRRSV-vel fert6z6tt nagyizemnek egyedi mentesitési tervet kellett kidolgoznia,

beleértve kulsé és bels6 jarvanyvédelmi intézkedések hasznalatat (Szabd et al., 2023).

A sertések intranasalis, oralis, transplacentaris, vaginalis és parenteralis uton is
fert6z6dhetnek, a virust a nyallal, orrvaladékkal, vizelettel, onddval, tejjel és bélsarral Uritik
(Arruda et al., 2019). Telepi kordlmények kozoétt a fert6z6dés szempontjabdl az emberi
beavatkozasok (mint a ful- és farokvagas, fogcsipés, tetovalas, gydgyszeres kezelések,
oltasok) mellett a fert6zott és fogékony sertések kdzotti agressziv interakciok soran keletkezett
harapasok és egyéb sérulések szerepe is felmerll. Az indirekt atvitel ragalyfogé targyakkal,
esetleg izeltldbu vektorokkal is lehetséges (Zimmerman et al., 2019). A szakirodalom
ellentmond6 eredményei ellenére 6sszességében megallapithatd, hogy lehetséges a PRRSV
levegdn keresztuli atvitele, de ennek valdszinliisége nagy tavolsagokon keresztil viszonylag
kicsi (Arruda et al., 2019). A PRRSV levegdn keresztili terjedési kapacitasat befolyasold

elsddleges tényez6k maga a virustdrzs és a jelenlévd tovabbi kérokozok, de Iényeges az
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aeroszol részecskemérete és a kornyezeti feltételek is (Hu et al., 2023). A PRRSV virémias
kocakbdl transplacentarisan atterjedhet a magzatokba. Képes replikalodni akar 2 hetes
magzatokban is, de mivel leghatékonyabban csak az utolsé trimeszterben képes atjutni a
placentan, a magzati fertézés a vemhesség elsé kétharmadaban kevésbé gyakori. A PRRSV
fiatal allatokban krénikus, perzisztens fert6zést okoz, ez a perzisztencia a virus allomanyon
bellli fennmaradasanak egyik legjelentésebb epidemioldgiai jellemzéje (Harding et al., 2017;

Zimmerman et al., 2019).

5.2.3. Korfejlodés

A CD163 haptoglobin scavenger receptor a PRRSV nélkulézhetetlen sejtbelépési
receptora. A pH-fliggd, receptor altal kdzvetitett endocytosist kdvetéen a virusok elsésorban
sertések differencialt alveolaris macrophagjaiban szaporodnak. A telies CD163 kdédolo gén,
vagy konkrétan a receptorkotdhely (scavenger receptor ciszteinben gazdag domén 5 vagy
SRCRY5) kiiktatasaval a sertések és alveolaris macrophagjaik rezisztenssé valnak a PRRSV
fert6zésekkel szemben (Whitworth et al., 2016; Burkard et al., 2018).

A sialoadhesin (Sn), a szidlsavkoté molekulak siglec csaladjanak tagja, szintén részt vesz
a PRRSV-1 virus bejuttatasaban és kizardlag a differencialt szoveti macrophagok specifikus
alcsoportjain talalhaté meg (Karniychuk et al., 2013). Bar a virus elsédleges célszerve a tidd
és az alveolaris macrophagok, azonositottak intravascularis és interstitialis macrophagokban,
valamint kisebb mértékben replikaldédik dentritikus sejtekben és a legtdbb szervben
perivascularisan megtalalhaté monocyta-eredetli macrophagokban (Zimmerman et al., 2019;
Dénes et al., 2021; Ruedas-Torres et al., 2024).

A PRRSV-fert6zés harom kilonb6z6 szakaszra oszthatd, ezek az: akut fert6zés
szakasza, a perzisztencia szakasza és a virus eliminacidjanak szakasza. Az akut szakaszt a
tido- és nyirokszdvetek primer replikacios helyeire torténé gyors terjedés jellemzi (Lunney et
al., 2016). A perzisztencia a virémia utan kezdédik, sajatossaga a klinikai tiinetek hianya és a
fokozatosan csokken6 PRRSV-replikaciéo és urités. Az eliminacié szakasza a virusurités
megszinésétdl a PRRSV immunrendszer altali eliminalasaig tart (Zimmerman et al., 2019). A
korkép lényeges jelensége a fert6zott sejtek, valamint a virussal nem fert6zott sejtek
apoptozisa, az un. bystander apoptdzis, amely virulensebb térzsekkel valé fert6zés esetén
fokozottabb mértékli. A virus az alveolaris macrophagokban gasdermin D-indukalta
pyroptosist is képes kivaltani. A tidében a bystander apoptézis miatt elpusztult sejtek
nagyrészt macrophagok, kisebb szamban lymphocytak és alveolaris pneumocytak, a
nyirokcsomékban és a thymusban pedig tébbnyire lymphocytak, kisebb szamban
macrophagok. Ez a jelenség a csontvel§ immunsejtieit és progenitor sejtjeit is érinti
(Zimmerman et al., 2019; Wang et al., 2019; He et al., 2022; Ruedas-Torres et al., 2024). Az

27



immunrendszer sejtjeinek karositasan tulmenéen a PRRSV toérzsspecifikus médon médositja
a veleszlletett immunitast, valamint a gyulladasos és immunszabalyozé cytokinek
expressziojat is. A neutralizalé antitestek altalaban a fert6zés utan 3—4 héttel mutathatok ki
alacsony titerben és jellemz6en korlatozott hatékonysaggal tudjak a nem homolog
virustorzseket keresztneutralizalni. A PRRSV-fert6zés hajlamosit masodlagos bakterialis
kérképekre, emellett jelentésen fokozza a PCV-2 replikacidjat is, ami sulyosabb PRRS
tudégyulladashoz és PCV-2-SD-hez vezet (Zimmerman et al., 2019; Wang et al., 2019;
Ruedas-Torres et al., 2024).

Kanadaban végzett reprodukcios fertbzéses vizsgalatok alapjan a PRRSV-2 szisztémas
fert6zés utdan megjelenik az endometriumban, és a CD163+ macrophagokban replikalodik.
Apoptozist indukal szamos sejttipusban, beleértve a macrophagokat, mas gyulladasos
sejteket, a méhnyalkahartya hamsejtjeit és a magzati trophoblastokat. A gyulladassal egyutt
ezek az elvaltozasok hatranyosan befolyasolhatjdk a tdpanyagok magzatokba szallitasat. Az
anya-magzat hatarfellletnek a virusterhelésébél megbizhatéan kévetkeztethetiink a magzati
virusterhelésre. Ennek a hatarfeliletnek az alacsony foku virusterhelése a magzat
thymusanak sulyos foku virusterhelésével egyltt a magzati elhullas megnévekedett
valdszinliségével jar (Ladinig et al., 2015; Harding et al., 2017). Ezen eredmények szerint a
virus atterjedése az anyai szovetekbdl a magzati szévetekbe, a magzati fertézés, a virus
szaporodasa a magzati szovetekben és a virus terjedése a szomszédos magzatokra mind
lényeges elemei lehetnek a PRRS altal okozott reprodukcids korképének. Tovabbi méh-,
méhlepény- és magzati tényezék is felelések lehetnek a betegség kialakulasaért (Ladinig et
al., 2015; Harding et al., 2017). A fert6zés idétartama és a magzati virusterhelés valdszinlileg
a vezet6 faktorok a magzati rezisztencia elérejelzésében (Malgarin et al., 2019). Az anya-
magzat hatarfelileten 1évé6 CD163+ és CD169+ macrophagok szama szignifikdnsan
megemelkedik PRRSV-2-vel fert6z6tt vemhes kocasuldékben. A magzati csecsemoémirigy
virusterhelése pozitiv korrelaciét mutatott az endometriumban talalhaté CD163+ macrophagok
szamaval, ami arra utal, hogy ezek a sejtek fontos szerepet jatszanak a PRRSV-2 altal okozott
szaporodasbioldgiai rendellenességek patogenezisében (Novakovic et al., 2016b). A
macrophagok képesek aktivalni bizonyos immunsejteket, beleértve a természetes dlésejteket
(natural killer cells, NK cells), kélcsénhatasukat az emberi méhben igazoltak. Az Sn+
macrophagok és a CD8+ T-lymphocytak szamanak emelkedését figyelték meg PRRSV-1-gyel
fert6zott kocak anya-magzat hatarfeliletén. Ezen eredmények alapjan az Sn-pozitiv
macrophagok aktivalhatjak az endometrium NK sejtjeit, ami hozzajarulhat a korszovettani

elvaltozasok kialakuldsahoz (Karniychuk et al., 2013).
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5.2.4. Tinetek

A PRRS leggyakoribb tlinetei az étvagytalansag, laz, letargia és léguti tlinetek (Wang et
al., 2019). Kocaknal és kocasuldéknél jellemz&en a szaporodasbioldgiai rendellenességek
dominalnak, medd&ség, vetélések (féleg a harmadik trimeszterben), koraellések, mumifikalt
magzatok és holtellések jelentkeznek, a fertézott de él6 malacok csokkent sullyal és
életképességgel sziletnek. Ritkan a kocakban idegrendszeri tlinetek is kialakulhatnak. A tulélé
kocakra gyakran visszaivarzas és alacsony fogamzasi rata jellemzd. A fejl6dé malacok és a
hizok léguti, ritkan idegrendszeri tineteket mutatnak, a kanoknal a libido hianya mellett a
sperma mindsége is romolhat (Rossow, 1998; Schulze et al., 2013, Zimmerman et al., 2019;
Wang et al., 2019, Ruedas-Torres et al., 2024). Azimmunrendszer karositasa miatt akut PRRS
esetén gyakrabban jelentkeznek endémias megbetegedések is (streptococcusos meningitis,
Glasser-féle betegség, exudativ dermatitis, rlhdsség, paratifusz és bakteridlis
bronchopneumonia). A vords csontvel6 karosodasa pancytopeniat eredményez (Zimmerman
et al., 2019; Wang et al., 2019).

A klinikai megjelenés tehat meglehetésen valtozatos, tlinetmentes fertézés és sulyos
megbetegedés is kialakulhat. Ezt tobbek koz6tt a PRRSV térzs virulenciaja, a gazdaszervezet
immunitasa, kora és genetikaja, valamint a menedzsment és az egyidejii tarsfert6zések
jelenléte befolyasolja (Lunney et al., 2016; Novakovic et al., 2016a; Wang et al., 2019; Ruedas-
Torres et al.,, 2024). 2006-ban a Tavol-Keleten megjelentek nagyon virulens (highly
pathogenic) térzsek, amelyek minden korcsoportban sulyos tlneteket (laz, léguti tlinetek,
cyanosis, hasmenés) és nagyaranyu elhullast okoztak. A kitdrés 6ta Eurdépa szamos
orszagaban észleltek hasonld virulenciaju térzseket (Sinn et al., 2016; Canelli et al., 2017,
Martin-Valls et al., 2022).

5.2.5. Kérbonctan

Makro- és mikroszkdpos elvaltozasok a leginkabb a tidében és a nyirokcsomoékban
észlelheték. A tudében masodlagos bakteriadlis fert6zés nélkil jellemzéen édémaval kisért
valtoz6 sulyossagu és eloszlasu interstitialis pneumonia alakul ki, legsulyosabb formaban
tébbnyire a fiatalabb korcsoportokban jelentkezik. Testszerte a nyirokcsomok tébbszordsikre
duzzadnak, 2 hetesnél fiatalabb malacokban jellegzetesebb elvaltozasok a periocularis,
scrotalis és subcutan O6déma. Virulens torzseknél vérzéseket lathatunk a tiddében,
nyirokcsomoékban, bérben, epicardiumban és vesekéregben (Jubb, Kennedy és Palmer, 2016;

Zimmerman et al., 2019).

A lympho-histiocytas, 2-es tipusu pneumocyta hyperplasiaval kisért szdvetkdzi
tudégyulladas mellett a szabad kromatinaggregatumokkal egyitt észlelt nekrotikus alveolaris

macrophagok jellegzetesek a PRRS-re. Az interstitialis pneumonia legsulyosabb formaja az
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un. proliferativ-elhalasos pneumonia (Szeredi et al., 2008; Jubb, Kennedy és Palmer; 2016;
Ruedas-Torres et al.,, 2024). A nyirokszévetekben a lymphoid sejtek nekrotizalnak és
depletalnak, virulens térzsek esetében szinte teljes thymussorvadas is el6fordulhat. Késdbb
lymphoid hyperplasia alakul ki. Perivascularis lympho-plasmo-histiocytas besziir6dés szamos
szervben megjelenhet, leginkabb az orrnyalkahartyaban, a szivben (myo- és epicardialisan),
a vesékben és az agyvel6ben. Egyéb mikroszkopikus elvaltozasok kézé tartozik az enyhe
vagy sulyos foku, szegmentalis, lympho-histiocytas nekrotizald vasculitis. Olykor enyhe foku
lympho-histiocytas encephalitis is kialakul, ritkdn sulyosabb formaban lympho-histiocytas
necrotizalé vasculitis-szel kisérve (Rossow, 1998; Jubb, Kennedy és Palmer; 2016;
Zimmerman et al., 2019). PRRSV-fert6zés akut vordscsontvelé-elégtelenséget (hypoplasiat)
is okoz, amelyet a myeloid és erythroid prekurzorok hianya/csdkkenése és emelkedett M:E

(myeloid:erythroid) arany jellemez (Wang et al., 2019).

Az anya-magzat hatarfelileten mikroszeparaciok jelentkezhetnek az endometrium
epitheliuma és a placenta trophoblastjai kozott. A PRRSV altal okozott jellegzetes
kérszovettani elvaltozasok a méhben a vasculitis-szel kisért myometritis és endometritis. Az
endometriumban a gyulladasos infiltratum talnyomoérészt lympho-plasmo-histiocytas. Ha
vannak magzati elvaltozasok, azok valtozatosak és nem jellegzetesek (szegmentalis vagy
diffuz koldokzsinor vérzés, kolddkartéria fibrinoid nekrézis és gennyes gyulladas, enyhe foku
interstitialis tidégyulladas, pulmonalis arteritis, lymphocytas myocarditis és encephalitis,
retroperitonealis és mesocolon 6déma) (Jubb, Kennedy és Palmer, 2016; Novakovic et al.,
2016a; Novakovic et al., 2018). A magzati és koldokzsinér-elvaltozasok azonban szoros

Osszefuggést mutatnak a magzat kdrosodasaval (Harding et al., 2017).

5.2.6. Diagnosztika

A PRRSV nem okoz patognomisztikus tuneteket vagy elvaltozasokat, valamint az
egyideji  virusos és/vagy Dbakteridlis tarsfertézések jellemz6en bonyolitigk a
klinikai/kérbonctani képet, igy értelemszerlien a végleges diagnozishoz laboratériumi virus-,
vagy ellenanyag-kimutatas szukséges. A szeroldgia hasznos lehet vakcinazatlan allomanyok
korabbi fert6zésének igazolasara, a tud6 és a mandula FFPE mintain elvégzett IHC pedig
gazdasagos, de kevésbé érzékeny modszernek tekintheté (Jubb, Kennedy és Palmer, 2016;

Zimmerman et al., 2019).

Analitikailag és diagnosztikailag is a nukleinsav-kimutatason alapuldé moddszerek a
legérzékenyebbek. Erzékeny és specifikus eljaras a valés idejii, kvantitativ, reverz
transzkripcids polimeraz lancreakcié (rRT-gPCR), amely a genomkdpiaszam mennyiségi
meghatarozasara is alkalmas. Minden laboratériumi vizsgalathoz gy(jtétt mintan elvégezhetd,

legyen az szérum, vér, szovetek, bronchoalveolaris lavage (BAL), sperma, nyal-, vagy un.
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herélésifolyadék-minta (processing fluid) (Zimmerman et al., 2019; Dénes et al., 2021; Dénes
et al., 2022). A processing fluid a malacok kasztralasa és farokkurtitasa soran gydjtott savos-
véres folyadék (Lopez et al., 2018). A vetélt magzatokban gyakran mar nem lehet izolalni a
kérokozot, de Ladinig és mtsai szignifikdnsan nagyobb virusterhelést észleltek az
endometriumban, valamint a magzati thymusban és szérumban a meconiummal szennyezett,
nem sokkal korabban elhullott magzatok esetében, ami arra utal, hogy ezek a

legalkalmasabbak a rutin diagnosztikara (Ladinig et al., 2014).

Az ISH leginkabb kutatasi korulmények kozott alkalmazhaté modszer. Kulonféle RNS-
alapu ISH-eljarasokat fejlesztettek ki a PRRSV kimutatasara, beleértve fluoreszcens (FISH),
kromogén (CISH) és biotinil-tyramid alapu (TISH) mdédszereket. Az RNAscope, mint RNS-
alapu ISH-mddszer alkalmazasat a PRRSV kimutatasara PRRSV-2-t6rzseknél, és
kutatocsoportunk jovoltabol PRRSV-1-t6rzsek esetében is publikaltak (Cui et al., 2018; Song
et al., 2019; Dénes et al., 2021).

5.3. A sertés 2-es tipusu circovirusa (PCV-2) és a hozza kothetd
szisztémas betegség

5.3.1. Koéroktan

A sertés-circovirusok a Cirlivirales rend Circoviridae csaladjan bellli Circovirus genusba
tartoz6 burok nélkdli, egyszalu cirkularis DNS-t tartalmazo virusok (porcine circovirus 1, 2, 3
és 4). Kozuluk a legelterjedtebb, 2-es tipus (PCV-2) bir a legnagyobb kérokozé képességgel
és gazdasagi szempontbdl is jelentds (Steiner et al., 2008; Zimmerman et al., 2019; Chen et
al., 2023). A cirkovirusok a legkisebb DNS-virusok kézé tartoznak, virionjuk atmérdje 16—18
nm, cirkularis genomjuk ~1,7 kb hosszusagu, és 10 leirt nyitott leolvasasi keretet (ORF)
tartalmaz. A PCV-2-fert6zés legkorabbi, retrospektiv bizonyitékat 1962-re visszamenden
talaltak Németorszagban, a szisztémas betegség legkorabbi retrospektiv esete pedig a 80-as
évek kdzepébdl szarmazik (Jacobsen et al., 2019). A korképet el6szor 1991-ben Kanadaban
itdk le (Clark, 1997). 1995-ben beteg allatok mintdiban cirkovirusnak megfelel
viruspartikulakat észleltek elektromikroszkdppal, a cirkovirusos hattér gyanujat pedig tovabb
erdsitette, hogy a patolégusok jellegzetes citoplazmazarvanyokat észleltek, amelyek madar
cirkovirusos betegségeknél is megjelennek. 1996-ban a PK-15 (porcine kidney 15, sertésvese
15) sejtvonalat kontaminalé sertés cirkovirus antigénjét célzé IHC eljarassal lathatova tették
az elvaltozasokban a kérokozoét, a késdbbi nukleotid-szekvencia elemzések pedig jelentds

eltéréseket tartak fel a sejtvonal eredetli PCV torzsekhez képest. A virusgenom nukleotid-
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szubsztitucios aranya nagyon magas, az RNS-virusokéhoz hasonlé (Segalés és Domingo,
2002; Segalés, 2012; Ellis, 2014; Jubb, Kennedy és Palmer, 2016; Guo et al., 2022; Yu et al.,
2023).

5.3.2. El6fordulas és jarvanytan

A sertés-circovirusok vilagszerte megtalalhatéak, a PCV-2 ubikviter hazi- és
vaddisznokban egyarant. A hazisertéseken és vaddiszndkon kivil borjak, valamint egerek és
patkanyok is fogékonyak a fert6zésre. A virus replikacioja utan képes bizonyos mértékig az
egerek kozotti terjedésre is. A PCV-2 azonositasa sertéstelepi ragcsalokban felveti ezen
allatfajok alternativ gazdaszerepének gyanujat (Lorincz et al., 2010; Halami et al., 2014;
Zimmerman et al., 2019; Chen et al., 2023).

A PCV-2 horizontalis és vertikalis uton is terjed, a kérokozét az allatok elsédlegesen
oronasalis uton veszik fel. Szamos szdvetnedvben és valadékban hosszu ideig izolalhato,
megjelenik tobbek kozott az orrvaladékban, tonsillavaladékban, horgévaladékban,
szemvaladékban, bélsar, nyalban, vizeletben, kolosztrumban, tejoben és onddban is. A virus
atvitelének legaltalanosabb maddja a fogékony és fert6zott allatok kdzotti kdzvetlen érintkezés,
és bar a felsorolt valadékok mind potencialis fert6zési forrast jelentenek, ugy gondoljak, hogy
a spermaban természetesen Uuritett virusmennyiség nem elegendd a kocak és a magzatok
fertbzéséhez. A sertések virémias allatok nyers szdveteinek elfogyasztasaval és
transplacentarisan is fert6z6dhetnek (Rose et al., 2012; Zimmerman et al., 2019). A
sertéstelepek kozotti atvitel modja leginkabb fertdzott allatok vagy fertézott allati termékek

behozatalara korlatozodik (Rose et al., 2012).

5.3.3. Korfejlédés

Meglehetésen hianyosak a PCV-2-fertézés patogenezisére vonatkozé ismeretek. A
monocytak altali virusfelvételhez a virion elektrosztatikusan kapcsolddik a phosphacan, egy
sejtfelszini proteoglikan glikézaminoglikan lancaihoz melyet clathrin-medialt endocytosis
kovet. A virus sejtbejutasanak tovabbi lehetséges magyarazata, hogy az extracellularis
hialuronsavakhoz vagy a chondroitin-szulfat/dermatan-szulfat proteoglikdnokhoz kotédik és
internalizaciét valt ki a hialuronsav receptor endocytosis jelének aktivacidjaval (Ouyang és
Nauwynck, 2023). A virus szamos sejtféleségben képes szaporodni, tdbbek kdzoétt ham- és
endotheleredeti, tovabba lymphoid és myeloid sejtekben is, de elsGdlegesen a sertések
nyirokszéveteit célozza, féleg a monocytakat/macrophagokat és dendritikus sejteket. (Meng,
2013; Steiner et al., 2008; Franzo és Segalés, 2020; Fehér et al., 2023). Mivel a kisméreti

PCV-2 nem kédol sajat DNS-polimerazt, S-fazisban lévé sejteket igényel, igy potencialisan a
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magas mitotikus rataju sejtekben a leghatékonyabb a virus replikaciéja. A nyirokszdvetek
tartalmazzak a legmagasabb koncentraciéban a PCV-2-t, PCV-2-SD esetekben ez a
monocyta-macrophag sejtvonal sejtjeinek citoplazmajaban észlelheté. A virus kimutathato
tovabba a vese és a légutak hamsejtjeiben, endothelsejtekben, lymphocytakban,
enterocytakban, hepatocytakban, Kupffer sejtekben, simaizomsejtekben, valamint a
hasnyalmirigy acinaris és ductalis sejtjeiben. In vitro vizsgalatok alapjan ezek a sejtek
perzisztensen fert6zotté valnak bennik alacsony foku vagy megszint virusreplikacioval
(Meng, 2013; Zimmerman et al., 2019).

A PCV-2-SD elvaltozasai immunszuppresszidt eredményeznek. A nyirokszévetekben a
lymphoid sejtek kiurilése, a macrophagok szamanak ndvekedése, valamint a follicularis
dendritikus sejtek pusztuldsa jellemzd. A virus NK-, T- és B-sejtkiurulést az immunsejtek
kdzvetlen pusztitasaval és egyéb, nem teljesen ismert korfolyamatok segitségével okoz. A
PCV-2 karositja a cytokinreakciot és az immunsejtek aktivacidjat, megzavarva a velesziletett
és adaptivimmunvalasz miikddését. Ezek a valtozasok a PCV-2 strukturalis alkotéi, példaul a
genomialis DNS és a Cap (kapszid) fehérje kozvetitésével alakulnak ki. Ugy gondoljak, hogy
a neutralizald ellenanyagok és a cellularis immunvalasz egyarant fontos szerepet jatszik a
gazdaszervezet PCV-2 elleni védekezésében. A szamos, hatékony, kereskedelmi
forgalomban kaphaté vakcina mellett a PCV-2-t6rzsek Ujonnan megjelent variansa (PCV-2d)
tovabbra is vilagszerte okoz gazdasagi karokat vakcinazott allomanyokban is (Meng, 2013;
Zimmerman et al., 2019; Fehér et al., 2023; Sagrera et al., 2024).

Kisérletes fert6zéses vizsgalatok nyoman bebizonyosodott, hogy a PCV-2-SD egy
multifaktoralis sertésbetegség, amely esetében a PCV-2-fert6zés szikséges, de nem
elégséges kivalto tényezd (Segalés, 2012). Nem fert6zd rizikofaktorok kdzé tartoznak az allat
ivara, a szarmazasi alom, a szlletési suly, a valasztasi suly és testtémeg-gyarapodas, az adott
telepre jellemzd jarvanyvédelmi tényez6k, a korai valasztas, valamint suld6- és
kocavakcinazasok (PRRSV, Escherichia coli, orbanc és sertésparvovirus elleniek). A PCV-2-
SD (postweaning multisystemic wasting syndrome, PMWS) kivaltdjanak tekintheté potencialis
fert6z6 agensek a sertésparvovirus (PPV), a PRRSV és/vagy a Mycoplasma hyopneumoniae
(Grau-Roma et al., 2011).

5.3.4. Tinetek

A legismertebb PCV-2 altal okozott kérkép a virushoz kéthetd szisztémas betegség (PCV-
2 systemic disease, PCV-2-SD), kordbbi nevén a sertések valasztas utani sorvadasa (PMWS).
A PCV-2-h6z kapcsolddd egyéb koérképek a sertés dermatitis €s nephropathia szindromaja
(porcine dermatitis and nephropathy syndrome, PDNS), reprodukcios zavarok (PCV-2 okozta
reprodukcids zavar, PCV-2-RD), léguti betegségek (PCV-2 okozta tidébetegség, PCV-2-LD)
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és emeésztészervi megbetegedés (PCV-2 okozta emésztOszervi betegség, PCV-2-ED)
(Segalés, 2012; Zimmerman et al., 2019). Ezeket Eurépaban &sszefoglald néven
sertéscircovirus-betegségeknek (porcine circovirus diseases, PCVD), Eszak-Amerikdban
sertéscircovirus-asszocialt betegségeknek (porcine circovirus-associated diseases, PCVAD)
nevezik. A modern sertéstartasban a PCV2-SD-nek és a szubklinikai fert6zésnek van a
legnagyobb gazdasagi jelent6sége (Segalés, 2012; Zimmerman et al., 2019; Sagrera et al.,
2024).

A legtdébb PCV-2-fertézés szubklinikai, Klinikai tinetek megjelenése nélkil az atlagos
testtdmeg-gyarapodas csokkenésével jar. A ferté6zott sertések valtozatos hanyadaban alakul
ki PCV-2-SD, jellemzben 2—4 hoénapos korukban. A morbiditas az érintett gazdasagokban
altalaban 4-30% (legsulyosabb esetekben 50-60%), a mortalitds 4-20% (Segalés, 2012). A
PCV-2-SD klinikai tinetei lehetnek a lesovanyodas, anaemia, 1égzési nehézség, khogés, 1az,
hasmenés, idegrendszeri tlinetek, icterus és hirtelen elhullas is. A korai stadiumokban a
periférias nyirokcsomok duzzanata gyakran észlelhetd (Segalés, 2012; Jubb, Kennedy és
Palmer, 2016; Zimmerman et al., 2019). A tobbi PCVD-kérkép az érintett, karosodott
szervrendszereknek megfeleld tinetekkel jar, mint pl. a légzési zavar, nehézlégzés,
hasmenés, vetélés, halvaellés, magzati mumifikacié, valamint PDNS esetében jellegzetes a
sotétvords papulak és foltok megjelenése leginkabb a hatuls6 végtagok és a perinealis régio
bérén (Segalés, 2012).

5.3.5. Kérbonctan

Szubklinikai fertézésnél nincs lathaté elvaltozas, vagy csak a nyirokszdvetekben
észlelhetd enyhe foku lymphocyta depletio és granulomatosus gyulladas. A PCV-2-SD Kkorai
stadiumaiban nyirokcsomoéduzzanat, kés6i stadiumaiban sorvadt vagy normalis nagysagu
nyirokcsomok észlelhetdék. Gyakori elvaltozas a thymus atrophiaja (Zimmerman et al., 2019).
A PCV-2-SD soran a nyirokszdvetek mérsékelt-sulyos foku kilrulését lathatjuk
oriassejtképzddéssel kisért granulomatosus beszir6déssel, és ezzel egyidében az elvaltozast
mutato tertleteken nagy mennyiségben kimutathato a virusantigén, vagy -genom. Jellegzetes
elvaltozas a histiocytdkban és dentritikus sejtekben medgfigyelhet6 intracitoplazmatikus,
botryoid jellegl viruszarvanyok. Tovabbi elvaltozasok lehetnek az interstitialis, esetenként a
2-es tipusu pneumocytak proliferacidjaval jaré6 pneumonia, a valtozé sulyossagu
hepatosis/hepatitis, a myocarditis, a mononuclearis interstitialis nephritis €s a granulomatosus
enteritis. Lympho-histiocytds gyulladasos gocok szamos szdvetben lathatok. Vasculitis és
lymphangitis is rendszeresen megjelené elvaltozas, vasculitis olykor az agyvel6ben is
észlelhetd (Segalés, 2012; Resendes és Segalés 2015; Jubb, Kennedy és Palmer, 2016;

Zimmerman et al., 2019).
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PCV-2 okozta tuddbetegség (PCV-2-LD) esetén granulomatosus bronchointerstitialis
pneumonia mellett kdzepes-nagy mennyiségben mutathaté ki virus a tidében és negativ
eredmény vagy kis virusmennyiség varhaté a lymphoid szévetekben. A PCV-2 okozta
emeésztdszervi betegségnél (PCV-2-ED) granulomatosus enteritis mellett lymphoid depletio
észlelhetd a Peyer-plakkokban, mas nyirokszovet érintettsége nélkil. Immunhisztokémiaval/in
situ hibridizaciéval kbzepes-nagy mennyiségben mutathato ki virus a bélnyalkahartyaban és a
Peyer-plakkokban, egyaltalan nem vagy kis mennyiségben egyéb nyirokszévetekben. PCV-2
okozta reprodukcidés betegségnél (PCV-2-RD) magzati myocarditis és kovetkezményes
0démas elvaltozasok, majbeli vérpangas és enyhe foku pneumonia mellett kézepes-nagy
mennyiségben mutathaté ki virus a magzati myocardiumban. A sertés dermatitis és
nephropathia szindromajanal (PDNS) lll-as tipusu (immunkomplex-medialt) tulérzékenyseégi
reakcio kdvetkeztében kialakuld, szisztémas, elhalasos vasculitis, valamint glomerulonephritis
miatt a bér alatti kotészdvetben és a vesekéregben vérzéseket latunk, tovabba a
nyirokszervekben enyhe-mérsékelt foku lymphoid depletio jelentkezhet, bennik nem vagy alig

kimutathat6 virussal (Segalés, 2012; Zimmerman et al., 2019).

5.3.6. Diagnosztika

A PCV-2-SD diagnézisahoz 3 feltételnek kell teljestilnie: (i) jelen kell lennitdk a klinikai
tineteknek és (ii) a jellegzetes korszovettani elvaltozasoknak, valamint (iii) ezen
elvaltozasokon beliil a kérokozo relativ mennyiségi meghatarozasa sziikséges IHC-val vagy
ISH-val térténd in situ megjelenitést kdvetéen (6. abra). A virus tébb sejttipus mellett leginkabb
a monocyta/macrophag vonal sejtjeiben, pontosabban a nyirokszdvetek gyulladasos
histiocytainak és oriassejtjeinek citoplazmajaban lathaté (Segalés, 2012; Zimmerman et al.,
2019; Segalés és Sibila 2022).

A PCV-2 ubikviter jellege miatt PCR és szeroldgiai eljarasok sem alkalmasak egyedi PCV-
2-SD diagnosztikara. A PCV-2-antigén és/vagy -nukleinsav mennyisége és a PCV-2-SD
korszOvettani elvaltozasainak sulyossaga kozott szoros Osszefuggést figyeltek meg
(Zimmerman et al., 2019; Segalés és Sibila 2022). Szamos tanulmany valds ideji kvantitativ
PCR (gPCR) kiszdbértékeket javasolt a szérumban a PCV-2-SD kérhatarozasara, de ezen
eljarasok eredményei jelentds mértékben fliggenek a vizsgalatot végz6 laboratériumtdl és az
alkalmazott technikatdl (Brunborg et al., 2004; Olvera et al., 2004; Harding et al., 2008; Harding
et al., 2009; Segalés és Sibila 2022). A qPCR-vizsgalatok soran kapott érzékenységi és/vagy
specificitasi értékek nem tudjak helyettesiteni a koérszévettani vizsgalatot és a PCV-2

szovetekben vald kimutatasat (Segalés, 2012; Segalés és Sibila, 2022).
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6. abra: PCV-2-SD okozta jellegzetes kérszovettani elvaltozasok sertés nyirokcsomoban

Lymphoid depletio és granulomatosus besz(ir6dés intracitoplazmatikus botryoid
viruszarvanyokkal (fekete nyilak). H&E festés. A jobb oldalon hasonlé szévet PCV-2 IHC
eljaras utan lathatd sététbarnan fest6d6é nagy mennyiségi virus jelenlétével (20x; bar = 50
Hm)

(Dr. Joaquim Segalés magangyljteményébdl szarmazo mintak)

5. Anyagok és Médszerek

6.1. Allat-etikai jovahagyas

A teljes léguti PRRSV-fert6zéses kisérletet a hatalyos magyar allatjoléti el6irasok szerint
végeztuk, a BA02/2000-43/2017 etikai engedélyszammal.

Az eredeti szaporodasbiolégiai PRRSV-fertézéses allatkisérletet az Intézményi Etikai és
Allatjoléti Bizottsag (Bécsi Allatorvostudomanyi Egyetem, Ausztria), tovabba az osztrak
nemzeti hatésag felllvizsgalta és jovahagyta az Allatkisérletekrél szél6 torvény,
Tierversuchsgesetz 2012-TVG 2012 26. §§ szerint (csatlakozasi szam: GZ 68.205/0142-
WF/V/3b/2016).

6.2. Léguti PRRSV-fertbzéses kisérlet €s mintavétel

A 25 db hét hetes sertésbél 20-at intranasalisan beoltottak 2,5 ml sejttenyészet
felliluszojaval, amely 10° TCIDso virust tartalmazott az er6sen patogén osztrak AUT15-33
PRRSV-1-izolatumbdl, mas néven ACRO-t6rzsbél (Sinn et al., 2016). Ot sertés negativ
kontrollként szolgalt. A kisérletben hasznalt dsszes allat humanus elaltatasra kertlt a 14.
fert6zést kovetd napon (days post infection, DPI) 9 hetes korukban. A boncolas soran a
kivalasztott szervekbdl, beleértve minden tliddélebenyt, mintavétel tortént, és azok 10%-0s
semleges pufferolt formaldehid-oldatban (neutral buffered formalin, NBF) fixalodtak késébbi
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korszovettani vizsgalathoz és RNAscope in situ hibridizaciohoz. Parhuzamosan tudélebeny-
mintakat kildtek a Bécsi Allatorvosi Egyetemre a PRRSV RNS-ének mennyiségi

meghatarozasara.

6.3. Szaporodasbioldgiai PRRSV fertézéses kisérlet és mintavalasztas

Az altalunk hasznalt vizsgalati anyag méhnyalkahartya-szovetek formalinnal fixalt és
paraffinba agyazott (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) blokkjaibdl allt, amelyeket egy
korabbi fert6zéses kisérletbdl nyertiink. Ebben a vizsgalatban a jeldlt nem vett részt. Ennek
soran 24 vemhes kocaslildét fertéztek alacsony virulenciaju (720789, Stas et al., 2022), ill. egy
er6sen patogén (AUT15-33) PRRSV-1-térzzsel, amely megegyezett a malacokban
légzbszervi fertbézésre hasznalt torzzsel, és amelyet tobb korabbi kisérleti fert6zéses
vizsgalatban is hasznaltak (Kreutzmann et al., 2021; Duerlinger et al., 2022). A részletes
kisérleti elrendezést Kreutzmann és mtsai publikaltak (Kreutzmann et al., 2022). Osszegezve:
az allatok fele (n = 12) kétszer kapott attenualt élévirusos vakcinat (Reprocyc PRRS® EU,
Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Németorszag) a termékenyités
elétt, majd a vemhesség 53. napjan a gyartod protokollja szerint. A kocasuldék véletlenszeriien
hat csoportba keriltek: nem vakcinazottak és nem fert6zottek, vakcinazottak és nem
fert6zottek, nem vakcinazottak és alacsony virulenciaju térzzsel fertézoéttek, vakcinazottak és
alacsony virulencigju torzzsel fert6zottek, nem vakcinazottak és magas virulencigju torzzsel
fert6zottek, valamint vakcinazottak és a magas virulencigju torzzsel fert6zottek (4
koca/csoport). A csoportok neve no_vacc/no_chall, vacc/no_chall, no_vacc/chall_L,
vacc/chall_L, no_vacc/chall_H és vacc/chall_H volt. Az eredeti kisérleti elrendezés arra
torekedett, hogy elkerilje a keresztfert6zést és az eredmények kiértékelését befolyasold,
torzitd tényezoket. Négy vakcinazott és négy nem vakcinazott kocasilildét 3 x 10° TCIDso
AUT15-33 virussal (H) vagy 720789 virussal (L) oltottak be, 6sszesen 4 ml térfogatban. 2 ml-
t intramuscularisan, 2 x 1 mil-t intranasalisan kaptak a vemhesség 84. napjan. Az

egyszerlsitett kisérleti elrendezés a 7. abran lathato.
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12, 2x vakcinazott

12 nem
siild6 (Reprocyc .
vakcinazott
PRRS® EU) ] siilds

Termékenyités

3. vakcinazas a vemhesség
53. napjan

Nincs fertdzés | R “

12 vakcindzott és 12 nem vakcinazott siildg

AUT15-33 (H) beoltas
a Vemhesseg 84.
napjan

720789 (L) beoltés a

\/ vemhesség 84, napjan

- S
4\ v e s 4 nem vakcinazott siildé 4 nem vakunazott siildé magas
nem fertézott silds alacsony virulencidju torzzsel virulenciju torzzsel fertézve
fertbzve
4 vakcinazott, nem 4 vakcinazott stildd 4 vakcindzott siildé magas
fert6zott stildd alacsony virulenciju virulenciaju térzzsel fertézve

torzzsel fertézve

7. abra. abra: A kisérleti csoportok egyszerUsitett kialakitasa és felosztasa a
szaporodasbioldgiai PRRSV modellinkben

A negativ kontrollcsoport Dulbecco MEM tapfolyadékkal oltottak be. 21 + 2 DPI-nél az
allatok humanus modon elaltatasra kertltek. Iv. ketamint (Narketan® 100 mg/ml, Vetoquinol
Osterreich GmbH, Bécs, Ausztria; 10 mg/testtdomeg-kg) és azaperont (Stresnil® 40 mg/ml,
Elanco GmbH, Cuxhaven, Németorszag; 1,5 mg/testtémeg-kg) kaptak a T61® (embutramid,
mebezdénium-jodid és tetrakain-hidroklorid; Intervet GesmbH, Bécs, Ausztria; 1 ml/10 kg
testtdmeg) intracardialis injekcioja elétt. Ladinig és mtsai protokollja alapjan minden magzat
egyedi elbiralasra és boncolasra kerult (Ladinig et al., 2014). Vizsgalatunkhoz a boncolas
soran gyUjtétt méhnyalkahartya mintédkat hasznaltuk fel melyek az egyes magzatokhoz tartozé

placentaciés tertletekbél szarmaztak.

Kivalasztottunk minden H&E-festett méhnyalkahartya metszetet, amelynek manualisan
meghatarozott endometritis pontszama legalabb 1 (n = 131) volt. 50 targylemez szarmazott

nem vakcinazott és alacsony virulenciaju térzzsel (no_vacc/chall_L) fertézott kocastlddkbél,
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45 targylemez nem vakcinazott, er6sen patogén torzzsel fert6zéttekbél (no_vacc/chall_H), 21
targylemez ersen patogén toérzzsel (vacc/chall_H) fert6zoétt nem vakcinazott kocasuldékbél,
15 pedig alacsony virulenciaju térzzsel fert6zott, vakcinazott esetekbél (vacc/chall_L). A
manualis pontozassal végzett statisztikai szamitasokhoz tovabbi 10 metszetet hasznaltunk,
amelyek az endometritisre és vasculitisre is 0 pontszamot kaptak. Ezek a metszetek nem
fert6zott és fert6zott kocasulddkbél egyarant szarmaztak, de gyulladasos elvaltozas bennlik

nem volt észlelheté.

6.4. PCV-2-SD-esetek

Osszesen 53 sertés 54 nyirokcsomomintajat értékeltik ki, mindegyikiik az Universitat
Autdnoma de Barcelona (Spanyolorszag) archivalt gyljteményébdl szarmazott. A formalinnal
fixalt és paraffinba agyazott szévetblokkok altalaban egynél tobb nyirokcsomoét és mas,
vizsgalatunkban nem értékelt szervrészletet tartalmaztak. A vizsgalatunk elétt elvégzett PCV-
2 IHC és egyéb diagnosztikai vizsgalatok eredményeit, az allatok életkorat, valamint a klinikai
anamneézist és a nyirokcsomok korszovettani elvaltozasait az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Az allatok életkora, a klinikai anamnézis, a szévettani elvaltozasok, az IHC

eredmények és a PCV-2-SD esetek egyéb vizsgalati leletei. Ezek az adatok sajat
tanulmanyunk elétt Spanyolorszagban kerlltek dsszegydijtésre

Eset PCV-2 [HC Kor (hetek vagy Kortorténet Szovettan Egyéb
id6szak)
Eset 1 ++ Battéria/Hizlalda | - Mérsékelt lymphoid | PRRSV

depletio és sulyos | IHC: P
histiocytas infiltracio

Eset 2 ++ Battéria/Hizlalda | - Enyhe lymphoid | PRRSV
depletio IHC: N

Eset 3 +++ 18 Novekedésben Lymphoid  depletio, | PRRSV

visszamaradas mérsékelt histiocytas | IHC: N

infiltracio és
centrofollicularis
nekrézis

Eset 4 +++ 15 - Sulyos lymphoid | PRRSV

depletio, mérsékelt | IHC: N
histiocytas infiltracio

és
intracitoplazmatikus
zarvanyok
Eset 5 +++ Battéria/Hizlalda | - Elhalasos PRRSV
lymphadenitis IHC: N
Eset 6 +++ Battéria/Hizlalda | Novekedésben Granulomatosus- PRRSV
visszamaradas elhalasos IHC: P
lymphadenitis,

lymphoid depletio és
intracitoplazmatikus

zarvanyok
Eset7 Negativ Battéria/Hizlalda | - - PRRSV
IHC: N
Eset 8 ++ 12 - Enyhe lymphoid | PRRSV
depletio IHC: P
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Eset 9 Negativ 6—7 - Enyhe n/a
centrofollicularis
lymphoid depletio
Eset 10 | Negativ Battéria/Hizlalda | Névekedésben - PRRSV
visszamaradas IHC: P, SIV
IHC: N
Eset 11 Negativ Battéria/Hizlalda | - - n/a
Eset 12 | Negativ Battéria/Hizlalda | Névekedésben - PRRSV és
visszamaradas SIVIHC: N
Eset 13 | Negativ 12 Elsorvadas - PRRSV
szindroma IHC: N
Eset 14 | +++ 18 Novekedésben Lymphoid depletio és | PRRSV
visszamaradas mérsékelt histiocytas | IHC: N
infiltracio
Eset15 | + 6 Elsorvadas Enyhe lymphoid | PRRSV
szindréma depletio IHC: P
Eset 16 | +++ 18 Novekedésben Lymphoid depletio és | PRRSV
visszamaradas mérsékelt histiocytas | IHC: N
infiltracio
Eset17 | + 4 Anorexia, Enyhe lymphoid | -
cachexia, depletio
bérelvaltozasok,
laz
Eset 18 | Negativ Battéria/Hizlalda | Elsorvadas - PRRSV és
szindréma SIVIHC: N
Eset19 | + 4 - Enyhe lymphoid | PRRSV és
depletio és enyhe | SIVIHC: N
histiocytas infiltracié
Eset 20 | Negativ 4 - Reaktiv hyperplasia PRRSV és
SIVIHC: N
Eset 21 | Negativ 67 - - -
Eset 22 | Negativ Battéria/Hizlalda | - Enyhe -
centrofollicularis
lymphoid depletio
Eset23 | + 14 - Mérsékelt -
granulomatosus-
elhalasos
lymphadenitis
Eset 24 | Negativ Battéria/Hizlalda | Névekedésben - PRRSV és
visszamaradas SIvV RT-
PCR: N
Eset 25 | Negativ Battéria/Hizlalda | Névekedésben Enyhe -
visszamaradas, centrofollicularis
fekélyek, a farm | lymphoid depletio
PRRS negativ
Eset 26 | Negativ Battéria/Hizlalda | Névekedésben - PRRSV és
visszamaradas SIvV RT-
PCR: N
Eset 27 | Negativ 14 Cachexia, Enyhe PRRSV
hasmenés, centrofollicularis IHC: N
dyspnoe, 90- | lymphoid depletio és
100% mortalitds | histiocytas infiltracio
Eset28 | ++ Battéria/Hizlalda | - Mérsékelt lymphoid | PRRSV
depletio, IHC: P, SIV
granulomatosus IHC: N
lymphadenitis és
intracitoplazmatikus
zarvanyok
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Eset29 | + Battéria/Hizlalda | - Enyhe lymphoid | -
depletio
Eset30 | + Battéria/Hizlalda | - Enyhe lymphoid | PRRSV
depletio IHC: N
Eset31 | + Battéria/Hizlalda | Bronchointerstitia | Mérsékelt lymphoid | PRRSV és
lis depletio és | SIVIHC: N
pneumonia, histiocytas infiltracio
gyomorfekélyek
Eset32 | ++ Battéria/Hizlalda | Elsorvadas Lymphoid  depletio, | PRRSV
szindréma histiocytas infiltracié | IHC: N
és multifokalis
elhalasos
lymphadenitis
Eset33 | + 14 - Mérsékelt lymphoid | PRRSV
depletio és | IHC: N
histiocytds infiltracio
Eset34 | + 7 - Enyhe lymphoid | PRRSV
depletio és fibrinoid | IHC: N
depletio
Eset35 | +++ 11 Elsorvadas Sulyos lymphoid | -
szindréma depletio és
histiocytds infiltracio
Eset36 | + 10 - Enyhe -
centrofollicularis
lymphoid depletio
Eset37 | ++ 42 - Mérsékelt diffaz | -
lymphoid depletio és
enyhe histiocytas
infiltracio
Eset38 | + 10 - Mérsékelt diffaz | -
lymphoid depletio és
enyhe histiocytas
infiltracio
Eset39 | + 15 - Enyhe-mérsékelt PRRSV
lymphoid depletio IHC: N
Eset40 | +++ 6—7 - Mérsékelt lymphoid | -
depletio és enyhe
histiocytas infiltracio
Eset41 | +++ Battéria/Hizlalda | - Sulyos lymphoid | -
depletio, histiocytas
infiltracio,
centrofollicularis
nekrézis és
intracitoplazmatikus
zarvanyok
Eset42 | ++ 12 - Mérsékelt lymphoid | -
depletio és
histiocytas infiltracio
Eset43 | + Battéria/Hizlalda | N6vekedésben Mérsékelt lymphoid | PRRSV és
visszamaradas depletio és | SIV RT-
histiocytas infiltracio PCR: N
Eset44 | ++ 14 - Mérsékelt lymphoid | PRRSV
depletio és mérsékelt | IHC: N
histiocytas infiltracio
Eset45 | ++ Battéria/Hizlalda | - Mérsékelt lymphoid | PRRSV
depletio és | IHC: P
histiocytas infiltracié
Eset46 | +++ 15 - Sulyos lymphoid | PRRSV
depletio és mérsékelt | IHC: N

histiocytas infiltracié
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Eset47 | +++ 11 Elsorvadas Mérsékelt lymphoid | -

szindroma depletio és
histiocytds infiltracio
Eset48 | +++ Battéria/Hizlalda | - Mérsékelt lymphoid | -

depletio és enyhe
histiocytds infiltracio

Eset49 | +++ 4 - Mérsékelt lymphoid | PRRSV és
depletio, mérsékelt | SIV IHC: N
histiocytas infiltracio

és
intracitoplazmatikus
zarvanyok

Eset50 | ++ 12 - Mérsékelt lymphoid | PRRSV

depletio és mérsékelt | IHC: P
histiocytds infiltracio

Eset51 | ++ - Vélasztas Ota | Mérsékelt lymphoid | -
léguti tunetek depletio és
histiocytds infiltracio
Eset52 | +++ Battéria/Hizlalda | - Multifokalis elhalasos | -
lymphadenitis
Eset53 | ++ 12 - Mérsékelt lymphoid | PRRSV

depletio és mérsékelt | IHC: P
histiocytas infiltracié

N = negativ, P = pozitiv, SIV = sertés influenza virus

6.5. Korszovettani mintafeldolgozas és rutin festés

A szervekbdl vett, koérszovettani vizsgaltra szant szervmintdkat 24 odraig
szobah6mérsékleten, 10% NBF-oldatban régzitettik, ezutan kivagtuk, majd etanol és xilol
higitdsi sorozattal automatikus szdvetfeldolgozoban dehidrataltuk. A  dehidratalt
szdvetmintakat paraffinba agyaztuk, és 4 um vékony metszeteket vagtunk beldlik, utana
Superfrost+ adhéziés targylemezekre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
rogzitettik. A festetlen metszeteket deparaffinaltuk és xilolban, illetve alkoholban rehidrataltuk.

A rutin H&E festést egy automata festémuiszer végezte.

6.6. Manualis pontozas

6.6.1. Léguti PRRSV-fert6zéses modell

A léguti elvaltozasok sulyossagat és eloszlasat a korabbi vizsgalataink soran kidolgozott
modszer szerint egy vizsgald biralta el (Balka et al., 2013). Az értékelt elvaltozasok a
kovetkez6k voltak: (1) pneumocyta-hypertrophia és -hyperplasia, (2) septalis mononuclearis
infiltracio, (3) intraalveolaris nekrotikus tormelék, (4) intraalveolarisan gyulladasos sejtek
felhalmozddasa és (5) perivascularisan gyulladasos sejtek felhalmozédasa. A 1ézidkat mind a
hét tud6lebenyben értékeltik sulyossag (0-3) és eloszlas (0-3) alapjan, majd ezeket
osszeadtuk, hogy megkapjuk az egyes lebenyekre és a teljes tidére vonatkozo pontszamot

(a maximalis pontszam 30 egy lebenyre, és 210 az egész tiid6re).
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6.6.2. Szaporodasbiolégiai PRRSV fert6zéses modell

A méhnyalkahartya-gyulladasat Novakovic és mtsainak médszere szerint a jelolt és egy
masik vizsgald pontozta, akik nem ismerték az allatok csoportjait, az endometritis (0—-4) és a
vasculitis (0-3) sulyossagara 6sszpontositva (Novakovic et al., 2016a). Endometritis esetén a
modszer 200x-0s nagyitassal hatarozza meg a gyulladasos sejtekkel beszlrt terllet
szazalékos aranyat és az elvaltozasok eloszlasat. A 0. fokozat esetén gyulladasos sejtek
elszértan voltak megfigyelheték, az 1. fokozatban a gyulladasos sejtek a targylemez kevesebb,
mint 10%-aban voltak jelen multifokalisan, a 2. fokozatban az endometrium 10-25%-an
multifokalis-6sszefolyo jelleggel, a 3. fokozatban az endometrium 25-50%-an, diffuzan, a 4.
fokozatban pedig tobb, mint 50%-ban diffuzan voltak jelen gyulladasos sejtek. Vasculitis
esetén harom, 200x-0s nagyitasu latbmezét valasztottunk ki véletlenszerlien, majd benntk
harom véreret 400%x-0s nagyitassal értékeltiink az érfal gyulladasos sejtes beszilrédése
és/vagy degeneracios foka alapjan. Az 1. fokozatban gyulladasos sejtek jelentek meg az
érfalban, a 2. fokozatban a gyulladasos sejtek mellett az érfal elfajulasa (vakuolizacié és
simaizom-karosodas) vagy elhalasa volt megfigyelhetd, a 3. fokozatban pedig egyidejlileg
voltak jelen a korabban emlitett elvaltozasok. Egyetlen vasculitis sulyossagi pontszamot

kaptunk a kilenc vizsgalt ér pontszamainak atlagolasaval.

6.6.3. PCV-2-SD-vizsgalat

A nyirokcsomokban |év6 sejtek PCV-2-fert6zottségének mértékét egy spanyol
kutatécsoport (Rosell et al., 1999) altal hasznalt modszertdl kissé eltéré immunhisztokémiai
eljarasunk alkalmazasa utan biraltuk el. Erre a reakcidhoz szikséges egyes anyagok
beszerzési nehézségei miatt volt szlikség, azonban sajat eljarasunk tapasztalataink alapjan
megfeleléen alkalmazhaté. A jelolt antigének mennyiségét szemikvantitativ médon (—/negativ,
+/enyhe, ++/mérsékelt, +++/sulyos) két vizsgald pontozta egymastdl figgetlenll az el6zetes
eredmények ismerete nélkil, Rosell és mtsainak (1999) mddszere szerint. Ha az antigén
ritkan, fokalisan vagy multifokdlisan volt jelen a sejtek kis hanyadaban, mennyiségét +
pontozassal értékeltuk. A ++ pontszam esetén a pozitiv jel nagyobb szamu sejtben vagy
sejtcsoportban volt megfigyelhetd, nagyobb 6sszefiggé antigénmentes terlletekkel. A +++
pontszamnal a nyirokcsomoészovet jelentds részében multifokalis vagy multifokalis-6sszefolyod

pozitivitas volt megfigyelheté.

6.7. In situ hibridizacio

A virusspecifikus RNAscope prébat (katalogusszam: 519 571) az AUT15-33-t6rzs
szekvencidja alapjan terveztuk (nyilvantartasi szam: MT000052.1), amely a virusgenom ORF7
régiojat célozta meg. Pozitiv kontrollként a mindenutt jelen 1évd, széles kdrben expresszalddd

housekeeping gén peptidil-prolil-izomeraz-B (Sus scrofa-PPIB, kat. sz. 428591) mRNS-ét
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céloztuk, mig negativ kontrollként a bakteridlis dihidropikolinat-reduktaz (DapB, kat. sz.
310043.) mRNS-ét célzd probakat hasznaltuk. Az ISH-eljarast az allatok tlidejének bal
cranialis lebenyének pars caudalis teriletébdl (bal kézéps6 lebeny) végeztik. Ezt a lebenyt
azért valasztottuk ki, hogy kikiiszébéljik a kulonbdzé elvaltozasok eloszlasabdl adodo
lehetséges zavaré hatasokat (az ellilsé és k6zépsé lebenyek mindig sulyosabb elvaltozasokat

mutattak, mint a hatulso lebenyek). A hibridizaciot a gyarto protokollja szerint végeztik.

Az endogén peroxidaz aktivitas blokkolasa utan a lemezeket az el6zéleg elkészitett 1x
Target Retrieval oldatban 15 percig forraltuk, ezt kévetéen kétszer mostuk desztillalt vizzel,
majd 96%-o0s etanolban. A mintakat szobahémérsékleten, levegdn szaritottuk. RNAscope®
Protease Plus oldatot adtunk hozzajuk, és a lemezeket hibridizaciés kamraban (HybEZ™
Oven, Advanced Cell Diagnostics, Newark, CA, USA) 30 percig 40 °C-on inkubaltuk. A
kovetkezé Iépésben minden mintahoz 200 pl megfeleld hibridizaciés probat adtunk. A mintakat
hibridizacios termosztatban (HybEZ™ Oven) 2 éran at 40 °C-on inkubaltuk. Az inkubacios id6é
utan a targylemezeket kétszer mostuk az el6zéleg elkészitett 1x mosépuffer oldatban 2 percig,
szobahdmérsékleten. A felesleges folyadék leitatasa utan az amplifikaciés reagenseket (Amp-
1-6) egymas utan adtuk a mintakhoz. Ezt kévetéen a metszeteket korilbeliil 120 ul Fast RED-
B és Fast RED-A oldatok 1:60 aranyu keverékével kezeltik, és 10 percig inkubaltuk a
hibridizacios kamraban szobah&meérsékleten. Desztillalt vizzel torténd mosas utan a
targylemezeket Gill No. 2 hematoxilin oldatba (Merck, Darmstadt, Németorszag) helyeztiik 2
percre. Ezt kovette kétszeri desztillalt vizes mosas, a mintak 0,02%-os ammaoniaoldatba
helyezése 10 masodpercre, majd ismételt desztillalt vizes mosas, végul 60 °C-on 15-25 perces
szaritas. Szaradas utan a targylemezeket xilolba meritettiik, EcoMount oldatot cseppentettiink

rajuk, majd fed6lemezekkel lefedtik.

6.8. Immunhisztokémia

6.8.1. CD163 IHC

A 131 gyulladasos elvaltozast mutaté, méhbdl szarmazé FFPE-blokk kdzul
véletlenszerlien kivalasztottunk 35-6t a CD163 IHC-jeldlésre. Nyuleredetl polyclonalis
antitesteket (ab87099, Abcam, Cambridge, MA, USA) hasznaltunk a CD163 glikoprotein elleni
elsddleges antitestként. A metszeteket xilolban deparaffinaltuk és etanolos higitasi sorozatban
rehidrataltuk. A 15 perces endogénperoxid-gatlast (97 ml desztillalt viz + 3 ml Hx0y)
foszfatpufferelt séoldattal (phosphate buffered saline, PBS) végzett oblités kdvette. Az
antigénfeltarast citrat pufferben (pH 6,0) végeztik mikrohullamu siatében (800 Watt-on 5
percig, majd 180 Watt-on 10 percig), majd a metszeteket PBS-sel atdblitettlik. A lemezeket
2%-0s sertésalbuminban (Albumin sertésszérumbdl, Sigma Aldrich) 1 6ran at nedves

kamraban inkubaltuk, majd oblités nélkil hozzaadtuk az els6dleges antitestet és 1:500
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higitasban nedves kamraban 30 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. A targylemezeket
PBS-ben oblitettiik a masodlagos antitest 20 perces inkubalasa elétt és utan (Dako, EnVision
Flex HRP, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A festést DAB Chromogen-nel (Dako
Envision Flex DAB + Chromogen 1 csepp + 1 ml Envision Flex szubsztrat puffer) 3—4 percig
végeztik, majd a metszeteket PBS-ben oblitettiik. A targylemezeket hematoxilinnel festettik
GILL Il szerint 30 masodpercig, a kékitést PBS-ben végeztik. Etanolban és xilolban torténé
dehidratalas utan a targylemezeket fedélemezekkel lefedtiik. A negativ kontrollmintakat primer
antitest hozzaadasa nélkiil festettiik meg, mig a pozitiv kontroll az egyik magzat nyirokcsomoéja

volt.

6.8.2. PCV-2 |IHC

A retrospektiven gy(jtott FFPE-blokkokon a vizsgalat részeként uj IHC festést végeztiink
a VP2 kapszidfehérjére. A metszeteket xilolban deparaffinaltuk, és etanolsorozatban
rehidrataltuk. PBS-sel végzett dblitést 0,1%-0s pronaz enzimes kezelés kdvette 10 percig
(CustomBiotech, Roche, Basel, Svajc), majd egy ujabb PBS-&blités. A fehérjeblokkolast 5%-
0s szarvasmarha-szérumalbuminban (bovine serum albumin, BSA) (VWR, Avantor, Radnor,
PA, USA) végeztik 1 6ran keresztil, majd oblités nélkil hozzaadtuk az elsédleges antitestet
(36A9 egér monoclonalis antitest, Ingenasa, Madrid, Spanyolorszag) és inkubaltuk 1:500
higitasban és 4°C-on nedves kamraban egy éjszakan at. A targylemezeket PBS-ben dblitettlik
a masodlagos antitest 20 perces inkubalasa el6tt és utan (Dako, EnVision Flex HRP, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). A festést DAB Chromogennel (Dako Envision Flex DAB
+ Chromogen 1 csepp + 1 ml Envision Flex szubsztrat puffer) 3—4 percig végeztik, majd a
metszeteket PBS-ben 6blitettik. A targylemezeket hematoxilinnel festettuk GILL Il szerint 30
masodpercig, a kékitést PBS-ben végeztik. Etanolban és xilolban térténd dehidratalast
koévetden a targylemezeket BioMount DPX médiummal (BioGnost, Zagreb, Horvatorszag) és
fed6lemezekkel fedtik le. A negativ széveti kontroll mintakat primer antitest hozzaadasa nélkal
festettik meg, mig a pozitiv kontroll egy ismerten fert6zétt, PCR-pozitiv nyirokcsomdminta volt

sajat gyUjteményunkbdl.
6.9. Digitalizalas és digitalis képelemzés

25 RNAscope médszerrel kezelt sertés tidémetszetet, 54 PCV-2 IHC mddszerrel festett
nyirokcsomoét is tartalmazé targylemezt, tovabba 141 H&E festett és 35 CD163 IHC eljarassal
jelolt méhnyalkahartya-metszetet szkenneltiink be Pannoramic Midi szévetszkennerrel 20x-o0s

objektivet hasznalva (3D Histech, Budapest, Magyarorszag).
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6.9.1. Léguti PRRSV fert6zéses modell

A tidé WSI-ket QuPath (0.1.2-es verzid) szoftverrel (qupath.github.io) elemeztik
(Bankhead et al., 2017). A PRRSV-pozitiv sejtek aranyat a metszetekre reprezentativnak
tekintett egységekben hataroztuk meg. Minden targylemezen 2,37 mm? nagysagu
annotaciokat (kijeldléseket) készitettiink, ami megfelel a hagyomanyos fénymikroszkép 10 db
Osszefiiggd 400%-o0s nagyitasu latéterének (Donovan et al., 2021). Az ,analyze” majd ,cell
detection” ful ,positive cell detection” parancsat hasznaltuk (8. abra). Ezt kdvetden lekértlik az
eredményeket a ,show detection measurements” paranccsal a ,measure” fllon belil. Az
Osszes észlelt sejt mennyisége mellett a pozitiv sejtek szamat és szazalékos aranyat is

megadta a szoftver.
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8. dbra: A fert6zott sejtek digitalis mennyiségi meghatarozasa QuPath szoftverrel.

Az RNAscope ISH-val jeldlt, PRRSV-1 fert6z6tt sejtek a QuPath szoftver positive cell
detection parancsaval szamszer(sithetdk

6.9.2. Szaporodasbioldgiai PRRSV fertézéses modell

Az endometrium WSI-ket szintén a QuPath (0.2.3.-as verzid) szoftverrel elemeztiik tovabb
(Bankhead et al., 2017). A hematoxilin és DAB-festési becslések finomitdsahoz minden
targylemezen az ,estimate stain vectors” parancsot alkalmaztuk. Ez esetben is 2,37 mm?-es
annotaciokat készitettink a H&E-festett targylemezek endometriumanak lamina proprigjaban
(Donovan et al., 2021). A manualis médszerrel ellentétben a vasculitist nem értékeltik kilon,

gyulladasos sejtjeit a kivalasztott propriaterilettel egyltt szamszer(sitettik. Az egészséges
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anyai méhnyalkahartya sejtszegény, szinte sejtmentes propriarétege még rutinszerd, H&E-
festett targylemezek esetén is nagymértékben segitette a sejtszam meghatarozasat. Az
alapértelmezett ,cell detection” parancsot valasztottuk az ,analyze” filén belil azzal a
kilénbséggel, hogy a kért pixelméret 1 um volt. Ezt kdvetden felligyelt gépi tanulasi médszert
alkalmaztunk a ,random trees classifier” metédussal a ,train object classifier” parancson és
,Classify, object classification” filoén beliil. Osszesen 15 kiilénbdzd osztalyozét (classifier-t)
képeztink ki, mindegyiket 1 mm2-es, kiilonb6zd szinarnyalati és minéségl targylemez-
terlleteken. Erre a valtozatos metszetminfség és festédés miatt volt sziikség. Az 6sszes
mérési paramétert (41 morfoldgiai jellemzdt) minden sejtre kiszamitottuk, és bemenetként
hasznaltuk az osztalyozashoz. Mindegyikhez 6t osztalyt allitottunk be: ,immune cells”, ,stromal
cells”, ,vessels”, ,glands” és ,artefact” (9. abra). Az ,artefact” osztaly hasznalatara azért volt
szukség, mert a sejtészlelési parancs tobb olyan nem cellularis strukturat is azonositott,
amelyek megzavarhattak volna a sejtek végsé szamszer(isitését, annak ellenére, hogy a

nagyobb ilyen képleteket a kijelolésnél prabaltuk elkerilni.

A CD163 IHC-vel jelolt targylemezek esetében a modszer azonos volt a ,cell detection”
parancsig. Ezt kovetéen az ,object classification” fuléon belll hat ,single measurement
classifier’-t hoztunk létre. EI6 elénézet mellett a kdvetkezé mérési paramétereket hasznaltuk:
object filter: cells; channel filter: DAB; measurement: cell DAB OD std dev; threshold: 0,14,
0,16, 0,20, 0,22, 0,25 és 0,26; above treshold: pozitive; below treshold: negative.

Minden egyes WSI-nél kiértékeltik és dsszehasonlitottuk a kulénb6zé osztalyozokat, és
kivalasztottak a legpontosabbat (10. és 11. &bra). A lementett, ,show annotation

measurements” paranccsal lekért adatokat ezutan kulén Excel munkafajlba (.xIsx) exportaltuk.
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9. abra: A gyulladasos sejtek szamszer(sitése QuPath szoftverrel.

A random trees classifier osztalyozok betanitdsahoz manualisan kialakitott osztalyokba
soroltuk az észlelt sejteket 1 mm?2-es teriileteken
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10. abra: A gyulladasos sejtek szamszerUsitése QuPath szoftverrel.

A ,cell detection” parancs 2,37 mm?-es teriileten torténé hasznalata utan az egyik korabban
létrehozott ,random trees classifier” osztalyozot alkalmaztuk. Ha az osztalyozasi eredmények
nem voltak kielégitéek, az adott WSI alapjan ujat képeztiink ki
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11. abra: CD163+ macrophagok szamszerisitése QuPath szoftverrel.

A CD163 IHC esetében a ,single measurement classifier’-t alkalmaztuk, amelyet a
legmegbizhatobb mddszernek értékeltiink a pozitiv macrophagok azonositasara. a) DAB-
jeldlt sététbarna macrophagok. b) A digitalis osztalyozas utan a pozitiv sejtek élénkpirosak

6.9.3. PCV-2-SD

Egy eset kivételével, amely két paraffinblokkot tartalmazott, esetenként egy metszetet,
O0sszesen 54 immunhisztokémiailag jelolt WSI-t vizsgaltunk. Ezeket a SlideMaster szoftver
segitségével (3D Histech) WS DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine)
formatumba konvertaltuk és QuPath (0.4.4-es verzid) szoftverrel (qupath.github.io) elemeztik
ki. A PCV-2-pozitiv és -negativ (fertézott és nem fertzott) sejtek mennyiségét tébbnyire teljes
nyirokcsomoé-terileteken hataroztuk meg. A két nyirokcsomét tartalmazé metszet egyik
nyirokcsomoéjat kizartuk az elemzésbdl nem specifikus festédés miatt, egy masik eset egy kis
részét pedig egy nagyobb mitermék miatt (12. abra). A nyirokcsomékat a ,wand” és a ,brush”
eszkozokkel jeloltik ki minden WSI-n, majd az ,anayze, cell detection” fll ,positive cell
detection” parancsat alkalmaztuk (13. dbra). Az dsszes azonositott sejt (fertézott/pozitiv és
nem fert6zott/negativ) mennyisége mellett a pozitiv sejtek szazalékos aranyat is megadta a
szoftver. A kivalasztott egyes nyirokcsomo-teriletek eredményeinek Osszegzéséhez az
»=annotations, objects” fulon belll a ,merge selected” parancsot kellett alkalmazni, amikor

szukséges volt. Ezeket az eredményeket kilon Excel (.xIsx) munkalapra exportaltuk.
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12. abra: Mdédszertani hibak.

a) A fuggdleges nyil az elemzett képfajlban olyan hianyokat mutat, amelyeket kis
méretik miatt nem tartottunk Iényegesnek. b) A vizszintes nyil nem specifikus IHC
festédést mutat. Ez az eset két nyirokcsomét tartalmazott, ez a darab nem kerult
digitalis képelemzésre

13. abra: QuPath digitalis képelemzés PCV-2-SD-vel érintett sertés nyirokcsomon.

a) A PCV-2-IHC-vel jeldlt fert6zott sejtek sotétbarna, intenziv, citoplazmatikus festédést
mutatnak.
b) A fert6zott sejteket pirossal jeldli és kvantifikalja a szoftver

6.10. gPCR

6.10.1. Léguti PRRSV-fert6zéses modell

A tlidészovetmintakat (50 mg) TissuelLyser Il készllékben (Qiagen GmbH, Hilden,
Németorszag) 3 percig homogenizaltuk. A kupakkal lezart cséveket alaposan vortexeltik és
centrifugaltuk a fazis-szétvalasztashoz. Ezutan a felliluszébdl 200 ul-t gydijtottink dssze,
amelybdl a virusnukleinsav-kivonast QlAcube nukleinsavizolalé automataval, QIAmp cador
Pathogen Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) segitségével végeztik el, a gyarté
protokollja szerint. Az elualt RNS-bdl 2 pl-t hasznaltunk az ORF7-specifikus RT-gPCR-hez a
Luna Onestep RT-gPCR Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) segitségével (forward:
TCAACTGTGCCAGTTGCTGG, reverse: TGRGGCTTCTCAGGCTTTTC és 5Fam -
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CCCAGCGYCRRCARCCTAG'G mint Tambe-3). A primer szekvenciakat Egli és mtsainak
koézleményébdl adaptaltuk, hogy illeszkedjen a PRRSV-1 AUT15-33 térzs szekvenciajahoz
(Egli et al., 2001). A genomekvivalensek (GE) abszolut mennyiségi meghatarozasat a 4872 nt
klénozott AUT15-33 cDNS sorozathigitasu SP6 transzkriptumabdl szamitottuk ki. Az Acll-vel
linearizalt pLS69 plazmidbdl szarmazd SP6 polimeraz segitségével allitottuk el6 az atiratokat.
A templat DNS-t DNaz I-gyel (NEB) kezeltik, és az RNS-t RNeasy Kit (Qiagen) segitségével
tisztitottuk. Az RNS koncentraciét Quantus fluorométerrel és RNS-specifikus fluoreszcens
festékkel (Promega GmbH, Walldorf, Németorszag) hataroztuk meg. A genommolekulak

szamat a http://scienceprimer.com/copy-number-calculator-for-realtime-pcr altal biztositott

algoritmus segitségével szamitottuk ki. Ennek a készitménynek a szamitott GE-jét
folyadékcsepp-PCR-rel (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) tovabb igazoltuk. A gqPCR-t Applied Biosystem 7300 készllékkel (Applied Biosystems,

Thermo Fisher Scientific) végeztik.

6.10.2. Szaporodasbiolégiai PRRSV fert6zéses modell

A reprodukcids modell esetén a PRRSV genom kimutatasara és mennyiségi
meghatarozasara szolgalé RT-qPCR vizsgalatot magzati szérumon és csecsemémirigyen,
valamint endometrium és placenta szoveteken végezték Kreutzmann és mtsainak leirasa
szerint (Kreutzmann et al., 2022). Roéviden, szbvet- és szervmetszeteket (50 mg)
homogenizaltak 600 ul Qiazolban (Qiagen) egy TisueLyser Il készulékben (Qiagen) 3 percig.
Gyors centrifugalas utan 300 pl kloroformot adtak hozza, és az elegyet alaposan vortexelték.
Ezt kdvetben a csdveket 13 000 x g-vel centrifugaltak 5 percig. A vizes fazis 200 pl-ébdl a
virusnukleinsav-kivonast a cador Pathogen Mini Kit segitségével végezték el, QlAcube
készllékben (Qiagen) a gyarté protokollja szerint. Az ORF7-specifikus RT-gPCR-t a Luna
Onestep RT PCR Kit (New England Biolabs) segitségével végezték. A primer szekvenciakat
Egli és mtsainak kdzleményébdl adaptaltdk, hogy illeszkedjen a PRRSV-1 AUT15-33 és
720789 torzsek szekvenciajahoz (Plana et al., 1992; Egli et al., 2001). Nukleinsav-kivonasi
kontrollként a sertés (3-aktin mMRNS mennyiségét qPCR-rel hataroztak meg minden mintaban
Toussaint és mtsai szerint (Toussaint et al.,, 2007). A genomekvivalensek (GE) abszolut
mennyiségét egy pGEM-T (Promega GmbH) plazmid (pLS69) klénozott AUT15-33 cDNS
13261-3-végl SP6-transzkriptumainak sorozathigitdsabdl allapitottak meg (Plana et al.,
1992). A RT-gPCR-t Applied Biosystem 7300 készulékben (Applied Biosystems, Thermo

Fisher Scientific) végezték.
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6.10.3. PCV-2-SD modell

Az FFPE-szb6vetmintakbdl az AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen) segitségével a gyarté
utasitasait kdvetve kinyertliik a DNS-t. A blokkokrdl eltavolitottuk a felsé, oxidalt réteget, majd
blokkonként két darab 10 um vastag részletet vagtunk rotaciés mikrotommal (Leica, Deer Park,
TX, USA). Roviden: a részleteket steril gyljtécsdvekbe helyeztik, és azonnal vortexeltik 6ket
1 ml xilolban 15 masodpercig, majd centrifugaltuk (2 perc, 12 000 rpm). Ovatosan pipettaztuk
le a felUluszot az lledék megzavarasa nélkil, majd hozzaadtunk 1 ml abszolut etanolt a
maradék xilol eltavolitasara. Vortexelés és ismételt centrifugalas utan pipettaval eltavolitottuk
a fellluszét. A pelleteket tartalmazd gyljtécséveket kinyitva, 37 °C-ra elémelegitett
termosztatba helyeztik és 10 percig inkubaltuk, vagy amig az etanolos szag mar nem volt
érezhetd. Ezutan 150 ul proteinaz K puffert és 10 yL proteinaz K oldatot adtunk a mintakhoz.
15 masodperces vortexelés utan 56 °C-on 15 percig inkubaltuk 6ket. A hatékony kicsapas
fokozasa érdekében a mintakat 3 percre jégre helyeztik, majd 15 percig 16 000 fordulat/perc
sebességgel centrifugaltuk. Ettél kezdve a teljes DNS-kivonasi protokollt a gyarté utasitasai
szerint végeztik. Centrifugalas utan évatosan pipettaztuk le a feliluszét, athelyeztik egy Uj
steril gy(ijtécsébe, és 60 percig 56 °C-on, majd 120 percig 90 °C-on inkubaltuk. Ezt kévet6en
a DNS-tisztitast szilika-membran alapu oszlopon (MinElute) végeztik. Az FFPE-mintakbdl
kivont nukleinsavat mindig 40 pl eltciés pufferben (EB) (Qiagen, Hilden, Németorszag)
szuszpendaltuk. Ezt kdvetéen a mintakat vagy azonnal qPCR elemzésnek vetettik ala, vagy

—80 °C-on taroltuk a tovabbi vizsgalatokig.

A paraffin blokkokbdl kivont nukleinsavmintakban a PCV2 jelenlétének kimutatasat
kvantitativ real-time PCR (qPCR) mddszerrel végeztik. A gPCR vizsgalatokat Q gqPCR
(Quantabio, Beverly, MA, USA) készlléken futtattuk, PerfeCTa MultiPlex gPCR SuperMix
(Quantabio) hasznélataval. A reakciokhoz ORF2-specifikus primereket (forward: 5’-
GCAGGGCCAGAATTCAACC-3, reverse: 5'-GGCGGTGGACATGATGAGA -3’) és a PCV2a,
valamit a PCV2b és PCV2d genotipusok kimutatasara alkalmas prébakat hasznaltunk (PCV2a
proba: FAM-5-GGGGACCAACAAAATCTCTATACCCTTT-3-BHQ, PCV2b/d préba: HEX-5'-
CTCAAACCCCCGCTCTGTGCCC-3-BHQ) (Opriessnig et al., 2010). A reakciok soran a
hémérsékleti profil a kdvetkezé volt: egyszeri 50 °C -on tartas 2 percig, majd 95 °C -on tartas
3 percig, ezt kdvetéen 40 cikluson keresztul 95 °C -on tartas 15 masodpercig, majd 59 °C -on
tartas 60 masodpercig. A 37-nél nagyobb Ct (Cycle threshold, kiiszobérték) értékl mintakat
negativnak tekintettik. A PCV2-genom kodpiaszamanak mennyiségi meghatarozasat a PCV2

dr. Csagola Attila bocsatott rendelkezésunkre (Brunborg et al., 2004).
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6.11. Statisztikai elemzések

6.11.1. Léguti PRRSV fert6zéses modell

Az RNAscope ISH altal azonositott fert6zott sejtek aranya és (1) a gPCR-rel ugyanabban
a tudélebenyben kimutatott PRRS virusgenom kopiaszamanak log10 értéke, (2) ugyanazon
tudélebeny szoévettani sulyossagi pontszama és (3) a teljes tid6 szdvettani sulyossagi
pontszama kozotti Osszefliggest logit linket tartalmazd béta regressziés modellekkel
értékeltuk. A szamitasokat az R (v4.0.3-as verzid) programmal (R Foundation for Statistical
Computing, Bécs, Ausztria) végeztik, a modellillesztéshez a betareg csomagot hasznaltuk. A

becslést statisztikailag szignifikansnak tekintettlik, ha p < 0,05.

6.11.2. Szaporodasbiolégiai PRRSV fert6zéses modell

A reprodukcios modell statisztikai kiértékeléséhez is az R programot (4.1.1-es verzio)
hasznaltuk (R Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria). A két vizsgalé manualis
pontozasanak egyezését Fleiss-kappa segitségével hasonlitottuk 6ssze. Holm-korrekcids
Kruskal-Wallis-teszttel (alfa = 0,05) 6sszevetettik a gyulladasos sejtszam (6sszes és CD163+
sejtek) eloszlasat a csoportok és az 1-es szamu vizsgaldé manudlis endometritis pontozasi
fokozatai kdz6tt, valamint a log10 transzformalt gPCR-eredmények eloszlasat is a korabban
emlitett fokozatok kdzott. Ezt a modszert a nem kielégité normalitasi viszonyok miatt
valasztottuk. Az endometritis, a vasculitis pontszamok és a digitdlisan szamszer(sitett
gyulladasos sejtszam kozotti Osszefuggést Kendall-korrelacidval vizsgaltuk. Az Osszes
gyulladasos sejtszam és az 1-es szamu vizsgaldé manualis endometritis-pontozasa kozotti
0sszhangot Fleiss-kappa segitségével szamitottuk ki. Az 6t endometritis-intervallum kozotti
sejtszam-kuszobértékeket (0—4) 1000 szimulacidval szamitottuk ki, az adatok véletlenszeriien
kivalasztott 2/3-at figyelembe véve, a fennmaradd 1/3-on pedig validaltuk az eredményeket.
Demonstracios célra kilonbdzd savszélességl gorbéket készitettlink, ahol az x tengely a
sejtszamot, az y tengely pedig az 1-es vizsgalé endometritis pontszamanak aranyat mutatja a
telies sejtszam (x = savszélesség) tartomanyaban. Pearson-korrelaciés koefficienst
alkalmaztunk a gyulladasos sejtszam és a magzat sulya, valamint a gyulladasos sejtszam és
a RT-gPCR-rel mért PRRSV GE-értékek kozotti dsszefliggés értékelésére.

6.11.3. PCV-2-SD-modell

A statisztikai értékeléshez szintén az R programot (4.3.3) hasznaltuk (R Foundation for
Statistical Computing). A két vizsgald pontozasanak egyezését Fleiss-kappa segitségével
hasonlitottuk 6ssze. A manualis pontozas és a digitalisan szamszerUsitett fert6zott sejtek

kozotti dsszeflggést az aggregélt adatok egyvaltozds logisztikus regresszios modellje
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segitségével értékeltik, fliggd valtozoként a fert6zott sejtek aranyat alkalmazva. Az esély és

a virus DNS-kopiaszam kozotti 6sszefliggést Spearman-korrelacioval vizsgaltuk.
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6. Eredmények

7.1. PRRS korszovettan és in situ hibridizacio

Jelent6s kulonbségeket figyeltiink meg a tidéelvaltozasok 6sszpontszamaban a fertézott
és a kontrollcsoportok kdzott (az értékek az 2. tablazatban szerepelnek, de a 1ézidk részletes
statisztikai jellemzése nem volt a vizsgalatunk célja). Amint a 14. abran lathato, a Sus scrofa
PPIB pozitiv kontroll probakkal hibridizalt targylemezeken diffuz, intenziv, citoplazmatikus
voros festédés volt észlelhetd, mig a DapB probaval kezelt negativ kontroll metszeteken nem

volt lathatd jel, ami megfeleld ISH eljarasra, valamint széveti rogzitésre és integritasra utal.

SR e .
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14. abra: RNAscope segitségével jeldlt pozitiv PPIB (A) és negativ DapB kontroll (B) prébak
eredményei sertés tidészdvet-mintdkban (20x; bar = 50 ym)

Amint azt a 15., 16. és 17. abra bemutatja, a PRRSV genom jelenlétét multifokalisan
eloszlo, elkuldonuld vagy 6sszefolyd vords pottyokként azonositottuk a fertdézott allatok
tidejében. A fert6zott (tobbnyire macrophag és alveolaris epithel morfolégiaju) sejtek szama
és eloszlasa a metszeteken a legtdbb esetben egyenetlen volt. Jellemz&en tébb pozitiv sejtet
észleltiink a sulyosabb gyulladasos elvaltozasokat mutato tertileteken, kildndsen ott, ahol az
intralobularis sévények szélesebbek voltak. A legtdbb pozitiv sejtet tdbbnyire ezekben az

intralobularis/interalveolaris sévényekben figyeltik meg.
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15 abra PRRSV-p02|t|v sertés tudoszovetmlnta amely klsszamu fertozott sejtet tartalmaz
(RNAscope ISH, 10x, bar = 100 ym)

16. abra: PRRSV-pozitiv sertés tiddszévetminta, amely mérsékelt szamu fertézoétt sejtet
tartalmaz (RNAscope ISH, 10x, bar = 100 ym)
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17. dbra: PRRSV-pozitiv sertés tudészdvetminta, amely nagyszamu fert6zott sejtet tartalmaz
(RNAscope ISH, 10x, bar = 100 ym)

7.2. Digitalis képelemzés és manualis pontozas

7.2.1. Léguti PRRSYV fert6zéses modell

Amint az varhaté volt,
azonositottunk pozitiv sejteket. A fert6zott sertések tudémintaiban a fertézott sejtek aranya
jelentés egyedenkénti variabilitast mutatott 0,16% és 26,7% kozotti értékekkel a kijeldlt

tertleteken, amint azt az 2. tablazat szemlélteti.

az negativ kontroll &llatokbdl vett tidémintdkban nem

2. tablazat. A tidégyulladas sulyossagi pontszamai, valamint a fertézott sejtek

sz4zalékos aranya a genomkoépiak 10-es alapu logaritmusahoz viszonyitva 1 gramm

tid6szovetre
Allat egyedi |Fert6zott sejtek| log10 genom Med. lebeny Osszesitett
azonosito (%) kopia/g sulyossag? sulyossag®
19 0,00 0,00 0 0
9 0,00 0,00 0 0
0,00 0,00 0 0
0,00 0,00 0 0
0,00 0,00 0 0
23 0,16 10,09 17 68
22 0,19 10,95 20 143
14 0,20 8,79 10 72
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25 0,41 9,80 12 67
21 0,72 9,71 17 101
20 1,04 10,41 16 77
17 1,04 8,18 12 56

1,86 10,65 26 180
6 1,88 10,68 19 157
12 2,73 11,46 20 135
3 2,93 10,98 17 101
18 3,86 10,73 23 139
13 3,97 10,66 12 65
1 4,24 11,25 17 107
15 4,29 10,91 21 115
11 5,60 11,00 11 110
24 5,79 10,70 25 144
8 8,25 10,93 19 110
10 9,02 10,99 20 136
16 26,70 11,68 21 137

3Bal medialis tlidélebeny sulyossagi és eloszlasi pontszamai, Pa tidé Osszesitett
sulyossagi és eloszlasi pontszamai

7.2.2. Szaporodasbiolégiai PRRSV fert6zéses modell

A 2,37 mmZ-es terileteken szamitott gyulladasos sejtszam 92 és 5200 kozott valtozott
(atlag = 1279,94, median = 798,0, széras = 1205,64, n = 141). Hasonléan, a CD163+
macrophagok szama 38 és 910 k6zdtt mozgott (atlag = 177,83, median = 127, széras =
156,39, n = 35). Az esetekre bontott gyulladasos sejtszamok a fliggelék tablazataban lathatok,
a teljes gyulladasos sejtszam numerikus 6sszefoglalasat az 1l-es vizsgald endometritis

fokozatain és a fert6zott csoportokon belll pedig a 3. és 4. tablazat mutatja.
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3. téblazat. A teljes gyulladasos sejtszam numerikus 6sszefoglalasa az 1-es szamu

manualis endometritis fokozatai szerint

Grade/Fokozat Atlag Szoéras Minimum Median Maximum
GradeO 166,6 65,5 92 178 285
(n=10)

Gradel 521,9 249,57 97 490,0 1167
(n=67)
Grade2 1477,57 658,52 631 1289,0 3869
(n=37)
Grade3 3096,13 730,6 2273 2842,0 5167
(n=23)
Grade4 4489,25 928,8 3128 4814,5 5200
(n=4)

4. tablazat. A teljes gyulladasos sejtszam numerikus 6sszefoglalasa a kezelési
csoportok szerint

Csoport Atlag Széras Minimum Median Maximum
no_vacc/chall_L | 1669,49 1505,69 154 950 5200
(n = 45)
no_vacc/chall_H 1577 978,3 337 1184 3775
(n =50)
vacc/chall_L (n= | 827,95 832,29 151 529 3813
21)
vacc/chall_H (n= | 496,07 644,35 97 260 2632
15)

7.2.3. PCV-2-SD modell

Osszesen 15 negativ eset, 12 +, 8 ++ és 12 +++ sUlyossagunak biralt eset kapott azonos
pontszamot mindkét patologustdl. Csak 1 esetet értékelt negativnak az egyik vizsgald, amit a
masik pozitivnak. Az els6é vizsgaldé egy esetet pozitivnak, a masodik ++ sulyossagunak
értékelt. Az elsd vizsgalé tovabbi két esetet ++, mig a masodik + fokozatlnak értékelt. Két eset
+++ pontot kapott az elsd vizsgalotdl és ++ pontot a masodiktdl. A QuPath szoftverrel végzett
digitalis képelemzés egyszerre azonositotta a fert6zott €s a nem fertézott sejteket. A fert6zott

sejtek aranyat (fert6zott sejt/dsszes sejt) szintén automatikusan kiszamitotta. A fert6zott sejtek
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egyértelmd, intenziv citoplazmatikus fest6édést mutattak (13. abra). A vizsgalatra kijeldlt
(annotalt) tertileten a szamuk 5 és 476 243 kozott, aranyuk a teljes sejtszamhoz képest 0,0006
és 52,3027 kozott volt. Az esélyeket ugy szamitottuk ki, hogy a fertézott sejtek szamat
elosztottuk a nem fert6zott sejtek szamaval. A manualis pontozast, a digitalisan
szamszer(isitett sejtszamot és -aranyt, valamint a qPCR eredményeket az 5. tablazat

tartalmazza.

5. tablazat. A PCV-2-SD esetek digitalisan szamolt sejtjei és aranyai, manualis pontozasi

és qPCR értékei
Eset Osszes | p sejt n sejt p/6sszes p/n sejt Elsé Masodik | Ct Kopiaszam
sejt sejt vizsgald | vizsgald

Eset 1 1131862 | 5872 1125990 | 0,5188 0,005214966 | ++ + 12,90 | 1,97E+07
Eset 2 1038163 | 10646 | 1027517 | 1,0255 0,010360899 | ++ ++ 17,63 | 1,93E+06
Eset 3 462001 69047 | 392954 | 14,9452 0,175712679 | +++ +++ 8,09 2,11E+08
Eset 4 335383 | 5182 330201 1,5451 0,015693472 | ++ ++ 12,59 | 2,30E+07
Eset 5 872616 | 38474 | 834142 | 4,409 0,046124041 | +++ 4+ 14,21 | 1,04E+07
Eset 6 1605046 | 85512 | 1519534 | 5,3277 0,056275148 | +++ +++ 12,35 | 2,59E+07
Eset 7 636292 | 41 636251 0,0064 6,444E-05 - - 21,52 | 2,84E+05
Eset 8 1158228 | 2696 1155532 | 0,2328 0,002333124 | + ++ 15,16 | 6,50E+06
Eset 9 1864635 | 92 1864543 | 0,0049 4,93418E-05 | - - 27,48 | 1,51E+04
Eset 10 295284 | 9 295275 | 0,003 3,04801E-05 | - - 27,73 | 1,34E+04
Eset 11 1225710 | 106 1225604 | 0,0086 8,6488E-05 - - neg

Eset 12 510791 28 510763 | 0,0055 5,48199E-05 | - - 29,51 | 5,58E+03
Eset 13 363315 | 151 363164 | 0,0416 0,00041579 - - 30,10 | 4,17E+03
Eset 14 340084 | 177873 | 162211 52,3027 1,096553255 | +++ +4+ 15,21 | 6,34E+06
Eset 15 2089229 | 24938 | 2064291 | 1,1936 0,012080661 | ++ ++ 15,29 | 6,09E+06
Eset 16 695751 240494 | 455257 | 34,5661 0,528259862 | +++ +4+ 8,09 2,11E+08
Eset 17 1539364 | 226 1539138 | 0,0147 0,000146835 | - - 19,13 | 9,21E+05
Eset 18 1637279 | 1160 1636119 | 0,0708 0,000708995 | - - 30,30 | 3,78E+03
Eset 19 1213812 | 246 1213566 | 0,0203 0,000202708 | + + 20,78 | 4,09E+05
Eset 20 1171083 | 38 1171045 | 0,0032 3,24496E-05 | - - 26,90 | 2,01E+04
Eset 21 2242192 | 225 2241967 | 0,01 0,000100358 | - - 27,26 | 1,69E+04
Eset 22 1240409 | 50 1240359 | 0,004 4,03109E-05 | - - 21,18 | 3,36E+05
Eset 23 2908044 | 6820 2901224 | 0,2345 0,002350732 | ++ + 15,06 | 6,82E+06
Eset 24 1134019 | 42 1133977 | 0,0037 3,70378E-05 | - - 24,67 | 6,03E+04
Eset 25 1053896 | 185 1053711 | 0,0176 0,00017557 + - 28,80 | 7,91E+03
Eset 26 776217 | 5 776212 | 0,0006 6,44154E-06 | - - 31,12 | 2,53E+03
Eset 27 1354293 | 64 1354229 | 0,0047 4,72594E-05 | - - 26,73 | 2,19E+04
Eset 28 797575 | 3692 793883 | 0,4629 0,004650559 | + + 11,96 | 3,14E+07
Eset 29 1789164 | 2158 1787006 | 0,1206 0,001207606 | + + 18,01 | 1,60E+06
Eset 30 1038112 | 165 1037947 | 0,0159 0,000158968 | + + 21,85 | 2,42E+05
Eset 31 1639206 | 9981 1629225 | 0,6089 0,006126226 | ++ ++ 14,17 | 1,06E+07
Eset 32 1165970 | 800 1165170 | 0,0686 0,000686595 | + + 15,26 | 6,18E+06
Eset 33 835599 | 55 835544 | 0,0066 6,58254E-05 | + + 25,31 | 4,40E+04
Eset 34 2209830 | 262 2209568 | 0,0119 0,000118575 | + + 19,12 | 9,26E+05
Eset 35 1534578 | 23311 1511267 | 1,519 0,015424806 | +++ ++ 12,13 | 2,88E+07
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Eset 36 1017342 | 678 1016664 | 0,0666 0,000666887 | + + 17,75 | 1,82E+06
Eset 37 1863784 | 116677 | 1747107 | 6,2602 0,066782973 | +++ +++ 13,96 | 1,17E+07
Eset 38 2134883 | 434 2134449 | 0,0203 0,000203331 | + + 16,12 | 4,05E+06
Eset 39 2139121 | 228 2138893 | 0,0107 0,000106597 | - - neg

Eset 40 1007959 | 364588 | 643371 36,1709 0,56668392 +++ +++ 7,55 2,75E+08
Eset 41 3135360 | 476243 | 2659117 | 15,1894 0,179098174 | +++ +++ 7,12 3,39E+08
Eset 42 568485 | 45169 | 523316 | 7,9455 0,08631305 +++ ++ 15,35 | 5,92E+06
Eset 43 504803 | 192 504611 0,038 0,000380491 | - + 20,08 | 5,77E+05
Eset 44 557247 | 1044 556203 | 0,1873 0,001877013 | + + 23,33 | 1,17E+05
Eset 45 1191039 | 61859 | 1129180 | 5,1937 0,054782231 | +++ +++ 11,49 | 3,95E+07
Eset 46 1313687 | 5913 1307774 | 0,4501 0,004521423 | + + neg

Eset 47 1648454 | 13282 | 1635172 | 0,8057 0,008122693 | ++ ++ 14,21 | 1,04E+07
Eset 48 1090152 | 52467 | 1037685 | 4,8128 0,050561587 | +++ +++ 13,42 | 1,53E+07
Eset 49 994664 | 17962 | 976702 | 1,8058 0,018390461 | ++ ++ 10,65 | 5,97E+07
Eset 50 1022486 | 2068 1020418 | 0,2023 0,00202662 + + 16,99 | 2,64E+06
Eset 51 1075558 | 59756 | 1015802 | 5,5558 0,058826425 | +++ +++ 16,43 | 3,48E+06
Eset 52 2459422 | 212651 | 2246771 | 8,6464 0,094647385 | +++ +++ 9,65 9,77E+07
Eset 53-A 1481790 | 17546 | 1464244 | 1,1841 0,011982976 | ++ ++ 13,69 | 1,34E+07
Eset 53-B 1446628 | 9003 1437625 | 0,6223 0,006262412 | ++ ++ 14,29 | 9,97E+06

p = pozitiv/fert6z6tt, n = negativ/inem fert6z6tt, neg = a magas Ct értékek alapjan gPCR-negativ

7.3. gPCR

7.3.1. Léguti PRRSV-fert6zéses modell

Nem volt PCR-pozitivitds a negativ kontroll allatok tidészdvet-mintaiban. Az dsszes tébbi,
AUT15-33-mal fert6zott allat tideje PCR-pozitiv volt. A 2. tablazat a fert6zott allatokbdl vett

mintak log10 genomképiait/g szovet mutatja 8,18 és 11,68 kozotti értékekkel.

7.3.2. Szaporodasbioldgiai PRRSV-fertézéses modell

A magzati szérumon és csecsemOmirigyen, valamint az endometrium és placenta

szbveteken elvégzett gPCR-vizsgalatok eredményei a figgelék tablazataban olvashatok.

7.3.3. PCV-2-SD modell

A PCV-2-SD-ben szenvedd sertésekbdl

szarmazo FFPE-blokkok nyirokcsomo

szoveteibdl elvégzett gPCR-vizsgalatok harom negativ esetet eredményeztek, a pozitiv esetek
Ct-értéke 7,12 és 31,12 kozott, a képiaszam 2,53E+03 és 3,39E+08/mL kozott valtozott. A
gPCR-vizsgalatok eredményei (Ct érték és képiaszam) az 5. tédblazatban olvashatok.
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7.4. Statisztikai elemzések

7.4.1. Léguti PRRSV-fert6zéses modell

Harom kilénbdz6 béta regresszidos modellt illesztettlink az RNAscope maodszerrel jeldlt
PRRSV pozitiv sejtek aranyaira (1) mind a hét lebeny Osszesitett szovettani sulyossagi és
eloszlasi pontszamaval, (2) a bal medialis lebeny szdvettani sulyossagi és eloszlasi
pontszamaval és (3) a qPCR segitségével magyarazo valtozoként kimutatott genom
képiaszam log10 értékével a bal medialis lebenyben. Szignifikdns 6sszefliggést talaltunk a
fert6zott sejtek aranya és a qPCR-rel meghatarozott genom képiaszam log10-a kozott
ugyanabban a tidélebenyben (pszeudo R2 = 0,3894, p = 0,004). Nem tartunk fel statisztikailag
szignifikans dsszefliggést sem az dsszesitett szévettani sulyossag (pszeudo R2 = 0,1664, p =
0,1806), sem pedig az RNAscope eljarassal jelolt bal medialis lebeny esetében (pszeudo R2
=0,1354, p = 0,1455).

7.4.2. Szaporodasbiolégiai PRRSV-fert6zéses modell

7.4.2.1. A manualis pontozasok dsszehasonlitasa

A vasculitis sulyossaga esetén a két vizsgald dsszes medfigyelésének 79,4%-aban
azonos dontés szlletett, a Fleiss-kappa értéke 0,68 (p < 0,0001). Nagyobb egyetértés volt a
vizsgalok kozott az endometritis esetében, ahol az azonos doéntés gyakorisaga 90,0%, a
Fleiss-kappa értéke 0,85 (p < 0,0001). Az eredmények jelentés egyezeést mutatnak a két

vizsgalod altal megadott pontszamok kdzott.

7.4.2.2. A sejtszamok és a gPCR-eredmények eloszlasa

A teljes gyulladasos sejtszam eloszlasa szignifikansan kulonb6zétt az 1-es szamu
vizsgald manualis endometritis-fokozatai kézott (p < 0,0001), bar jelentés atfedéseket
észleltink (18a. abra). A kilénbség a csoportok kdzott is szignifikans volt (p < 0,0001), kivéve
a két nem vakcinazott kdzott (18b. abra). A CD163+ sejtszam eloszldasa nem mutatott
statisztikailag szignifikans kulonbséget az 1-es vizsgaldé manudlis endometritis-fokozatai
kozott vagy a kildénb6zé csoportok kozott. Az endometrium és a placenta gqPCR GE-értékeinek
eloszlasa szignifikdnsan kulonbdzott az 1-es vizsgalé manudlis endometritis-fokozatai kdzott
(p = 0,0001 és 0,039) (19. és 20. abra).
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18. abra: A teljes gyulladasos sejtszam boxplotjai a szaporodasbiolégiai PRRSV fert6zéses
modelliinkben
Az 1-es vizsgalo sejtszam alapjan elkulonulé manualis endometritis fokozatai lathatok (a),
tovabba a sejtszamok markansan eltéré eloszlast mutatnak a vakcinazott és a nem
vakcinazott csoportok kdzott (b). A savok feletti kérok egyedi esetek, Iényegesen magasabb
sejtszammal
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19. abra: Hegedgrafikonok a qPCR-eredmények eloszlasarol.

Az endometrium log10 gPCR-értékek eloszlasi kildonbségei lathatok az 1-es vizsgalo altal
értékelt kilonbdzé endometritis-fokozatok kdzott
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20. abra: Hegedugrafikonok a qPCR eredmények eloszlasarol.

A placenta log10 qPCR-értékek eloszlasi kulonbségei lathatok az 1-es vizsgald altal értékelt
klonb6z6 endometritis fokozatok kozott

7.4.2.3. A sejtszamok és a manualis pontszamok kézotti 6sszefliggés

A Kendall-korrelaciok azt mutattak, hogy vizsgalotol figgetlentl a magasabb vasculitis-
pontszam magasabb endometritis-pontszammal jar, és magasabb teljes gyulladasos sejtszam
is varhaté magas vasculitis- vagy endometritis-pontszam esetén (tau = 0,68-0,78, p < 0,0001).
Nem talaltunk statisztikailag szignifikans dsszefliggést a CD163+ sejtek szama és a teljes

gyulladasos sejtszam vagy a manualis pontszamok ko6zott.
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7.4.2.4. Az endometritis fokozatok sejtszamainak kiiszébértékei

A szimulaciok szerint az elsé kiszdbérték (0-1. fokozat) az esetek 95%-aban 95,5 és 161
kozé, a masodik (1-2) 817,5 és 1012 kdzé, a harmadik (2-3) 2275 és 2752 kdzé, a negyedik
(3—4) 3985 és 5038 kozé esett. A talalati arany az esetek 95%-aban 66% és 87,2% kodzott
mozgott (6. tablazat). A javasolt kiiszébértékek 105,0 (0-1), 948,5 (1-2), 2398,0 (2-3) és
5038,5 (3—-4) voltak, ebben az esetben 78,72%-ban volt egyezés a manualis pontozassal. A
300-as savszélesség optimalisnak bizonyult a teljes gyulladasos sejtszam kiiszobértékeinek

demonstralasara (21. abra).

6. tablazat. Kliszobértékek, p-értékek szélséséges értékekkel és konfidencia-
intervallumok 1000 szimulacié alapjan. A szimulaciokat az érzékenység értékelésére
hasznaltuk. Az esetek kétharmadat véletlenszerlien valasztottuk ki a kiiszobértékek

meghatarozasahoz, majd a talalati aranyt a tendenciabeli kilénbségek fennmarado 1/3-an
teszteltik. Az els6 kiszdbérték azt a sejtszamot jeldli, amely felett 1, alatta 0 besorolast
kapnank, tehat a négy kliszobérték meghatarozza a négy endometritis fokozatot

Elsé Masodik Harmadik Negyedik | Talalati | p-érték
kliszdb kliszdb kliszdb kliszdb arany
Minimum 95,5 776,5 2156 3404 0,5745 | 0,0001
Maximum 221 1156,5 2803,5 5038,5 0,9362 1
Cl 2,5% 95,5 817,5 2275 3985 0,6596 | 0,0215
Cl 97,5% 161 1012 2752 5038,5 0,8723 1
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21. dbra: Az 1-es vizsgalé manualis endometritis-pontszamainak aranya az 6sszes esethez
viszonyitva a teljes gyulladasos sejtszam + 300 intervallumaban.

A gyulladasos sejtszam ndvekedésével a manualis endometritis pontszamok is emelkednek,
de jelentds atfedés van a kilénbdz6 sulyossagi fokozatok kozott

7.4.2.5. A sejtszam és a magzati suly, valamint gPCR-eredmények kdzotti 6sszefliggések

Szignifikans korrelaciot a magzati suly és a teljes gyulladasos sejtszam kdzott csak a nem
vakcinazott csoportokban észleltink (22. dbra). A no_vacc/chall_L csoportban szignifikdns
mérsékelten pozitiv (Pearson-féle korrelacios egyitthaté = 0,34, p = 0,0213, 95% CI: 0,05 és
0,58), mig a no_vacc/chall_H csoportban szignifikdns mérsékelt negativ korrelacié volt
megdfigyelhetd (Pearson-féle korrelaciés egyutthaté = -0,35, p = 0,0151, 95% CI: -0,57 és -
0,07). Szignifikans pozitiv korrelaciét allapitottunk meg a teljes gyulladasos sejtszam és az
endometrium PRRSV GE-értékei kdzott (Pearson-féle korrelacidés egyitthaté = 0,32, p =
0,0002, 95%-o0s ClI: 0,16 és 0,47) (23. abra).
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22. abra: Osszefliggések a magzati suly és a teljes gyulladasos sejtszam kozott.

A konfidenciasavok szélessége alapjan szignifikans korrelacié a magzati suly és a
gyulladasos sejtek szama kozott csak a nem oltott csoportokban mutatkozik meg
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23. abra: Scatterplot a teljes gyulladasos sejtszam és az endometrium PRRSV GE-értékei

kozotti 6sszefuggésrol.

Szignifikans pozitiv korrelaciét allapitottunk meg

Nem talaltunk statisztikailag szignifikans dsszefliggést a CD163+ sejtszam és a magzati

suly kdzétt, azonban statisztikailag szignifikdns negativ korrelaciét azonositottunk a CD163+

sejtek sza
PRRSV G

ma €s a magzati szérum, a magzati csecsemoOmirigy, az endometrium és a placenta

E-értékei kdzott a no_vacc/chall_H csoportban (Pearson-féle korrelacios egyutthatéd

-0,56, -0,72, -0,61, -0,71, p = 0,0469, 0,0060, 0,0271, 0,0070, 95% CI. 0,85, -0,91, —0,87,

~0,91 és —0,01, 0,27, —0,09, —0,25 gu) (24. &bra).
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24. abra: Scatterplot a CD163+ sejtszam és a magzati szérum, a magzati csecsemdmirigy, a
méhnyalkahartya és a placentamintak log10 gPCR-értékei kozotti dsszefliggésrol.

Statisztikailag szignifikans negativ korrelaciot azonositottunk a CD163+ sejtek szama és a
PRRSV GE-értékek kozott ebben a (no_vacc/chall_H) csoportban

7.4.3. PCV-2-SD-modell

A manualis pontozasnal az esetek 47/54-ében (87,04%) azonos pontszamot adtak a

fuggetlen patoldogusok, ami erés megegyezést jelent a két vizsgald kdzott (sulyozott k = 0,898,

Fleiss-kappa, p < 0,0001). Nagyobb tapasztalata és szakértelme miatt csak a masodik vizsgalé

pontszamait hasznaltuk fel a tovabbi elemzésekhez.



A logisztikus regresszié szerint a masodik megfigyelé altal negativnak itélt esetekben
kevés volt a fertdézott sejt, majd a +, ++ és +++ pontszamoknak megfeleléen az arany nétt (25.

abra és 7. tablazat).
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A masodik vizsgald manualis pontozasa

25. abra: Boxplot a digitalisan azonositott, PCV-2-vel fert6zoétt sejtek aranya és a masodik
vizsgalé manudlis pontszamai k6zotti 6sszefuggeésrél.

Lathato, hogy a fertdézétt sejtek aranya a masodik megfigyelé manualis pontszamaival
egyutt nd
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7. tablazat. A logisztikus regressziés modell eredményei. A MV +, MV ++ és MV +++ becsult
esélyhanyadosai azt a tényez6ét jelzik, amellyel a fert6zott és nem fert6zott sejtek esélye
novekszik ezeknél a pontszamoknal, a ,— értékhez képest.

Becsdlt A becslések Esélyhanyados Az esélyhanyados | p-érték
modellparaméterek | standard hibgja 95%-os konfidencia
intervalluma
(Metszéspont) | —8,887 0,019 <0,001
MV + 2,418 0,020 11,221 10,784-11,675 <0,001
MV ++ 4,549 0,019 94,57 91,011-98,268 <0,001
MV +++ 6,930 0,019 1022,553 984,322-1062,269 | <0,001

MV = masodik vizsgald

Szignifikans pozitiv korrelaciot észleltiink a fertézott/nem fertézott sejtek aranya és

a

gPCR-rel meghatarozott PCV-2 DNS-képiaszam koézott az azonos FFPE-blokkokban (p =
0,8461, Spearman-korrelacio, p < 0,0001) (26. abra).
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26. abra: Szorasdiagram a digitalisan azonositott, PCV-2-vel fert6zétt/nem fert6zott sejtek
aranya és a PCV-2 DNS-kopiaszamok kozotti 6sszefliggésrél.

Lathatd, hogy a sejtarany a kdpiaszammal egydutt né
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8. Megyvitatas

8.1. Léguti PRRSV-fert6zéses modell

A PRRSV kozvetlen laboratériumi diagnoézisa elsésorban RT-PCR-en alapul és a
virusantigén IHC-vel vagy a virusgenom ISH-val valé kimutatasa szdvettani metszeteken
altalaban nem része a rutin diagnosztikanak. Ezek a human- és allatgyégyaszatban széles
koérben alkalmazott modszerek lehetévé teszik a korszovettani elvaltozasok vizsgalatat,
valamint az adott kérokozé mennyiségének, eloszlasanak, sejttropizmusanak megfigyelését a
szOveteken belll. Ezek a tulajdonsagok hasznosak lehetnek a PRRSV koroki szerepének
felmérésére sertés léguti betegségkomplex természetes eseteiben, de a moddszereket
gyakrabban alkalmazzak kisérleti korilmények kozott is, ahol a PRRSV az egyetlen kérokozo
(Han et al., 2012; Sanchez-Carvajal et al., 2021).

Szamos hibalehetéség és nehézség mertlhet fel az IHC-vel végzett szovettani
viruskimutatassal kapcsolatban. Ezekben a vizsgalatokban az eredmények pontossagat
nagymeértékben meghatarozzak olyan tényezdk, mint a hasznalt fixalé anyag koncentracidja
és pH-ja, a boncolas és a fixalas (autolizis) kozott eltelt idd, valamint a rogzitési folyamat
id6étartama, amelyek a legfontosabb minéséget befolyasolé faktorok a rutin diagnosztikara
kildétt mintak esetében. Sajnalatos médon a mintavétel és a szovetfeldolgozas
mindségellendrzési eljarasai az allatorvosi rutin diagnosztikai patoldgia teruletén ritkan
valoésulnak meg, nem ugy, mint a human patoldgia esetében (Van Alstine et al., 2002). Ezen
okok miatt, valamint a kiilénb6z6 PRRSV toérzsek nagy genetikai és antigénvariabilitasa miatt
a virusantigén IHC-vel torténé kimutatasa analitikai és diagnosztikai szempontbdl kevésbé
érzékeny, mint a virusnukleinsavak kimutatdsara szolgal6 modszerek (Zimmerman et al.,
2019).

Kulonféle RNS-alapu in situ hibridizacidés vizsgalatokat fejlesztettek ki a PRRSV
kimutatasara, beleértve a fluoreszcens (fluorescence in situ hybridization, FISH), kromogén
(chromogenic in situ hybridization CISH) és biotinil-tyramid alapu (tyramid in situ hybridization
TISH) médszereket (Han et al., 2012; Trang et al., 2015).

Az AUT15-33 PRRSV-1-t6rzs ORF7 genomrégiojat célzé, ujonnan kifejlesztett RNAscope
ISH sikeresen lathatova tette a virust mesterségesen fert6zoétt allatok tidejében. Ebben az
esetben a megfelel6 fixald (10% NBF) hasznalata és az optimalis id6tartamu rogzités
biztositotta a szdvet sértetlenségét. Az RNAscope alkalmazasardl a PRRSV kimutatasara
eddig csak a PRRSV-2-tdrzsek esetében szamoltak be (Cui et al., 2018; Song et al., 2019).
Ugy tiint, hogy a virusgenom jelenléte és eloszlasa a szdvetben atfedésben van a

tidégyulladas sulyossagaval, azaz tébb virus volt jelen azokon a terlileteken, ahol az
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interstitialis gyulladas sulyosabb volt, bar nem tartunk fel statisztikailag szignifikans
Osszefliggést az ISH-pozitiv sejtek aranya és a bal medialis tid6lebenyben medfigyelt
gyulladas, sem a tudbélebenyek Osszesitett sulyossaga kozott. Az elvaltozasok kilonb6zé
sulyossaga és eloszlasa az egyes sertések kdzott csdkkenthette az dsszehasonlitas erejét,
ami arra utal, hogy a statisztikailag szignifikans 6sszefiiggés eléréséhez nagyobb szamu

vizsgalt tudémetszetre lehet szikség.

Az ISH kvantitativ mérésekre valdé alkalmazhatosaganak vizsgalatdhoz elséként
automatikus, szoftveralapu sejtszamlalast alkalmaztunk targylemezeken, amelyeket
metszetszkennerrel digitalizaltunk. A digitalis képelemzéssel végzett sejtszamlalast széles
korben alkalmazzak a human patolégiaban, kildndsen a Ki67-index, a kilénb6zé biomarkerek
és a tumorinfiltrald lymphocytak értékelésére, amely eljard&s a manualis szamlalassal
O0sszehasonlithatonak, vagy bizonyos esetekben még pontosabbnak és reprodukalhatébbnak
bizonyult (Stalhammar et al., 2018; Acs et al., 2021; Sun et al., 2021).

Szignifikans 06sszefliggést talaltunk a fert6zott sejtek aranya és az RT-gPCR-rel
meghatarozott genomképiaszam log10-a kozott ugyanabban a tuddlebenyben. Az egyes
esetekben megfigyelt valtozatos sejtaranyok és egyideji nagy képiaszam magyarazata a
|ézidk/ISH jelsiriség heterogén eloszlasa, valamint az ISH-jel kvantifikaciojanak kétdimenzios

jellege az RT-qPCR-hez képest, amely utdbbi a szovetdarab egészét vizsgalja.

Az eredmények azt bizonyitjak, hogy a PRRSV RNAscope ISH-val torténé kimutatasa és
az azt kovetd digitalis képelemzés hatékony eszkdz lehet a virusterhelés felmérésére
szOvettani metszeten, ahol a szoveti szerkezet is lathatd. Patoldgiai szempontbdl ez az
informacio értékesebb, mint egy PCR-eredmény, mivel a virus jelenléte kdzvetlenul lathat6 és

kiértékelhet6 az elvaltozasokban.

Az RNAscope jelenlegi ara és jelentés munkaigénye, valamint a digitalis képelemzés
egyideji technoldgiai feltételei még nem teszik lehetévé a mdodszer rutin diagnosztikaban valé
alkalmazasat, de eredményeink bebizonyitottak, hogy hatékony eszkdz lehet kilonb6zé
fertézéses vizsgalatok értékelésében, valamint vakcinafejlesztési vizsgalatokban, ahol a
tudégyulladas enyhitése és a pozitiv sejtek szazalékanak csdkkenése fontos végpont lehet a
hatékonysag meghatarozasaban. A mdodszer hatékonyan alkalmazhatd ujonnan felfedezett
korokozok esetében is, ahol még nem all rendelkezésre IHC-re alkalmazhato ellenanyag (Alex
et al., 2018; Horvath et al., 2020; Dénes et al., 2022).

JovBbeni célunk a modszer validalasa kilonb6zé, PRRSV-pozitiv FFPE-mintakon. Mivel
a probakat ugy tervezték, hogy a virus genomjanak egyik legkonzervativabb régidjahoz
(ORFT7) kétddjenek, valamint a modszerrdl ismert, hogy rendkivul érzékeny, nagy esély van

arra, hogy mas PRRSV-térzsek kimutatasara is alkalmas. A haztartasi gén mRNS-éhez
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kapcsolédd pozitiv kontroll proba és a negativ kontroll alkalmazasa segithet a szévet
integritasanak felmérésében olyan FFPE blokkok esetében, amelyeknél a rogzitési id6
ismeretlen, mivel ez a fixaléo min6ségével (10% NBF) egydtt kritikus eleme a sikeres RNAscope

reakcidonak.

RNAscope ISH-eljaras segitségével sikeresen azonositottuk a PRRSV-1-et AUT15-33-
torzzsel mesterségesen fert6zott sertések tudejében. A WSI-ken DIA segitségével szamitott
pozitiv sejtarany és a qPCR-rel meghatarozott genomkodpiaszamok log10-ének statisztikai
elemzése ugyanazon tudélebenyekben szignifikans 6sszefuggést mutatott ki a valtozok kozott.
Eredményeink bizonyitjak, hogy az RNAscope ISH DIA-vel kombinalva értékes

szemikvantitativ adatokkal szolgalhat a tidé in situ PRRSV fert6zésére vonatkozéan.

8.2. Szaporodasbioldgiai PRRSV-fertzéses modell

Szaporodasbiolégiai vizsgalatunk célja az volt, hogy a DIA-t endometridlis WSI-ken
alkalmazzuk, hogy felmérjuk annak alkalmazhatésagat a szemikvantitativ, szubjektivebb és
kevésbé reprodukalhaté pontozasi mddszerek helyettesitésére. Az dsszes gyulladasos
sejtszamot és a CD163+ sejtszamot is szamszerUsitettlik és meghataroztuk a statisztikai
Osszefliggéseiket a kisérletlink soran mért kilénb6zé valtozdkkal. Az esetkivalasztas torzitasa
miatt nem tudtunk valés dsszefliggéseket feltarni, digitalis médszertanunk azonban hasznos
lehet a hasonlé valtozokat és statisztikai elemzéseket hasznald, robusztusabb jévdbeli

vizsgalatokhoz.

Reprodukcios kisérletinkben el6szor Osszehasonlitottuk a két vizsgald manualis
gyulladasos pontszamait. A manualis pontozasi értékek kdzo6tt nagyfoku egyezést talaltunk,
ami ramutat ennek a hagyomanyos, szemikvantitativ moédszernek az alkalmazhatésagara,
potencialis szubjektivitdsa ellenére. Mivel a sulyossagi fokozatok pontozasa nem mutatott
szignifikdns kulonbséget, a tovabbi statisztikai elemzésekhez csak az 1-es vizsgald

pontszamait hasznaltuk fel nagyobb tapasztalata miatt.

Szignifikans kilonbségeket talaltunk a teljes gyulladasos sejtszam eloszlasaban az 1-es
vizsgald manualis endometritis-fokozatai kozott, ami azt bizonyitja, hogy a digitélis
képelemzés segitségével objektiven lehet jellemezni, s6t kategorizalni is a méhnyalkahartya
gyulladasat. Hangsulyozni kell, hogy a fokozatok koz6tt jelentSs atfedések és szorasok voltak,
valoszinllleg azért, mert az Osszehasonlitott modszerek Iényegesen eltérbek, és nincs

standardizalt pontozasi rendszer a sertés méhnyalkahartya gyulladasanak kategorizalasara.

A teljes gyulladasos sejtszam eloszlasa szignifikansan kulonb6zott a csoportok kozott is,
kivéve a két nem vakcinazott csoportot. Bar vizsgalatunk célja nem az elvaltozasok

sulyossaganak 0Osszehasonlitasa volt a tdorzsek kozétt, a nem vakcinazott allatok

76



méhnyalkahartyajaban hasonl6 gyulladasos sejtszam lehet, fliggetlendl a virustorzstél és a
magzatmegtartastél. A jovében alaposabb vizsgalatokra lesz szikség a virustorzsek és a

gyulladasos sejtszam kozotti valos 6sszefliggések feltarasahoz.

Az egyes endometritis sulyossagi fokozatok teljes sejtszam kiszobértékei kilonbozé
savszélességgorbékkel demonstralhatdk, vagy szimulacidkkal hatarozhatok meg. Az a
kisérletink, hogy a sejtszam alapjan osztalyozzuk és meghatarozzuk az abszolut skalakat,
csak tajekoztato jellegl, de nagy szamu metszet felhasznalasaval valdszinlleg ki tudnank
fejleszteni egy objektivebb digitalis pontozasi médszert, amely automatikusan hozzarendeli az
endometritis-metszeteket a megfelel§ sulyossagi fokozathoz. Az endometritis manualis
osztalyozasa potencialisan mindig nagyobb hibaarannyal birhat, mint a DIA, mivel nincs

szabvanyos, validalt pontozasi modszer.

Szignifikans korrelaciét csak a nem vakcinazott csoportokban talaltunk a magzati suly és
a teljes gyulladasos sejtszam kdzott. Erdekes médon a korrelaciés egyiitthatd hasonlé értéket
mutatott, de pozitiv volt a no_vacc/chall_L csoportnal és negativa no_vacc/chall_H csoportnal.
A vizsgalatban felhasznalt metszetek tdbbsége ezekb8l a nem oltott csoportokbdl szarmazott,
igy elképzelhetd, hogy hasonld szignifikans 6sszefliiggéseket kaphattunk volna a beoltott
csoportokban, ha tébb gyulladasos mintank lett volna beldlik. A vakcindzas nagy

valészinlséggel az endometriumra is védd hatast gyakorolt.

A meéhnyélkahartya teljes gyulladasos sejtszama és a PRRSV RT-gPCR GE-értékek
kozotti pozitiv korrelacié arra utal, hogy a nagyobb virusterhelés a fetomaternalis
hatarfellleten er6sebb gyulladasos valaszt valt ki. Ez utébbira utalt az endometrium és
placenta PRRSV GE-értékek szignifikansan eltéré eloszlasa is az 1-es vizsgaldé manualis

endometritis-fokozatai kozott.

A CD163+ sejtek szdma és a magzati szérum, a magzati csecsemémirigy, az
endometrium és a placenta PRRSV GE-értékei kozotti statisztikailag szignifikans negativ
korrelacio a no_vacc/chall_H csoportban ellentétben all Novakovic és mtsainak eredményeivel
(Novakovic et al., 2016b). Publikacidjukban a magzati csecsemémirigy PRRSV-2-
virusterheltsége pozitiv dsszefliggést mutatott az endometrium CD163+ sejtszamaval
(Novakovic et al., 2016b). Amint azt kordbban kiemeltik, az esetkivalasztas torzitdsa miatt
nem tudtunk valédi statisztikai dsszefliggéseket feltarni. Ezeknek a sejteknek a szerepe
azonban Osszetettebb is lehet, és a sejt-kvantifikacioval kiegészitett CD163 IHC nem biztos,
hogy elegend6 a PRRSV é&ltal okozott szaporodasbioldgiai rendellenességek finom
mechanizmusainak, valamint a PRRSV-1- és PRRSV-2-fert6zés patogenezise kozotti

kilénbségek elemzéséhez.

77



Szaporodasbiologiai  tanulmanyunknak  voltak  bizonyos  korlatai.  Tobbnyire
elvaltozasokkal terhelt eseteket valasztottunk ki, amelyek nem feltétlenil reprezentativak a
csoportra. A kilénb6z8 csoportokbdl nyert targylemezek szama nagyon valtozatos volt, mivel
a kulénbozé csoportokban mas volt a gyulladasos elvaltozasok gyakorisaga. Viszonylag kis
szamu mintaval kellett dolgoznunk, kiilénésen a nagyobb manualis fokozatok és az IHC-val
jelolt metszetek esetében. A ,random trees classifier” osztalyozok idénként hibakat kovettek
el, amikor sulyos gyulladasos elvaltozasoknal az egymashoz nagyon kdézel helyez6dd
gyulladasos sejteket mirigyhamsejteknek (glands) értékeltek. Ezekben az esetekben manualis
korrekciot alkalmaztunk. A Ilymphocytdk és a plazmasejtek osztalyozasa volt a
legmegbizhatobb, a granulocytakat esetenként mitermékként (artefact) értékelték, a

kiilénb6z6 morfoldgiaju macrophagokat pedig olykor mas csoportokba soroltak.

Adatainkat 6sszegezve megallapithatdé, hogy a digitdlis képelemzést sikeresen
alkalmaztuk PRRSV-1-gyel kisérletileg fert6zott vemhes kocasuldék endometrium

metszeteiben a gyulladasos infiltracié szamszerisitésére.

A nyilt forraskddu QuPath szoftver kivalé platformnak bizonyult az algoritmusok
betanitasara és atdolgozasara. Képes volt felismerni és osztalyozni a kiilonb6zé sejteket, de
a targylemezek valtozatos minésége és szinarnyalata miatt gyakran volt szilkség a manualis
korrekcidra. Tudomasunk szerint ez az elsé olyan tanulmany, amely DIA-t hasznalt a sertés

endometrium PRRSV-indukalta gyulladasos elvaltozasainak vizsgalatara.

Osszefoglalva, a szemikvantitativ pontozas mellett vagy helyett a DIA hatékony modszer
lehet a szdvetvizsgalatra hasonlé kutatasi eljarasokban, ahol az endometrium gyulladasat
objektiven kell értékelni. llyenek lehetnek tdbbek kdzott a vakcinafejlesztési kisérletek, ahol a
lézidcsOkkentés mértékét kivanjuk szamszer(siteni, de modszertanaval Uj ismereteket

szerezhetink a PRRSV-1 reprodukcios patologiajardl is.

8.3. PCV-2-SD-modell

Vizsgalatunk célja a PCV-2-vel fert6zott sejtek szamszerUsitése volt immunhisztokémiai
jelolést kovetben, tovabba a szamszerl eredmények Osszehasonlitasa a szemikvantitativ,
becslésen alapulé manualis médszerrel, valamint az azonos FFPE-blokkokbdl kinyert PCV-2
DNS-kopiaszammal. A f6 célkitlizés a digitalis QuPath mddszertan alkalmazhatésaganak és

hatékonysaganak felmérése volt a PCV-2 IHC-jelek szamszerlsitésében.

A digitalisan meghatarozott IHC-jelek kvantifikacidjanak és a manualis elbiralasnak az
O0sszhangja szamos tanulmany kézponti témaja volt, mivel a digitalis patolégia lehetéséget
adott arra, hogy a nehezen megismételhet6, iddigényes manualis pontozasi rendszereket

pontosabba, objektivebbé és id6hatékonyabba tegyék. Az IHC-festédés digitalis értékelése
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hatékony az objektiv elemzéshez, és kilonosen hasznos a klinikailag relevans biomarkerek
azonositasara és validalasara (Klauschen et al., 2015; Acs et al., 2019, Moratin et al., 2021).
Néhany kiemelt kutatasi téma a Ki67 proliferacios marker és az dsztrogénreceptor (ER),
progeszteron-receptor (PR) és human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2 (erbB2/HER2)
IHC-festédések értékelése, mivel a Ki67 valdszinlileg a daganatpatoldgia legszélesebb kdrben
hasznalt immunhisztokémiai markere, a t6bbi IHC pedig szerves részét képezi az human
emlérakok fenotipizalasanak és prognosztizalasanak. Egy szabvanyositott, digitalis Ki67-
pontozasi rendszer nagymértékben reprodukalhaté Ki67-kiértékeléshez vezethet, ez pedig
javithatja a vizsgalok kozotti (interobserver) variabilitast. Ez elengedhetetlen a Ki67
prognosztikai és prediktiv emlérak biomarkerként valé alkalmazasahoz (Klauschen et al.,
2015; Acs et al., 2019). Az optimalizalt és validalt digitalis képelemzés alkalmazasat a Ki67
mennyiségi meghatarozasara a Kklinikai gyakorlatban a hasnyalmirigy neuroendokrin
daganatainak alapos felllvizsgalata és metaanalizise is tamogatta (Luchini et al., 2022). A
Stalhammar és mtsai altal hasznalt digitalis patoldgiai rendszer a legtébb szempontbdl
hatékonyabb volt, mint a Ki67, ER, PR és HER2 IHC biomarkerek manudlis pontozasa
(Stalhammar et al., 2016). Yousif és mtsai 6sszehasonlitottak a kvantitativ képelemzést az
ER, PR és HER2 IHC manualis pontozasaval, és szignifikans javulast észleltek a pontozas
szabvanyositasaban és kivaldé konkordanciat (Yousif et al., 2022). Az IHC-vel jeldlt szoveti
microarray (TMA) QuPath altal végzett pontozasa hatékony és reprodukalhato, valamint
Loughrey és mtsai szerint pontosabb, mint a manualis értékelés (Loughrey et al., 2018). A
QuPath szoftvert egy nemrégiben megjelent tanulmanyban is hasznaltak, amely a
szervenkénti immunreaktiv terlilet és a madarinfluenza virus antigénjének manualis

szemikvantitativ pontszama kozotti megfelelé korrelaciorol tajékoztat (Landmann et al., 2024).

Annak ellenére, hogy a tapasztalt patolégusok altal végzett kérszdvettani pontozast
tekintik referenciamodszernek a digitalis patoldgia analitikai teljesitményének validalasara,
ezek a modszerek kiegészitik egymast, és kdlcsondsen kikluszobolik gyengeségeiket. A
digitalis patolégia segiti a patolégusokat a szdvetelemzés soran jelentkezd torzitasaik
lekizdésében, és olyan végpontok létrehozasaban, amelyeket egy human vizsgalé nem érhet
el (Aeffner et al., 2017).

Vizsgalatunkban er6s egyezést talaltunk két, a patologia teruletén jelent6sen eltérd
tapasztalattal rendelkezé medfigyel6 manualis pontozasa kozott. Ezek az eredmények jelzik
ennek a hagyomanyos, szemikvantitativ modszernek a hatékonysagat, annak potencialis
szubjektivitasa ellenére. Csak egy, nem lektoralt vizsgalat mutatta be a PCV-2 IHC-n végzett
korvizsgalat eredményeit, amely bizonyos eltéréseket mutatott ki a kulonb6z6 patologusok
altal végzett pontozasban (Segalés et al.,, 2010). Kdvetkezésképpen a digitalis alapu

rendszereknek segitenilk kell homogénebb és objektivebb IHC-pontszamok kialakitdsaban,
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amelyek kulcsfontossaguak bizonyos betegségek diagnosztizalasaban, mint példaul a PCV-
2-SD esetében. A pontos értékelés kilonbséget tehet akar a beteg és a szubklinikai/labadozo
sertések kozott is (Olvera et al., 2004).

Negativ biralat esetén a fertézott sejtek aranya sokkal alacsonyabb volt, mint a nem
fert6zott sejtek aranya. Ezenkivul statisztikailag szignifikans esélyhanyadosok figyelhet6k meg
a pozitiv kategodriakban (+, ++, +++) a negativ biralathoz képest. Ezen eredmények alapjan a

fert6zott sejtszamok 6sszevethetdk a vizsgalé pontozasaval.

A szignifikans pozitiv korrelacié és a magas p-érték alapjan megallapithato, hogy nagyobb
virusterheléssel nagyobb szamu digitalisan szamszerUsitett, IHC-jelolt PCV-2-vel fert6zott sejt
tarsult. Eredménylnk is bizonyitja a digitalis QuPath mddszertan eredményességét megfeleld

immunhisztokémiai eljarassal és targylemezminéséggel kombinalva.

A virus képiaszama és a fert6zott sejtek mennyisége kdzotti szignifikans erds pozitiv
korrelacio bizonyitia a qPCR hatékonysagat FFPE-mintdkon. Az FFPE-blokkokon torténd
rutinszer( diagnosztikai alkalmazasa azonban dnmagaban sajat tanulmanyunk alapjan nem

javasolhato, és lehetséges diagnosztikai hasznossaga tovabbi vizsgalatokat igényel.

Bar nem tekintettlik vizsgalatunk szignifikans megfigyelésének, a korabban elvégzett IHC-
vizsgalatok manualis pontozasa kisebb eltéréseket mutatott a vizsgalatunkban nemrégiben
elvégzett festések pontszamaihoz képest. Ez a megallapitas ravilagit arra, hogy nemcsak a
megfigyel6k kdzotti variabilitast, hanem a festési eljarasok vagy akar a festési id6pontok

kozotti valtozékonysagot is figyelembe kell venni (Segalés et al., 2010).

Tanulmanyunknak voltak bizonyos korlatai. Viszonylag kis szamu mintaval dolgoztunk, de
az eredmények alapjan a rendszer megbizhatonak mondhato. Jéllehet jol mikodott egy olyan
betegségnél, amelyben altalaban jelentés az antigén mennyisége, megbizhatésaga kisebb
antigénterhelésnél és ersebb hattérfestésnél nem ismert. A QuPath szoftver azonban
rugalmassaga miatt hasznalhatd kilénbdz6 expresszidos szintekkel rendelkezd [HC-
markereket értékel§ vizsgalatokban (Bankhead et al., 2017). A fest6dési variabilitas
minimalizalasa a megfeleléen mikodd digitalis képelemzés egyik alapfeltétele még akkor is,

ha rendelkezésre allnak algoritmusok a csdkkentésére (Zuraw és Aeffner, 2022).

Osszefoglalva, a QuPath digitalis képelemzés felhasznalhaté a PCV-2 IHC-jelek pontos
szamszer(isitésére  természetes  sertéscircovirus-betegségben szenvedé  sertések
nyirokcsomoéiban. A jelenleg alkalmazott manualis modszer hatékonysaga ellenére egy Uj,
digitalis patoldgiai rendszer potencialisan javithatja a betegség diagnosztizalasat, ahol
elengedhetetlen a virus vizualizdlasa a beteg szdvetekben, a digitalis kvantifikacié pedig

objektivebbé és reprodukalhatdbba teszi az esetértékelést.
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9. Ujtudomanyos eredmények

1. Elészér azonositottuk a PRRSV-1-et RNAscope modszerrel sertés
tuddszovetmintakban és el6szor alkalmaztunk digitalis képelemzést az igy lathatova
tett nukleinsav mennyiségi meghatarozasara. Az RNAscope ISH DIA-vel kombinalva
értékes szemikvantitativ adatokkal szolgalhat a tud6 in situ PRRSV fert6zésére

vonatkozodan.

2. El6szor alkalmaztunk digitalis képelemzést a sertés endometrium gyulladasos
sejtszamanak szamszer(sitésére és hasonlitottuk 6ssze a modszert manualis
pontozasi eljarassal. A DIA hatékony modszer lehet a szdvetvizsgalatra hasonld
kutatasi eljarasokban, ahol az endometrium gyulladasat objektiven kell értékelni.
llyenek lehetnek tébbek kdzott a vakcinafejlesztési kisérletek, ahol a [ézidocsdkkentés
mertékét kivanjuk szamszer(siteni, de mddszertanaval Uj ismereteket szerezhetlink a

PRRSV-1 reprodukcios patoldgiajardl is.

3. El6észor fejlesztettlink ki és alkalmaztunk digitalis patolégiai rendszert a PCV-2-SD
egyedi diagnosztikgjara. A jelenleg alkalmazott manualis médszer hatékonysaga
ellenére egy Uuj, digitalis patoldgiai rendszer potencidlisan javithatja a betegség
diagnosztizalasat, ahol elengedhetetlen a virus vizualizadlasa a beteg szdvetekben, a

digitalis kvantifikacio pedig objektivebbé és reprodukalhatébba teszi az esetértékelést.
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11. A doktori kutatas eredményeinek kozlései

11.1. A doktori értekezés témajaban, lektoralt és impakt faktorral bird
tudomanyos folydiratban megjelent kdzlemények

e Horvath DG, Abonyi-Téth Z, Papp M, Szasz AM, Rimenapf T, Knecht C, Kreutzmann H,
Ladinig A, Balka G. Quantitative Analysis of Inflammatory Uterine Lesions of Pregnant Gilts
with Digital Image Analysis Following Experimental PRRSV-1 Infection. Animals (Basel). 2023
Feb 24;13(5):830. doi: 10.3390/ani13050830. PMID: 36899686; PMCID: PMC10000175.

* Dénes L, Horvath DG, Duran O, Ratkhjen PH, Kraft C, Acs B, Szasz AM, Rumenapf T, Papp
M, Ladinig A, Balka G (2021): In Situ Hybridization of PRRSV-1 Combined with Digital Image
Analysis in Lung Tissues of Pigs Challenged with PRRSV-1. Veterinary Science. 8:235.

» Horvath DG, Dénes L, Igriczi B, Papp M, Hidalgo-Martinez V, Segalés J, Balka G. Digital
guantification of porcine circovirus 2 (PCV-2)-infected cells in lymph nodes of pigs with natural
PCV-2 systemic disease shows strong association with manual scoring and quantitative PCR.
Vet Pathol. 2025 Apr 21:3009858251331121. doi: 10.1177/03009858251331121. Epub ahead
of print. PMID: 40257232.

» Horvath DG, Balka G (2025): Digitalis metszetelemzés az allatorvosi patolégiaban. Magyar
Allatorvosok Lapja, kozlésre elfogadva.

11.2. A doktori értekezés témajaban tartott el6adasok,
poszterprezentacidok tudomanyos konferenciakon

* Vemhes kocaslldék gyulladasos méhelvaltozasainak kvantitativ elemzése digitalis
képelemzb szoftverrel kisérleti PRRSV-fertézést kdvetéen. Akadémiai beszamolé 2022.

» 13th European Symposium of Porcine Health Management, 2022, Budapest. E-poster:
Quantitative analysis of inflammatory uterine lesions of pregnant gilts with digital image
analysis software following experimental PRRSV-infection.

* Digitalis metszetelemzés és sejtszamlalas a PCV-2-SD (PMWS) diagnosztikajaban. Magyar
Sertésegészségugyi Tarsasag (MASETA): 30. Kéves Napok, 2024.

11.3. A doktori értekezés témajahoz nem kapcsoldédd tudomanyos
kozlemények, el6adasok, poszterprezentaciok tudomanyos
konferenciakon

A. Publikaciok

» Madai M, Hanna D, Hetényi R, Foldes F, Lanszki Z, Zana B, Somogyi B, Papp H, Kuczmog
A, Faragé-Sipos O, Nemes C, Palya V, Horvath DG, Balka G, Banyai K, Jia X, Balogh P,
Kemenesi G, Bajnéczi P. Evaluating the Protective Role of Intranasally Administered Avian-
derived IgY against SARS-CoV-2 in Syrian Hamster Models. Preprints 2024, 2024100832.
https://doi.org/10.20944/preprints202410.0832.v1

Matis G, Sebdk C, Horvath DG, Marton RA, Mackei M, Voréshazi J, Kemény A, Neogrady Z,
Varga |, Traj P. Miniature chicken ileal explant culture to investigate the inflammatory response
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https://doi.org/10.20944/preprints202410.0832.v1

induced by pathogen associated molecular patterns (January 5, 2024). Available at SSRN:
https://ssrn.com/abstract=4685306 or http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4685306

» Voréshazi J, Mackei M, Sebék C, Traj P, Marton RA, Horvath DG, Huber K, Neogrady Z,
Matis G. Investigation of the effects of T-2 toxin in chicken-derived three-dimensional hepatic
cell cultures. Sci Rep. 2024 Jan 12;14(1):1195. doi: 10.1038/s41598-024-51689-1. PMID:
38216675; PMCID: PMC10786837.

» Szabd |, Nemes |, Bognar L, Terjék Z, Molnar T, Abonyi T, Balint A, Horvath DG, Balka G.
Eradication of PRRS from Hungarian Pig Herds between 2014 and 2022. Animals (Basel).
2023 Dec 5;13(24):3747. doi: 10.3390/ani13243747. PMID: 38136786; PMCID:
PMC10740787.

» Szilasi A, Horvath DG, Balka G (2022): A macskak fert6z6 hashartyagyulladasa, Irodalmi
Osszefoglald. Magyar Allatorvosok Lapja. 144:527-542.

« Horvath DG, Sos E, Dénes L, Dan A, Biksi |, Balka G (2020): Az elefantok endotheliotropikus
herpeszvirusa, Irodalmi dsszefoglalé. Magyar Allatorvosok Lapja. 142:303-312.

» Horvath DG, Téth G, Lencse Z, Balka G (2021): Multirezisztens Enterococcus faecium okozta
gerincveléburok-gyulladas kutyaban. Magyar Allatorvosok Lapja. 143:451-464.

 Dobra PF, Szilasi A, Vajdovich P, Erdélyi I, Horvath DG (2023): A haziallatok
haemophagocytas histiocytas sarcomaja Irodalmi 6sszefoglald és esetbemutatok. Magyar
Allatorvosok Lapja. 145:725-734.

B. El6adasok

* Az elefantok endotheliotropikus herpeszvirusanak (EEHV) hazai megjelenése és kimutatasa
in situ hibridizacioval. Akadémiai beszamolé 2021.

* 14th European Symposium of Porcine Health Management, 2023, Thessaloniki. E-poster:
The applicability of different sample types for the detection of atypical porcine pestivirus.
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12. Fuggelék

A reprodukcios modell eseteihez tartozé gyulladasos sejtszamok, manualis pontozasi és
log10 gPCR-értékek.

Eset Teljes Vas. suly] End. Vas. End. Csoport Suly (g) | PCR szérum PCR thymus PCR PCR placenta CD163+

sejtszam V1 suly. V1 | suly. V2 | saly. V2 log10 log10 endometrium log10 sejtek
log10

js10011 529 1 1 1 1 vacc/chall_L 773 0 0 0 0

js1014 622 2 1 1 1 vacc/chall_L 582 0 0 0 0

js1015 444 1 1 0 1 vacc/chall_L 848 0 0 0 0

js10r1 843 1 1 1 1 vacc/chall_L 985 0 0 0 0 411

js10r2 581 1 1 1 1 vacc/chall_L 792 0 0 0 0

js10r3 437 0 1 1 1 vacc/chall_L 847 0 0 0 0

js10r6 798 0 1 1 1 vacc/chall_L 964 0 0 0 0

js1113 353 0 1 0 1 vacc/chall_L 901 0 0 0 0

js1212 347 1 1 0 1 vacc/chall_L 838 0 0 0 0

js1217 369 0 1 0 1 vacc/chall_L 1099 0 0 0 0

js12110 257 0 1 0 1 vacc/chall_L 1481 0 0 0 0 56

js12r2 151 0 1 0 1 vacc/chall_L 1182 0 0 0 0

js12r4 233 0 1 1 1 vacc/chall_L 1013 0 0 0 0

js12r5 471 0 1 0 1 vacc/chall_L 993 0 0 0 0 90

js12r10 242 0 1 1 1 vacc/chall_L 571 0 0 0 0 96

js13I13 429 1 1 1 1 vacc/chall_H 562 0 0 0 0

js1411 226 0 1 0 1 vacc/chall_H 1005 0 0 0 0

js1413 232 0 1 0 1 vacc/chall_H 648 0 0 0 0 161

js1418 430 1 1 1 1 vacc/chall_H 544 0 0 0 0

js1419 281 1 1 1 1 vacc/chall_H 526 0 0 0 0

js14r1 201 1 1 0 1 vacc/chall_H 921 0 0 0 0

js14r3 246 1 1 1 1 vacc/chall_H 939 0 0 0 0

js14r8 410 1 1 1 1 vacc/chall_H 806 0 0 0 0

js1513 97 0 1 0 1 vacc/chall_H 740 0 0 0 0 331

js15r4 260 0 1 0 1 vacc/chall_H 799 10,54749857 11,028738 8,535463161 8,556217274

js15r5 210 1 1 1 1 vacc/chall_H 907 11,26734746 10,79531957 9,041180843 9,776820617

js15r6 123 1 1 1 1 vacc/chall_H 765 11,19356389 11,05034198 8,83244499 9,140900629

js16r2 490 1 1 1 1 vacc/chall_H 934 0 0 7,896366297 0

js1711 1026 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 774 0 0 0 0

js1714 517 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 907 0 0 0 0 283

js1715 154 1 1 0 1 no_vacc/chall_L 755 0 0 7,520503791 0 229

js1716 742 1 1 0 1 no_vacc/chall_L 850 0 0 0 8,763798058

js1913 505 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 526 0 0 0 0

js1915 592 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 660 0 0 6,662414872 0

js1917 860 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 549 0 0 0 0

js19110 950 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 406 0 0 0 0

js19111 283 1 1 1 1 no_vacc/chall_L 820 10,38279101 11,59364709 5,438444505 9,894521311
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js19r6 869 no_vacc/chall_L 510 0 0 4,547118009 0

js2011 621 no_vacc/chall_L 932 0 0 0 0 47
js2012 599 no_vacc/chall_L 923 0 0 0 0 97
js2014 335 no_vacc/chall_L 682 0 0 0 0

js2015 608 no_vacc/chall_L 988 0 0 0 0

js2018 487 no_vacc/chall_L 353 0 0 8,431595326 0 189
js2019 445 no_vacc/chall_L 360 0 0 0 0 75
js20r1 935 no_vacc/chall_L 986 0 0 0 0

js20r2 664 no_vacc/chall_L 509 0 0 0 0

js20r3 593 no_vacc/chall_L 742 0 0 0 0 84
js20r4 623 no_vacc/chall_L 506 0 0 0 0

js20r8 563 no_vacc/chall_L 343 0 0 0 0

js20r9 375 no_vacc/chall_L 1150 0 0 0 0

js2111 362 no_vacc/chall_H 878 0 0 7,655069634 0

js2113 337 no_vacc/chall_H 562 0 0 8,242106472 0

js23I3 665 no_vacc/chall_H 548 5,997706307 0 0 NA

js23I5 624 no_vacc/chall_H 596 11,02262784 11,06702601 8,505247499 10,0359639

js23r2 378 no_vacc/chall_H 747 7,70300211 0 0 0 93
js23r3 659 no_vacc/chall_H 689 0 0 0 0

js23r8 584 no_vacc/chall_H 867 10,4003711 11,15614482 7,703128779 9,336062916

js23r9 822 no_vacc/chall_H 778 10,63669221 10,66461613 8,211903135 8,716907228 65
js23r11 761 no_vacc/chall_H 858 11,41516477 12,23893912 8,680001172 9,908927645 127
js2411 434 no_vacc/chall_H 839 11,14498846 10,14651216 8,564492875 9,107273125

js2412 619 no_vacc/chall_H 976 11,46079489 10,59602048 8,805825437 9,522235409

js2416 796 no_vacc/chall_H 870 0 0 0 6,374085661

js24r3 766 no_vacc/chall_H 693 0 0 0 0 206
js24r4 1162 no_vacc/chall_H NA 0 0 6,462504121 0

js24r5 698 no_vacc/chall_H 795 0 0 0 0

js24r6 475 no_vacc/chall_H 584 0 0 0 0

js24r7 1167 no_vacc/chall_H 807 0 0 0 0

js1012 1551 vacc/chall_L 868 0 0 0 0

js10I3 1151 vacc/chall_L 1066 0 0 0 0

js10r5 1636 vacc/chall_L 945 0 0 0 0

js10r7 1772 vacc/chall_L 939 0 0 0 0

js10r8 787 vacc/chall_L 857 0 0 0 0

js16r7 1174 vacc/chall_H 748 0 0 0 0 173
js18r1 961 no_vacc/chall_L 1209 0 0 0 0

js18r2 1912 no_vacc/chall_L 1083 9,863176335 11,09202598 6,858174356 7,961029245

js1911 3869 no_vacc/chall_L 929 0 0 0 0

js1912 1653 no_vacc/chall_L 756 0 0 0 0 153
js1916 998 no_vacc/chall_L 829 0 0 7,497237274 0

js1918 1932 no_vacc/chall_L 340 0 0 0 0

js1919 631 no_vacc/chall_L 508 0 0 7,954129213 0
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js19r1 1216 no_vacc/chall_L 937 0 0 8,251034148 0 125
js19r2 1573 no_vacc/chall_L 822 0 0 5,168216997 0

js19r3 1289 no_vacc/chall_L 786 0 0 0 0

js19r4 2806 no_vacc/chall_L 550 5,863671494 0 0 0 127
js19r5 1940 no_vacc/chall_L 683 0 0 0 0 41
js19r7 787 no_vacc/chall_L 391 0 0 8,725362886 0

js2112 2039 no_vacc/chall_H 517 6,357134809 0 0 0 320
js2115 1847 no_vacc/chall_H 480 0 0 0 0

js21r1 1358 no_vacc/chall_H 670 11,22084067 11,028738 8,951937819 10,20858792 67
js21r5 813 no_vacc/chall_H 557 0 0 0 0

js21r7 2528 no_vacc/chall_H 811 0 0 0 0

js2211 1549 no_vacc/chall_H 836 10,58338016 11,13455453 10,2591046 10,91538067 124
js22r9 1697 no_vacc/chall_H 731 10,72594633 10,97668328 9,134747531 8,975893382 38
js22r10 1150 no_vacc/chall_H 519 11,3685695 11,279138 10,27841764 10,49050089

js23I1 967 no_vacc/chall_H 1190 0 0 6,362109251 0

js2314 804 no_vacc/chall_H 939 10,66067579 10,52064877 9,203500104 9,499066571

js23r1 2282 no_vacc/chall_H 900 5,78970055 0 0 0

js23r4 1238 no_vacc/chall_H 555 10,3205526 10,14197247 8,741778063 9,320850328

js23r5 808 no_vacc/chall_H 768 10,82647407 10,55598633 8,194032652 9,413926245

js2413 1752 no_vacc/chall_H 859 9,868651784 9,689230576 8,138451144 8,116054177

js2414 1201 no_vacc/chall_H 705 7,167969395 0 0 0 266
js2415 1102 no_vacc/chall_H 949 0 0 0 0

js24r1 947 no_vacc/chall_H 948 0 0 0 0 219
js24r2 950 no_vacc/chall_H 644 0 0 0 0 150
js1016 3813 vacc/chall_L 777 0 0 0 0 910
js1617 2632 vacc/chall_H 541 0 0 0 0 112
js1712 4162 no_vacc/chall_L 1267 0 0 7,452945445 0

js1713 2732 no_vacc/chall_L 546 0 0 0 0 154
js1717 5167 no_vacc/chall_L 964 0 0 8,769162732 0

js17r3 3506 no_vacc/chall_L 1039 0 0 8,372882404 0

js17r4 3302 no_vacc/chall_L 1027 0 0 7,765284648 0

js17r6 2415 no_vacc/chall_L 858 0 0 0 0

js17r7 4101 no_vacc/chall_L 982 0 0 8,989025661 0 274
js2114 3193 no_vacc/chall_H 603 0 0 0 8,821961201

js2118 3775 no_vacc/chall_H 680 0 0 9,094961164 0 208
js21r4 2842 no_vacc/chall_H 483 0 0 9,58457763 0

js21r6 2867 no_vacc/chall_H 386 0 0 8,773119152 0

js2213 2888 no_vacc/chall_H 273 11,10836203 11,05610159 10,2664415 9,993936112

js2215 2772 no_vacc/chall_H 832 10,71650833 11,23732173 9,80132256 9,369283832 123
js2216 2358 no_vacc/chall_H 642 10,81450813 10,89719606 9,453456228 8,600143959

js2217 2729 no_vacc/chall_H 539 10,88525094 10,7178615 9,658311557 9,415431394

js22r3 2660 no_vacc/chall_H 548 6,234661518 11,32855382 9,320383043 9,995291429

js22r5 2801 no_vacc/chall_H 371 9,972302951 10,88297767 8,98880919 9,791958605
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js22r6 2381 no_vacc/chall_H 671 10,21446003 10,95770655 8,8556962 9,572197198
js22r7 3565 no_vacc/chall_H 526 9,246867722 8,044439497 9,830508992 7,376831328
js2312 2273 no_vacc/chall_H 910 0 0 0 7,665424868
js23r7 2277 no_vacc/chall_H 1050 10,57793535 10,2324918 7,898533964 9,747514675
js17r1 5200 no_vacc/chall_L 818 10,58504315 9,735251782 8,345214202 8,514300929
js17r2 4719 no_vacc/chall_L 881 0 0 7,708792141 0

js17r5 4910 no_vacc/chall_L 759 0 0 0 0

js22r11 3128 no_vacc/chall_H 795 11,14134471 10,22824385 10,08517362 9,395789459
js1r5 213 no_vacc/no_chall

js2l6 168 no_vacc/no_chall

js5r9 94 vacc/no_chall

js616 106 vacc/no_chall

js9r3 104 vacc/chall_L

js1111 92 vacc/chall_L

js13r1 285 vacc/chall_H

js1414 216 vacc/chall_H

js2013 200 no_vacc/chall_L

js2016 188 no_vacc/chall_L

vizsgalo, V2 = 2-es vizsgald
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End. Suly. = endometritis sulyossag, Vas. Suly. = vasculitis sulyossag, V1 = 1-es




Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik kozvetlenul vagy akar kozvetve
segitettek a PhD-munkam létrejottében. A legnagyobb kdszonet a témavezetémet, dr. Balka
Gyulat illeti, akihez barmilyen kérdés esetén fordulhattam. Koszénom jeldlttarsamnak Igriczi
Barbaranak és dr. Dénes Lillanak, akik a publikaciok irasaban és a PCR-vizsgalatok
elvégzésében potolhatatlan segitséget nyujtottak, tovabba kdszondm Pop Renatanak a
szovettani metszetek festéseinek elvégzését. Kulon koszonet illeti a hazi védésem és a
nyilvanos védésem opponenseit, Dr. Rusvai Miklos Professzor Urat, dr. Mathé Domokost és
dr. Albert Mihalyt, akik idejiket és energidjukat nem kimélve igyekeztek jobba tenni a
disszertaciomat és a prezentaciéomat. Halaval tartozom ezen felll az 6sszes szerzétarsamnak
és a Patolégiai Tanszék tobbi munkatarsanak, valamint szeretném megkdszonni

feleségemnek Lenkének, édesanyamnak és a barataimnak, akik mindig tdmogattak.
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