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1. a. Osszefoglalas

A sertések reprodukcids zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jar6
szindroméjanak (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) hazai
elterjedtségérol a sajat eredményeinket és mas hazai diagnosztikai intézetek (MgSZH-
ADI, SZIE-AOTK, Ull8i Nagyallatklinika, Kérbonctani Osztdly) adatait figyelembe
véve megdllapitottuk, hogy az orszdg 1182 nyilvéantartott nagylétszamu sertéstartd
telepének koriilbeliil 10%-a tekinthetd fertdzottnek.

A virusgenom konzervativ szakaszdra, az ORF7-re tervezett reverz
transzkripciés polimeraz lancreakcion (RT-PCR) alapulé diagnosztikai rendszert
dolgoztunk ki annak érdekében, hogy valamennyi lehetséges PRRSV (porcine
reproductive and respiratory syndrome virus) véltozatot képesek legylink kimutatni. A
mintagyljtés soran f6 szempontunk az volt, hogy olyan telepeket teszteljiink, melyek
kordbbi szeroldgiai vizsgdlatokban mar igazoltan PRRS pozitivak voltak, vagy a
betegségre jellemzd tiinetek (vetélés, koraellés, gyenge almok sziiletése, illetve
1égz0szervi tiinetek a fiatal dllatokban) jelentkeztek az dllomanyban. Ezt kovetden az
elsé 1épésben pozitivnak bizonyult, 25 kiilonbozd sertéstartd teleprdl szarmazd 45
mintdn masodik 1épésként a filogenetikai vizsgédlatokhoz legalkalmasabb, varidbilis
génszakasz, az ORF5 RT-PCR segitségével torténd amplifikaciéjat, majd az amplikon
kétiranyu, direkt szekvenciameghatdrozasit végeztiik el. Az igy kapott szekvencidkat
azutan 6sszehasonlitottuk egymadssal és a nemzetkozi adatbizisban (GenBank) fellelheto
fontosabb szekvencidkkal, és megallapitottuk, hogy a hazai PRRSV torzsek tilnyomé
tobbsége az eurdpai genotipusba, azon beliil pedig az 1-es szubtipusba tartozik.
Taléltunk azonban harom olyan szekvencidt, melyek az amerikai genotipusba tartoztak.
Ezek koziil két, egymdssal direkt kapcsolatban levd teleprdl szdrmazé virustorzs
vadvirusnak bizonyult, €s a kanadai referens virushoz hasonlitott leginkabb, egy
szekvencia pedig Nyugat-Eurépdban széles korben elterjedt, de Magyarorszagon nem
torzskonyvezett, élovirusos vakcindval mutatott rokonséagot.

Kilenc esetben mutattunk ki vakcinavirust nem vakcindzott dllatokbol. Ezek
nagymértékben hasonlitottak az adott telepen hasznélt élovirusos vakcindkhoz.
Osszehasonlitva a Magyarorszdgon torzskonyvezett két vakcinavirust illetve a hozz4
nagymértékben hasonlité varidnsok szarmaztatott GPS5 aminosav-sorrendjét azt
tapasztaltuk, hogy az egyik vakcina esetében az Osszes rd hasonlité varidns
kovetkezetesen ugyanazokban az aminosav-poziciokban valtozott meg, minden esetben

az els6 ektodoménen, rdadasul mindegyik elveszitett egy glikozilacids helyet, igy erre



az alegységre az eredeti vakcinavirustdl, és a vadvirusok tilnyomo tobbségétdl elérden
csak két cukormolekula kotodhet. Ebben az esetben mindegyik varidnst vetélt
magzatbdl, illetve a betegség tiinetei kozt elhullott fiatal allatbol mutattuk ki. A mdsik
vakcina esetében a varidnsok random moédon véltoztak meg ezen a teriileten, ezeket
minden esetben egészséges (bar nem vakcinazott) allatokbdl mutattuk ki.

Megvizsgaltuk tovabbd 8 szerbiai (vajdasdgi) PRRSV minta ORFS5
nukleotidszekvencidjat, és megallapitottuk, hogy azok az eurdpai genotipusba, és az 1-
es szubtipusba tartoznak, és szoros rokonsagot mutatnak egymadssal, illetve Danidban
izolalt torzsekkel.

Munkank mésodik 1épéseként primer-probe energy transfer elven miikodo, valos
idejii RT-PCR eljarast fejlesztettink ki a PRRSV RNS képiaszdm meghatdrozdsa
céljabol. A rendszer érzékenységét ismert RNS koépiaszamui mintdk 10-es alapu
higitdsain vizsgaltuk a Lelystad virus, egy eurdpai 3-as szubtipusba tartozd belorusz
torzs (Soz-8), illetve egy amerikai vakcinavirus (Ingelvac MLV®) esetében, és
megallapitottuk, hogy mindegyikbdl koriilbeliil 10 RNS koépiat képes kimutatni. Egy
TCIDs volt a kimutathatésag hatdra a szovettenyészeten elszaporitott Lelystad virus és
a Pl129-es (2-es tipusu) virustorzs esetében. Ismert szekvencidju amplikonok
olvadédspont-vizsgdlatival megdllapitottuk, hogy proba-célteriilet mismatchek esetén
olvadéspont csokkenés 1€p fel, de a rendszer szignifikans érzékenység- €s hatékonysag-
valtozds nélkiill képes miikodni akdr Ot mismatch esetén is. A moddszer tehat
alkalmasnak bizonyult egymastdl rendkiviil nagy genetikai tdvolsagra levd virustorzsek
kimutatdsdra, mennyiségi meghatdrozdsara, és a jovoben hatékony, nagy érzékenységii

eljaras lehet a PRRSV molekularis diagnosztikdjdban.



1. b. Summary

To assess the prevalence of the porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS)
among the Hungarian pig herds the data of two diagnostic institutes (CAO-VDI, SZIE-
AOTK, Large Animal Clinic) was combined with our results, and it was found that
approximately 10% of thel182 presently registered large scale pig herds can be
considered as PRRSV infected.

A gel-based RT-PCR method has been developed for the detection of every
possible PRRSV (porcine reproductive and respiratory syndrome virus) strain by the
amplification of the conserved part of the genome, the ORF7. During the sample
collection our goal was to target herds that had been proven to be PRRS positive by
serological analysis in other institutes, or showed symptoms resembling to PRRS such
as reproductive disorders, high mortality rates among the suckling piglets, or respiratory
disorders affecting young animals. Sera samples were collected from sows and piglets
showing symptoms of PRRS, and lung, peribronchial lymphnode and tonsil samples
were collected from deceased animals and aborted foetuses. After this step, on the 45
positive samples (obtained from 25 different herds) the RT-PCR amplification of the
variable part of the genome (ORFS), that is proven to be suitable for phylogenetic
analyses was performed, followed by direct sequencing of the amplicons from both
directions. These sequences were then compared to each other and the most important
sequences downloaded from the GenBank, and it was found that large majority of the
Hungarian strains belong to the European subtype 1. Three sequences were clustered in
the American genotype. Two of them were originated from the same herd, and shared
90-91% nucleotide identity with the Canadian “Quebec” reference strain, whereas the
other one was related to an attenuated live vaccine virus strain that is widely used in
Europe, but not authorised in Hungary.

We identified nine vaccine like strains, that were obtained from
vaccinated herds, but from non-vaccinated animals, and showed high nucleotide identity
to the sequence of the vaccine used in the herd. Analysing the nucleic acid and the
deduced amino acid identity values of the vaccine related strains compared to live
vaccine virus strains it is remarkable that in case of the derivates of one of the
commercially available vaccine, all amino acid changes were found in the putative
ectodomain, consistently at the same amino acid positions. Analysing the putative N-
linked glycosylation sites of the first ectodomain of the live vaccine virus strains and
their derivates, it was found that almost all the vaccine-like variants lost the N-46

glycosylation site (compared to the vaccine strain). All these sequences were recovered
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from aborted fetuses, or carcasses having severe respiratory problems prior to death. In
an other herd where the other vaccine was used the AA changes of the vaccine like
strains were found in random distribution, all these like sequences were obtained from
clinically healthy animals, and such losses were not observed within the herd.

The ORF5 analysis of the 8 Serbian PRRSV sequences revealed, that they
belong to the European genotype, subtype 1, and show high similarity to each other and
to sequences found in Denmark.

As the secons step of our research a one-step real time RT-PCR method has
been developed for the simultaneous detection of both genotypes of porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV). The assay is based on primer-
probe energy transfer, and the most important advantage of this is the relative tolerance
towards mutations in the target-probe region. The primers and the probe were designed
using an alignment of 235 Type 1 (including all subtypes) and Type 2 PRRSV strains.
According to the alignment, multiple degenerations were included in the forward and
reverse primers to enable the detection of all PRRSV strains deposited in the GenBank.
Specificity was tested using 37 different PRRSV strains and eight other swine pathogen
viruses. The detection limit was approximately 10 copies of RNA prepared from the
Lelystad virus, a European Subtype 3 virus (Belarus strain Soz-8), and an American
vaccine virus (Ingelvac MLV®). One TCIDs, was the detection limit in the case of the
cell cultured Lelystad virus and the P129 isolate, respectively. The melting point
analysis revealed melting point decrease, but no significant sensitivity and signal loss in
the presence of numerous (up to five) target-probe mismatches, indicating the capability
of tolerating even more mutations. The method was suitable for the detection and
quantitation of phylogenetically divergent strains and can serve as a robust, high

throughput tool in the molecular diagnostics of the PRRSV.
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2. Bevezetés, célkitiizések

A sertések reprodukcids zavarokkal és 1€gzdszervi tiinetekkel jardé szindromadja
(porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) széles korben elterjedt virusos
megbetegedés, melyet a PRRS virusa (PRRSV, porcine arterivirus) 4ltal okozott
fert6zés i1déz eld. Nevét onnan kapta, hogy kocédkban reprodukcids zavarokat, fiatal
allatokban pedig 1égzdszervi tiineteket idéz eld. Az ujsziilott, a szopds kort illetve a
valasztott malacokban a megbetegedés ©Onmagdban, valamint az daltala okozott
immunszuppresszié kovetkeztében kialakulé masodlagos fertozések hatdsara az allat
elhullaséhoz vezethet.

A koérképet eldszor a 1980-as évek végén figyelték meg €s irtdk le az Egyesiilt
Allamokban (Keffaber, 1989), mig az elsé eurépai el6forduldsirél Eszaknyugat-
Németorszdgban szdmoltak be 1990-ben (Lindhaus and Lindhaus, 1991). Ezt kdvetéen
a megbetegedés végigsoport egész Eurépan (Medveczky, 1996), majd Azsidban is
gyorsan elterjedt (Stadejek et al., 2008). Magyarorszagon 1995 6ta van tudomdsunk a
jelenlétérdl Hornydk és munkatdrsainak szeroldgiai vizsgdlati eredményei alapjan
(Hornyak et al., 1996). Hazankban eldszor 1999-ben sikeriilt izoldlni a virust, annak
eur6pai genotipusba tartozd valtozatit (Medveczky et al., 2001). A PRRS, az
Allategészségiigyi Szabalyzat alapjan 2002-ig bejelentési kotelezettség ald tartozott,
addig nem terjed el széles korben. Ezt kdvetden azonban egy utélag megkérddjelezhetd
dontés alapjan kikeriilt a jelentendd betegségek listdjardl, igy a 2002-t6l 2006-ig tartd
iddszakban a fert6zottség megallapitdsa nem vont maga utdn kotelezd érvényli hatésigi
intézkedéseket, ezért konnyebben terjedhetett hazdnkban. Ebben az iddszakban a
betegség terjedésében fontos szerepet jatszottak a Magyarorszag 2004-es unids
csatlakozdsat kovetden a nagymértékben fertdzott nyugati orszagokbdl minimadlis
allategészségiigyi ellendrzés mellett beérkezd sertésdllomanyok, igy az 6t évvel ezeldtti
2%-0s arannyal szemben jelenleg nagylétszamu sertésdllomdnyaink kb. 10%-a
tekinthetd fertézottnek. Ez az ardny még mindig joval kedvezobb a tdliink nyugatabbra
levd orszagokétdl; Ausztridban pl. 60%-os a PRRS prevalencidja (Dr. Friedrich
Schmoll, Veterindrmedizinische Universitit, Bécs, személyes kozlés). Noha a 2005. évi
CLXXVLI. torvény értelmében 2006. janudr 1-ét6l ismét bejelentési kotelezettség ald
tartozik Magyarorszagon, végrehajtasi rendelet hidnydban sem a betegség, a fert6zottség
megallapitdsdnak szabdlyai, sem az azt kovetd intézkedések, esetleges korldtozdsok nem
tisztazottak.

A  PRRSV a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjanak Arterivirus

nemzetségébe tartozik (Cavanagh, 1997), genomja kb. 15100 nukleotid hossztsagu,
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pozitiv irdnyitottsdgd RNS molekula, amely 9 nyitott leolvasési keretbdl 4ll. A virusnak
két, genetikailag és antigénszerkezetileg is jol elkiilonithetd valtozatat kiillonboztetik
meg: az eurdpai (l-es) €s az amerikai (2-es) tipust, melyek csak mintegy 60-65%
azonossagot mutatnak a teljes genom nukleotidsorrendjét tekintve (Nelsen et al., 1999).
Kordbban ugy tartottdk, hogy az eurdpai torzsek kozelebbi rokonsdgban 4llnak
egymadssal, mint az amerikaiak (Suarez et al., 1996; Drew et al., 1997), de nemrégiben
kelet-eurdpai, illetve oroszorszagi torzsek vizsgélatdval négy, egymdstol genetikailag
élesen elkiiloniild szubtipust hatdroztak meg az eurdpai genotipuson beliil (Stadejek et
al., 2002; 2006; 2008).

Eurépaban elséként Déanidban irtdk le amerikai genotipusu torzsek jelenlétét,
olyan allomédnyokban, ahol amerikai genotipusu attenudlt torzzsel torténd vakcindzast
kovetéen heveny vetéléses tiinetek jelentek meg a kocadllomanyokban a vakcina
virulens virussa torténd revertalédasa miatt (Bgtner et al., 1997; Madsen et al., 1998;
Nielsen et al.,, 2001). Amerikai genotipusu torzsek jelenlétét irtdk le a szomszédos
Szlovakiaban, illetve Ausztridban is (Psikal et al., 1999; Indik et al., 2005).

Mindeziddig az Aujeszky betegség mentesitése sordn alkalmazott, kiterjedt,
Osszehangolt sziirdvizsgdlat PRRS esetében nem tortént meg. Korldtozott szamu
vizsgélataink, illetve tobb PRRS diagnosztikai munkat is végz0 intézmény adatai
alapjan megéllapithatd, hogy a fertdzottség elterjedtségének ardnya sokkal jobbnak
mondhaté a téliink nyugatabbra helyezkedd orszdgokéndl, melyeknél az akéar a 100%-ot
is megkozeliti. Hazank viszonylag kedvezd jarvanytani helyzetének, valamint a torvényi
szabdlyozdsnak, és a remélhetfleg hamarosan megsziiletd végrehajtdsi rendelet éltal
eldirt intézkedéseknek koszonhetden talan van még esély nagylizemi dllomdnyaink nagy
részének megvédésére, valamint a mentesitésre. Ehhez elengedhetetlen a magyarorszagi
virustorzsek megismerése, a torzsek rokonsagi viszonyainak feltérképezése.

A PRRS diagnosztikdjdban a virus, annak fehérjéinek, vagy genetikai
allomédnyanak kimutatdsan alapul6 un. direkt, illetve az altala indukdlt ellenanyagvélasz
kimutatdsdn alapuldé un. indirekt mddszereket, szeroldgiai probdkat haszndlnak. Ez
utobbiak dlloméanyszintli profilvizsgélatokra alkalmasak, de nem mutatjdk meg az
allatok konkrét védettségét, perzisztensen fertdzott dllatok esetében negativ eredményt
adhatnak, tovabba (mivel az esetek kb. 1%-aban téves pozitiv eredményt adnak), csak
magas ardnyu pozitivitds esetén értékelhetd az eredményiik. A PRRSV a ma ismert
egyik legvaltozékonyabb virus (Hanada et al., 2005), molekuléris diagnosztikdja emiatt

rendkiviil nagy kihivést jelent. Ezért elengedhetetlen gyors, specifikus és megfelelden
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érzékeny diagnosztikai eljarasok kifejlesztése, melyek alkalmasak mindkét genotipus,
illetve a kiilonb6z6 eurdpai szubtipusokba tartoz6 PRRSV torzsek kimutatasara.
Munkénk elsé 1épéseként fertdzott telepeken az adott telepen jelenlévd PRRS
virus nukleinsavat tztiik ki célul. Ehhez egy olyan RT-PCR ejardst kivantunk
kifejleszteni, mely képes valamennyi lehetséges torzs kimutatisara. Ezt kovetden pedig
az igy Osszegyljtott mintdkon a virusgenom leginkdbb varidbilis génszakaszédnak, az
ORF5-nek a nulkeotisorrendjét kivantuk meghatdrozni egy udjabb primerpart
(primerpérokat) alkalmazé RT-PCR rendszerrel. Az igy kapott szekvencia-adatokat
aztdn egymassal, valamint a nemzetk6zi adatbdzisban (GenBank, Bethesda, USA,

www.ncbi.nih.gov) fellelhetd fontosabb szekvencidkkal 6sszehasonlitva azok rokonsédgi

(filogenetikai) viszonyait akartuk feltérképezni. Meg akartuk vizsgdlni tovdbba a
magyar torzsek eredetét, valamint az orszdg kiilonb6z6 pontjairél szarmazé virusok
Osszehasonlitdsdval megéllapitani azok jarvdnytani viszonyait. Szerettiik volna
megvizsgalni, hogy a szomszédos orszdgokhoz (Ausztria, Szlovakia) hasonléan jelen
vannak-e amerikai genotipusui szekvencidk hazdnkban, illetve, ha igen vakcinavirus
eredetiiek-e, vagy vadvirusokhoz hasonlitanak-e inkdbb. Emellett, lehet0ség szerint
olyan, hazankkal szomszédos orszdgbdl is célul tliztiik ki PRRSV mintdk begytijtését, és
jellemzését, melyek esetében nincs publikdlt szekvencia a nemzetk6zi adatbdzisban
azért, hogy azokat a magyar (féleg az adott hatar kozelébdl gyiijtott), illetve nemzetkozi
torzsekkel dsszehasonlitva filogenetikai viszonyaikat elsOként leirjuk.

Egy olyan, rendkiviil gyorsan valtozé virus esetében, mint a PRRSYV,
elengedhetetlen a diagnosztikai, legf0képpen a molekuldris diagnosztikai moédszerek
folyamatos fejlesztése annak érdekében, hogy az adott eljards képes legyen az adott
idoszakban 1étez6 valamennyi, s6t a folyamatos genetikai sodrédds kovetkeztében
folyamatosan kialakulé twjabb valtozatok kimutatisiara. Mindemellett egyre inkabb
eldtérbe keriilnek az olyan PCR technikdk, melyek, a gél alapu mddszerek igen/nem
eredményein feliil alkalmasak a mintdk nukleinsav-képiaszdim meghatdrozaséara is.
Munkénk harmadik szakaszaként tehat a begytijtott torzsek, és szekvencidk birtokdban
célul taztik ki egy olyan modern, gyors, megbizhato, specifikus, valds ideji
virusnukleinsav kimutatdsi modszer kidolgozasit, mely lehetdvé teszi valamennyi
jelenlegi, illetve a késObbiekben kialakulé6 PRRSV torzs kimutatasat, valamint a klinikai

mintdkban taldlhat6 PRRSV mennyiségi meghatdrozasat.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A betegség torténete

A jelenleg a sertések reprodukcids zavarokkal €s 1égzdszervi tiinetekkel jard
szindrOméja (porcine reproductive and respiratory syndrome; PRRS) néven ismert
koérkép az 1980-as évek mdsodik fele 6ta szerepel az éllatorvosi szakirodalomban.
El6szor 1987-ben az Amerikai Egyesiilt Allamokban észlelték (Keffaber, 1989), de
Kanaddban retrospektiv vizsgalatokkal talaltak 1979-bdl szdrmaz6 szeropozitiv savokat
is (Carman et al., 1995). Az akkor még ismeretlen oktand megbetegedést kiilonféle
nevekkel illették: eldszor ,,Mystery Swine Disease”, majd a jellegzetes kortani-klinikai
elvaltozasoknak megfelelden a ,,Blue-Eared Disease” nevet kapta, de szdmon tartottak
,»dwine Infertility and Respiratory Syndrome (SIRS)”, ,,Porcine Epidemic Abortion and
Respiratory Syndrome (PEARS)”, és ,, X disease” néven is (Collins et al., 1992).
Eurépédban elséként Németorszdgban észlelték a korképet 1990-ben (Lindhaus and
Lindhaus, 1991), majd a fert6zés rovid id6 alatt elterjedt a kontinensen. A kérokozaét
elsoként Hollandidban, 1991-ben sikeriilt azonositani: sertés eredetli alveolaris
makrofag-tenyészeten izolaltdk a késobbiekben referens virusként szdmontartott torzset,
a Lelystad-virust (Wenswoort et al., 1991). Ezt kdvette 1992-ben a VR-2332 jelii virus,
a referens amerikai tipusu torzs izoldldsa az USA-ban (Collins et al., 1992). A két
referens izoldtum genetikai és antigénszerkezeti tulajdonsdgaiban, valamint
virulencidjuk mértékében jelentds kiillonbségeket mutattak ki, ezek alapjan amerikai és
eurépai genotipust kiillonboztetnek meg (Meng et al., 1995). A 90-es évek madsodik
felében a két kontinensre jellemzod virusok kolcsondsen atjutottak a sertésdllomanyokba,
vagyis megjelentek mind az amerikai tipusu virusok Eurépaban, mind pedig az eurépai
virusok az USA-ban (Madsen et al., 1998; Ropp et al., 2004). Azsidban mdr a 80-as
évek végén megjelent a virus, leginkdbb annak 2-es genotipusu torzsei (Cha et al., 2006;
Stadejek et al., 2006), Thaif6ldon és Oroszorszagban azonban nagyrészt a virus eurdpai
valtozatai vannak jelen (Thanawongnuwech et al., 2004; Stadejek et al., 2008). Kindban
(leginkdbb annak keleti tartomanyaiban) 2006 nyardn egy magas lazzal, illetve addig
nem latott sulyos tiinetekkel jaré betegség jelent meg, mely a hizédllomanyokban is
rendkiviill nagyardnyd elhulldst okozott. Az dllatok szerveibdl PRRSV torzseket
izolaltak, melyekkel kisérleti koriilmények kozott, SPF allatokban is ki tudtdk véltani a
sulyos korképet (Li et al., 2007; Tong et al., 2007).

A koérokozo, s igy a betegség is vildgszerte gyorsan elterjedt, bar Ausztralia, Uj-

Zg€land, Svéjc, Finnorszag, Norvégia, valamint Argentina, Brazilia és Kuba egyeldre
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PRRS mentesek. Magyarorszdgon elséként 1996-ban szdmoltak be szeropozitiv
alloméanyokrol egy akadémiai beszamold keretében (Hornydk €s munkatérsai, 1996),
majd 1999-ben a SZIE-AOTK Jarvanytani és Mikrobiolgiai Tanszékén miikodd
virolégiai munkacsoportnak sikeriilt izoldlnia az els6 PRRSV torzset (ABV 32), melyrol
az ORF6 ¢és ORF7 nukleinsav-analizisével megallapitottdk, hogy az eurdpai
genotipusba tartozik, €s szoros rokonsdgot mutat spanyol torzsekkel (Medveczky et al.,

2001).

3.2. A virus tulajdonsagai
3.2.1. A virus eredete

A PRRS virus (PRRSV) eredetére vonatkozéan tobb feltételezés is napvildgot
latott. A virus eredetérdl szo6lo, Osszehasonlité filogenetikai vizsgdlatok eredményei
alapjan feléllitott egyik hipotézis szerint a PRRSV az egér laktat dehidrogendz szintjét
megemeld virusbol (Lactate Dehydrogenase-elevating Virus, LDV) alakult ki, valahol
Németorszag keleti részén a 19. szdzadban (Plagemann, 2003). Elsoként vélhetdleg
vaddisznok fert6zdodtek az egerektdl, majd az Uj gazddban kezdetben feltehetden lassan
replikdl6d6 virustorzsek koziil kialakultak a sertéseket is megbetegiteni képes
virusvaridnsok, és a fertozés elterjedt a vaddiszné-populdcion beliil. 1912-ben 14,
feltételezhetben PRRSV-fert6zott vaddisznét fogtak be ezen a vidéken, és ezeket
exportaltdk az Egyesiilt Allamokba, Eszak Karolindba. Ott szabadon engedték Sket, és
ezzel megindult a virus evoldcidja az amerikai kontinensen is. Mas megfigyelések arra
utalnak, hogy a PRRSV nem tul régen (az 1980-as évek folyamén) keriilt a sertésbe és
adaptdlddasa ehhez a fajhoz még nem fejez8dott be (Hanada et al., 2005), bar djabb, a
virus evolucidjanak iitemét vizsgalo szamitdsok az el6zd hipotézissel sszhangban jéval
kordbbra (1880 tdjékara) teszik a két PRRSV tipus szétvilasat a feltételezhetd kozos
Osbdl (Forsberg, 2005). Az LDV-PRRSV dtalakuldsban tehdt kozvetitd szerepet
jatszhatott a vaddiszné is. Ugyanakkor a vaddisznék PRRSV-fert6zottségérdl kevés
adat 4ll rendelkezésiinkre. Ezek leginkdbb kis ardnyu szeropozitivitasrol (Oslage et al.,
1994; Albina et al., 2000), RT-PCR segitségével torténd viruskimutatdsrél (Reiner et
al., 2008) szamolnak be, mig izoldlni a PRRSV-t csupédn egy esetben sikeriilt, egy autd

altal elgézolt fiatal vadmalac tiidejébdl Olaszorszagban (Bonaliuri et al., 2006).
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3.2.2. Taxonémia

A PRRSV taxonémiailag a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjanak
Arterivirus nemzetségébe tartozik (Cavanagh 1997), virionja burkos, 50-70nm
atméroju. Legkozelebbi rokonai a 16 virusos arteritisének virusa (Equine Arteritis Virus,
EAV), az egér laktat-dehidrogendz szintjét emeld virus (LDV) és a majmok vérzéses
14z4t okozd virus (Simian Haemorrhagic Fever Virus, SHFV). A Nidovirales rend
tagjait genomszervezddésiikk €s a virus replikdcios stratégidja alapjdn soroltdk egy
taxondémiai egységbe. A latin nidus (fészek) elnevezés a virus replikdcidja sordn a
szubgenomidlis RNS-ek szervezddésének jellegzetes ,,fészkes” tulajdonsdgara utal (1.

abra) (Meulenberg, 1993, 2000).

NSP SP

b3
L m 3 4 5 67

| 1. mRNS
(| 2. sgmRNS
O 3. sgmRNS
(| 4. sgmRNS
(| 5. sgmRNS
O 6.sgmRNS
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.
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~

,,fészkes” mRNS-ek
1. dbra.

1. dbra. Az dbran a PRRSV genomszervezddése, valamint a 3° koterminadlis, azaz kdzos
3’végl, fészkes elrendezddésti sgmRNS-ek lathatok, melyek mindegyikének elején a
kék négyzet a kozos leader szekvenciat jeloli (1a-7: ORF-ek, NSP: nem stuktirélis, SP:
strukturdlis proteinek). A genom 3’ végén lithat6 fekete négyszog a le nem forditott

szakaszt jeloli (Meulenberg, 2000).

3.2.3. A virusgenom jellemzoi
A PRRSV genomja kb. 15100 nukleotid hosszuisagu, pozitiv irdnyitottsdgi RNS

molekula, amely a mRNS-hez hasonl6éan rendelkezik 5° cap és 3’ polyA struktdrakkal.
A virus RNS kilenc un. nyitott leolvasési keretet kédol (open reading frame, ORF),
melyek egy-egy polipeptid kédoldséért felelds genomszakaszok. Ezek a kovetkezok:

ORFla/b, ORF2a/b és ORF3-7. Az ORFIl egymaga a virusgenom tobb mint
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kétharmadat teszi ki (kb. 12000 nukleotid) és a virus replikdciéjahoz sziikséges
fehérjéket kodolja (Snijder and Meulenberg, 1998) (1.4bra).

Az ORFla egyetlen polyprotein formédjaban termelddik, majd proteolytikus
folyamatok eredményeként tobb helyen véagddik és nyolc nem strukturdlis fehérje
keletkezik bel6le (non structural protein, NSP1-8). Az ORF1b éltal kédolt fehérje (mely
leolvasési keret eltolodédssal [frame shift], irédik 4t) vdgédsaval pedig a tovabbi
enzimtermészetli, nem strukturalis fehérjék (NSP9-12) keletkeznek, amelyek replikaz,
RNS-dependens RNS-polimerdz, nukleozid-trifoszfatdz, valamint RNS-helikdz
aktivitdssal rendelkeznek. A virus hdrom {6 stukturdlis fehérjéje (SP) a GP5
burokfehérje (glikoprotein 5, 24-25 kDa méretli, az ORFS kdédolja), az M (membran
protein, 19 kDa méretli, az ORF6 kddolja), valamint az N fehérje (nukleokapszid
protein, 15 kDa, az ORF7 kédolja) (2. dbra). Az ORF2-4 gének kddoljak a kisebb
mennyiségben termelddd strukturdlis fehérjéket. Ezen fehérjék transzliciéja a mar
emlitett ,,fészkesen” atir6do szubgenomialis RNS molekuldkrdl valésul meg; mindegyik
ilyen RNS molekula 5’ végén ugyanaz az un. leader szekvencia taldlhaté meg (1. dbra),
amely nem irédik 4t aminosavva és fontos szerepet jatszik az mRNS riboszéméahoz vald
kapcsolédasaban (Cavanagh, 1997; Meulenberg, 2000; Wu et al., 2001). A Nidovirales
rend tagjai koziil ezt a mechanizmust kovetik az Arteriviridae és a Coronaviridae csalad
tagjai, mig a Roniviridae csalad €s a Torovirus nemzetség esetében nem figyeltek meg

kozos leader szekvenciakat (van den Born et al., 2005).

GP,

N
GP,

M
GP,

E

GP,

2. dbra. A PRRSYV virionjanak szerkezete, és legfontosabb szerkezeti fehérjéi.
(Meulenberg, 2000)
N nukleokapszid fehérje 15kDa (ORF7)

M membrén fehérje 18kDa (ORF®6)
GPs burokfehérje 25kDa (ORF5)
GP,4 burokfehérje 31-35kDa (ORF4)
GP; burokfehérje 45-50kDa (ORF3)
GP; burok fehérje 29-30kDa (ORF2)
E burokfehérje 10kDa (ORF2,)
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3.2.4. Kvdzispecies jelleg

A PRRSV a ma ismert egyik legvaltozékonyabb RNS virus (Hanada et al.,
2005). Az RNS virusok, RNS-dependens RNS-polimerdzara jellemzd, hogy az RNS
szal maésoldsa sordn gyakran téveszt, vagyis nem a bazispdrosoddsnak megfeleld
nukleotidot épiti be a szintetizal6d6 uj szdlba, és mivel nincs javitd mechanizmusa
(proof-reading), mely ezeket a hibakat korrigalnd, mutaciok keletkeznek a mdsolt
virusgenomhoz (templét) viszonyitva (Domingo, 2000). Mivel ezek viszonylag nagy
szamban és mai ismereteink szerint véletlenszerlien képzddnek, tovabbd egy-egy
virusmultiplikdcié (fertdézés) sordn sok millié templétrdl késziil masolat egyidejiileg,
beldthatd, hogy egy virustorzset mutans véltozatok tomege alkot, melyet a szakirodalom
un. kvazispeciesnek nevez (Holland et al., 1992). Nemcsak a kiilonféle virusfajok, de az
egyes fajokon beliil az eltérd funkciét hordoz6 fehérjéket kodold virusgének is eltérd
mértékli hajlamot mutatnak a mutdcidkra, éltaldban a strukturdlis fehérjét kodolok
gyakrabban, mig a nem strukturdlis fehérjéket kodolo gének kevésbé szenvednek ilyen
jellegli genetikai valtozast (Kiss et al., 1999; 2000). Adott virustdrzsben a legnagyobb
mennyiségben jelenlévo varidns nukleotid-sorrendjét tin. ,,master-szekvencidnak”, mig a
sz€ls0 értékek €s a master-szekvencia koz€ esd varidnsokat a mutdns spektrumnak
nevezik. Ugyanakkor a nemzetkozi genetikai adatbazisban (GenBank, Bethesda, U.S.A,

www.ncbi.nih.gov) elhelyezésre keriilo adat (mely RNS virusok esetében is egyetlen

nukleotid sor) a konszenzus szekvencia, amely barmelyik varidns lehet a mutdns
spektrum két végpontja kozott, noha statisztikailag nagyobb a masterszekvencia-kozeli
véltozatok ,konszenzus szekvanciavd” védlasdnak esélye, mert azok nagyobb szdmban
vannak jelen a kvazispeciesben.

A kvazispecies nagyfoku rugalmassdgot biztosit a virus szdmdra, 4ltala
konnyebben alkalmazkodik a kornyezeti feltételekhez, beleértve természetesen a
megfertozott gazda szervezetét €s immunvalaszdnak hatasat is, vagy ezdltal konnyebben
véltozhat meg egy adott virus tropizmusa. Allatorvosi, orvosi szempontbdl az a
jelentdsége, hogy genetikai hatteret biztosit antigén- és virulenciavaltozatok
kialakuldsdhoz, diagnosztikai problémdkat és védekezési nehézségeket okozhat, mind a
vakcindzas, mind pedig a virusellenes gyogyszeres kezelés tekintetében. A kvazispecies
valtozékonysaganak ugyanakkor értelemszerien korldtai vannak: bizonyos mértéken
tallépd valtozasok mar veszélyeztetik a virus életképességét, sot a virus kvazispecies

0ssze is omolhat: ezt nevezik az ,.error katasztréfa” jelenségének (Crotty et al., 2001).
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3.2.5. Genetikai vdltozékonysdg
A PRRS virusnak két, genetikailag €s antigénszerkezetileg is jol elkiilonithetd

varidnsat kiilonboztetik meg: az eurdpai (1-es) és az amerikai (2-es) tipust, melyek csak
mintegy 60-65% homoldgiat mutatnak a teljes genomszekvencidkat tekintve (Nelsen et
al. 1999). A PRRSV genomjinak egyik legnagyobb genetikai variabilitidsat mutatd
szakasza az ORF5, mely a GP5-0s glikoproteint kddolja (Suarez et al., 1996; Andreyev
et al., 1997). Ez a glikoprotein a virion membranjdban taldlhat6 és diszulfid kotés
segitségével egy heterodimer komplexet alkot az M proteinnel (amit az ORF6 kdédol)
(Snijder et al., 2003). A GP5 az N-termindlis szakaszdn neutralizacids epitopokat
tartalmaz, és a protektiv virusellenes immunitds egyik célpontja, mivel az ellene
képzodott ellenanyagok megvédik az éllatokat a virémidtdl és a jellegzetes PRRSV
okozta elvaltozasoktol (Pirzadeh and Dea, 1997; 1998; Snijder and Meulenberg, 1998;
Wissink et al., 2003; Balasuriya and MacLachlan, 2004). Ezeken a rendkiviil
valtozékony, hipervaridbilis szakaszokon gyakori a mutdci6, ami a gazdaszervezet
immunrendszere daltal kifejtett er0s szelekcids nyomds miatt legtobbszor aminosav
véltozast is eredményez. Ezek alapjdn viszonylag rovid i1dd alatt kialakulnak az adott
orszagra, régidra, sOt akar allattarté telepre jellemzod varidnsok (lasd késobb), igy azok
az esetleges virusterjedés sordn is azonosithatéak lesznek, és magyardzatot adhatnak a
virus eredetére.

Az  ezredfordul6 tdjékan az addig elvégzett, korlatozott szdmu
szekvenciavizsgéalatok eredményi alapjan ugy tartottdk, hogy az 1-es genotipusd,
eurdpai torzsek filogenetikailag szorosabb rokonsdgot mutatnak egymadssal, mint az
amerikai torzsek (Suarez et al., 1996; Drew et al., 1997). Ez a nézet azonban hamar
megddlt, miutdn a kordbbi szekvencidktél nagymértékben eltér6 PRRSV torzseket
taldltak Litvanidban (Stadejek et al., 2002), melyek a filogenetikai torzsfdkon az
amerikai és az eurdpai torzsek kozott helyezkednek el (3. édbra). Ez alapjan
feltételezhetd, hogy ezek a torzsek mutatjdk a legkdzelebbi rokonsagot a két genotipus
kozos Osének szamitd torzsekkel. Tovédbbi kelet-eurdpai, leginkabb Belorusszia, és
Oroszorszag teriiletérdl szarmazé torzsek vizsgdlata nyomdn nyilvanvaléva valt, hogy
az 1-es tipusu torzseket négy monofiletikus, egymastol élesen elkiiloniilé szubtipusba
lehet sorolni. A nyugat-, illetve kozép-eurdpai torzsek egyontetiien az 1-es szubtipusba
tartoznak, a tobbi szubtipusokat pedig litvdn, belorusz, illetve orosz torzsek alkotjak

(Stadejek et al. 2006, 2008).
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1-es (eurdpat)

genotipus litvaniai torzsek

3. dbra. Az ébrdn az ORF5
szekvencidk alapjan feléllitott
torzsfan lathat6 az 1-es és a 2-es
genotipus elkiiloniilése,
valamint a koztiik helyezkedd
litvéniai torzsek. A
csomdpontoknal feltiintetett
szamok a 100 ismétlés alapjan
szamitott bootstrap értékeket
jelolik (Stadejek et al., 2002).

2-es (amerikai)
genotipus

3.2.6. A PRRSV sejttropizmusa, szaporoddsdnak jellemzoi
A PRRSV szaporoddsanak elsddleges célsejtjei a monocita/makrofag vonal

sejtjei, ezek koziil is elsOsorban a sertés alveolaris makrofagok. A virus megfertdzi a
1ép, a manduldk, a nyirokcsomodk, a mdj, a Peyer-plakkok és a timusz makrofégjait,
valamint Il-es tipusd pneumocitdkban is kimutattdk mdr, ugyanakkor a peritonedlis
makrofagok, a vér monocitdi és a csontveldi Ossejtek ellendllok a PRRSV fertézéssel
szemben (Halbur et al., 1996; Sur et al., 1996; Delputte et al., 2004). Néhdany nem
makrofdg tipusi sejtet is képes megfertézni, mint pl. a sertés here csirasejtjeit
(spermatiddk és spermatocitdk) (Sur et al., 1997). A virus receptor-medidlt
endocitdzissal jut a megfertdzott sejtbe, melyhez jelenlegi ismereteink szerint leglabb
kétféle receptormolekula, a hepardn-szulfat glilkozaminoglikdn és a szialoadhezin
kozvetitését veszi igénybe (Vanderheijen et al., 2003; Delputte et al., 2004; 2005). Az
eldbbihez a virus a matrix és a GP5 fehérjéjén keresztiil kapcsolddik (Delputte et al.,
2007). A szialoadhezin a makrofagok specifikus receptora, s azok koziil is csak a 1ép,
nyirokcsomok, csontveld, mdj, vastagbél €s a tiidé szoveti makrofagjain taldlhaté meg, s
bar kimutattdk, hogy szerepet jatszik bizonyos sejt-sejt interakcidékban (granulocitdkkal,
monocitdkkal, természetes 6l0sejtekkel, de akdr daganatsejtekkel is), pontos bioldgiai
funkciéja még nem ismert. A vér periférids mononukledris sejtjei valamint a peritonedlis

makrofagok feliiletén nem taldlhaté szialoadhezin, s ezeket a sejteket kisérletes
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koriilmények kozott sem tudtdk PRRSV-vel fert6zni. Ha azonban mesterségesen
kifejezték a szialoadhezint a feliiletiikon, ezek a sejtek is fogékonnyd valtak a PRRSV
fertdzésre. A szialoadhezin mint virusreceptor szerepe meglehetdsen specialisnak tlinik
a PRRSV esetében, az ember virusos megbetegedései kapcsdn példaul eddig nem
taldlkoztak vele. Ugyanakkor az LDV-vel kapcsolatos megfigyelések arra utalnak, hogy
ez a virus is alkalmazza a szialoadhezint a sejtbe jutdshoz, ami tovibb erdsiti azt a
hipotézist, hogy a PRRSV az LDV-b0l szarmazik (Vanderheijen et al., 2003).

A receptor-komplex fontos része a vimentin, mely a sejtbe jutott virionoknak a
citoszkeleton filamentumaihoz val6 hozzdkapcsolédasat segiti eld, igy egyéb
fehérjemolekuldk mellett (citokeratin 8, citokeratin 18, actin, II-es tipusd bdazikus
keratin) szerepet jtszik a virionok sejten beliili transzportjaban (Kim et al., 2006).

In vitro koriilmények kozott a legtobb PRRSV torzs szaporitdsara a virus
elsddleges célsejtjeibdl sertés alveolaris makrofagjaiban (porcine alveolar macrophages,
PAM) all6 sejttenyészet a legalkalmasabb, melyen a virust elsoként izolaltak. Egyes
eurépai torzsek, az amerikai genotipusu torzsek nagy része, tovdbba az attenualt
vakcinavirustorzsek sikeresen szaporithatéak ezen kiviil afrikai z6ldmajom vese eredetii

permanens sejtvonalakon (pl.: MARC-145, MA-104, CL-2621) is (Kim et al., 1993).

3.3. A PRRS jarvanytana
3.3.1. A virus terjedése

A PRRSYV sertésrol sertésre atviheto direkt modon, azaz kozvetlen érintkezés
utjan, illetve indirekt uton, ragdlyfogd eszkozok segitségével is. A szeronegativ
allomédnyok az esetek dontd tobbségében virusiirito allatok bevitelét, illetve fertdzott
sperma haszndlatat kovetden fert6zddnek a kérokozdval. A virust kimutattak fertdzott
allatok kiilonboz6 valadékaban (vér, orrvaladék, nyal, ondd, bélsar, tej, kolosztrum). A
leggyakoribb horizontalis fert6zési ut az oronazdlis, illetve az onddval torténd
virusatvitel. Fiatal allatok, mivel esetiikben a virémia id6tartama is joval hosszabb (lasd
késobb), akar 6-8 hétig is képesek atadni a virust a veliik egyiitt tartott, hasonld kord
tarsaiknak, ami esetiikben leginkdbb az orrvéladék, illetve a kohogés sordn képzodod
aeroszol segitségével torténik (Wills et al., 1997b; 2002). A kohogéskor, tiisszogéskor a
1égutakbdl aeroszol formdjdban iiriild virus fertézoképességének véltozdsat, illetve az
aeroszol PRRSV eredeti RNS tartalmanak felezési idejét kiilonboz6é hémérsékleten
illetve relativ pdratartalmi értékeken vizsgdlva megdllapitottdk, hogy az alacsony
homérséklet, illetve az alacsonyabb relativ paratartalom kedvez a virus tilélésének, de

ezek kozill a homérsékleti értéknek nagyobb a jelentdsége (Hermann et al., 2007). A

21



levegd utjan torténd fertdzés-fertdzddés hatdtavolsagardl, annak valdszintiségérol eltérd
adatok 4llnak rendelkezésre. Kisérletes koriilmények kozott a levegd tutjan bekovetkezo
fertdzés éltalaban rovid, egy-két méteres tavolsdgban kovetkezik be, ezzel szemben
telepi koriilmények kozott, részletes szekvenciavizsgélatokkal aldtdmasztva kb. 600m-
es tavolsagra torténd fertézodést is igazoltak mar egy sertéstelep kiilonb6z6 termelési
egységei kozott (Sandri et al., 2006). Egy nagy szdmu 4dllaton elvégzett kisérlet azt
bizonyitotta, hogy elegendOnek bizonyult a negativ allatok fertdz6déséhez, ha a
hozzajuk bejutd levegd csupan 1%-a szarmazott a fertézott dllatok légterébdl
(Kristensen et al., 2004).

Nagyon fontos fert6zé€si mod a spermaval torténd virusdtvitel. Kisérletes
fertdzést kovetden spermdbdl virusizoldldssal 43 (Swenson et al., 1994), polimerdz
lancreakcidval 92 napig tudtak PRRSV-t kimutatni (Christopher-Hennings et al. 1995).
A PRRSV (és az egyéb arterivirusos) fert6zések fontos tulajdonsdga a perzisztens
fertdzottség kialakitdsdnak képessége, amely a betegség jarvanytani sajitossdgainak
szempontjabol nagy jelentOségli. Perzisztens fert6zés soran a virus majdnem teljesen
eltlinik a szeropozitiv allatok vérpalydjabodl, és csupan a limfoid szervekben, leginkdbb a
manduldkban mutathaté ki. Noha a perzisztens fert6zés kialakuldsanak mddja nem
ismert, annyi bizonyos, hogy barmely korban fert6z6dott allat esetében kialakulhat, és
akar a fert6zddést kovetd 157. napon is izoldlhat6 fertézOképes virus az allatokbdl
(Wills et al.,, 1997a). A vemhesség 85-90. napjédn intrauterindlisan fertdzott
sertésmagzatok vérében 210 nappal a sziiletésiiket kovetden is kimutattak virus RNS-t,
€s ezekkel a malacokkal 98 napos koruktdl egyiitt tartott szentinel dllatok révid idon
beliil athangolddtak a PRRSV-vel szemben (Benfield et al., 1997).

Indirekt fert6zési forrasként szerepelhetnek kontamindlt csizmak, ruhadarabok,
injekcids tlik, illetve kiilonb6z6 jarmiivek, de ezek fert6zéskozvetitd szerepe a
megfeleld jarvanyvédelmi, illetve higiéniai kovetelmények betartasdval (ruhacsere,
csizma- és jarmiifertdtlenités stb.) jelentdsen csokkenthetd. Mechanikai vektorai
lehetnek azonban a PRRSV-nek sziinyogok (Aedes vexans) illetve a hazi 1égy is (Musca
domestica) (Otake et al., 2002; 2003). Mivel ezek nem bioldgiai vektorok, tehat benniik
a virus nem szaporodik, fertézéskozvetité képességiik a felvett virus mennyiségétol,
illetve a kiils6 kornyezeti hdmérséklettdl fiigg. Leirtak fertdzott dllatokkal kapcsolatba
keriilt legyek kozvetitésével 2,4 km-es tavolsagra tortént virusatvitelt is (Schurrer et al.,
2004).

A fogékony éllatok fertdzddése bekovetkezhet a szdjliregen/orriiregen at,

hamsériiléseken keresztiil, termékenyitéskor vagy jatrogén tuton. A sikeres fert6zéshez
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sziikséges virusmennyiség tekintetében azonban jelentds kiilonbségek addédnak a
fertdz€s bemeneti kapujatol illetve az allatok koratdl fiiggden. Minél fiatalabb az 4llat a
virussal vald taldlkozds pillanatdban, anndl kisebb virusmennyiség elegendd a fert6zés
megeredéséhez. Fiatal dllatok esetében akar 20 fert6zOképes virion elegendd az
intranazdlis vagy intramuszkuldris fertézéshez (Yoon et al., 1999), mig venereilis

fertdzodéshez joval nagyobb virusmennyiség sziikséges (Benfield et al., 2000).

3.3.2. Korfejlodés

A virus a fertdzddést kovetden a bemeneti kapu kornyékén taldlhat6 periférids
makrofiagokban szaporodik, majd 12 6rédn beliil virémia kovetkezik be, melynek sordn
eljut a nyirokszervekbe, illetve a tiidobe. A megfeleld sejtekbe (foként makrofagokba)
bejuté és multiplikdl6do virus azok karosoddsiat okozza. Apoptézisra (programozott
sejthaldl, aktiv, irdnyitott folyamat) illetve nekrdzisra (4ltalaban passzivan végbemend
jelenség) jellemzd folyamatokat egyardnt lefrtak (Kim et al., 2002; Miller and Fox,
2004; Lee and Kleiboecker, 2007). Fontos megemliteni az igynevezett bystander hatdst,
ami azt jelenti, hogy nem csak a virussal fert6zott sejtekben mennek végbe az
apoptotikus folyamatok, hanem a kdrnyezetiikben megtaldlhat6 (bystander) sejtekben is.
Ezen sejtek a virusfert6zott makrofdgok altal termelt és az extracelluldris térbe juto,
apoptosist indukal6 medidtorok (TNF-a, NO, reaktiv oxigéngyokok stb.) parakrin
hatdsa kovetkeztében pusztulnak el (Choi and Chae, 2002).

A fert6zés kimenetelében sok egyéb, mar emlitett tényez0 mellett szerepe lehet a
sertések genetikai tulajdonsdgainak. A nagy fehér, a pietrain, a lapdly, illetve két hibrid
sertésfajta alveolaris makrofagjainak in vitro PRRSV fert6zésre adott vélaszat
Osszehasonlitva megéllapitottdk, hogy a lapdly fajta PAM-jaiban lassabb volt a virus
replikaciéja. Ennek magyardzata a fajta PAM sejtjei altal a fert6zés korai szakaszdban, a
tobbi fajtdhoz képest nagyobb mennyiségben termelt TNF-a, illetve interleukin-8,
melyek a virus szaporoddsat gatoljak (Ait-Ali et al., 2007).

Az adott virustorzsek eltéré virulencidjanak molekuldris hattere egészen a
kozelmiltig nem volt egyértelmii. Kordbban egy revertdlédott vakcinaeredeti
virustorzset hasonlitottak 0ssze a vakcinavirussal, illetve a vakcinatorzs kiindulasi vad
véaltozataval, melynek sordn az ORF1 génszakaszon taldltak ,,gyands” nukleotidokat
(Nielsen et al., 2001). Nemrégiben a Kindban izoldlt erésen patogén torzsek
Osszehasonlité genomszekvencia-vizsgdlatival az ORFI1 4ltal kédolt NSP2-nek
megfeleld peptiden taldltak egy szakaszt, melyen valamennyi erdsen patogén torzsek

esetében hidnyzott egy 30 aminosavbdl 4ll6 szakasz a tobbi PRRSV torzshoz képest (Li
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et al., 2007), kideriilt azonban, hogy ennek a deléciénak nincs szerepe a sulyos tiinetek,
illetve kortani elvéltozdsok kialakitdsaban (Zhou et al., 2008). Egy napjainkban
megjelent tanulmany szerzOi ugy vizsgdltdk az egyes génszakaszok virulenciat
meghatdrozé képességét, hogy egy erdsen virulens, illetve egy vakcinavirusbol készitett
fert6z6 klonbdl kimérakat készitettek, igy, hogy a vakcinavirus egyes szakaszait a
virulens torzs megfeleld részeivel cseréltek ki. Ezeket a klonokat vemhes kocédkba oltva
meghatdroztdk azok virulencidjat. fgy arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az NSP3-8,

illetve a GPS5 a virulenciat meghatarozé legfontosabb teriiletek (Kwon et al., 2008.)

3.3.3. Tiinetek, kérbonctan

A fertdzotten sziiletett, vagy szopdskorban fert6z0dott malacoknak daltaldban
nehezitett 1égzése van, jellemzd a kotohdrtya-gyulladds, 14z, borzolt szorzet,
étvagytalansag, hasmenés, reszketés, borvérzések, szemhéj-6déma és az akar nagyobb
ardnyu elhullés is. A megsziiletés utani hetekben fert6z6dott novendék malacok kozott
laz, tiidégyulladds, a novekedésben, fejlodésben valé visszamaradds, valamint a
madsodlagos, elsésorban bakteridlis kérokozok kovetkeztében megnodvekedett elhullds
figyelhetd meg. Iddsebb korban a hizék, kanok és kocdk illetve tenyésztésbe nem vett
siildok kozott gyakoribb a szubklinikai fertézottség, ami &dtmeneti lazban és
étvagytalansigban nyilvdnulhat meg. Leirtak azonban a erds pathogenitdsu, a kocdk
kozt 50%-os vetélést, és akar 10%-os elhullast eredményezd, silyos, ugynevezett
atipikus PRRS-t, vagy més néven SAMS-t (sow abortion and mortality syndrome)
okoz6 jarvanyokat is (Martelli et al 2003). Sulyos megbetegedést, rendkiviil magas lazat
€s nagy ardnyu, akdr 100%-os elhulldst un. high fever syndrome-ot okoznak a mér
kordbban emlitett, 2006 nyardn Kindban, majd Vietndmban és 2008-ban Bhutdn
teriiletén is megjelent virustorzsek (Stadejek, személyes kozlés). A PRRSV-vel
fert6zodott illetve €10, attenudlt PRRS-vakcindval oltott kanok onddjukkal iirithetik a
virust, amit étvigycsokkenés, enyhe 14z, a libido csokkenése kisérhet. Az ejakuldtum
mennyiségének és a sperma mindségének romlasat is leirtdk, utébbi a spermiumsejtek
csokkent motilitdsat, morfoldgiai anomalidkat, akroszoma-rendellenességeket jelent
(Prieto and Castro, 2005). A fert6zés kimenetele fligg a fert6zd virus patogenitasatol,
valamint a kordbban emlitettek alapjin a fertdzott dllat genetikai adottsagaitol is. Mind a
makroszkopos, mind a korszovettani elvaltozasok tekintetében elsOsorban a fiatal
allatokban taldlhatunk elvaltozasokat, melyek az idésebb egyedekben is felismerhetdk,
de kevésbé kifejezettek. A tiidok a normdlisndl tomottebb tapintatiak lehetnek, illetve

gyakran lathatjuk a masodlagos baktériumos fertézések kovetkezményeinek megfeleld
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koérbonctani képet, tovabba az érintett nyirokcsomok jelentésen megnagyobbodhatnak.
Kérszovettani elvaltozasokat szintén a tiidd €s a nyirokcsomok mutatnak elsdsorban. A
tildében intralobuldris intersticidlis tiidogyulladds alakul ki, az alveoldris szeptumok
mononukledris sejtekkel valé beszlrddésével, a Il-es tipusi pneumocitdk
hipertréfidjaval és hiperplazidjaval, valamint gyulladdsos és nekrotikus exszudatum
esetenkénti felhalmozdéddsdval az alveolusokban. A nyirokcsomékban follikularis
hiperplaziat lehet megfigyelni, illetve kifejezett eozinofil granulocitds infiltraciét.
Vérérkarosodast, az agy €s a sziv elvdltozdsait szintén megfigyelték a magzatokban
érgyulladds (leginkabb koldokartéria-gyulladas), agyvelOgyulladas és

szivizomgyulladas form4jaban (Rossow, 1998).

3.4. A PRRSYV elleni immunitas
3.4.1. A humordlis immunvdlasz

Indirekt immunfluoreszcencias eljardssal mérhetd mennyiségben el6szor az IgM
tipusu ellenanyagok kezdenek megjelenni az 5-7. naptdl, a 14-21. napon elérik
maximumukat, majd a 35-42. napra kiiiriilnek. IgG tipusu ellenanyagokat ELISA,
illetve IPMA vizsgdlatokkal a 10-14. naptdl lehet kimutatni, maximumuk a 21-28.
napon van, majd néhany hoénap alatt kitiriilnek. Ennek a gyors és erdteljes
ellenanyagvalasznak azonban nincs virusneutralizalé hatdsa. Ennek egyik oka, hogy a
virus sejthez kapcsolddaséért felelos fehérjéje, a GP5 elsd virusfelszini alegysége
kétféle epitdpot tartalmaz: az egyik ellen termelt ellenanyagok neutralizdljak a virust
(,B” epitop: 37-45. aminosav a GP5-ben), mig a masik ellen termeltek nem (,,A”
epitdp: 27-30. aminosav a GP5-ben). Ugyanakkor az A epitép sokkal hatékonyabb
antigén és ugy helyezkedik el a B epitdp eldtt, hogy ellene sokkal hamarabb (méar
néhany nap alatt) termelddnek ellenanyagok, mint a neutraliziciéért felelos B epitop
ellen (tobb, mint négy héttel a fertdzés utan). Ezt a fehérjerészletet ezért un. ,,csali-

£ %%

epitdp”-ként tartjdk szdmon, ami egyébként ismert eszkdze a virusok és a baktériumok
gazdaszervezet elleni kiizdelmének (Ostrowsky et al., 2002; Nowotny et al., 2003;
Balasuriya and MacLachan, 2004; Fang et al., 2006; Lopez and Osorio, 2004).

A VN (virusneutralizdld, a virus sejtreceptorhoz tapaddsit megakadédlyozni
képes) ellenanyagok a fert6zddést kovetd 4. hét utdn jelennek meg és hosszu ideig, akar
egy évig is kimutathatok. Latszélag hidnyzik a klasszikus szekunder humorélis
immunvalasz a homolég PRRSV rifertézésre. Azaz, ha egy malacot kétszer fertdziink

ugyanazzal a virussal, nem koveti kimutathaté ellenanyagtiter emelkedés a masodik

fertdzést, rdadasul nincs is kimutathaté virusreplikdci6. Ha heterolog réfertdzést
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végziink, azaz a masodik PRRS fertdzés (challange virus) kiillonbozik az elsétdl
(immunizalé virus), akkor 4ltalaban ellenanyagtiter emelkedést észeleliink (Lager et al.,

1997).

3.4.2. A celluldris immunvdlasz

Egy adott kérokozdoval még nem taldlkozott dllat szervezetében a velesziiletett
immunvalasz jelenti az elsddleges védelmi vonalat. Ilyenkor a bejutds és az elsddleges
virusszaporodds helyén megtaldlhaté endotélsejtek, neutrofil granulocitdk, természetes
0losejtek (NK, natural killer), illetve makrofiagok feliiletén megtaldlhaté kiillonbozd
receptorok (Toll-like receptors) felismerik a virus eredetii dupla-, vagy — jelen esetben —
szimplaszalu RNS molekuldt, és az igy aktivélt sejtek aztan intenziv citokintermelésbe
kezdenek (INF-a, INF-B, TNF-a stb.). Ezek a mediatorok azutan mind a fert6z6tt, mind
a nem fertdzott, szomszédos sejtekben gatoljdk a virusszaporodast, illetve aktivaljdk a
NK sejteket, melyek elpusztitjdk a fertdzott sejteket (Saito and Gale, 2007). A PRRSV
fertdzés esetén ez az elsé védelmi vonal altal adott citokinreakcid kifejezetten gyenge,
ami lehet6évé teszi a virus gyors elszaporoddsat, szorddasat, illetve lassitja a késObbi
madsodlagos immunvalasz kialakuldsat is (Albina et al., 1998; Buddaert et al., 1998).
Neheziti a virusfertdzott sejtek elimindléddsit az a megfigyelés, hogy sem az in vivo,
sem az in vitro korilmények kozott fert6z0dott makrofagok feliiletén nem
expresszalodnak virusfehérjék, ami megakaddlyozza a fertdzott sejtek ellenanyagok és
komplementk6tddés — segitségével — torténd  elpusztitisit  (antibody-dependent,
complement-mediated cell lysis, ADCML) (Costers et al., 2006). A PRRSV fertdzés
emellett megemeli az IL-10 termelddéséért felelos mRNS szintet a vér mononuklearis
sejtjeiben, illetve a tiidé6 makrofidgokban (Suradhat and Thanawongnuwech, 2003;
Suradhat et al.,, 2003). Az IL-10 gaitolja egyes virusellenes, proinflammatorikus
citokinek (IL-1, TNF-a) termel6dését, tovdbba szintén gatld hatdssal van az
antigénprezentdlé sejtekre, illetve a CD4" Thelper limfocitdk képzOdésére, melynek
kovetkeztében a sertések a PRRSV fert6zésre dltaldban alacsony kezdeti T
limfocitaszint-novekedéssel reagdlnak, ami azutdn egyenletesen emelkedik a fert6zést
kovetd 1-2 évben (Meier et al., 2003).

A késOn kialakuld, gyenge immunvalasz kovetkeztében az dallatokban
perzisztens fert6zés alakulhat ki (lasd elébb). A garatvaladékbdl illetve a manduldbodl
még akkor is izoldlhat6 a PRRSV, amikor a kiillonbozd szeroldgiai vizsgalatokkal
mérhetd ellenanyagszint mér csokkend fazisban van. Ez a jelenség is arra utal, hogy az

elérhetd szerologiai tesztekkel mérhetd ellenanyagvdlasz, illetve az egyéb
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immunmechanizmusok nem elegendéek ahhoz, hogy a gazda megszabaduljon a

virustol.

3.5. Diagnosztika

A betegséget kizardlag a klinikai tiinetek alapjan nehéz felismerni; a PRRS
diagnézisa a virus vagy a specifikus ellenanyagok kimutatdsdn alapul. A fertdzott
allatbdl a virus kimutatasédra direkt, az ellenanyagok kimutatisara indirekt modszereket

hasznalnak.

3.5.1. Indirekt viruskimutatas, szerologia

A szeroldgiai vizsgélatok sordn az dllatok vérsavgjabdl a virusfertozés hatdsara,
a gazdaszervezet plazmasejtjei dltal a virus kiillonboz6 antigéntermészetii komponensei
ellen termelt immunoglobulinokat mutatjuk ki. A mdédszer elénye, hogy ezek a fehérjék
jobban ellenallnak a kornyezeti hatdsoknak, hosszabb ideig stabilak maradnak még nem
megfeleld tarolasi koriilmények kozott is, mint a fertdzoképes virionok. Az
ellenanyagok ezen feliil hosszabb ideig perzisztdlnak a vérben mint a kérokozo, igy nem
csak a betegség heveny-félheveny szakaszdban mutathatdak ki, hanem akar hénapokkal
a fertdzodést kovetden 1is. A kereskedelmi forgalomban kaphaté szeroldgiai
vizsgélatokkal tovabba egyszerre nagy szdmu mintat lehet viszonylag rovid id6 alatt
megvizsgélni. Az igy kapott adatok alapjan egy adott dllomdnyban a fert6zés lefolyasat
€s a jarvanymenetet valamint az egyes korcsoportok immunoldgiai stituszat is
tanulmanyozni lehet. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 indirekt ELISA tesztekkel
kimutathaté ellenanyagok gyorsan és nagy mennyiségben jelennek meg a fertdzést
kovetden. Antigénként 4ltaldban rekombindns nukleokapszid fehérjét haszndlnak,
melynek eldnye, hogy szerkezete hasonlé a kiilonb6zd virustorzsek esetében, igy a
tesztek barmely PRRSV torzset képesek kimutatni. Hatrdnya a mddszernek, hogy nem
tikrozi a tényleges védettséget, mivel ezeknek az ellenanyagoknak nincs protektiv,
illetve virusneutralizdl6 hatdsa. Negativ lehet az ELISA tesztek eredménye
perzisztensen fertdzott allatok esetében, ugyanis ezekkel a PRRSV-ellenanyagokat a
fertdz€s utdn 3-4 honap mulva mar nem lehet kimutatni, pedig a virus az &llatok
manduldjdbol ekkor még kimutathaté (Horter et al., 2002). Mésik héatranya az ELISA
teszteknek, hogy az esetek koriilbeliil 1%-aban fals pozitiv eredményt adnak, mely
PRRS negativ 4lloméanyok periodikus ellen6rzé vizsgdlatai sordn okozhat komoly
nehézségeket (Toremorell et al., 2002; Dr. Friedrich Schmoll, Veterinirmedizinische

Universitit, Bécs, személyes kozlés).
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A virusneutralizaciés probdkkal kimutathaté ellenanyagok az dllatok tényleges
védettségérdl adnak tdjékoztatast, ilyen ellenanyagok azonban csak a fertdzést koveto 4.
héttdl jelennek meg, ezért a mddszer heveny fertdzés diagnosztizdlasara alkalmatlan. A
VN prébak sertés alveoldris makrofdg sejttenyészeten és egyes, leginkdbb észak-
amerikai, illetve attenudlt vakcinatorzsek esetében majomvese eredetli sejtvonalakon
(MA-104, MARC-145) is elvégezhetok. Azokndl a torzseknél, melyek nem okoznak
citopatogén elvaltozdsokat a sejttenyészeteken immuncitokémiai mdodszerekkel kell az
esetleges virusszaporodast lathatéva tenni, mely méginkabb munkaigényessé teheti az
eljarast. A virus genetikailag és antigénszerkezetileg nagyon valtozatos, ezért, ha a
proba sordn az eredeti torzshoz kevéssé hasonl6 izolatumot hasznalunk, a ténylegesnél
alacsonyabb neutraliz4cids titereket kaphatunk.

A PRRS indirekt diagnoszikdjdban indirekt immuofluoreszcens probékat,

blokkol6 ELISA teszteket, tovabba IPMA eljarason alapulé moédszereket is leirtak.

3.5.2. Direkt viruskimutatds
3.5.2.1. Virusizolalas

A direkt mdédszerek koziil a virusizoldlds és az RT-PCR a legelterjedtebb. A
virusizolalas a fertdzés heveny szakaszdban fiatal 4llatok (szopdstdl hizokorig) esetében
a fert6zOodést kovetd 4-6 hétig, kanok, kocdk vérsavdjabol 1-2 hétig, tovabba az elhullott
allatok tiidejébdl, nyirokcsomdibdl, tonsilldjabol vett mintdkbdl lehetséges. A virus
elsésorban a sertések alveolaris makrofigjaiban szaporodik, ezért virusizoldldsra a
primer PAM tenyészet bizonyult a legmegfelelobbnek (Meulenberg, 2000). Hatranya,
hogy a PAM sejtek in vitro nem szaporodnak, ezért a sziikkséges mennyiséget 6 hetesnél
fiatalabb egészséges malacok tiidejébdl kimosdssal (lavazs) készitik. Amennyiben a
virus szaporoddsa sordn nem okoz lathatd, é€s nagy biztonsdggal elbirdlhaté sejtkéarositd
hatdsokat, peroxiddz alapi immuncitokémiai festéssel lehet a virusantigéneket lathatova
tenni (4. dbra) (Balka et al., 2004). A virust sikerrel adaptaltdk egyes zoldmajom-vese
eredetli sejtvonalakhoz is (CL-2621, MA-104, MARC-145) (Benfield et al., 1992;
Collins et al., 1992). Ezeken a sejtvonalakon tobbnyire az amerikai torzsek
szaporodnak. Az egyes PRRS torzsek sejtigénye tehat eltérd, ezért egyetlen sejtkultira
alkalmazasa nem mindig elégséges a PRRSV izoldlasara klinikai mintdkbdl. A modszer
tovabbi hatrdnya, hogy a virus érzékeny a kornyezeti hatdsokra, igy nem megfeleld
tarolasi  koriilmények kozott, illetve autolitikus mintdkban hamar elveszti

fertdzOképességét.
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4. dbra. PRRSV negativ (A), illetve pozitiv (B) PAM tenyészeten elvégzett

immunperoxidaz festés, 100x

3.5.2.2. A virusantigének kimutatdsa
A virus antigénjeinek kimutatisdra immunhisztokémiai illetve fluoreszcens

ellenanyagok haszndlatdn alapulé modszereket dolgoztak ki (Benfield et al., 1992;
Halbur et al., 1994, Balka and Rusvai, 2006). Ezekkel a vizsgalatokkal formalinnal
rogzitett, paraffinba dgyazott, vagy fagyasztva metszett szovetmintdkban lehet a

virusantigéneket kimutatni (5. dbra).
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5. dbra. Immunhisztokémiai jelolés kovetkeztében barnasvoros szinnel fest6do

PRRSYV antigének a tiid6 makrofdgjainak citoplazmdjaban, 200x

3.5.3.3. A virus genetikai dllomédnyédnak kimutatdsa
A virus genetikai dllomdnydnak kimutatdsdra szolgdlé moédszerek az in situ

hibridizacio, illetve a polimerdz lancreakcion alapuld kiilonféle technikdk. In situ
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hibridizacié soran altaldban formalinnal fixalt szovetmintdban mutatjak ki a virust egy,
a genetikai dllomdnyahoz kotddni képes, megfelelden jelolt oligonukleotid segitségével,
mig a PCR technikdk egy adott, 4ltalunk kivalasztott génszakasz specifikus
sokszorositdsan alapulnak. Ez utébbi mdédszerek esetében a legnagyobb kihivast a virus
rendkiviili genetikai valtozékonysdga jelenti. Alapvetd kovetelmény, hogy a probak
alkalmasak legyenek mindkét genotipusi virustorzs kimutatdsdra. Ezért szinte
valamennyi PCR mddszer a virusgenom leginkdbb konzervativnak mondhat6 szakaszait
az ORF6-ot és az ORF7-et célozza meg (6. dbra). A molekuléris diagnosztikai eljardsok
elonye, hogy autolizélt, illetve nem megfelelden tarolt mintdkon is sikerrel
alkalmazhatok, tovdbba nagyfoku érzékenységiik folytdn kis mennyiségli RNS
molekuldt is képesek kimutatni, illetve a PCR-termékek (amplikonok) szekvencidjanak
meghatdrozdsdval jarvanytani nyomozast ¢&s filogenetikai vizsgdlatokat lehet
segitségiikkel elvégezni.

A PRRSV molekuléris diagnosztikdjara szamos nested, illetve non-nested reverz
transzkripciés PCR mddszert leirtak (Fetzer et al., 2006). Arrdl is beszamoltak, hogy az
egyik széles korben haszndlt primerpar, amennyiben nem pontosan a leirt protokoll
szerint alkalmazzdk, sok esetben aspecifikus, nem PRRSV eredetii szekvencidkat képes

felerdsiteni, fals pozitiv eredményekhez vezetve (Fetzer et al., 20006).
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kifejlesztett gél alapi RT-PCR-hez hasznélt primereknek az eurdpai (Lelystad virus,

akcesszids szam: M96262), illetve az amerikai (VR-2332, akcesszids szam:

NC_001961) referens torzson vald tapadasi helyet és irdnyat mutatja. A piros keret

Fetzer et al. (2006), a kék keret Oleksiewicz et al. (1998), mig a zold héttér az altalunk

kifejlesztett primereket jeloli. A fekete keret az ORF7-es génszakaszt és a 3> NCR-t

mutatja.
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A virusgenom koépiaszamanak meghatdrozasdra SYBR Green (Lurchachaiwong
et al., 2008; Martinez et al., 2008), illetve TagMan rendszereket alkalmazé valds idejii,
real-time PCR moddszereket dolgoztak ki, melyek alkalmasak mindkét genotipusu
PRRSYV torzsek kimutatasara (Egli et al., 2001; Wasilk et al., 2004; Kleiboecker et al.,
2005; Lurchachaiwong et al., 2008). Ezen moddszerek koziill a SYBR Green
alkalmazasdn alapulé mdédszerek egyontetli hatranya, hogy nem alkalmaznak probat,
igy, mivel a kromofér molekula barmely duplaszadli DNS molekuldhoz hozzakotddik,
primer dimer, illetve aspecifikus termék képzddése esetén is pozitiv reakciot adhat. A
jelolt préba hidrolizisén alapulé6 TagMan® moddszerek esetében fontos, hogy a
virusgenomhoz tokéletesen tapadjon a proba, ugyanis a tokéletlen proba-célteriilet
illeszkedés (mismatch) esetén a proba nem hidrolizalédik, hanem eredeti formdajéban
levalik a genomrdl. Ebben az esetben a quencher molekula a reporter kdzelében marad,
ami jelentdsen csokkentheti a rendszer érzékenységét (Bustin, 2000). Mivel a PRRSV
az eddig ismert egyik legvéltozékonyabb virus, a célunk az volt, hogy egy olyan real-
time moddszert fejlessziink ki, mely proba-célteriilet mismatch esetén is képes jelvesztés
nélkiil miikodni, és lehetdség szerint valamennyi torzs kimutatdsiara, €s mennyiségi
meghatdrozasara alkalmas.

Erre a célra Primer-Probe Energy Transfer (PriProET)-en alapuld eljaras
mutatkozott a legigéretesebbnek. A mddszer elméleti hétterét Theodor Forster (1948)
dolgozta ki, miszerint egy donor kromof6ér molekula gerjesztett dllapotdban energiat
képes atadni egy hozza kozel (<10nm tdvolsdgban) levd akceptor molekuldnak
(fluorescence resonance energy transfer, vagy Forster resonance energy transfer:
FRET). A mddszer lényege, hogy az egyik primerhez tapadé kromofér megfeleld
hullimhosszi fénnyel torténd besugarzds hatasara a kozelében tapadd préba
kromoférjanak atadja energidjat, mely a ra jellemz6 hullimhosszon fog sugarozni (7.
abra). A reakci6 akkor miikddik, ha a primer és a proba is képes tapadni a genomon,
egymdstol az adott tadvolsagon beliil, mig oldott allapotban nem keriilnek megfeleld
kozelségbe, energiadtadds nem torténik. A kibocséatott, és daltalunk mért fény
mennyisége ardnyos a reakcidelegyben eredetileg benne levd PRRSV kopidk
mennyiségével. PriProET elven miikodd diagnosztikai mddszereket irtak mar le egyéb
sertéseket érintd megbetegedések, a ragadds szdj és koromfédjds, a fert6z0 holyagos
szdjgyulladds (Rasmussen et al., 2003; 2005), a sertések hdlyagos betegsége
(Hakhverdyan et al., 2006) és a Hepatitis E (Gyarmati et al., 2007) molekularis

diagnosztikdjara.
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7. abra. A FRET sematikus dbrazolasa: a FAM (6-karboxifluorszcein) 470nm-es
hulldmhosszu fénnyel torténd besugdrzas hatdsara energit ad at a TexasRed-nek, mely

specifikus, 610nm hulldmhosszu fényt fog sugéarozni.

3.6. A betegség elleni védekezés

A betegség elleni specifikus védekezéshez szamos, kereskedelmi forgalomban
kaphat6 vakcina 4ll rendelkezésre. Sajnos ennél a virusndl nem miikodik az 4ltalanos
vakcinakészitési megoldds, melynek sordn az d&ltalunk inaktivdlt, vagy attenualt a
koérokozét tartalmazé oltéanyagot az 4llatnak beadva az adaptiv immunrendszer
hatdsara megfeleld védettség alakul ki, mely megakaddlyozza a vadvirussal torténd
fertoz0dést. Ennek a PRRSV esetében szamos oka van. Az egyik ezek kozil a
virustorzsek rendkiviili genetikai és antigénszerkezeti vdltozékonysiaga. Kisérletes
koriilmények kozott bizonyitottdk, hogy még a vakcindval azonos genotipusu, de eltérd
alcsoportba tartoz6 vadvirussal torténd rafertdézés esetén is kisebb az attenudlt vakcina
hatékonysdga a vakcina vad valtozatdval tortén6 rafertdzéshez képest (Labarque et al.,
2004). A masik fontos tényez6 a virus immunmoduldns hatdsa. Kordbban leirdsra
keriilt, hogy miként ,,csapja be” a virus a humordlis immunrendszert (,,csali-epitép”),
illetve, hogy hogyan gyengiti és késlelteti a hatékony celluldris vélasz kialakuldsat.
Mindezek a hatdsok az €ldvirusos vakcindk esetében is megfigyelhetoek: a ,.csali-
epitdp” a virus szerkezeti sajatossdga, mig a vakcindzds nyomdn kialakulé hidnyos
cellularis vélaszt kisérletesen bizonyitottdk (Royaee et al., 2004). Az éldvirusos
vakcindk masik hatrdnya, hogy mind horizontélisan, mind vertikdlisan képesek terjedni
az 4llomanyokban, valamint a nagy szamu mutacié miatt gyors a genetikai valtozds és
ezért, tovabbd a vadvirustorzsekkel torténd esetleges rekombindcié folytidn
virulencidjukat részben, vagy teljesen visszanyerhetik (Bgtner et al., 1997; Nielsen et

al., 2001; van Vugt et al., 2001, Balka et al., 2007).

33



Az inaktivalt vakcindk biztonsdgosnak mondhaték, nem képesek revertalddni,
rekombindl6dni, ugyanakkor az altaluk nyujtott védelem korlatozott, és PRRSV negativ
allatokban ismételt alkalmazasuk sem idéz el6 VN titeremelkedést, illetve PRRSV
specifikus, interferon-y termeld T limfocitdk sem jelennek meg a vérben. Ennek
kovetkeztében a rafertézést kovetden nem voltak képesek csokkenteni a virustitereket
sem a vérsavoban, sem a tiiddben a vakcindzatlan 4llatokhoz képest (Zuckermann et al.,
2007). Ugyanakkor fert6zott telepeken eredményesen alkalmazhatéak a kocak PRRSV
hatdsara leromlott szaporoddsbioldgiai mutatdinak javitdsara (Papatsiros et al., 2006).

Megfeleléen hatékonysdgd, pl. az Aujeszky-betegség esetében hasznalt,
torzskonyvezett marker vakcina PRRS esetében nem 4ll rendelkezésiinkre, igy a
mentesités leginkdbb a kiilonb6zd korcsoportok szigoru elkiilonitésével, illetve az
allomany fokozatos cseréjével kisérelhetd meg. Kislétszami dllomanyon sikeresen
alkalmaztdk ezt a modszert a kocdk élovirusos vakcindval torténd tomegoltasaval

kombindalva (Voglmayr et al. 2006).
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4. Anyag és modszer

4.1. Magyarorszagi és szerbiai PRRSYV torzsek osszehasonlité genetikai vizsgalata
4.1.1. A PRRS magyarorszdgi elterjedtségének meghatdrozdsa

A fertdzottség elterjedtségének megdllapitdsidhoz a sajat eredményeink mellett
két masik, PRRS diagnosztikat végzo intézet, a MezOdgazdasagi Szakigazgatdsi Hivatal
Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatésdg (MgSZH, ADI budapesti, debreceni és
kaposvdri intézetei) és a Szent Istvin Egyetem Allatorvostudomanyi Kardnak Ull6i
miikodd Kérbonctani Osztaly adatait hasznaltuk fel. Az MgSZH Allategészségiigyi és
Allatvédelmi Igazgatésaga nyilvantartott 1189 nagylétszdmu sertéstarté telep koziil
kivalasztottuk azokat, melyek esetében az MgSZH Allatégészségiigyi Diagnosztikai
Igazgat6sdg informécids rendszerének (ASZIR, Allategészségiigyi Szakmai Informéciés
Rendszer) Osszesitett adatai alapjan 2005. januar 1. és 2008 oktéber 31. kozott
barmilyen (direkt, vagy indirekt) modszerrel PRRSV fert6zottséget diagnosztizaltak.
Ezeket at adatokat azutdn Osszehangoltuk az éaltalunk, illetve a SZIE-AOTK

Nagyallatklinikdjanak Kérbonctani Osztdlyan vezetett nyilvantartdsokkal.

4.1.2. Mintagytijtés

Munkénk els6 részeként célzott mintagyiijtést végeztiink magyarorszagi
nagylétszamu sertéstelepeken. Olyan telepeket vélasztottunk, melyek kordbban
elvégzett szeroldgiai vizsgalatok alapjan mar bizonyitottan PRRS pozitivak voltak,
illetve ahol a betegségre jellemzd szaporodasbiolégiai zavarok, megemelkedett
szopdskori mortalitds, vagy fiatal dllatokat érintd 1€gzdszervi tiinetek 1éptek fel. Vérsavo
mintdkat gyijtottiink a betegség tiineteit mutaté kocdkbdl, malacokbdl, tovabba tiido,
horgokoriili nyirokcsomd, illetve tonsilla mintdkat az elhullott dllatokbdl és a vetélt
magzatokbol. Emellett, ahol lehetOségiink volt, megvizsgiltuk az adott sertéstartd
telepen tartott tenyészkanok ondémintdit is.

Munkénk masodik felében sor keriilt Szerbidbol szarmazo, 1€gzdszervi tiineteket
mutatd sertésdllomanyokbdl gyiijtétt vérsavomintdk vizsgdlatdra is, melyeket dr.
Becskei Zsolt a szabadkai Allategészségiigyi Intézet Patoldgiai osztdlyanak munkatdrsa
bocsatott a rendelkezésiinkre. Ezeken a telepeken (egy kivétellel) PRRS jelenlétének
kimutatdséara irdnyuld szeroldgiai vizsgdlatok kordbban nem torténtek, annak ellenére,
hogy az 4llomédnyokban a fiatal 4llatokban megfigyelt 1égzdszervi tiinetek mellett a

betegségre szintén jellemzd vetélés, koraellés, szopdskori mortalitds megfigyelheto volt.
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4.1.3. ELISA

Amennyiben az adott teleprdl nagy szdmu (n>10) savomintét gyiijtottiink, illetve
kaptunk vizsgalatra, els6 1épésben azok PRRSV-specifikus ellenanyagtartalmat
hatdroztuk meg. Ehhez indirekt ELISA (enzyme linked immunosorbant assay)
moddszeren alapul6, kereskedelmi forgalomban kaphat6 tesztet haszndltunk (HerdCheck
PRRS 2XR, IDEXX, (")sterbybruk, Svédorszdg). A vérmintdkat a laboratériumba
keriilésiiket kovetden rovid idore 37°C-os termosztatba tettiikk a véralvadési folyamatok
megfeleld koriilményeinek biztositdsa céljabol, majd néhdny 6ran 4t tart6 4°C-on
hiitészekrényben torténd tarolast kovetden 300x g gyorsuldssal 10 percig centrifugaltuk.
Ezt kovetden a vérsavot pipettaval dvatosan eltavolitottuk, és felhasznéldsig a késObbi
esetleges polimerdz lancreakciés vizsgdlat miatt az RNS stabilitdsinak megOrzése
céljabol -80°C-on taroltuk. Az ELISA vizsgdlatokat a gyart6 utasitdsainak megfelelden
az aldbbiak szerint végeztiik. A savomintédkat a kit-ben taldlhat6, erre a célra kifejlesztett
oldattal 1:40 (v/v) ardnyban higitottuk, majd az igy kapott savé-oldatb6l 100-100ul-t
mértiink a 96 lyukd lemez megfeleld helyeire. Minden mintdt két, egymds melletti
lyukba mértiink, melyek koziil az egyik aljara rekombindns PRRSV nukleokapszid
fehérjét kotottek, mig a masik lyukban nem gazdasejt eredeti fehérjék voltak (NHC,
non-host cell) negativ kontrollként. Fél 6rdn at tart6, szobahOmérsékleten torténd
inkubdciét kovetden a lyukakbdl a savdoldatokat eltavolitottuk, a lemezt a gyarté altal
biztositott moséfolyadékkal 3x mostuk, majd 100-100ul-nyi, tormaperoxiddzzal
konjugdlt anti-sertés ellenanyagot mértiink a lyukakba. Ismételt fél Ords,
szobahOmérsékleten torténd inkubdciét kovetden a szekunder ellenanyagot 1is
eltavolitottuk, majd ujabb 3x-os mosast kovetden 100-100ul-nyi tetrametil-benzidin
tartalmu szubsztratoldatot mértiink a lyukakba. 15 percig tarté inkubéciét kovetéen 100-
100pl-t mértiink a lyukakba a reakciét ledllité folyadékbdl. Ezutin a lemezeket
Multiscan Ms reader leolvasé késziilékbe helyeztiik (Labsystems Oy, Helsinki,
Finnorszag), és a fényelnyelési (optical density, OD) értékeket 610 nm hulldmhosszon
mértiik. Az igy kapott értékekbdl (valamennyi minta esetében) kivontuk az NHC lyukak
értékeit, majd ezt a szadmot elosztva a pozitiv kontrollokbdl hasonléan szdmolt
értékekel, megkaptuk a mintdk S/P (sample/positive) értékeit. Azokat a mintdkat,
melyeknél ez az érték 0,4 vagy anndl nagyobb volt, pozitivként birdltuk el. Az ELISA
eredmények érékelésével kivdlasztottuk azokat a mintdkat, melyek esetében a
legmagasabb S/P értékeket kaptunk, ugyanis irodalmi adatok (Johnson et al., 2004), és

sajat tapsztalataink is azt mutatjdk, hogy az A&ltalunk haszndlt teszttel mérhetd
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ellenanyagok kulmindléddsakor még nagy mennyiségii virus RNS taldlhaté az allatok

vérsavdjiban.

4.1.4. A mintdk feldolgozdsa, RNS kivonds

A szdvetmintdkat (nyirokcsomd, mandula, tiid0) steril PBS pufferoldatban (10%,
w/w) homogenizéltuk, majd a sejtes tartalom leiilepitése céljabol 5000x g gyorsuldssal
5 percig centrifugdltuk. Az 1igy keletkezett feliiliszobdl, illetve a savo- és
ondomintdkbdl vontuk ki az RNS-t QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) segitségével. A moddszer sordn a vizsgdlati mintdk feliiliszéjat, illetve a
savomintdkat hordozé RNS-t (carrier RNA) és kaotropikus soéoldatot tartalmazé
lizispufferrel tartuk fel, majd alkoholos kicsapast kovetden szilikagél membranra
adszorbedltuk. Két centrifugdlassal (6000x g 1 percig és 20000x g 3 percig
szobahOmérsékleten) etanol tartalmi moséfolyadékokkal tisztitottuk a membranhoz
kotott RNS-t, majd 0,04% Na-azid tartalmu elual6 pufferrel €s centrifugéldssal (6000x g
1 percig, szobahdmérsékleten) leoldottuk a membranrél a minta RNS tartalmat. Az igy
kivont RNS mintdkat -80°C-ra fagyasztva taroltuk, a nukleinsav lebomlasdnak

megakadalyozasa, illetve késleltetése céljabol.

4.1.5. Primerek

A mintdk diagnosztikai €s filogenetikai vizsgdlatira a primerparokat Primer
Designer 4 for Windows 95, version 4.1 SciEdCentral (Scientific and Educational
Software) segitségével terveztiink. Ehhez mindkét genotipusba tartozé teljes, illetve
részleges PRRSV szekvencidkat toltottiink le a génbankbdl (GenBank, Bethesda,

U.S.A, www.ncbi.nih.gov). A szekvencidkat a szoftver segitségével egymadshoz

illesztettiik, és az igy kapott illesztés részletes vizsgdlatdval konzervativ teriileteket
kerestiink a kiilonb6z6 genomokon.

A diagnosztikai célokra tervezett primerpdrok esetében a tervezéskor a fo
szempont az volt, hogy lehetdleg olyan génteriiletet valasszunk, mely a leginkabb
konzervativ. Erre a célra az ORF7-en és a genom 3’ végén 1évéo nem kddold
génszakaszon (non coding region, NCR) taldltunk megfeleld primertapadési helyeket (8.
abra). A genomikus primer esetében egy nukleotid-degeneraciot is beépitettiink, hogy a
rendszer képes legyen valamennyi virustorzs kimutatdsara. A 1. tdblazaton lathatd, hogy
az amplifikdcié sordn kapott termék 35 nukeotiddal hosszabb az amerikai genotipusu
torzsek esetében. Annak ellenére, hogy az ORF7 hossza az amerikai torzseknél 369,

mig az eurdpai genotipusu, 1-es szubtipusu torzsek esetében 384 nukleotid hosszusagu,
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a szekvencia-illesztések alapjan a diagnosztikai primerpar tapadasi helyei kozott

osszesen 35-tel tobb nukleotid taldlhaté az amerikai torzsekben.

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
I A S I N N N B B I I I N
| | | | | I I
2
ORFla ORF1b 2ol 3| 4| 5] 6] 7 ]
| |
14598 ORF7 14984 NCR
PCR genom. primer PCR compl. primer

E— <=
14658 15050

8. dbra: A diagnosztikai primerek helyezddését a Lelystad viruson szemléltetd dbra.

1. tablazat: A vizsgélatok sordn hasznélt diagnosztikai primerek. CA primerek pozicidja
dolt betlivel az eurdpai (Lelystad virus, akcesszids szdm: M96262), vastagitott
betlitipussal az amerikai (VR-2332, akcesszids szdm: NC_001961) referens torzson valo

tapadasi helyet mutatja. Az amplikonhosszok esetében is ezt a jelolést alkalmaztuk.)

" Amplikon
Név Helyezédés | Irany Szekvencia: (5’-3’) Pozicio
hossza

14658-14677
PRRS1 ORF7 genom. | CAG CCA GTC AAT CARCTG TG 393
14937-14956

15031-15050
PRRS2 3’ NTR compl. | TCG CCC TAA TTG AAT AGG TG 428
15345-15364

A filogenetikai  vizsgdlatok sordn azon génszakasz szekvencidjanak
meghatdrozasat tliztik ki célul, mely a legnagyobb diverzitist mutatja. A PRRSV
esetében ehhez a GP5-6s glikoproteint kédolé ORF5-06s génszakasz a legmegfelelObb.
Ez a virion felszinén megtaldlhaté fehérje (ha késleltetve is) virusneutralizalé hatasu
ellenanyagok termelddését indukélja, és a leginkabb varidbilis része a genomnak. Mivel
ez a génszakasz valtozik a leggyorsabban, rokonsdgi viszonyok feltarasara, illetve
jarvanytani nyomozdsok sordn ennek a vizsgdlata a leginkdbb célravezetd. Fontos
szempont tovdbbd, hogy a nemzetkozi adatbazisban (GenBank) err6l a szakaszrol

taldlhaté a legtobb informacié. Primereinket ugy valasztottuk ki, hogy az ORF4
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termindlis szakaszdra, illetve az ORF6 kezdeti szakaszéra tapadjanak, igy az amplikon
magéba foglalja a teljes ORF5-6t (9.4bra, 2. tablazat). Mivel ezek mar sokkal kevésbé

konzervativ teriiletek, kiilon primer part kellett tervezni mindkét genotipushoz.

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
| | | | | | | | | | | l I l I
| | | | | | |
| ORFla ORF1b , 4|5|6| 7
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9. dbra: A filogenetikai primerek helyez0dését a Lelystad viruson szemléltet abra
2. tdblazat. A filogenetikai vizsgdlatokhoz hasznélt primerek. CA primerek pozicidja
dolt betlivel az eurdpai (Lelystad virus, akcessziés szdm: M96262), vastagitott
betlitipussal az amerikai (VR-2332, akcesszios szam: NC_001961) referens torzson vald

tapadési helyet mutatja.)

. Amplikon
Név Helyezodés Irany Szekvencia: (5’-3%) Pozicio
hossza

PRRS3 ORF4 genom. GTT GCT SCATTT CMT GAC AC 13416-13435 689
PRRS4 ORF6 compl. ATC GTC TAG GCC TCC CAT TG 14085-14104

PRRS5 ORF4 genom. ACC ATG AGG TGG GCA ACT GT 13721-13740 599
PRRS6 ORF6 compl. TGG AGC CGT GCT ATC ATG AC 14400-14419

4.1.6. RT-PCR

A reverz transzkripciot, illetve az azt kovetd amplifikaciét egy 1épésben, 25ul-es
reakciokeverékben végeztik QIAGEN OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Németorszag)
alkalmazdsdval, a gyarté utasitdsainak figyelembevételével. A 25ul reakcidelegy Sul
puffert, 0,4 mM dezoxinukleozid trifoszfatot (ANTP), 10U RNase Inhibitort (Fermentas,
Vilnius, Litvania), 0,8uM PRRSV specifikus primereket, 1pul emzim mixet (Omniscript
€s Sensiscript reverz transzkriptdzt valamint HotStarTaq DNS polimerézt tartalmaz) és
2,5ul RNS templétot tartalmaz. Az RT-PCR program elsé 1épése az 50°C-on 30 percen
at tarté reverz transzkripcid, majd egy 95°C-on 15 perces denaturdcié és a DNS

polimeraz aktivéldsa. Ezt kovetden 35-szor ismételtiik az aldbbi 1€péseket: 95°C/40s
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(denaturicid), 52°C/50s (primer tapadds, annealing), 72°C/60s (ldncszintézis, extenzid).

A folyamatot 72°C/10min szakasz, a végs0 lancszintézis zarta le.

4.1.7. A PCR reakcio eredményének lathatovd tétele (vizualizdcio)

Az RT-PCR reakciét kovetden 7,5ul terméket, 1,511 6x Orange DNA Loading
Dye-al (Fermentas, Vilnius, Litvdnia) 0Osszekeverve 0,5ug/ml etidium-bromidot
tartalmazd, TBE pufferben oldott, 1,5%-o0s agaréz gélben (SeaKem® FMC BioProducts,
Rockland, Maine, USA) elektroforetizaltunk. Az alkalmazott fesziiltség 8V/cm volt 45
percen at. Az agargélt ezt kovetden 302nm hulldmhosszu ultraibolya (UV) fény
atvilagitassal vizsgéltuk (AITM-26 transzilluminator, Alpha Innotech Corporation,
USA), majd Kodak DS Electrophoresis Documentation and Analysis System és a hozza
kapcsol6dé Kodak Digital Science 1D program segitségével rogzitettiik €s taroltuk. A
termékek méretét S0bp DNA Ladder (Fermentas, Vilnius, Litvdnia) marker segitségével
hatdroztuk meg. A kiillonbozd primerparokat elséként ismert szekvencidji PRRSV
torzseket tartalmazé vakcindkon teszteltik. Ehhez az eurdpai attenudlt virustorzset
tartalmazé Porcilis® PRRS (Intervet/Schering-Plough Animal Health, Boxmeer,
Hollandia), illetve az amerikai attenuélt torzset tartalmazo6 Ingelvac MLV® (Boehringer
Ingelheim Vetmedica Gmbh, Ingelheim, Németorszag) haszndltuk, mig negativ

kontrollként RNS mentes reakcidelegy szolgalt.

4.1.8. Szekvencia meghatdrozas, és filogenetikai vizsgdlatok

A diagnosztikai primerekkel kapott termékeket szekvencia-analizisnek vetettiik ald
az els6 vizsgdlt mintdkon annak érdekében, hogy kizdrjuk az esetleges miitermékek
jelenlétét és ellendrizhessiik, hogy az altalunk taldlt szakaszok valéban a keresett virus
genomjéanak részletei-e. Ezt kovetden a diagnosztikai primerekkel pozitivnak bizonyult
mintdkon az ORF5 amplifikacidjat is elvégeztiik filogenetikai vizsgalatok céljabol. Az
igy kapott termékeket (amplikonokat) TBE pufferben oldott, 0,5ug/ml etidium-
bromidot tartalmazo, 0,8%-os, alacsony olvadaspoti agardzgélben (Standard Low-m;
Agarose Gel, Bio-Rad, Richmond, CA, USA) elektroforetizdltuk 8V/cm fesziiltség
mellett 2 6rdn at. Az amplikon helyzetét rovid idejii 302nm-es UV atvilagitassal
(AITM-26 transzillumindtor, Alpha Innotech Corporation, USA) vizsgaltuk, majd az
amplikont tartalmazé géldarabot kivagtuk a gélbdl és QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Germany) segitségével kivontuk beldle a DNS-t. A termékek két iranyu, direkt
szekvendlasat fluoreszcens festékkel jelolt didezoxi-nukleotidos szdlépitésen alapuld

szekvendld reakci6 modszerével, ABI PRISM 3100 automata késziilékkel, a Magyar
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Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kutat6 Kozpontjdban, illetve a Kar
Allattenyésztési,  Takarmdnyozéstani  és  Labordllat-tudomdnyi  Intézetének
Allattenyésztési és genetikai osztdlydn végeztettiik el. A szekvenildshoz hasznalt
primerek azonosak voltak az dltalunk az RT-PCR reakciéban hasznaltakkal. Els6
1épésként az elektroforetogramokat Chromas 2. szoftverrel jelenitettiik meg, és a két
irdnyd szekvendlds eredményeként kapott szekvenciaadatokat egymadssal, illetve a
génbanki referens torzs azonos részletével hasonlitottuk Ossze. Az esetleges eltéréseket,
hibas hullamértelmezéseket javitottuk, majd az igy kapott szekvencidkat a BLAST
(NCBI, Bethesda, USA) program segitségével azonositottuk. A szekvencidk
illesztéséhez az Align Plus 4 for Windows 95, version 4.0. SciEdCentral (Scientific and
Educational Software) programot hasznaltuk, majd a filogenetikai torzsfa készitéshez
neighbour-joining médszert hasznaltunk Clustal X 1.81 programot, [IUB DNS silyozési
matrixszal, 0,5-0s tranziciés ardnnyal.

A bootstrap mintazast 1000 megismételt torzsfa rekonstrukcid adatai alapjan szintén
a Clustal X 1.81. alkalmazdsaval kaptuk meg. Ezzel a mddszerrel a torzsfak
mintdzatdnak a megbizhatosagat ellendriztiik. A filogenetikai torzsfak megjelenitéséhez
€s szerkesztéséhez a TreeView version 1.6.6 szamit6gép programot hasznéltuk.

A GP5 fehérje glikozilacids helyeinek feltérképezéséhez a NetNGlyc 1.0 Server

szoftvert (www.expasy.ch) hasznaltuk.

4.2. Primer-probe energy transfer elven miikodé kvantitativ RT-PCR eljaras

kidolgozasa PRRSV kimutatasara klinikai mintakbol

4.2.1. Primer és proba tervezés

A primerek, illetve a proba tervezéséhez elsd 1€pésként 235 teljes, illetve
részleges PRRSV szekvencidt toltottiink le a génbankbdl (GenBank, Bethesda, USA). A
letoltendd szekvencidk kivalasztdsakor elsddleges szempont volt, hogy valamennyi
fontosabb PRRSV torzs az illesztés részét képezze, beleértve valamennyi eurdpai
szubtipust, illetve az amerikai genotipusu torzsek jelentds részét, kiilonos tekintettel a
nemrégiben megjelent magas pathogenitdsu kinai torzsekre. Ezeket els6 1épésként az
Align Plus 4 for Windows 95, version 4.0. SciEdCentral (Scientific and Educational
Software) program segitségével egymadshoz illesztettiik. A nukleotid illesztést
részletesen atvizsgaltuk, melynek sordn a virusgenom 3’ végénél taldlhaté6 ORFG6, illetve

ORF7 szakaszokat taldltuk a leginkabb konzervativnak. A kovetkezd 1€pésben az
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illesztést tigy modositottuk, hogy az csak az ORF6 és ORF7 szakaszokat tartalmazza,
igy konnyebbé vilt azok tanulmdnyozasa. Ennek a kicsivel tobb, mint 1000 nukleotid
hosszisagu illesztésnek a részletes vizsgalatdval harom olyan szakaszt azonositottunk,
melyek alkalmasnak bizonyultak a PriProET-hez. A forward primer helyét az ORF6 3’
végén a reverz primer, illetve a proba helyét pedig a szomszédos ORF7 kezdeti
szakaszdn hataroztuk meg. Ezen beliil a proba 3’ és a reverz primer 5’ tapadasi helyei
kozott egy nukleotidnyi tdvolsdg van. Erre azért volt sziikség, hogy a FRET alapu
energiadtadashoz megfelelé kozelségbe keriiljon a donor, és az akceptor kromofér
molekula, melyek kozott jelen esetben a reverz primert alkoté 21 nukleotidon kiviil még
egy nukleotid, azaz 6sszesen 22 nukleotidnyi tdvolsdg van. Az illesztések vizsgalatdval
az 1s nyilvanvalova valt, hogy a primerek tapadasi helyeinek megfeleld
nukleotidszakaszok sem teljesen konzervativak a kiillonb6zé PRRSV torzsek esetében.
Ezért, annak érdekében, hogy primereink minden, a nemzetkozi adatbazisban fellelhetd
szekvencidhoz képesek legyenek tapadni, mindkettd esetében 4-4 degeneralt nukleotidot
épittettiink be. A proba esetében a rendszer egyik legfontosabb tulajdonsdga miatt erre
nem volt sziikség (képes proba-célteriilet mismatch esetén is mitkodni) (3. tablazat).

A prébat a vildgon elsoként izoldlt PRRSV torzs, a Lelystad virus génbanki
szekvencidjara terveztiik, ennek genomja esetében biztosan megvalésul a tokéletes,
mismatch nélkiilli préba illeszkedés. A rendszer miikodésének, kimutathatésigi
spektrumdnak vizsgdlatdhoz a Lelystad viruson kiviil harom, egymastdl nagy genetikai
tavolsagra levo torzset valasztottunk. Ezek génbanki (illetve ellendrzésképpen altalunk
is meghatdrozott) nukleotidszekvencidi alapjan az eurépai 3-as szubtipusu
fehéroroszorszagi, Soz-8 torzs esetében egy, az amerikai P129 torzs esetében négy, az
amerikai Ingelvac MLV® vakcinatorzs esetében pedig 6t mismatch figyelhetd meg a
prébanak megfeleld teriileten. Az amplikonok hossza az eurdpai torzsek esetében, a
Lelystad viruson szamitva 147 nukleotid, az amerikai torzsek esetében az Ingelvac
MLV®-n szamitva 136 nukleotid hosszisagu.

A fluoreszcens jel intenzitdsanak novelése céljabdl az oligonukleotidok tapadasi
helyén tilnyul6 timin (T) nukleotidot (overhang) épitettiink be a kromofér molekula
tapadasi végéhez. A primerek és a proba helyezddését egy 11 eurdpai (litvaniai és
fehéroroszorszagi torzseket is beleértve), illetve 11 amerikai genotipusu (koztiikk magas
pathogenitdsu kinai, illetve amerikai genotipusti magyar torzs is) szekvencidbol készitett

illesztésen szemlélteti a 10. abra.
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PriProET rendszeriinkh6éz donor kromoférnak FAM-ot (6-karboxifluoreszcein)
véalasztottunk, a reverz primer 5’ végéhez illesztve, akceptor kromoférnak pedig a proba

3’ végéhez kapcsolt Texas Red-et hasznaltunk.

3. tdblazat. A tabldzat a PriProET reakcidk sordn felhasznélt oligonukleotidok

szekvencidit mutatja.

Név Helyezddés Irdny Szekvencia 5°-3’
Primer 1. ORF6 Genom. AGCCTCGTGYTGGGYGGCARA
Primer 2. ORF7 Compl. (FAM)-T-CAGCAWYTGRCACAGYTGAT
Préba ORF7 Genom. TCCGATGGGGAATGGCCAGCCAGTC-T-(TxR)

TAATACGACTCACTATAGGGA-

Primer 4. ORF6 Genom. GCCTCGTGCTGGGCGGCAAA*

Primer 5. ORF7 Genom. TCAGCAWYTGRCACAGYTGAT

* A vastag betlivel jelolt szakasz az 1-es primer 5° végéhez illesztett specifikus
nukleotidszakasz, melyet a T7 enzim képes felismerni, és onnan inditja DNS—RNS

atirast (‘T7 promoter).
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10. dbra. Az dbra eurdpai, illetve amerikai genotipusu torzseken szemlélteti a primerek, illetve a proba tapadasi helyeit. A csillaggal (*) és sziirke

hattérrel jelolt szekvencidkat hasznaltuk fel a rendszer bedllitdsakor. Az iiresen hagyott teriiletek esetében nem édllnak rendelkezésre szekvenciaadatok.
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4.2.2. A vizsgdlatokhoz felhaszndlt PRRSV torzsek

A PriProET rendszeriink kifejlesztésekor a legfontosabb szempont az volt, hogy
az képes legyen valamennyi PRRSV torzs kimutatdsara. Ennek érdekében mind a
detektdlasi limit, mind a standard gorbék feléllitasakor egymastdl filogenetikailag tavol
allé virustorzseket, illetve azokbol készitett RNS-t haszndltunk. A standard gorbék
felallitdsahoz az 1-es tipusu (eurdpai), azon beliil az 1-es szubtipusba tartoz6 prototipus
virustorzset, a Lelystad virust (akcesszids szdm: M96262), valamint a 2-es tipusu
(amerikai) prototipus virustorzsbdl készitett, azzal genetikailag nagyon kozeli
rokonsdgot mutaté éldvakcina virustorzset (Ingelvac MLV® PRRS, Boehringer,
Ingelheim, Németorszdg, akcesszids szdm: AF159149) hasznédltuk. A rendszer
érzékenységének meghatarozdsahoz, illetve a kimutathat6 legkisebb RNS képiaszdm
meghatdrozasdhoz ezen kiviil felhaszndltunk még egy Dr. Tomasz Stadejek 4ltal
rendelkezésiinkre bocsatott 3-as szubtipusba tartozd, Fehéroroszorszagbdl szdrmazo,
So0z-8 nevill virustorzset (akcesszids szam: DQ324720). A még kimutathaté legkisebb
infektiv titerli virusmennyiség meghatdrozasdhoz a Lelystad virust, illetve egy 2-es
tipusu virustorzset, a P129-es izoldtumot haszndltuk fel (akcesszids szam: AF494042).
Egy altalunk izolalt, magyar virustorzzsel (HU17, akcesszids szdm: DQ3666355) pedig
kisérletesen fertoztiink PRRS negativ allatokat annak érdekében, hogy a naponta vett
klinikai vérsavomintdkon végigkovethessiik a virus RNS koépiaszdmanak kinetikdjat,
tovabba hogy a 8. napon ledlt dllatok egyes szerveinek virustartalmat a mddszerrel

meghatirozhassuk.

4.2.3. A virusok szaporitdsa, a virusszaporodds ellenorzése

Az izolatumok szaporitdsat sertés eredetli alveolaris makrofdg sejttenyészeten,
Wensvoort (1991) moddszere szerint végeztiik, az aldbbiak szerint. Klinikailag
egészséges, PRRS mentes dllomanybdl szarmazd, 6 hetesnél fiatalabb malacok tiidejét
az allatok elvéreztetése utdn azonnal, steril koriilmények kozott 4x atmostuk
antibiotikumokat és antimikotikumot (200000IU penicillin, 200mg streptomycin és
100mg mycostatin) tartalmazo, 200ml 0Ossztérfogati PBS-ben. Ezt kovetéen a
sejsztuszpenzidt 10 percig, 4°C-on, 5000x g gyorsuldssal centrifugéltuk, majd az
alveolaris makrofag sejteket (pulmonary alveolar macrophag, PAM) tartalmazé
iledéket tovabbi két alkalommal mostuk a fent leirt moséfolyadékkal. Az iiledékben
1évo sejteket 10% kolosztrummentes borjisavét tartalmazé tapfolyadékba (Eagle
minimum essential medium: EMEM, Sigma, St. Louis, USA) vettik fel és a

felhaszndldsig 2x107 sejt/ml mennyiségben, -80°C-on téroltuk. Minden alkalommal 5ml
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2x10° sejt/ml-re higitott PAM sejtet a tiid6bdl valé kinyerés utdn azonnal teszteltiik
egyrészt a PRRS virus irdnti érzékenységre, masrészt a PRRS virus jelenlétére. A sejtek
PRRSYV fert6zottségét a korabbiakban mar ismertetett RT-PCR modszerrel zartuk ki. Az
érzékenység vizsgdlatakor ismert titeri PRRS virusbol 10-es alapi higitdsi sort
készitettiink, majd ezt 96 lyukd, PAM sejteket tartalmazd sejttenyésztd lemezre
(Greiner; Frickenhausen, Németorszdg) mértiikk. Két napos inkubédcié utdn
megvizsgaltuk a sejteket sejtkarositd hatdsok jelenlétére, majd a feliiluszo eltdvolitasa
utdn szobahdmérsékleten 4%-os, PBS-ben oldott paraformaldehiddel 10 percig fixaltuk,
€s rajtuk peroxidaz festéssel torténd virusantigén kimutatast végeztiink. A fixalt sejteket
0,05% Tween 20 tartalmd PBS-sel (PBST) 7x mostuk, majd 1:100 higitasd eurdpai és
amerikai PRRS virus ellen termelt immunsavok 1:1 ardnyu keverékét (Medveczky et
al., 2001) pipettaztuk a sejtekre. Az inkubdacios 1d6 37°C-on 1 6raig tartott. A lemezek
mosdsa utdn, a sejtekhez vdjatonként 50ul mennyiségben, torma-peroxiddzzal (horse
radish peroxydase: HRPO) jelzett, nydlban termelt anti-sertés IgG konjugatumot
(DAKO, Dénia) adtunk, majd a lemezeket 37°C-on 1 6réig inkubéltuk. Ujabb PBST-vel
torténd lemezmosds utdn 50ul szubsztrat oldatot (5 pH-jd, 200ug 9-amino-3-
etilkarbazol/ml és 0,03% H,0,-t tartalmazd, 200mM nétrium-acetat puffer) mértiink be
a lyukakba. A reakciét 5 perc utdn ugy allitottuk le, hogy a szubsztratot kicseréltiik
300ul desztillalt vizre. A PAM sejteket megfelelden érzékenynek tekintettiik, ha a
fertdézott sejtek citoplazmdja, a kontrollként alkalmazott PRRS virus ismert titeréig
barnds-vordsre szinezd0dott, ellentétben a sejt kontrollal, mely elszinez6dést nem
mutatott.

Amennyiben a sejtek fogékonynak bizonyultak a virus irdnt, illetve PRRSV
mentesek voltak, tovabbi felhaszndlasig kryoprotektiv hatasd, 10% DMSO (dimetil-
szulfoxid) oldatot a sejtekhez adva, 2x10’ sejt/ml koncentracidoban -80°C-on taroltuk

Oket.

4.2.4. A PriProET RT-PCR paraméterek bedllitdsa

A reakcidparaméterek (primer-proba koncentricid, forward/reverse primer
ardny, annealing hOmérséklet, olvaddspont analizis) optimalizdldsa sordn a célunk az
volt, hogy minél magasabb fluoreszcens jelet, illetve minél alacsonyabb kiiszobérték
ciklusszamot (treshold cycle, C;) kapjunk. A reakcidkat Corbett Research Rotor-Gene
Real Time Amplification késziilékben (RG-6000, Corbett Research, Mortlake, NSW,
Australia) hajtottuk végre. A mar ismertetett kritériumok figyelembevételével

ugyanazokon a mintdkon elvégzett szdmos prdobareakcid eredményeként azt
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tapasztaltunk, hogy a un. aszimmetrikus PCR mikodik a leghatékonyabban. Ez ugy
érhetd el, hogy a jelolt reverz primerbdl, a jeloletlen forwardhoz képest négyszeres
mennyiséget tartalmaz a reakcidelegy. Ennek sordn a reverz irdnyu lancépités négyszer
nagyobb valdszinliséggel fog bekdvetkezni, mint a forward irdnyd, igy, mivel a jelolt
préba kozvetleniil a reverz primer mellé tapad (PRRSV RNS jelenlétében) nagyobb
szamban fog bekovetkezni FRET, illetve fénykibocsitds. Ennek megfeleléen a préba
mennyiségének titrdldsos mddszerrel torténd meghatdrozdsaval az optimadlis
prébamennyiség megegyezik a reverz primer mennyiségével.

A reakciéhoz TITANIUM™ One-Step RT-PCR Kit-et (Clontech Laboratories,
Palo Alto, USA) haszniltunk. Ez a rendszer a reverz transzkripciés 1épéshez nagy
tisztasaga SMART™ MMLV (Moloney murine leukaemia virus, egérleukémia virus)
Reverse Transcriptase enzimet, a ldncépitéshez pedig olyan Taq (Thermus aquaticus
eredetli) polimerdz enzimet tartalmaz, melynek N-termindlisin rekombindns
technikdkkal olyan médositisokat hajtottak végra, aminek kovetkeztében elvesztette
5’— 3’ irdnyu exonukledz aktivitdsit. Tovdbbi irdnyitott pontmuticiék kovetkeztében
az enzim nagyobb érzékenységre tett szert, illetve képes az optimalistdl eltéré MgCl,
koncentricié esetén is miikodni. Az exonukledz aktivitds kiesése miatt a ldncszintézis
sordn az amplikonra tapadt préba a TaqMan rendszerekkel ellentétben nem
hidrolizdlédik, eredeti helyén marad. Szimos prébareakcié eredményeként, illetve mds
kutaték tapasztalatainak figyelembevételével (Mikhail Hakhverdyan, National
Veterinary Institute, Uppsala, személyes kozlés) a nagyobb fluoreszcens jel elérése
érdekében a gyarté utasitdsaival ellentétben néhdny, a PCR reakciéhoz nem
elengedhetetlen komponenst kihagytunk a reakciéelegybdl (Themostabilizing Reagent,
GC-Melt™, Oligo (dT) Primer), és vizzel helyettesitettiink 6ket. A reakcielegy pontos

osszetétele a 4. tablazatban lathaté.

4. tabazat. A tablazat a PriProET-hez hasznalt reakcidelegy Osszetételét mutatja.

10X One step buffer 10ul
50X dNTP mix 1,6ul
50X Titanium Taq RT enzyme mix | 1,6ul
Recombinant RNase inhibitor 1,6ul
Forward primer Tul
Reverse primer Tul
Proba Tul
RNS templat 2ul
H,0 0,2ul
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A reakcioparaméterek a kovetkezok voltak: reverz transzkripcié: 50°C egy éran
at, ezt 5 percig tart6 95°C-os denaturici6, majd 50 cikluson keresztiil az aldbbi 1épések
kovették: denaturdcido 94°C 15s, primer tapaddas 55°C 30s, lancszintézis 72°C 20s. A
reakciok befejeztével minden alkalommal meghatdroztuk a termék olvaddspontjat
(melting temperature, Tp,). Ehhez egy kezdeti 95°C-os 1 percig tart6 fazis utdn 50°C-t6l
90°C-ig emelkedett a homérséklet 1€pésenként 1°C-al gy, hogy minden 1épés 5s-ig
tartott. A fluoreszcens jelet minden ciklus utdn a primer és a préba tapaddsa sordn,
illetve a teljes olvaddspont vizsgdlat alatt mértilk. A megvildgitashoz hasznélt fény
hullimhossza 470nm volt, mig a kibocsatott fényt 610nm-en mértiikk. A hullimhossz
értékek az altalunk haszndlt fluoreszcens festékekre jellemzd értékek voltak: a FAM
470nm-es hulldmhosszu fénybesugdrzds hatdsara gerjesztett allapotba keriil, melynek
soran energiat ad at a kozelébe tapadd Texas Red festéknek. Ez utébbi az energiadtadés

hatdsara 610nm-es hulldmhosszu fényt bocsat ki.

4.2.5. A rendszer specificitasdnak és érzékenységének meghatdrozdsa

A PriProET rendszeriink érzékenységének meghatarozdsiahoz elsé 1épésként
ismert templat RNS képiaszamu oldatokat kellett késziteniink a mér emlitett Lelystad
virusbdl, az Ingelvac MLV® vakcinatorzsbol, illetve a Soz-8 torzsbdl. Ehhez
bakteriofag eredeti RNS polimerdz enzimet tartalmazé MEGAscript® T7 Kit-et
(Ambion, Austin, TX, USA) hasznaltuk fel. Els6 1é€pésként konvenciondlis RT-PCR
reakciét végeztiink a harom virustorzsbol kivont RNS-ekkel Qiagen One-Step RT-PCR
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) felhaszndldsdval a kordbban mar ismertetett
diagnosztikai reakcio beallitdsait felhasznalva. A reakci6 sordn a PriProET-hez tervezett
primereket haszndltuk fel, azokat annyiban médositva, hogy a forward primer esetében
annak 5° végéhez, a gyart6 altal megadott specifikus nukleotidszakaszt (T7 promoter)
illesztettiink, a reverz primert pedig kromofér molekula nélkiil hasznéltuk. A forward
primer moédositdsara azért volt sziikség, mert az enzim csak ezt a promoter jellegii
nukleotidszakaszt felismerve képes az DNS—RNS atirdst 5’— 3’ irdnyban megkezdeni.
A reakci6 sordn kapott amplikont alacsony olvadaspotd agarézgélben (Standard Low-m;
Agarose Gel, Bio-Rad, Richmond, CA, USA) elektroforetizdltuk 8V/cm fesziiltség
mellett 2 6rdn 4t, majd az amplikont tartalmazé géldarabot kivdgtuk a gélbdl és
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) segitségével kivontuk bel6le a DNS-t.
Az igy kapott DNS mintdkat a gyartd utasitdsai alapjan adenozin-, guanozin-, citidin-,
€és uridin-trifoszfiatot (ATP, GTP, CTP, UTP) tartalmazé oldattal, az enzim optimélis

milkodését  biztositd Mg2+ koncentraciéji pufferrel, illetve a T7 enzimmel
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osszekevertiik, majd 37°C-os hdmérsékleten inkubaltuk. Mivel termékeink 147, illetve
136 nukleotid hosszusdgiiak csupdn, a hosszabb termékeknél ajanlott 2-4 6rés helyett,
16 6rén keresztiil inkubdltuk a reakcidelegyet, mivel ilyen rovid termékek esetén
ugyanakkora mennyiségli RNS atir6ddsahoz tobb inicidcids 1épésre van sziikség.

A mintdk RNS koncentriciéjat ezutdn Nanodrop ND 1000 késziilékkel
(Wilmington, USA), UV spektrofotometrids modszerrel hataroztuk meg. Ezt kdvetden a
termékek molekulatdmege alapjan kiszamitottuk a mintdk RNS kopia tartalmat, majd a
mdr ismert mennyiséget tartalmazé oldatokbdl 10-es alapd higitdsi sort készitettiink
10"-t51 10° RNA képiaszdm/ul mennyiségig RN4z mentes vizben. Valamennyi reakciot
harom parhuzamos mintan végeztiik el.

A rendszer érzékenységét az dltala kimutatott legalacsonyabb infektiv titer
tekintetében is meghataroztuk a Lelystad virus, illetve a 2-es genotipusi P129-es
virustorzs felhaszndldsdval. A virustorzseket a kordbban mar ismertetett mddon
elszaporitottuk, és a 105TCID50/m1 virust tartalmazo sejttenyészet feliiliszobol szintén
10-es alapu higitasokat készitettiink, melyekbdl a kordbban mdér szintén ismertetett
moédon kivontuk az RNS-t QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
segitségével. Valamennyi reakcidt harom parhuzamos mintdn végeztiik el.

A rendszer specifikussdgat a rendelkezésiinkre all6 magyarorszagi PRRSV
torzsek segitségével hatdroztuk meg. Kordbban madr ismertetett modon agargél
elektroforézissel gy6zddtiink meg az amplikonok megfelelé méretérdl. Az esetleges
keresztreakciok kizardsdara az aldbbi, sertéseket megbetegité virusokat tartalmazé
mintdkon is elvégeztiikk a reakciot: 2-es tipusu sertés circovirus, sertésinfluenza virus
(H3N2, és HIN1), klasszikus sertéspestis virus, 1égzdszervi coronavirus, Aujeszky

betegség virusa, sertés parvovirus, sertés cytomegalovirus.

4.2.6. Klinikai mintdk

Ahhoz, hogy a rendszer klinikai mintdkon valé alkalmazhatdsagat vizsgaljuk, 5
db 4 hetes, PRRSV negativ malacot fertéztiink orrlyukanként 2-2ml, lOSTCID5o/ml
virustartalmd  sejttenyészet feliiliszéval, mely a HUI7-es jelzésii, Nyugat-
Magyarorszagrol  szdrmazé vadvirus izoldtumot tartalmazta. Ezt kovetden
vérsavomintdkat vettiink a malacoktél 7 napig naponta, majd a 8. napon az &llatok
kiméletes kiirtdsat kovetden azokat koérbonctani és korszovettani vizsgdlatoknak
vetettilk ald. Ezen kiviil az utolsé napon a vérsavomintdk mellett tiid6 és tonsilla
mintdkat is vettiink azok PRRSV RNS tartalmdnak meghatarozdsa céljabol. Negativ

kontrollként hdrom éllatot virusmentes sejttenyészet-feliilészéval kezeltiink.
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5. Eredmények

5.1. Magyarorszagi és szerbiai PRRSYV torzsek osszehasonlito genetikai vizsgalata
5.1.1. A PRRS magyarorszdgi elterjedtségének meghatdrozdsa

A harom diagnosztikai intézet adatainak 6sszesitésével azt kaptuk, hogy a hazai
telepek kb. 10%-a fert6zott a virussal. Ez csupan hozzavetdleges adat, mivel nincs
rendeletben szabalyozott diagnosztikai, illetve bejelentési kotelezettség. A pontos ardny
csak valamennyi nagylétszdmu telepre nézve kotelezd, 6sszehangolt, lehetdleg dllamilag

tamogatott felmérd vizsgdlat eredményei alapjan lenne meghatarozhato.

5.1.2. Primereink tesztelése

A diagnosztikai primerek tervezésekor alapvetd cél volt, hogy azok mindkét
genotipusba tartozo torzseket képesek legyenek kimutatni. A rendszer mindkét vakcina
(Porcilis® PRRS, Ingelvac MLV®) esetében pozitiv eredményt adott. A reakcié utdn
elvégzett gélektroforézist kovetden egyértelmiien lathaté volt a primerpér tervezésekor
letoltott szekvencidk hossza kozti kiillonbségekbdl ad6dé 35 nukleotidnyi kiilonbség
(11. abra). A termékeket kivagtuk a gélbdl szekvenciameghatdrozas céljabdl azért, hogy
bizonyitsuk, hogy primerparunk specifikus, vagyis PRRSV genomhoz tapadt. Az igy
kapott szekvencidk megegyeztek a vakcinatorzsek génbankban (GenBank, Bethesda,

USA, www.ncbi.nih.gov) letétbe helyezett szekvencidinak nukleotidsorrendjével. Ezt

kovetden az ORF5 génszakasz amplifikdldsahoz tervezett 2-2 filogenetikai primerpart
teszteltilk a megfeleld vakcinatorzseken. Mindkét primerpar pozitiv reakciot adott a
megfeleld genotipusi vakcina esetében, és a specifikus reakciot a szekvenciavizsgalat

eredményei is megerdsitették.
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11. abra. Az dbra egy eurdpai (2), illetve egy amerikai (3) genotipusu vakcinatorzson, a
diagnosztikai primerparunkkal elvégett RT-PCR-t kovetd gélelektroforézis eredményét

mutatja. (Az 1. poziciéban a molekulatomeg marker l4thatd.)

5.1.3. Diagnosztikai PCR vizsgdlataink eredménye

Munkénk sordn a diagnosztikai eredmények alapjan 6sszesen 53 PRRS virus
ORF5 szekvenciavizsgélatat, illetve filogenetikai viszonyainak feltérképezését végeztiik
el. Koziiliik a 45 magyarorszagi szekvencia 25 kiilonb6zd nagylétszamu sertésteleprol
szarmazik. Az Aaltalunk vizsgalt mintdk jelolése, szdrmazdsi helye, a mintavétel
idopontja, valamint a GenBank-i akcesszidos szdma az 5. tabldzatban lathato. A 6.
tablazat a torzsfakészités soran, a nemzetkOzi adatbazisbdl letoltott szekvencidkat
tartalmazza. A Szerbidbdl kapott mintdk vizsgalataval valamennyi vizsgélt sertéstelepen
igazoltuk a PRRSV jelenlétét. Ezekben az allomdnyokban kordbban nem torténtek
vizsgalatok a virus direkt, vagy indirekt kimutatdsdra. Osszesen 8 kiilonbozd szerbiai
sertésteleprdl szarmazé minta ORFS5 szekvenciaanalizisét végeztilk el. Valamennyi
minta a Vajdasdgbol, Szerbia északi részérdl szarmazik. A magyarorszagi illetve a

szerbiai mintdk teriileti eloszldsat az orszagok vaktérképén a 12. dbra mutatja.
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5. tdbdzat. A tdbldzat a munkdnk sordn megvizsgdlt magyarorszagi, illetve szerbiai

PRRSYV szekvencidk adatait mutatja.

< . Mintagyijtés/ | GenBank-i
Nev Helység Eredet feltéltgz i(Jleje akc. szdm
HUO1 | Hajddszoboszl6 vetélt magzat tiideje 2003.06.20. DQ3666339
HUO2 | Hajdindnds hiz¢é sertés tiideje 2003.10.20. DQ3666340
HUO03 Bohonye vélasztott malac manduldja | 2004.10.20. DQ3666341
HUO4 | Hégyész vélasztott malac tiideje 2003.10.13. DQ3666342
HUOS5 | Hajdinédnds hiz¢é sertés tiideje 2004.07.30. DQ3666343
HUOQ6 | Debrecen hiz¢é sertés tiideje 2004.12.16. DQ3666344
HUOQ7 | Debrecen hiz¢é sertés tiideje 2005.02.15. DQ3666345
HUO8 | Kaposviér vetélt magzat tiideje 2005.02.03. DQ3666346
HUQ9 | Hajddszoboszld vetélt magzat tiideje 2005.02.17. DQ3666347
HUI10 | Hajddszoboszl6 vélasztott malac tiideje 2005.02.26. DQ3666348
HUI11 | Debrecen vetélt magzat tiideje 2005.04.06. DQ3666349
HUI2 | Acs vélasztott malac savdja 2005.05.11. DQ3666350
HUI13 | Kéleshalom szop6s malac tiideje 2004.10.25. DQ3666351
HU14 | Kéleshalom kocasiildg savdja 2004.10.25. DQ3666352
HUIS5 | Ebes vetéld koca savdja 2004.06.14. DQ3666353
HU16 | Kisbér vélasztott malac tiideje 2004.26.11. DQ3666354
HU17 | Szil vélasztott malac savdja 2005.03.10. DQ3666355
HUI18 | Komirom vélasztott malac tiideje 2004.12.02. DQ3666356
HU19 | Kéleshalom vélasztott malac tiideje 2004.10.19. DQ3666357
HU20 | Kaposvar vélasztott malac tiideje 2005.04.06. DQ3666358
HU21 | Kiingos hiz¢é sertés tiideje 2006.09.22. EF406336
HU22 | Hajdiszoboszl vetélt magzat tiideje 2003.09.11. EF406337
HU23 Hajdiszoboszl vetélt magzat tiideje 2003.09.11. EF406338
HU24 | Hajddszoboszl6 vetélt magzat tiideje 2003.09.18. EF406339
HU25 | Hajdindnds hizo sertés tiideje 2003.10.20. EF406340
HU26 | Bohonye vetélt magzat tiideje 2004.10.15. EF406341
HU27 | Hajdindnas vélasztott malac tiideje 2004.07.30. EF406342
HU28 | Hajdiindnds hiz¢ sertés tiideje 2004.09.15. EF406343
HU29 | Hajdindnds hiz¢ sertés tiideje 2004.09.15. EF406344
HU30 | Hajdindnds vélasztott malac tiideje 2004.10.22. EF406345
HU31 Debrecen hiz¢é sertés tiideje 2004.16.12. EF406346
HU32 | Hajddszoboszld hiz¢é sertés tiideje 2004.12.16. EF406347
HU33 | Tetétlen hizé sertés tiideje 2005.03.23. EF406348
HU34 | Hajddszoboszld hiz¢é sertés tiideje 2005.03.23. EF406349
HU35 | Hajddszoboszld hiz¢é sertés tiideje 2005.03.23. EF406350
HU36 | Piispokladdny hiz¢é sertés tiideje 2005.11.14. EF406351
HU37 | Piispokladdny hiz¢é sertés tiideje 2005.11.14. EF406352
HU38 | Felsdcikola hiz¢é sertés tiideje 2008.05.18.
HU39 | Rébapordiny hiz¢é sertés savdja 2008.04.22.
HU40 | Nyérad vetélt magzat tiideje 2008.08.15.
HU41 Kistimapuszta vetélt magzat tiideje 2008.08.16.
HU42 | Kunszentmérton hiz¢é sertés tiideje 2008.02.17.
HU43 Békés hiz¢é sertés savdja 2008.07.13.
HU44 | Réackeresztir hiz¢é sertés tiideje 2007.03.01.
HU45 Baracska hiz¢é sertés tiideje 2007.03.29.
SRB1 Zenta hiz¢é sertés savdja 2007.08.07.
SRB2 Kispiac hiz¢é sertés savdja 2007.08.15.
SRB3 Bécstopolya hiz¢é sertés savdja 2007.08.27.
SRB4 Gyongyén hiz¢é sertés savdja 2008.04.01.
SRB5 Zenta hiz¢é sertés savdja 2008.04.02.
SRB6 Szabadka hiz¢é sertés savdja 2008.04.05.
SRB7 Bajmok hiz¢é sertés savdja 2008.04.07.
SRB8 Ada hiz¢é sertés savdja 2008.04.08.
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SRBJ SRB15

Vajdasig

12. dbra. Az édbra az 4ltalunk vizsgalt magyarorszagi és vajdasdgi PRRSV szekvencidk

szarmazasi helyeit mutatja.

5.1.4. ORF5 nukleotidszekvencia vizsgdlatok (magyarorszdgi vad PRRSV szekvencidk)

A megvizsgdlt 45 magyarorszdgi PRRSV szekvencia koziil 42 az eurdpai
genotipusba tartozott. Ezek a torzsek dtlagosan 92,24+2.64%-0s azonossagot mutattak a
vizsgélt génszakaszon a Lelystad referencia torzzsel. Volt olyan szekvencia (HU13),
mely 98,37%-ban, illetve olyan is, mely csupan 85,18%-ban egyezett a
referenciatorzzsel.

Munkénk sordn 3 olyan szekvencidt taldltunk (HU12, HU21 és HU44), melyek
az amerikai genotipusba tartoztak. Ezek a torzsek 86,80%, 85,87%, illetve 94,67%-os
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hasonlésdgot mutattak a VR-2332 jelzésii amerikai referens izolditum génbanki
(GenBank, Bethesda, USA, www.ncbi.nih.gov) szekvencidjanak megfelel szakaszdval.

A HU12-es 90,97%, a HU21-es torzs pedig 90,28 %-os hasonlésdgot mutatott egy 1994-

ben, Kanadaban virustorzzsel (akcesszids szam: 140848). A két szekvencia
mintagyljtési helye, ahogy a térképen lathatd, tavol helyezkedik el egymadstdl, de a két
allattart6 telep direkt kapcsolatban van egymassal: a HU21-es minta szdrmazdasi helyén

a HU12-es gytijtési helyérol szarmaz6é malacokat hizlalnak.

5.1.5. Vakcina eredetii szekvencidk

Egy alkalommal egy egészséges, 2 hetes szopds malac tiidejébdl készitettiink
PAM tenyészetet, melynek felhasznéldasa el6tt a mar ismertetett modon RT-PCR
vizsgalattal ellendriztik annak PRRSV fertézottségét. Mivel a vizsgélat pozitiv
eredményre vezetett, a taldlt virus ORF5 szekvencidjait megvizsgaltuk és azt
tapasztaltuk, hogy az mindossze egy nukleotid eltérést mutatott a telepen hasznalt
éldvirusos vakcinatdrzs hasonld szakaszdnak szekvencidjaval. Ezzel a vakcindval
vemhessége alatt kétszer oltottdk azt az anyakocdt, melytdl a malac sziiletett.
Ugyanezen a telepen, egészséges, még nem vakcindzott kocasiildokbol mutattunk ki két
masik olyan szekvencidt is, melyek 98,84%-0s egyezést mutattak az emlitett
vakcinavirussal. Ezeket az dallatokat egy légtérben tartottdk kordbban maér tobbszor
vakcindzott kocakkal.

Egy masik PRRS pozitiv sertéstelepen tobb, olyan szekvenciat is taldltunk,
melyek nagymértékben hasonlitottak a telepen hasznalt éldvirusos vakcindhoz. Ezen a
telepen (helyteleniil) egymdst kovetéen alkalmaztdk a két, Magyarorszdgon
kereskedelmi forgalomban 1évd élévirusos vakcinat (,,A” és ,,B” vakcina), ugy, hogy
el0szor az ,,A”, utdna a ,,B”, majd ismét az ,,A” vakcinat alkalmaztdk. A mintagytjtések
idOpontja a harmadik f4zisba esett, amikor 3-4 hénapja mar az ,,A” vakcinat hasznéltdk
Ujra. Valamennyi mintat vetélt magzatok tiidejébdl, illetve 1égzdszervi tiinetek kozott
elhullott szopds malacokbdl gyujtottik. A malacok nem voltak vakcindzva egyik
vakcindval sem, az anyakocdkat pedig kétszer vakcindztdk az ,,A” jelti vakcindval. A
szekvencidk azonban a ,,B” vakcindval mutattak 98,84-99,77%-os azonossdgot (Kiss et
al., 20006).

Egy harmadik telepen 1égzdszevi tiineteket mutaté malacokb6l olyan
szekvencidt mutattunk ki, melyek 95,14%-o0s nukleotid-egyezést mutatott egy
Magyarorszagon nem torzskonyvezett, amerikai genotipusi attenudlt vakcinatdrzs

hasonl6 szakaszanak szekvencidjaval.
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5.1.6. Szerbidbol szdrmazo mintdk szekvenciavizsgdlata

Munkénk sordn lehetdségiink nyilt vajdasdgi sertéstarté telepekrdl szdrmazé
savomintdk vizsgdlatara. Nyolc kiillonbozé sertésteleprdl jutottunk hozza mintdkhoz, és
annak ellenére, hogy kordbban csupian egy telepen végeztek PRRSV jelenlétének
kimutatasdra irdnyuld vizsgalatokat, valamennyi esetben megtaléltuk a virust. Ezeknek
a virusoknak az ORFS5 szekvenciavizsgélataval megallapitottuk, hogy valamennyi az
eurdpai genotipusba tartozik, és atlagosan 85,84+0,34%-0s nukleotidegyezést mutatnak

a Lelystad virus hasonl6 szakaszaval.

5.1.7. A magyarorszdgi, szerbiai, illetve fontosabb  kiilfoldi  szekvencidk
osszehasonlithato genetikai vizsgdlata

Az Osszehasonlité genetikai, illetve filogenetikai vizsgdlatok sordn az altalunk
meghatdrozott valamennyi (45 magyarorszagi, 8 vajdasagi) szekvencidt felhasznaltuk.

Ezen kiviil a nemzetkozi adatbazisbdl (GenBank, Bethesda, USA, www.ncbi.nih.gov)

letoltottiink 35 szekvencidt az alapjan, hogy azok lefedjék az Osszes eurdpai szubtipust,
fontosabb amerikai alcsoportot, illetve a legtobb, komoly sertéstartd hagyoménnyal

rendelkezd orszdgot (6. tdblazat).
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6. tablazat. A tablazat a torzsfakészitéshez a sajat adatainkon kiviil felhasznalt, génbanki

szekvencidk legfontosabb adatait tartalmazza.

AMERVAC Spanyolorszag 2006 DQ324668
BEL2001 Belgium 2001 AY035901
BOH2000 Csehorszig 2000 AF253537
BRIT2002 Anglia 2002 AF378799
DEN361/4 Diénia 2001 AY035915
DEN1992 Diénia 1998 AJ223078
DEN2001 Diénia 2001 AY035939
FRA1995 Franciaorszag 1996 U40697
ARNSBERG Németorszag 2002 AF378797
ITA1995 Olaszorszag 1996 U40696
LELYSTAD Hollandia 1993 M96262
LITHO1 Litvania 2002 AF378800
LITHO2 Litvania 2002 AF378801
POL2002 Lengyelorszag 2002 AF378804
PORCILIS Hollandia 2002 AF378819
PRIMEPAC USA 1998 AF066384
PYRSVAC Spanyolorszag 2002 AF378820
QUE19%4 Kanada 1995 140898
RESPPRRS USA 1998 AF066183
SPA1996 Spanyolorszag 1996 U40690
VR-2332 USA 1995 U87392
BEL-42 Fehéroroszorszag 2006 DQ324669
BOR-54 Fehéroroszorszag 2006 DQ324672
OBU-1 Fehéroroszorszag 2006 DQ324676
OKT-35 Fehéroroszorszag 2006 DQ324677
SNO-4 Fehéroroszorszag 2006 DQ324683
SOZ-6 Fehéroroszorszag 2006 DQ324686
VOS-49 Fehéroroszorszag 2006 DQ324690
ZAD-1 Fehéroroszorszag 2006 DQ324694
AUS Litvénia 2006 DQ324667
SID Litvania 2006 DQ324682
FJ-1 Kina 2004 AY88199%4
GU992M Japén 2005 AB175721
MD-001 Taiwan 1998 AF121131
01UD6 Thaifold 2004 AY297113

5.1.8. Torzsfa-épités

A torzsfakészitéshez 0sszesen 84 kiilonbozo szekvencia adatait hasznaltuk fel. A

Clustal X 1.81 programmal készitett, majd a TreeView version 1.6.6 programmal

lathatova tett torzsfa a 13. abran lathato.
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13. dbra. Az dbran az ORFS szekvenciaadatok alapjan készitett torzsfa lathato. Piros
szinnel a magyarorszagi, kékkel a szerbiai, mig feketével a nemzetkozi adatbazisbol
letoltott szekvencidk roviditett jelolései lathatok. Szaggatott vonalakkal a kiilonboz6
eurdpai szubtipusokat, mig folytonos vonallal a magyarorszagi alcsoportokat, illetve
kiilondllo szekvencidkat jeloltiik. A csomopontoknal lathaté szamok az 1000 ismétlés

alapjan szamitott bootstrap értékeket jelolik.
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A torzsfan megfigyelhetd az eurdpai (1-es) és az amerikai (2-es) genotipusba
tartozo, valamint az eurdpai genotipuson beliil a kiilonb6z6 szubtipusu szekvencidk éles
elkiiloniilése. A magyarorszagi szekvencidk koziil 42 az 1-es tipusba tartozik. Ezek a
szekvencidk a nyugat eurdpai orszigok PRRSV torzseihez hasonléan az 1-es
szubtipusba tartoznak. Ezen beliill a vizsgdlt torzsek 4 monofiletikus alcsoportot,
valamint 3, az alcsoportoktdl elkiiloniilé szekvenciat alkotnak. A 4 alcsoportbdl kettobe
Magyarorszagon torzskonyvezett, €lovirusos vakcindhoz nagymértékben hasonld, a
madsik kettObe pedig vadvirusok tartoznak. A legnagyobb alcsoportba (4. alcsoport) az
altalunk vizsgélt 1-es tipusi magyar szekvencidk fele (21) tartozik. Ezt az alcsoportot
alkot6 szekvencidk ezen beliil olyan kisebb, monofiletikus csoportokat képeznek
melyekbe az adott foldrajzi teriiletr6l szdrmazé virusok tartoznak. A 3. alcsoportot 3
olyan szekvencia alkotja, melyek noha mind a Dundantilr6l szdrmaznak, egymastol
viszonylag tavol helyezkedo sertéstelepekrol gytjtottiik oket.

Héarom magyarorszagi szekvencia a 2-es tipusu torzsekkel keriilt egy csoportba.
Ezen beliill a HU12-es és HU21-es torzs vadvirus jellegli, mig a HU44-es jelli egy
Eurépa szamos orszdgdban haszndlatos, de Magyarorszigon nem torzskonyvezett

élovirusos vakcinatorzshoz hasonlit.

5.1.9. Szarmaztatott aminosav vizsgdlatok

A szdarmaztatott  aminosavszekvencidk  Osszehasonlité  vizsgdlatdval
megallapithatd, hogy a leginkédbb varidbilis teriiletek a GP5-6s fehérje 33-61, illetve 89-
109 aminosavszakaszain figyelhetOk meg. Ez a két teriilet egybeesik a fehérje feliileti
alegységeivel (1. és 2. ektodomén). A virusszekvencidk nagy tobbsége (5 vakcinavirus
eredetd, illetve 2 vadvirus eredetii kivételével) a Lelystad virussal ellentétben egy 3.
glikozilaciés helyet is tartalmazott a 37. pozicidji aszparaginnak megfeleléen. A HU8-
as torzs a 46. aminosav pozicidt érintd Asn—Asp mutécié kovetkeztében elvesztette az
aszparaginhoz kotott glikozilacios helyet, mig a HU41-es virus az 55. és az 56.
aminosavat érintd vdéltozds kovetkeztében elvesztette az 53. poziciéban 1évo
aszparaginhoz kotott glikozilacids helyet, annak ellenére, hogy az 53. aminosav nem
véltozott meg. (A vakcina eredetli szekvencidkat részletesen ismertetjiilk a kovetkezd
fejezetben.) A 13. dbra az eurdpai tipusiu magyar PRRS virusok GP5 fehérjéinek
szarmaztatott aminosavszekvencidit mutatja egymdashoz, illetve referenciaként a
Lelystad virushoz illesztve a fehérje elso feliileti alegységétdl kezdddden (az elsd 32

aminosav altal alkotott tin. signal peptid a fehérje érési folyamatai sordn levalik arrol).
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abra. Az dbra a szerbiai torzsek szdrmaztatott aminosavszekvencidinak illesztését mutatja a Lelystad virushoz hasonlitva. (A jelolések
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megegyeznek a 13. dbra jelléseivel.)
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16. abra. Az dbra az adott vakcindhoz hasonlitva mutatja a hozzd nagymértékben hasonlité virusok GP5 aminosavszekvencidjdinak azon szakaszat,

ahol a valtozasok torténtek. (A jelolések megegyeznek a 13. dbra jel6léseivel.)
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Az egymadssal szoros genetikai rokonsdgban allé eurdpai genotipusba tartozo
szerbiai torzsek aminosavszekvencidi is nagymértékben hasonlitanak egymadshoz. A
Lelystad virushoz képest esetiikben is megjelent a 37. pozicidban levd aszparaginhoz

kotddd glikozildcids hely (15. dbra).

5.1.10. Vakcina eredetii szekvencidk aminosav vizsgdlata

A kordbban mér ismertetett vakcindkhoz nagymértékben hasonlité szekvencidk
esetén a szarmaztatott aminosavszekvencidkat Osszehasonlitottuk az adott telepen
hasznalt élovirusos vakcinatorzsek hasonlé szakaszdnak aminosav-sorrendjével. Abban
az esetben, amikor egy telepen felvéltva mindkét, Magyarorszdgon torzskonyvezett
vakcindt hasznéltdk (,,A” és ,,B” vakcina), az id0szak végén kimutatott, B vakcindra
hasonlité vakcina varidns virusok és a vakcina GP5 fehérjéjének elsddleges szerkezetét
Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy valamennyi varidns esetében ugyanazokban a
pozicidkban torténtek aminosavvaltozdsok a vakcinavirushoz képest. Ezek a valtozasok
valamennyi esetben a fehérje elsd virusfelszini alegységén voltak megtaldlhatéak,
rdadasul a 46 poziciéban bekovetkezett Asp—Lys valtozds kovetkeztében a legtobb
varians esetében elveszett az ehhez a pozicibhoz kapcsolédé glikozilacios hely. A 37.
pozicidban bekovetkezett véltozds rdaddsul a neutralizicids ellenanyagok termel6dését
indukdlé B epitép els6 aminosavat érinti (16. dbra.). (Valamennyi varidnst nem
vakcinazott allatbol mutattuk ki.)

Egy masik sertéstarté telep esetében, ahol az A jelii vakcindt hasznaltdk, szintén
a vakcindhoz nagymértékben hasonlité varidnsokat mutattunk ki nem vakcinazott
allatokban. Ebben az esetben azonban az aminosav-valtozdsok nem mutattak egyezést
az egyes variansok esetében, s6t azok elszértan mutatkoztak az elsd, a masodik feliileti
alegységen illetve azokon kiviil (16. dbra).

A vakcina eredetli torzsek esetében megvizsgaltuk, hogy az eredeti vakcinavirus
nukleotidszekvencidjadhoz  képest bekovetkezett véltozdsok milyen ardnyban
eredményeztek aminosav-véltozast, illetve mennyi maradt néma, szinonim mutécié (7.
tablazat).

A 7. tablazat adatait Osszegezve megdllapithatd, hogy az aminosav-véltozést
eredményezd nukleotidmutacidk szdma (egy kivétellel) valamennyi esetben magasabb
volt a szinonim mutdcidkndl. A B jelli vakcina esetében egy kivétellel az ardanyuk
legalabb 4 szeres volt, két varidnsnél pedig nem figyelhetéek meg szinonim mutaciok.

Az A jelil vakcina esetében egy kivétellel szintén magasabb a nem szinonim nukleotid
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muticiok szdma. A nem szinonim mutdcidk ilyen magas ardnya a szinonimokhoz képest

erds szelekcids nyomast jelez ezen a génszakaszon.

7. tablazat. A téblazat a vakcina eredeti szekvencidk esetében mutatja a vizsgalt
génszakaszon megfigyelt nukleotid, illetve szarmaztatott aminosavvaltozasok szamat. *:

a megfigyelt nem szinonim (AN), illetve szinonim (AS) mutécidk ardnya.

Neév Nukleolid- Arninosav- ANFAS*
valtozas valtozas
VAR 1 (B) 5 4 4/1
VAR2 (B) 5 4 4/1
VAR 3 (B) 4 4 4/0
VAR 4 (B) 5 4 411
VAR £ (B) 6 6 6/0
VAR G (B) 5 3 32
VAR 7 (A) 1 1 1/0
VAR S (A) 5 2 2/3
VAR 9 (A) 5 3 32
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5.2. Primer-probe energy transfer elven miikodo kvantitativ RT-PCR eljaras

kidolgozasa PRRSV kimutatasara klinikai mintakbol

5.2.1. A rendszer specificitdsdnak és érzékenységének meghatdrozdsa

A rendszer érzékenységének meghatarozdsahoz ismert mennyiségii RNS koépiat
tartalmaz6 oldatokat készitettiink a Lelystad, a Soz-8, illetve az Ingelvac MLV ® torzsek
felhaszndlasdval. Ezek vizsgdlatival a rendszer daltal még kimutathaté legkisebb
mennyiség kb. 10 képia mindharom virustorzs esetében (17. dbra). A standard gorbéket
a Lelystad, illetve az amerikai referens virushoz kozel 4ll6 vakcinatorzs esetében is
meghatdroztuk (18. dbra). Az ismert infektiv titeri Lelystad, és P129 virustorzset
tartalmaz6é oldatok higitdsdval a legkisebb kimutathaté mennyiség mindkét esetben
ITCIDsp/ml volt, ami — az eurdpai, valamint az amerikai virustorzsekhez készitett
standard gorbe értékei alapjan — 61, illetve 42 RNS kopidnak felelt meg.

A birtokunkban levd valamennyi, gél-alapui PCR sordan kordbban pozitivnak
bizonyult PRRSV mintat a PriProET-rel megvizsgdlva valamennyi esetben pozitiv
eredményt kaptunk. Néhany, 2003-b6l szarmaz6 minta esetében azt amplifikacids gorbe
negativ volt, a fluoreszcens jel nem érte el a kiiszobértéket. Ezekben az esetekben az
olvaddspont meghatdrozasakor kapott PRRSV-specifikus értékek igazoltdk a virus RNS
jelenlétét. Az egyéb korokozokat tartalmazd mintdk vizsgdlata valamennyi esetben

negativ eredményre vezetett.
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Threshold = e

Cycle

17. abra. Az dbra Lelystad virusbol elddllitott ismert mennyiségii, 10-es alapi RNS
higitasokon elvégzett PriProET eredményét mutatja (jobbrél balra haladva: 10''-10°
kopia/minta). Az y tengelyen a fluoreszcencia szintek, az x tengelyen az amplifikdcios
ciklusszamok lathatok. A vizszintes piros vonal a fluroreszcencia pozitivitasi

kiiszobértéket mutatja.
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18. dbra. Az dbra a 10-es alapu higitisok eredményei alapjan felallitott standard

gorbéket mutatja a Lelystad (A), illetve az Ingelvac MLV® (B) torzs esetében. A gorbe

a hdromszor megismételt reakcié eredményeinek atlagos értékei alapjén lett felallitva (a

standard hibaértékek az egyes pontokndl feltiintetve). Az x tengelyen a kdpiaszam, az y

tengelyen pedig a C; értékek lathatok.
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5.2.3. Olvaddspont meghatdrozds

A Lelystad virus esetében, ahol tokéletes a proba-célteriilet illeszkedés, 76,0°C-
os olvadaspont homérsékletet kaptunk. Ez az a homérséklet, amelynél a proba levalik a
célteriiletrol, értéke pedig attdl fiigg, hogy milyen erés a kapcsolat a proba és a
célteriilet kozott. Minél tobb mismatch van a préba teriiletén, annél kevesebb nukleotid
kapcsolddik a parjdhoz, igy varhat6an anndl kisebb lesz az olvadaspont érték (Th,).

Azon mintdk esetében ahol csokkent Ty, értékeket kaptunk, még ismert génbanki

(GenBank, Bethesda, USA, www.ncbi.nih.gov) szekvencidk esetén is meghataroztuk az

amplikonok nukleotidsorrendjét a gél-alapi diagnosztikai primerparunk segitségével.
Igy valamennyi, csokkent olvaddsponti minta esetében mismatch-ek jelenlétét tudtuk
igazolni a prébanak megfeleld célteriileten. A Soz-8 torzs esetében az egy mismatch
73,0°C-os értéket, a P129-es torzsnél a négy mismatch 71,2°C-os, az Ingelvac MLV®
torzs, illetve a Magyarorszagon elsdként izolalt amerikai HU12-es virustorzs esetében

az 0t mismatch 67,0°C-os értéket eredményezett (19. abra).

négy mismatch — 71,2°C
P129 (Amerikai) =~ >

76,0°C — tokéletes tapadas,
Lelystad virus

73,0°C — egy mismatch,
fehérorosz (Soz-8) torzs

Ot mismatch:
®Ingelvac MLV® (Amerikai) — 67,0°C
\

®*HU12 (Amerikai) — 67 ,O°C\

deg

19. dbra. Az &bran a kiilonb6zd szamu proba-célteriilet mismatch esetén kapott

olvadaspont értékek lathatok. Az y tengelyen a fluoreszcencia, az x tengelyen pedig a

homérsékleti értékek lathatoak.

5.2.4. Klinikai mintdk
A kisérletesen fert6zott allatok vérsavéinak naponkénti vizsgdlata sordn a virus
genetikai  dllomdnya a fertézést kovetd madasodik napon jelent meg az A4llatok

vérsavdjdban. Ezutdn egy nagyon enyhe csokkenést kdvetden a 6. és 7. napon érte el a
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maximélis, 8-9x 10° RNS képia/ml értéket (20. dbra). Az éllatok elektromos kabitast
kovetd elvéreztetése utdn elvégzett kdrbonctani-kérszovettani  vizsgélatokkal
intralobuldris intersticidlis pneumoniat figyeltiink meg az éllatok tiidejében, valamint
sulyos follikuldris hiperpldziat, illetve eozinofil granulocitds infiltraciét a
nyirokszervekben. A manduldk, illetve a tiidok PriProET vizsgalataval megallapitottuk,
hogy mig az el6bbi szervek grammonként 1-2x 10°, utébbiak 6-9x 10° RNS képiat
tartalmaztak. Valamennyi PCR reakcié utin meghataroztuk az amplikonok
olvadaspontjat, melyek ugyanazt az értéket mutattdk (T, 76,0°C), mint a fertdzéshez

hasznalt virus, mely igazolta a reakciok specifikussagat.

1,E+06
9,E+05
8,E+05
7,E+05 1
6,E+05
5,E+05 |

4,E+05 1

RNS kopiaszam/ml

3,E+05 1
2, E+05 +
1,E+05

0,E+00
1 2 3 4 5 6 7

Fertézést kovetd napok

20. dbra. Az abran a kisérleti dllatok savomintdibdl kimutatott PRRSV RNS
kopiaszamok dtlaga (standard devidcidval) lathaté. Az x tengely a fert6zést kovetod

napok szdmat, az y tengely az RNS képiaszamot mutatja.
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6. Megvitatas

6.1. Magyarorszagi és szerbiai PRRSYV torzsek osszehasonlito genetikai vizsgalata

Munkénk elsé szakaszdnak célja az volt, hogy magyarorszagi, PRRSV-vel
fertdzott sertéstelepekrdl torténd mintagyljtést kovetden megallapitasokat tegyiink a
PRRS hazai elterjedtségére vonatkozolag. Harom diagnosztikai intézet adatait
Osszegezve azt tapasztaltuk, hogy bar a fert6zott nagylétszamu sertéstelepek aranya (kb.
10%) emelkedett az utébbi idoben, ndlunk még mindig kedvezObb a helyzet, mint a
nagy sertéstarté hagyomanyokkal rendelkezd nyugat-eurdpai (Dédnia, Hollandia), illetve
szomszédos (Ausztria) orszdgokban, ahol ez az ardny joval meghaladhatja az 50%-ot
(Dr. Friedrich Schmoll, Veterinirmedizinische Universitit, Bécs, személyes kozlés).

Ezzel egyidében arra is torekedtiink, hogy minél tobb magyarorszagi, illetve, ha
lehetséges, szomszédos orszagbeli PRRSV-t gyljtsiink, és végezziik el azok ORF5
génszakaszanak nukleotidszekvencia-vizsgdlatdt, megallapitsuk azok filogenetikai
viszonyait egymadssal, illetve a nemzetkozi adatbazisban fellelhetd fontosabb
szekvencidkkal.

Az altalunk 5 év alatt gylijtdtt mintdk részletes vizsgalataval megdllapitottuk,
hogy torzseink nagy része az eurdpai 1-es szubtipusba tartozik. Ezen beliil bizonyos
szekvencidk monofiletikus csoportokat is alkotnak. A legnagyobb ilyen csoport (4-es
alcsoport) a vizsgdlt eurdpai genotipusu torzseink nagy részét tartalmazza. Az
alcsoporton beliil kiilon 4dgakat képeznek egymadshoz kozeli sertéstart telepekrol
szarmaz6 mintdk. Mivel ezek a telepek olyan tdvolsdgra vannak egymadstdl, hogy
esetikben a szél utjan, aeroszolos formdban val6 atfertdz6dés kizarhatd, nagy
valészintiséggel fert6zott tenyészéllatok vasarldsa, a fertézott allatoknak fogékony
telepek kozelében halad6 uton torténd széllitasa, esetleg nem kelloképpen fertOtlenitett
gépjarmiivek (pl. takarmdanyszdllit6 kamion) telepek kozotti forgalma, vagy akér
kontamindlt ruhdzati személyzet egyardnt fert6ézési forrdsnak tekinthetd.
Megfigyelhetok emellett olyan szekvencidk is, melyek egyediil dllnak, viszonylag nagy
tadvolsdgra mas magyarorszagi PRRSV torzsektdl. Ezekben az esetekben (HU16, HU40,
HU43) az édllomanyok vagy olyan virussal fertdzddtek, melyrdl nincsenek adataink, és
nem 4llnak kozeli rokonsdgban mds hazai torzzsel, vagy pedig kordbban fert6zddtek
valamelyik alcsoport kozos Osével, €s a virus rendkiviil gyors genetikai sodrodasanak
kovetkeztében eltdvolodtak az egyidében, mds telepeken kialakul6é torzsektdl. Az
aminosavszekvencidk illesztése és a potencidlis glikozilaciés helyek szoftveres
vizsgalatdval a nukleotidszekvencidkbdl szarmaztatott GPS feliileti alegységén
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megtaldlhat6, 37. aminosav esetében egy Asp—Asn valtozds kovetkeztében szinte
valamennyi torzs esetében megjelent egy Uj glikozilaciés hely, igy a magyar torzsek
nagy része ezen a szakaszon 3 oligoszaharid alegységet tartalmaz. Hasonl6 jelenséget
figyeltek meg mas eurdpai torzsek esetében is (Mateu et al., 2003; 2006; Stadejek et al.,
2002; Pesch et al., 2005), illetve egy, az amerikai referens virustorzzsel (VR-2332)
elvégzett tanulmény sordn is (Rowland et al., 1999). Ez ut6bbi tanulmany kisérletesen
fertdzott vemhes kocdk magzataibdl olyan torzseket mutatott ki, melyek a 34. aminosav
poziciéban (ez megfelel az eurdpai torzsek 37. aminosavjanak) egy Asp—Asn valtozas
kovetkeztében egy harmadik glikozilacids hellyel gazdagodtak. Ezeket a valtozatokat
rdaddsul csak minimadlisan 1 héttel a magzatok sziiletése utdn lehetett beldliik kimutatni,
mikor benniik mar neutralizal6 ellenanyagok jelentek meg, és akkor is csak az dllatok
manduldiban és nyirokcsoméiban. Az Asn®* mutdnsokat hordozé malacok savéjanak
gyengébb volt a neutralizal6 hatdsa az Asn>* viltozatokkal szemben, mint az eredeti
(Asp™) virust hordozé dllatok savéjanak a kiinduldsi virussal szemben. Ezek alapjin
feltételezhetd, hogy ez a véltozds szelekciés nyomds eredményeként alakul ki, olyan
mutansokat eredményezve, melyek igy képesek lesznek limfoid szervekben perzisztens
fertdzést kialakitani (Rowland et al., 1999). Feltételezhet6 tehat, hogy hasonlé valtozas
jelentkezett az dltalunk vizsgalt magyar virustorzsek esetében is, vagy az, hogy eleve
ilyen jellegli virussal fert6z6dtek. Két vadvirus szekvencia esetében csak két
glikozilaciés helyet taldltunk. A HUO8-as virus esetében a 46. helyen Asn helyett Asp
talalhatd, amihez nem kapcsolddik oligoszaharid molekula, mig a HU41-es szekvencia,
feltehetfleg a 55. és 56. aminosav szerkezete miatt nem képes oligoszaharid
megkotésére az 53. pozicidban, noha az itt levd aminosav a potencidlis glikozilacids
helyeket jelold Asn maradt. A 46. poziciéban levd glikolizacids hely , kiiitése” in vitro
koriilmények kozott csokkentette a mutdns virusok infektivitdsat a vadvirushoz képest.
Ennek a magyardzata, hogy a 46. poziciéban levo oligoszaharid feltehetdleg szerepet
jatszik a GPS5, és az M fehérjének a virus érése sordn torténd heterodimerizéacidjdban,
ugy, hogy megakadalyozza a kozeli 50. pozicidban levd cysteinen kialakulé diszulfid
hid til korai, nem megfeleld kialakuldsdt (Wissink et al., 2004). Egy madsik
tanulmanyban ugyanakkor a glikozilaciés helyek elvesztése novelte ezeknek a
virusoknak az in vitro érzékenységét a megfeleld vadvirus ellen termelt ellenanyaggal
elvégzett neutralizicids tesztekben, tovabba in vivo kisérletekben novelte a kozeli
neutralizaciés epitépok immunogenitasat, nagyobb mennyiségli ellenanyag termelddését
indukdlva (Ansari et al., 2006). A hidnyzé 46. oligoszaharidnak a virus érése soran

betoltott szerepét feltehetdleg atveszi egy a 37. pozicidban megjelend glikozilacids hely,
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ugyanis az valamennyi eddig leirt, illetve altalunk taldlt ilyen szekvencia esetében is
megtaldlhato volt (Stadejek et al., 2002; Mateu et al., 2003; Wissink et al., 2004).

Kiilon csoportot képeznek a vakcina eredetii torzsek. Mindkét Magyarorszdgon
torzskonyvezett élovirusos vakcina esetében taldltunk a vakcindra nagymértékben
hasonlit6 szekvencidkat nem vakcindzott, de vakcinazott allatokkal egy 1égtérben tartott
sertésekben. Az egyik esetben (B vakcina) helyteleniil alkalmazott vakcindzasi protokoll
utdn akkor is B vakcindhoz hasonlité szekvencidkat talaltunk vakcindzatlan, djsziilott
allatokban, amikor a telepen mar 3-4 honapja a masik vakcinat (A vakcina) alkalmaztak.
Ezen szekvencidk vizsgalata sordn kovetkezetes aminosavvaltozdsokat figyeltiink meg a
vakcinavirushoz képest a 37. a 46. az 59. és a 60. nukleotid pozicidban. A 46. pozici6t
érintd véltozds (Asn—Lys) nyomdn megsziint a vakcina esetében még megfigyelhetd
glikozilaciés hely. A 37. aminosavat érint6 Ser—Asn vdltozds nyomdan azonban
megjelent itt egy glikozilaciés hely, ami valdésziniileg, a kordbban emlitett mdédon
atvette a 46. cukormolekula szerepét a virusfehérje érési folyamataiban. A 37.
aminosavat érint0 valtozds a neutralizicids ellenanyagok termelddését indukdlé B
epitop elsé aminosavat érinti (Balasuriya and MacLachan 2004; Ostrowski et al., 2002),
ami befolydsolhatja az eredeti vakcinavirus ellen termel6dott, neutralizdlé hatdsa
ellenanyagok tapadasét, anndl is inkdbb, mert egy oligoszaharid molekula is megjelenik
az epitépon. A 7. tdblazat adatait vizsgdlva lithatd, hogy a B vakcindhoz hasonlitd
varidnsok esetében rendkiviil alacsony a szinonim mutdciok szdma, kevés kivétellel
tehat valamennyi nukleotidvaltozds aminosavvaltozdst eredményezett a GPS5 els6
virusfelszini alegységén. Ez rendkiviil er0s szelekcids nyomdsra utal ezen a teriileten,
amit feltehetden a gazdaszervezet immunrendszere, azon beliill is leginkdbb a
neutralizal6 ellenanyagok jelentenek. Ez alapjan a virus multiplikdciéja sordn, az RNS
polimerdz véletlenszerli tévesztése miatt kialakuld6 nagy szamu virusvéltozat
(quasispecies) koziil azok fognak kivalasztédni, melyek leginkdbb kiilonboznek az
eredeti vakcinavirustol, legkevésbé fognak megfelelni az eredeti virus ellen termelddott
ellenanyagoknak. Jelen esetben ezt aldtdmaszthatja az a tény is, hogy valamennyi ilyen
varidnst a betegség tiineteit mutatd, majd elpusztult dllatokbdl, vetélt magzatokbdl,
gyenge, illetve 1égzdszervi tiineteket mutaté malacokbdl mutattuk ki. A vakcinavirus
esetleges reverzigjat csak az eredeti, a vakcina attenudldsa eldtti vadvirustorzs
szekvencidjanak ismeretében lehetne bizonyitani, err6l azonban nem dallnak
rendelkezésre adatok.

A hazdnkban haszndlt masik élOvirusos vakcina esetében is kimutattunk

vakcindzatlan éllatokbdl szdrmaz6, a vakcindra nagymértékben hasonlité szekvencidkat,
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ezekben az esetekben azonban a nukleotid, illetve aminosavvaltozasok elszortan
helyezkedtek el az els6, a mdsodik feliileti alegységen, illetve az azt kovetd
szakaszokon, nem eredményeztek glikozilacids hely valtozast, rdadasul valamennyi
ilyen varidnst teljesen egészséges dllatokbdl: egy Ujsziilott malac alveolaris
macrophagtenyészetébdl, valamint két egészséges kocabol mutattuk ki.

Harom olyan szekvencidt is taldltunk, mely a filogenetikai fan amerikai torzsek
kozé keriilt. Koziiliikk két virus (HU12 és HU21), kozel 90%-os genetikai rokonsagot
mutatott a kanadai referens izolatummal. A koérelézményi, illetve a telep allatforgalmi
adatait figyelembe véve sem taldltuk kezdetben olyan eseményt, mely a torzsek eredetét
megmagyardzna. Vakcina eredetli amerikai szekvenciat is talaltunk egy dllomanyban, itt
azonban, noha kérel6zményi adat nem 4llt rendelkezésre, feltételezhetd, hogy Nyugat-
Eurépabdl szarmazé allatok kozvetitésével keriilt be a virus az dllomdnyba. Szdmos
,régi” EU tagédllamban irtdk le vakcina eredetli amerikai torzsek jelenlétét (Madsen et
al., 1998; Indik et al., 2005; Pesch et al., 2005).

A Szerbidbdl szarmazé valamennyi szekvencia az eurdpai 1-es szubtipusba
tartozott, azon beliil kiilondllo, monofiletikus csoportot alkotott, €s (egymdson kiviil)
leginkdbb egy Dadénidban izoldlt virustdrzsre hasonlitottak (DEN361/4, akc. szam:
AY035915). Ez alapjan feltételezhetd, hogy Szerbidba, legaldbbis annak vajdasigi
sertéstelepeire daniai eredetli virus keriilt be, és a telepek nagy valdszinliséggel
egymastol fertézddtek direkt, vagy indirekt virusatvitel nyomdn. Figyelemre mélto,
hogy egy Békés megyébdl, a szerb hatar kozelébdl (Békés) kimutatott magyarorszagi
szekvencia (HU43) azonos monofiletikus csoportban van ezekkel a torzsekkel, igy nem
zérhat6 ki az esetleges kozos 0s, €s akdr jarvanytani kapcsolat is lehet a HU43-as és a
vajdasagi torzsek kozott.

A filogenetikai vizsgdlatok eredményeinek Osszegzéseképpen megéllapithatd,
hogy Magyarorszag tobbszor, tobb forrasbol fertézddott. Taldltunk kanadai, déniai,
spanyolorszagi eredetll torzseket egyardnt. (Spanyolorszdgi eredetli torzsekr6l mér
kordbbi vizsgélatok is beszamoltak hazdnkban [Medveczky et al., 2001]). Ilyen
rendkiviil gyorsan valtozé virus esetében azonban gyakran nem allapithaté meg teljes
biztonsdggal a kiindulési virus eredete, ugyanis egy adott orszdgban a behurcolds utan
rendkiviil gyorsan, mar néhdny év alatt kialakulhatnak a csak ott jellemzd szekvencidk,
melyek akkorra mar meglehetdsen tavoli rokonsdgban édllnak az eredeti virustorzzsel.
Rdaadasul, ha a fert6z6dés idejében a kiindulasi virus ORFS5 szekvencidjat (vagy ahhoz
hasonl6t) nem helyezték el a nemzetkozi adatbazisban, azéta az is hasonld sebességii

valtozason ment keresztiil, és napjainkra gyakran mar nincs kozottiik olyan mértéki
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hasonlésdg, mely alapjan a kozos eredet egyértelmiien kijelenthetd lenne. A PRRSV-vel
kozeli rokonsdgot mutaté EAV esetében, szintén az ORF5 vizsgélatdval nem figyeltek
meg ekkora valtozékonysdgot a vizsgalt hazai torzsek tekintetében (Hornydk et al.
2005), és ott egyértelmiien megallapithat6 volt a behurcolt virusok eredete.

Nem taldltunk eurdpai 2-es, illetve 3-as szubtipusd virusokat, mely nem
meglepd, hiszen a hazdnkba érkez0, tovabbtartasra szant éldsertés majdnem kizarolag
Nyugat-Eurépabdl érkezik, 2-es, illetve 3-as szubtipusu torzseket pedig eddig csak
Fehéroroszorszagban és Oroszorszagban irtak le (Stadejek et al., 2006; 2008).
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6.2. Primer-probe energy transfer elven miikodo kvantitativ RT-PCR eljaras
kidolgozasa PRRSV kimutatasara klinikai mintakbol

Munkénk ezen részének legfébb célja az volt, hogy kifejlessziink egy olyan
egylépéses valds idejli, kvantitativ vizsgélatokra alkalmas reverz transzkripciés PCR
modszert, mely gyors, érzékeny és — ellentétben a proba hidrolizisén alapul6é (TagMan)
modszerekkel — képes a proba €s a célteriilet kozotti mismatch esetén is megfelelden
mikodni. Ez utéobbi a modszer legfontosabb elonye, mivel a PRRSV az egyik
legvéltozékonyabb €s leggyorsabban fejlodé RNS virus. TagMan rendszerek esetén
ugyanis, ha mismatch van a prébanak megfeleld génteriileten, a préba egészben vélik le
az amplikonrdl, és mivel a jelad6 (reporter) molekula tovabbra is az elnyeld (quencher)
kozelségében marad, igy nem torténik jelkibocsatds. Mivel a PriProET esetében a
polimerizacibhoz egy olyan enzimet haszndlunk, mely rekombindns technoldgiai
beavatkozds kovetkeztében mutdcié kovetkeztében elvesztette természetes 5’
exonukledz aktivitdsat a proba nem hidrolizdlédik, nem vélik le, eredeti helyén marad,
igy stabil jelkibocsatast kaphatunk pozitiv reakcio esetén.

Az irodalmi attekintésben ismertetett valés idejii TagMan rendszerek koziil
némelyek egy primerpart, illetve két, eltéré kromoférral jelolt genotipus specifikus
probat tartalmaznak (Egli et al., 2001; Wasilk et al., 2004; Lurchachaiwong et al., 2008)
mig mdsok multiplex rendszerben két primer part, illetve két genotipus specifikus
prébat alkalmaznak (Kleiboecker et al., 2005). A PriProET ezzel szemben egy prébat és
egy primer-part alkalmazva képes mindkét genotipust kimutatni, ezzel csokkenti a
primerek egymadshoz, aspecifikus templdtokhoz, vagy a probdhoz valé tapaddsanak
(dimerizéacigjanak) esélyét. A primerek kromofér molekulat hordozé végére illesztett T
overhang hatdsiara magasabb floreszcens jelszintet kaptunk, mint nélkiile, igy
elméletileg kevesebb templat jelenlétében is értékelhetd, a kiiszobértéket meghalado jel
mérhetd, emelve ezzel rendszeriink érzékenységét. Ennek magyardzata az, hogy a T a
legkisebb nukleotid, és az éltala okozott quencher, azaz energiaelnyeld hatas a legkisebb
a nukleotidok kozott. Emiatt a reverz primeren taldlhaté T a FAM-rél torténd
energiadtadds mértékét (a FRET hatast), a proban levdo T pedig a TexasRed 4ltal
kibocsatott fény mennyiségét noveli.

Az egyes reakciok utdn elvégzett olvadaspont (Ty,) vizsgédlat minden esetben
bizonyitotta a kiillonb6zd PRRSV torzsek specifikus amplifikdcidjat. A modszer azt
méri, hogy milyen erdsen kapcsolédik a proba a célteriilethez, milyen magas
homérsékleti értéken valik le a templatrdl. Ezt alapvetden az befolydsolja, hogy a préba

hany nukleotidja taldlkozik a célteriileten a neki megfeleld parjaval. Mivel a préba a
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PRRSV torzsekre lett tervezve, az olvadaspontvizsgdlat gyors, megbizhaté moddszer
ahhoz, hogy minden pozitiv reakcié esetében megbizonyosodjunk az eredmény
specifikussagardl. Az olvaddspont ért€kének csokkenése azt jelenti, hogy a proba és a
célteriilet kozott nem tokéletes a kapcsolddds, mismatch 1épett fel. A kapott Ty,
értékeket a tokéletes illeszkedést mutaté Lelystad virus esetében kapott hémérséklet
értékekkel (76,0°C), mar a szekvenciavizsgalat elott felismerhetdek a mismatch-ek —
mutaciok. Pontos szdmuk azonban a hdmérsékletkiilonbségek alapjan nem hatdrozhat6
meg, mivel a proba 5’ végén taldlhaté nukleotid eltérések kevésbé tudjak befolydsolni a
T, értéket. Noha a pontos mismatch szdm nem dallapithat6 meg ennek alapjan, a
modszer alkalmas a nemzetkdzi adatbdzisban megtaldlhaté amerikai €s eurdpai
genotipusti torzsek gyors elkiilonitésére. Olyan esetekben, amikor a templdat RNS
karosoddsa (hosszi idén 4t é€s/vagy nem megfeleld6 homérsékleten torténd tarolas,
autolizis stb.) miatt a fluoreszcens jel nem éri el a kiiszobértéket, nem lehetséges a
kopiaszam meghatarozasa. A Ty, vizsgélat ilyenkor is alkalmas lehet a virusgenom
jelenlétének igazoldsdra akkor, ha az a megfeleld, PRRSV-re jellemz0 tartomanyban ad
eredményt. Ez a mddszer mas virusok esetében is eredményesen haszndlhaté
(Rasmussen et al., 2003). Ez azzal magyardzhat6, hogy az amplifikacids gorbék, illetve
az olvaddspont meghatdrozdsira a rendszer eltér6 mérési mddszereket alkalmaz. Az
amplifikdcié sordn a kibocsatott, megfeleld hulldimhosszi abszolit fénymennyiséget,
mig az olvaddspont vizsgédlat sordn a templat DNS és a préba szétvilasat kovetd
fényintenzitds valtozdst méri a berendezés. Nagyon kis mennyiségli templdat RNS
jelenléte esetén elofordulhat, hogy az abszolut fénymennyiség nem éri el a
kiiszobértéket, ami miatt a képiaszdm meghatdrozas lehetetlenné valik. Ilyenkor az
olvaddspontvizsgdlat sordn a megfeleld6 homérsékleten megfigyelt fényintenzitds
valtozas utalhat a templat molekula jelenlétére.

PriProET rendszeriink kiilonb6z6 virustorzsekbdl készitett, ismert kdpiaszdmot
tartalmaz6 higitasi sorozatainak vizsgdlatdval megallapitottuk, hogy rendszeriink kis
mennyiségli templat RNS-t is képes kimutatni. Az Ingelvac MLV® t6rzs vizsgalataval
az is nyilvanvaléva valt, hogy akéar o6t proba-célteriilet mismatch esetén is képes
miikédni anélkiil, hogy érzékenysége, hatékonysdga, illetve a standard gorbe korrelacids
egyiitthatdja (R?) megvéltozott volna a Lelystad virushoz képest. Az olvaddspont érték
67,0°C, mely megegyezik a szintén 6t mismatchot hordoz6 HUI12-es torzs esetében
kapott értékkel, és még mindig meglehetésen magasnak mondhatd, ezért feltételezheto,
hogy akédr tovdbbi muticiok esetén is képes mikodni. (Megjegyezziik, hogy a

nemzetkozi adatbazisban [GenBank, Bethesda, USA, www.ncbi.nih.gov] nem talaltunk
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olyan szekvencidkat, melyek 6tnél tobb mismatch-et tartalamaztak volna a prébanak
megfeleld teriileten.) Ez a tulajdonsag, a primereknek a nukleotidszekvencia illesztések
alapjan elvégzett tobbszords degenerdcidja, valamint a PCR kitben megtalalhato,
genetikailag moédositott, rendkiviil nagy hatékonysagi enzimek képessé teszik PriProET
rendszeriinket arra, hogy az eddig publikdlt szekvencidknak megfelelé 6sszes PRRSV
torzset, valamint tovibbi, eddig még nem kozolt proba-célteriilet mutdns virusokat is
kimutasson.

Annak a bizonyitdsara, hogy rendszeriink kiilonbozdé virustartalmd klinikai
mintdkban is képes meghatdrozni azok virustartalmat, egy eurdpai genotipusi, magyar
izolatumot tartalmazd sejttenyészet feliiluszoval intranazélisan fertdztiink 6t valasztott
malacot. A vérsavok, illetve a szervmintdk vizsgalatdval kapott eredmények
nagysagrendileg megegyeznek kordbban mar publikalt kisérleti adatokkal (Kleiboecker
et al., 2005), és bizonyitottdk, hogy heveny fert6zés soran a virus elsddleges
szaporodasi helye a tiidd, ahol feltehetdleg a legnagyobb szdmban fordulnak eld a virus
szaporodasdnak elsddleges célsejtjei, és a virusgenom kdpiaszdma 1000x nagyobb
mennyiségben van jelen, mint a manduldban, illetve a vérsavéban. Heveny
megbetegedés esetén a virus molekuldris bioldgiai kimutatisdra ez a szerv a
legalkalmasabb. Irodalmi adatok alapjdn perzisztens fertdzodés sordn a virus a
nyirokszervekben, fOként a manduldkban taldlhat6 meg, mig a vérpalyabdl eltlinik
(Wills et al.,, 1997a), endémidsan fert6zodott telepeken elhullott malacokbdl tehét
inkdbb a limfoid szerveket érdemes vizsgalni.

Nagy szamu, genetikailag kiilonb6z6 PRRSV szekvencidkkal, illetve kisérleti
allatokbdl nyert klinikai mintdkkal elvégzett vizsgdlataink adatait Osszegezve
megallapithatd, hogy az altalunk kifejlesztett PriProET érzékeny, specifikus médszer,
mely képes viszonylag nagy szamu préba-célteriilet mismatch esetén is megbizhatéan

kimutatni és mennyiségileg meghatarozni az adott mintdk PRRSV RNS képiaszamat.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1y

2)

3)

4)

5)

A fert6z€s kimutatdsara, diagnosztikai célbol, gél alapi RT-PCR eljarast dolgoztunk

ki a PRRSV konzervativ szakaszdnak (ORF7, 3° NCR) amplifikdlasara, mely

egyarant alkalmas 1-es és 2-es genotipusu torzsek kimutatdsara, illetve az eltérd

amplikonhosszok alapjan a genotipusok el6zetes elkiilonitésére.

Szekvenciameghatdrozas és filogenetikai analizis cé€ljabol gél alapi RT-PCR eljarast

dolgoztunk ki a PRRSV varidbilis szakaszanak (ORF5) amplifikaldsara.

Els6ként végeztiink nagy szamu magyarorszagi mintan ORF5

szekvenciameghatarozast, illetve dsszehasonlité genetikai vizsgalatokat.

a) Megéllapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt magyarorszdgi PRRSV szekvencidk

nagy tobbsége (93,33%) az eurdpai genotipusba, azon beliil az 1-es szubtipusba

tartozik.

b) ElsOként szamoltunk be Magyarorszdgon amerikai genotipusi PRRSV

jelenlétérol. Taldltunk vakcina-eredetl, illetve vadvirus jellegii torzseket egyarant.

c) Elsoként irtuk le Eurépaban vadvirus eredetli, amerikai genotipusi PRRSV

torzsek ORFS szekvencidjat.

d) Megéllapitottuk, hogy a Lelystad virushoz képest szinte valamennyi magyar

torzs esetében egy Uj glikozildcids hely jelent meg a GPS fehérje 37. aminosavanak

megfelelden.

e) Az egyik Magyarorszagon is torzskonyvezett attenudlt vakcinavirus esetében

erés szelekcids nyomadsra utalé véltozdsokat taldltunk a GP5 fehérje elsé feliileti

alegységén. Ugyanezek a vakcinaeredetli torzsek elvesztették a fehérje 46.

aminosavdhoz  kotodo  glikozilaciés  helyét. (A madsik  Magyarorszdgon

torzskonyvezett élovirusos vakcina esetében hasonlét nem figyeltiink meg.)

Els6ként hatdroztuk meg szerbiai (vajdasdgi) PRRSV  mintdk ORF5

nukleotidszekvencidjat, és megdallapitottuk, hogy azok az eurdépai genotipusba, és az

I-es szubtipusba tartoznak, és szoros rokonsdgot mutatnak egymdssal, illetve

Danidban izolalt torzsekkel.

Kifejlesztettiink egy primer-probe energy transfer elven miikkodo, valds ideji RT-

PCR eljarast a PRRSV kimutatdsara.

a) A rendszer alkalmasnak bizonyult egymastdl tdvoli rokonsdgban &ll6 torzsek
kimutatdsara, illetve mennyiségi meghatdrozasara.

b) Az amplikonok olvaddspont-vizsgdlata alkalmas a préba tapadési teriiletén

fennall6 mismatch-ek felderitésére.
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c) Szekvenciavizsgédlatokkal, és az ismert szekvencidji virusokbol készitett,
meghatdrozott  képiaszdmu, rekombindns RNS-t tartalmazé  mintdk
sorozathigitdsainak vizsgdlatival bizonyitottuk, hogy a rendszer képes akér 5
proba-célteriilet mismatch esetén is mikodni anélkiil, hogy a reakcid

hatékonysdga, vagy érzékenysége csokkenne.
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10. Koszonetnyilvanitas

Tudomanyos munkdm anyagi €s infrastruktirdlis feltételeinek maradéktalan
biztositdsdban, a kutatds menetének irdnyitdsdban, a kapott eredmények értékelésében, a
publikdciéim  kéziratainak lektordldsdban nyujtott segitségéért, valamint a
Tanszékiinkon tapasztalhaté kollegidlis, barati légkor megteremtéséért szeretném
kifejezni koszonetemet témavezetdomnek, Prof. Rusvai Miklés tanszékvezetOnek.

Koszonettel tartozom Dr. Hornydk Akosnak, aki az dltalam hasznalt molekuldris
bioldgiai, szerologiai, és egyéb virologiai kutatdsi és diagnosztikai modszerek
elsajatitasaban segitett, és kivételes elhivatottsdgdval, munkabirdsdval nagy mértékben
segitette munkamat.

Koszonom Prof. Vetési Ferencnek, témabizottsdgom tagjdnak, hogy a
Kérbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszékre keriilésemtdl kezdve partolta, és
segitette munkdmat, és lehetdséget biztositott szdmomra, hogy eredményeimet hazai
tudoményos konferencidkon eldadhassam.

K6sz6nom a volt debreceni Allategészségiigyi Intézet munkatarsainak, Dr. Kiss
Istvannak, és Dr. Kecskeméti Sdndornak, hogy az 4ltaluk munkdm kezdetéig, a témaban
elvégzett kutatdsaik eredményeit onzetleniil atadtdk. K6szonom Dr. Becskei Zsoltnak, a
szabadkai Allategészségiigyi Intézet munkatirsanak, aki a szerbiai mintdkat a
rendelkezésiinkre bocsatotta.

Kiilon koszondm tovdbbd kollégdimnak, Dr. Mdédndoki Mirdnak, Dr. Jakab
Csabanak, Dr. Gal Janosnak, Dr. Demeter Zoltannak, Dr. Palade Alinanak, és Dr.
Benyeda Zso6fidnak, hogy kiilfoldi tanulmanyutjaim sordn, valamint a kutatdshoz
sziikséges mintagyQjtés céljabol végzett kiszallasok esetén diagnosztikai és oktatasi
feladataim aldl tehermentesitettek.

Ko6szonom csalddomnak, szeretteimnek és barataimnak, hogy tdmogatisukkal és
gondoskodasukkal lehetévé tették szdmomra hogy minél tobb idot és energidt

fordithassak kutatasaimra.

93



