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2. Bevezetés

A sertések reprodukcids zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jard szindroméja (porcine
reproductive and respiratory syndrome, PRRS) sz¢les korben elterjedt megbetegedés, melyet a
PRRS virusa (PRRSV, porcine arterivirus) okoz. Nevét onnan kapta, hogy fiatal allatokban
l¢gzdszervi tlineteket, kocdkban pedig reprodukcios zavarokat idéz eld. Az 0jsziilott, a szopds korq,
illetve a valasztott malacokban a betegség akir Onmagdban is, vagy az altala okozott
immunszuppresszid kovetkeztében kialakuld masodlagos fertézések révén az allat elhullasahoz
vezethet. Bar nem tartozik az un. A’ listas betegségek kozé, becsiilt kartétele az Egyesiilt
Allamokban éves szinten 560 milli6 USD. Ebbél 63 millio6 USD kar a reprodukcios zavarokbol
adodott, a fennmarad6é csaknem 500 milli6 USD veszteséget felerészben a ndvendék allatok
elhullasa (243 milli6 USD), felerészben pedig a felnevelés sordan, a romld termelési mutatok,
csokkend testtdmeg-gyarapodas és novekvo fajlagos takarmanyértékesités altal keletkezett extra
koltségek (250 milli6 USD) eredményezték (Neumann et al., 2005).

Magyarorszagon elséként 1995-ben azonositottak szeropozitiv allomanyokat. Az
ezredfordulot ko vetden tapasztalt alacsony (2-3%) prevalencia hazank Eurdpai Unids csatlakozasat
kovetden hamar megemelkedett, ugyanis a PRRS 2002-ben kikertilt a bejelentési kotelezettség ala
tartozo betegségek koziil, igy Nyugat-Europai, erdsen fertdzott orszagokbdl ismeretlen eredetli és
statuszu allomanyok érkeztek hazankba (Balka, 2009). Rendkiviil nagy elérelépést jelent a betegség
elleni orszagos szintli védekezésben, hogy a Nemzeti PRRS-mentesitési program keretében 2011
elsé felében valamennyi ismeretlen statuszi nagylétszamu sertéstartd telep esetében kotelezéen el
kell végezni az allomany PRRS szerologiai vizsgalatat. Emellett parhuzamosan a kislétszama,
hazt4ji allomanyok sziirése is elkezdddott. A vizsgalatok lezarultaval megallapithatd, hogy a hazai
nagylétszamu sertéstelepek 25%-a, a haztdji allomanyok mintegy 10%-a szeropozitiv PRRS
tekintetében (Molnar, 2011).



3. Irodalmi attekintés

3.1. A betegség torténete

El8szor az Egyesiilt Allamokban iitotte fel a fejét a betegség 1987-ben (Keffaber, 1989), majd
onnan terjedt tovabb Kanadaba. Retrospektiv szerologiai vizsgalatok alapjan talaltak 1979-es
pozitiv mintdkat is itt (Carman et al., 1995). A korok ismeretlensége miatt szdmos névvel illették a
betegséget: Mystery Swine Disease, X disease, swine infertility and respiratory syndrome (SIRS),
Eur6épaban pedig a gyakori cyanosis miatt a fiilvégeken a blue eared pig disecase nevet kapta (Id. 1.
kép). Europaban elséként Németorszagba (Lindhaus and Lindhaus, 1991) és Hollandidba (1990)
jutott el a betegség. A kor végigsoport a kontinensen (Medveczky et al, 1996), majd eljutott
Délkelet-Azsiaba is (Stadejek et al., 2008).

1. kép: Cyanosis a fiilon, régi nevén blue eared pig disease

Forras: http://blog.naver.com/ultifree/30344165

A korokozo igen gyorsan elterjedt vilagszerte, habar Svajc, Norvégia, Finnorszag, Uj-Zéland,

Ausztralia, Brazilia, Argentina és Kuba egyeldre PRRS mentesek.

Hazankban szeropozitivitasrol (foleg a Dunantulon) elséként import sertésekbdl szarmazd

allomanyokban szamoltak be (Hornyéak et al, 1996; Medveczky, 1996).

3.2. Koroktan

A PRRS virus (PRRSV) a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjanak Artevirus nemzetségbe
tartozo virusa (Antoine A. F. de Vries et al., 1997; Cavanagh et al., 1997). Linearis, szimplaszala
RNS-t tartalmazd, pozitiv irdnyitottsagl, burkos virus, melynek atméréje 60 nm. Genomja kb.
15000 nukleotid hosszusagl, mely 9 nyitott leolvasasi keretet tartalmaz. Ebbe a nemzetségbe
tartozik még a loarteritis virusa (Equine arteritis virus), mely a lovak vérereinek megbetegedését

okozza, az egerekben eléforduld, laktat-dehidrogenaz (LDH) enzim szintjét noveld virus (Lactate

3


http://blog.naver.com/ultifree/30344165

dehydrogenase virus, LDV), valamint a majmok haemorrhagias lazanak virusa (Simian

haemorrhagic fever virus, SHFV).

A PRRSV-t elészor 1991-ben Hollandiaban izolaltdk sertés eredetii primer alveolaris
macrophag sejttenyészetben (Lelystadt virus), melyet azota is referens virustorzsként tartanak
szamon (Wenswoort et al., 1991; Pol et al, 1991). 1992-ben az USA-ban izolaltdk a szintén
referens VR-2332 jelii virustorzset. (Collins et al., 1992). A mar izolalt virus mas sejtvonalakhoz is
hozzaszoktathat6. Az Europaban és az US A-ban izolalt torzsek kozott azonban jelentds kiilonbség
van genetikailag (akar 40%-nyi), antigénszerkezet és virulencia alapjan is (Halbur et al.,1995). Ezek
alapjan két kiilonboz0 genotipusat kiilonitették ela virusnak: az 1-es (eurdpai) tipust (melynek négy
szubtipusat ismerjiik), és a 2-es (amerikai) tipust (Nelsen et al., 1999, Stadejek et al, 2006). Ezek a
virustorzsek azonban a 90-es évek masodik felében atjutottak egyik kontinensr6l a masikra, igy ma
mar Europaban is eléfordul az amerikai szerotipus, ¢s forditva (Madsen et al., 1998; Ropp et al,
2004). Azsiaban fSleg a 2-es tipus terjedt el a 80-as évektél kezdve (Stadejek et al., 2006).

A virus rdnt csak a sertés fogékony.

3.3 Jarvanytan

A PRRSYV sertésrdl sertésre atvihetd direkt modon, tehat kozvetlen érintkezés utjan, illetve
indirekt uton, ragdlyfogd targyak segitségével is. A szeronegativ allomanyok az esetek dontd
tobbségében virusiiritd allatok bevitelét, illetve fertdzott sperma hasznalatat kovetden fertézodnek a
koérokozoval A virust kimutattdk fert6zott allatok kiillonbozd valadékaban (vér, orrvaladék, nyal,
ond6, bélsar, tej, colostrum). A leggyakoribb horizontalis fert6zési Gt az oronasalis, illetve az
ondoval (PCR vizsgalattal akar 92 napig kimutathatdé a PRRSV, virusizolalassal 43 napig)
(Swenson et al., 1994; Christopher-Hennings et al., 1995) t6rténé virusatvitel. Fiatal allatok, mivel
esetiikben a viraemia idétartama is joval hosszabb, akar 6-8 hétig is képesek atadni a virust a veliik
egylitt tartott, hasonlo kort tarsaiknak, ami esetikkben foként az orrvaladék, illetve a kohogés soran
képzdd6 aeroszol segitségével torténik (Wills et al, 1997; 2002). A kohogéskor, tiisszogéskor a
légutakbol aeroszol formajaban iriild virus fertdzoképességének valtozasat, illetve az aeroszol
PRRSV eredetli RNS tartalmdnak felezési idejét kiilonbozé homérsékleten, illetve relativ
paratartalmi értékeken vizsgalva megallapitottdk, hogy az alacsony hémérséklet, illetve az
alacsonyabb relativ paratartalom kedvez a virus tulélésének, de ezek kozil a homérsékleti
tényezonek nagyobb a jelentdsége (Hermann et al., 2007). A levegd utjan térténd fertdézes-
fertdz0dés hatdtavolsdgarol, annak valdszinliségérdl eltérd adatok allnak rendelkezésre. Kisérletes
koriilmények kozott a levegd utjan bekovetkezd fertézés daltalaban révid, egy-két méteres
tavolsagban  kovetkezik be, ezzel szemben telepi koriilmények  kozott, részletes

szekvenciavizsgalatokkal alatdmasztva kb. 600m-es tavolsagra torténd fertdzO0dést is igazoltak mar
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egy sertéstelep kiilonb6z6 termelési egységei kozott (Sandri et al., 2006). Egy nagyszamu allatokon
elvégzett kisérlet azt bizonyitotta, hogy elegendének bizonyult a PRRS negativ, egészséges allatok
fertéz6déseéhez, ha a hozzajuk bejutd levegd csupan 1%-a szarmazott a fertdzott allatok légterébol

(Kristensen et al., 2004).

Indirekt fertéz€si forrasként szerepelhetnek ragalyfogd eszkdzok (ruhadarabok, injekcids
tik, stb.), illetve kiilonboz0 jarmiivek, de ezek fertdzéskozvetitdé szerepe a megfeleld
jarvanyvédelmi, illetve higiéniai kovetelmények betartdsdval (ruhacsere, csizma- ¢&s
jarmifertdtlenités stb.) jelentdsen csokkenthetd. Mechanikai vektorai lehetnek azonban a PRRSV-
nek szanyogok (Aedes vexans), illetve a hazi légy is (Musca domestica) (Otake et al., 2002; 2003).
Mivel ezek nem biologiai vektorok, tehat bennik a virus nem szaporodik, fertézéskozvetitd
képességiik a felvett virus mennyiségétdl, illetve a kiilso kornyezeti hdmérséklettdl fiigg. Leirtak
fertdzott allatokkal kapcsolatba keriilt legyek kozvetitésével 2,4 km-es tavolsdgra tortént

virusatvitelt is (Schurrer et al., 2004).

3.4. Korfejlédés

A PRRSV elészor a légutakba jut, ahol az alveolaris macrophagokban és a kis vérerek
endothel-sejtjeiben szaporodik. A macrophagok elpusztulnak, az erekben pedig thrombusok
képzddnek. Leirtak apoptozisra és nekrozisra jellemzd folyamatokat egyarant. Az apoptdzis nem
csak a fertdzott sejtekben megy végbe, hanem az azok kornyezetében talalhatd sejtekben is, igy
nagyobb foku a karosodas (Un. bystander hatds). 1-2 napon beliil a virus a vérdramba kertil,
viraemia alakul ki, aminek soran tdmegesen elszaporodik a lymphoid eredetii sejtekben. Ennek
kovetkezménye immunszupresszid, ami hajlamosit a masodlagos bakteridlis fertdzések
megjelenésére. A viraemia 2-14 napig all fenn, ezalatt a vemhes kocakban a magzatok is
fertdz0dhetnek. Ennek kovetkezménye a magzatok elhaldsa, karosodasa, a koraellés, és az igy

vilagrahozott gyenge, rendszerint ¢letképtelen utddok szadmanak novekedése (Kim et al, 2002;

Miller et al., 2004; Lee et al., 2007).

3.5. Tiinetek
Gyakori a tlinetmentes fertézottség. Kisérletes fertdz€s soran a lappangasi id6 altalaban 2-7
nap. A tiinetek megjelenését és sulyossagat befolyasolja az allat kora, immunstatusza, valamint a

virustdrzs virulencigja.

Sulyos reprodukcids zavarok alakulhatnak ki, Gigy, mint koraellés, magzatelhalas (ezaltal
halott, néha mumifikalt magzatok sziiletése), gyenge, ¢letképtelen utdodok sziiletése (az elhullas akar
50%-os is lehet a sziiletés utan) (Id. 2. kép), valamint jellemz0 a késOi visszaivarzasok szamanak

emelkedése. Vetélés altaldban a vemhesség utolso szakaszaban torténik.
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Kocékban, kocastildokben jelentkezhet még étvagytalansag, 1-2 napig tartd laz, levertség,
tidégyulladas, nehezitett 1égzés, agalactia, a fiilek, kiilsé nemi szervek, farok €s orr cyanotikus és
hyperaemias elszinezOdése, bor alatti és hatulsé végtagi oedéma, késdi visszaivarzas, ritkan

elhullas.

Ujsziilott malacokban a leggyakoribb tiinetek a nehezitett 16 gzés, gyors légzés és az elhullas.

2. kép: PRRSYV fert6zés kovetkeztében frissen elhullott és mumifikalt malacok

Novendék- és hizosertésekben gyakran csak szubklinikai fertdzés alakul ki, mely 6nmagaban
nem nyilvanul meg klinikai tiinetekben, de jelentds szerepet jatszik a sertés Osszetett koroktanu
légzOszervi betegség-komplexében (porcine respiratory disease complex, PRDC), igy Oridsi
gazdasagi karok keletkeznek. A tiinetek ekkor foképp 1égzdszervi tipusuak: laz, tiisszogés,
nehezitett és szapora 1égzés, kohogés, tiidogyulladas, levertség, szem- €és orrvaladékozas, valamint

szem koriili oedéma.

Az eléidézett immunszupresszid miatt gyakoriak a masodlagos bakteridlis (néha viralis)
fertdzések (Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis, Mycoplasma spp., paratyphus,

sertésinfluenza).



3.6. Korbonctan
Gyakran nem taldlunk semmilyen kérbonctani elvaltozast, mas esetekben pedig a masodlagos

fert0zések okozta elvaltozasok fedik el a PRRS okozta lézidkat.

A boérben cyanosis jelenik meg, esetenként vérzésekkel, a pericardiumban és a melliiregben

megnd vekedett mennyiségili exsudatumot és tiidé gyulladas jeleit talaljuk (1d. 3. kép).

3. kép: Tiidogyulladias a PRRS fert6zés kovetkeztében

Forras: http://www.kosvi.com/courses/vpat5215 2/vpat5330/viral/viral08.html

Korszovettani vizsgalat soran lathatjuk, hogy az alveolaris szeptumok megvastagodnak,
allomanyukban, csakugy, mint a perivaszkularis terekben, gyulladasos sejtes besziirédés alakul ki.
Intraalveolarisan elhalt sejttormel€k, illetve gyulladasos sejtek halmozddnak fel, valamint jellemzd

a ll-es tipust pneumocytak proliferacioja (1d. 4. kép).


http://www.kosvi.com/courses/vpat5215_2/vpat5330/viral/viral08.html

4. kép: Interstitialis pneumonia PRRS fert6zott tiidoben

A ll-es tipusu pneumocytak kuboidalis sejtek, melyek tipikusan a szeptumok eldgazodéasanal
helyezkednek el (Id. 1. abra). Legfontosabb feladatuk a surfactant faktor termelése, ami csokkenti a
feliileti fesziiltséget a tiiddalveolusban, igy az nem esik dssze kilégzés soran. A masik igen fontos
feladatuk a proliferacios képességiikon alapszik. Az I-es tipusu pneumocytak sériilése utan (melyek
sokkal érz¢kenyebbek az dket érd karos hatdsokra) a Il-es tipust pneumocytak progenitor sejtként
szolgalnak a sériilt és levalt I-es tipust pneumocytak pétlasa soran, hogy végiil az utébb emlitett
sejttipussa differencidlodjanak. A Clara sejtek olyan csillo nélkiili, mucust nem szekretald
progenitor sejtek, melyek szintén képesek a proliferaciora, potolni tudjak a csillés vagy csillo

nélkiili sejteket a bronchusok termindlis részében (Caswell and Williams, 2007).



TYPE I ALVEOLAR MO

PNEUMOCYTE

FIBROBLAST

PNEUMOCYTE
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MONOCYTE

hitp IAwww. aamed, cc/app w/blog/showBlEES34-pneumocyles

1. abra: Tiidéalveolus sematikus rajza

Alveolar md: alveolaris macrophag; type II pneumocyte: II-es tipusti pneumocyta;
RBC: vorosvérsejt; capillary: kapillaris; endothelial cell: endothel sejt; type 1

pneumocyte: l-es tipusti pneumocyta; monocyte: monocyta; BM: alaphartya

A thyroid transcriptor factor (TTF-1) egy 38 kDa nagysagi homeodomaint tartalmazo
nuklearis fehérje, amely az Nkx2 transzkripcios faktor csalad tagja (Lau et al., 2002). Ezt a fehérjét
eloszor a thyreoglobulin, thyreoperoxidaz és a thyrotropin receptorok thyroid-specifikus
szabalyzojaként rtdk le. A tiidoszovetben a TTF-1 irdnyitja a surfactant gén és a Clara sejtek
szekrécios protein-génjének 4atirdsat (Bohinski et al, 1994; Zhou et al, 1996; Ray et al, 1996).
Mivel a TTF-1 kizardlag a Il-es tipust pneumocytak és a Clara sejtek magjaban képzodik, emiatt
széles korben alkalmazzak az elsddleges ¢és metasztatikus tliidddaganat diagnosztikdajaban

markerként (Tanet al, 2003).



4. Célkitiizés

Vizsgalatunk célja elsésorban az volt, hogy megallapitsuk, a humanizalt TTF-1 ellenanyagok
keresztreagalnak-e sertés tiidoszovetében, képesek-e azonositani a ll-es tipusu pneumocytakat (és

Clara sejteket) ebben a fajban?

Masodsorban azt a célt tliztik ki, hogy immunhisztokémiai modszerekkel elemezzik a fent
emlitett sejtek eldéfordulasat, szamuk esetleges valtozasat a tiidoben PRRS fertdzést kdvetden

kiilonb6z6 idopontokban vett mintakban.

Rutin szovettani modszerrel (hematoxilin-eozin) festett metszeteken elvégzett pontozasos
vizsgdlat eredményeit 6ssze kivanjuk hasonlitani az immunhisztokémiai vizsgalatok sejtszamldlasi
eredményeivel. Talalunk-e olyan ellenanyagot, amely esetében a meghatarozott médon szamolt
sejtek megfeleld korrelaciot mutatnak a rutin festés pontozisos értékeivel? Ezzel egy objektiv,
sokkal pontosabban meghatdrozhatdé moddszer allna rendelkezésre a meglehetdsen hosszadalmas,

szubjektivebb pontozasos rendszerrel szemben.
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5. Anyag és modszer

Vizsgalatunkhoz 9 hetes novendék sertéseket haszndltunk, melyek PRRS negativ dllomanybol
szarmaztak. A sertések egy csoportjat 2.2 x 10° TCIDso mennyiségii 1-es tipust, 1-es szubtipust
virulens PRRSV torzs izolatummal oltottuk be. Negativ kontrollként a masik csoportot virusmentes
sejtkultura feliiluszojaval oltottunk be, igy azok tovabbra is PRRS-fert6zés mentesek maradtak. Az
allatok egy részénél 10 nappal (10 days post infection, DPI) (n=7), masik részénél (n=5) 21 nappal
a fertdzés utan keriilt sor eutanaziara. Mind a fert6zott, mind a negativ kontroll csoport esetében a
tid6ré1 kdrbonctani elbiralas késziilt, illetve mind a 7 lebenybdl mintavételre keriilt sor. Ezek utan
24 oran keresztiil fixaltuk a mintakat 8%-0s formaldehidoldatban, majd paraffinos blokk késziilt
belolik. Ezekbol a blokkokbdl 3-4 um vastag metszetek késziiltek, amiket hematoxilin-eozinnal
festettiink meg. Immunhisztokémiai probara csak a bal kozépsé lebenybdl vett mintdkat hasznaltuk.
Négyfele ellenanyagot hasznaltunk az immunhisztokémiai vizsgalat soran: anti-cytokeratin, anti-
Ki67, anti- TTF-1 (thyroid transzkripcios faktor-1) és anti-myeloid receptor (Mac387) antitesteket.

a) A hematoxilin-eozinnal festett mintak elbiralasa

A mintakon 6tféle elvaltozast vizsgaltunk stlyossag és kiterjedés szerint (0-t6l 3-ig terjedd
pontozasi rendszerben; 0: nincs elvaltozas, 1: enyhe, 2: mérsékelt, 3: sulyos foku elvaltozas; 0:
nincs elvaltozas, 1: fokalis, 2: multifokalis, 3: diffuz elvaltozis). Az o6t elvaltozas, amiket
vizsgaltunk: (1) pneumocyta hypertrophia és hyperplasia, (2) mononuklearis sejtes infiltracio a
szeptumokban, (3) elhalt sejttormelék megjelenése az alveolusokban, (4) gyulladasos sejtek az

alveolusokban és (5) perivaszkularis gyulladasos sejtes beszilirédés.

A kapott sulyossagi (maximum 15 pont) és kiterjedési (maximum 15 pont) pontokat

Osszesitettikk minden minta esetében.
b) Immunhisztokémiai vizsgalat

A metszeteket eloszor kétszer 15 perces idOtartamra xilolba helyeztiik (deparaffinalas), majd
kétszer 10 percre 96 %-o0s alkoholba aztattuk doket. Ezutdn 4 percre desztillalt vizbe keriiltek
(rehidratalas és mosas). 10 percre 3 %-os hidrogén-peroxid (H20O>) oldatba helyeztikk a metszeteket
(endogén peroxid-gatlas), melyet desztillalt vizes lemosas kovetett (4 perc, a Ki67 antitest esetében
ez PBS [phosphate buffered saline, foszfat pufferalt s6oldat] oldatos lemosas), majd a feltarasra
90°C-on keriilt sor TRIS-EDTA (Tris-ethylenediaminetetraacetic acid, Tris-etilén-diamin-
tetraecetsav) keverékben, szintén 10 perc idétartammal. Ezt ismételten egy lemosas kovette PBS

oldattal (3 perc). Fehérjeblokkoldsra a BioGenex Blocking reagents terméket hasznaltuk tizszeres
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higitasban, 20 perces inkubacidés id6vel, szobahdmérsékleten. Ezutan tettik a metszetekre az

elsédleges antitestet:

e anti-Ki67 antitestnél (ready-to-use oldat) az inkubacios id6 1 ora 37°C-0S

hémérsékleten

e anti-cytokeratin antitestnél (ready-to-use oldat) az inkubacios id6 30 perc 37°C-0s

hémérsékleten

e anti-TTF-1 ¢és anti-myeloid receptor antitestnél 1:500 higitast alkalmaztunk, az

inkubdacios id6 30 perc 37°C-os hdmérsékleten
Hasznalt ellenanyagok:

- Anti-Ki67 (BGX-Ki67) BioGenex (A Ki67 nuklearis fehérje, melynek szerepet
tulajdonitanak a sejtproliferacioban, valamint kapcsolatban all a riboszomalis RNS-sel
(rRNS). Inaktivalasa a rRNS gatlasdhoz vezet. Az anti-Ki67 antitest ennek a fehérjének az
ellenanyaga. Az ellenanyagot széles korben alkalmazzak daganatok proliferacios

tulajdonagainak jellemzésére.)

- Anti-Cytokeratin cocktail (AE1 és AE3) BioGenex (A cytokeratinok a hamszovet
sejtjeinek vazaban megtalalhatd keratin tartalma intermediate filamentumok, jellemzéen

ham eredetii sejteket jelolnek vele.)
- Anti- TTF-1 (BGX-397A) BioGenex (Id. a Korbonctan pontban)

- Macrophage Mouse anti-Human Monoclonal (MAC 387) Antibody (LS-C87783) LifeSpan
BioSciences (Ez az egérbdl nyert monoklonalis ellenanyag human monocyta altal termelt
tisztitott fehérje frakcid antitestje, macrophagok megjelenitésére alkalmas.) (Brandtzaeg et

al., 1988.)

Az inkubacids id6 letelte utan felkeriilt a mintakra a méasodlagos antitest: Super Sensitive TM
One-Step Polymer-HRP Detection System (BioGenex), szobahémérsékleten 15 percre. Alapos PBS
oldatos lemosas utan applikaltuk az elohivo folyadékot: DAB substrate solution (BioGenex)
(esetiinkben 5ml DAB puffer és 5 csepp DAB Chromogen keveréke ellenanyagonként), melynek
inkubécios ideje 5 perc szobahdmérsékleten. Ezutan ismét PBS oldatos oblités kovetkezett, majd a
metszetek 2-3 masodpercre hematoxilin oldatba keriiltek, ami utin ismét lemostuk &ket PBS
oldatban 5 percen keresztiil. A metszeteket, miutan ledntottik roluk a PBS oldatot, felszallo
alkoholsorban viztelenitettikk, majd 5-10 percre xilolba helyeztiik.
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Az igy elkésziilt metszeteket hagytuk megszaradni, majd feddlemezt ragasztottunk rajuk.

Cc) Azimmunhisztokémiai festésii metszetek elbiralasa

Csak az anti- TTF-1, anti-Ki67 és anti-myeloid receptor antitestekkel festett mintakat tudtuk
értékelni, ugyanis az anti-cytokeratin ellenanyag jelezte az I-es és ll-es tipust pneumocytakat és a
bronchidlis hamsejteket is, igy ezek a mintak nem voltak alkalmasak a sejtszamlalasra. Minden

metszeten 50 egymast nem fedd, 0.20 mm?-es teriileten szimoltuk meg a pozitivan reagalé sejteket.

d) A hematoxilin-eozinnal és az immunhisztokémiival kapott eredmények

o0sszehasonlitasa

A kiilonb6z6 moédon megfestett metszetek elbiraldsa soran kapott szdmszerli eredmények
célzott Osszehasonlitdsaval azt probaltuk kideriteni, hogy melyik immunhisztokémiai marker
esetében kapunk olyan eredményt, ami megfeleld moédon korreldl az adott allat ugyanazon

tiid6lebenyének hematoxilin-eozinnal festett metszetének pontozisos értékével

e) Statisztikai vizsgalatok

A hematoxilin-eozinnal  festett metszetek  pontozasos  értékeinek, illetve az
immunhisztokémiai modszerrel jelolt metszeteken szdmolt pozitiv sejtek szimdnak tovabbi
elemzEsét az R.2.3.0 program segitségével végeztik. Az egyes csoportok kozotti kiilonbségek
szignifikancia vizsgalatdhoz a Student féle T-tesztet, a kiilonboz6 modszerekkel végzett festések

eredményi kozotti esetleges korrelacid vizsgalatahoz pedig a Pearson féle korrelacios analizist

hasznaltuk.
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6. Eredmény
A hematoxilin-eozin festést koveten, az adott elvaltozas sulyossaga, és kiterjedése alapjan

elvégzett pontozasos birdlat eredményeinek Osszesitése alapjan lathatd, hogy valamennyi kategoria

esetében szignifikansan (p<0.05) novekedett a kapott érték.

a) Eredmények a hematoxilin-eozinos festés alapjan

5. kép: Egészséges tiidos zovet

A normal tiidészovetben az alveolusok falai vékonyak, liregiikben nem taldlhatd koros tartalom,

illetve nem latunk koros sejtproliferaciot az ket elvalasztd sdvényekben.
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(1) Pneumocyta hypertrophia és hyperplasia

total 10DPA 21 DA

Az 4bran jol lathatd, hogy a 10 és 21 nappal a fert6z€s utani vizsgalat sordn és az dsszes mintat
tekintve is jelentds volt a pneumocyta hypertrophia és hyperplasia (malyva) a kontrollhoz (kék)
képest. A képen lathato, hogy az alveolusok falat megvastagodott, kuboidalis jellegii sejtek alkotjak.

(2) Mononuklearis sejtinfiltracio a s zeptumokban

total 10 DA 21DA

7. kép

Itt is jol lathato a grafikonon a kontrolltdl valo értékbeli eltérés mind a 10 nappal, mind a 21
nappal a fertézEs utan vizsgalt mintdk esetén. A képen megfigyelhetd szamos sotéten festddd

magvu mononukledris sejt a szeptumok allomanyaban.

15



(3) Elhalt sejttormelék megjelenése az alveolusokban

total 10 DM 21 DA

8. kép

Kimagaslo értékeket kaptunk a kontroll pontozashoz viszonyitva az alveolusokban megjelend

Jo

elhalt sejttormelék (debris) esetén, mely a képen is jol lathatd, erésen eozinofil festédési (csillag).

(4) Gyulladasos sejtek felhalmozodasa az alveolusokban

total 10 DA 21 DA

A fertdzés utani vizsgalatok eredményei ebben az esetben is egyértelmiien magasabb értéket
mutattak a kontrollhoz viszonyitva, a képen lathatok az intraalveolarisan helyezddd sotét magvu,
gyulladasos eredetii sejtek, melyek zommel neutrofil granulocytdk voltak (csillag).

16



(5) Perivaszkularis gyulladasos sejtes besziiré dés
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10. kép

Megfigyelhetd, hogy a kontroll csoporton végzett pontozashoz képest ebben a kategoriaban is
jelentds a szambeli eltérés a fertézott tiidoszovetekben. A képen jol lathaté a kis vérér (csillag)

koriil megjelend, kifejezetten vastag mononukleéris sejtes besziirddés.

b) Eredmények az immunhisztoké miai festés alapjan

Az immunhisztokémiai modszerekkel megfestett metszetek vizsgélata soran lathato volt, hogy
az altalunk hasznalt TTF-1 ellenanyag alkalmas a ll-es tipust pneumocytak (és Clara sejtek)
kimutatasara sertés tiidészovetében. A pozitiv sejtek magjaban egynemi, intenziv festédést
figyeltiink meg, melyek azalveolusok falaban, leginkabb a septumok elagazasanal voltak lathatoak.
Ezen sejtek szama szignifikansan (p<0.05) megndvekedett 10 nappal a fertéz€s utan vizsgalt allatok

tiidejében a kontroll csoportéhoz képest.

Ugyanakkor lathato volt a Ki67 és Mac387 pozitiv sejtek szamanak ndovekedése is, de nem
talaltunk szignifikdns eltéréseket a kapott értékek kozott a viszonylag alacsony mintaszam €s a
relativ nagy szords miatt. A cytokeratin jeloléssel végzett immunhisztokémiai mintdkon nem
végeztik el a sejtszamlalast, mivel (ahogy az varhato volt) az ellenanyag nem csak a ll-es, hanem
az l-es tipust pneumocytakkal és a bronchialis hamsejtekkel is reakcioba Iépett. Az anti-Ki67
antitestes mintak értékei pozitiv korrelaciot (p<0.05) mutattak a lebeny hematoxilin-eozinos

vizsgdlata soran tapasztalt elvaltozasok sulyossagaval
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(1) TTF-1 jelolés
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11. kép: Negativ (A) és PRRS-sel fertézott (B) tiidos zoveti minta anti-TTF-1 antitestes

festése

Lathat6, hogy a TTF-1 pozitiv sejtek (barna szinliek) szama jelentdsen megndvekedett az amuagy is

megsz¢lesbedett interstitium allomanyaban.

TTF-1

250

200

150

100

50

contr. 10DPI 21DPI

2. abra: Atlagos TTF-1 ellenanyag pozitiv sejtszim a kontroll (contr.) és a fert6zott (10 DPI és
21 DPI) csoportok korében
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Q) Ki67 jelolés
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12. kép: Negativ (A) és PRRS-sel fertozott (B) tiidos zoveti minta anti-Ki67 antitestes

festése

A Ki67 reakcid soran a pozitiv sejtek magja intenziv, homogén szinreakci6t mutatott.

Ki67

contr. 10DPI 21DPI

3. abra: Atlagos Ki67 ellenanyag pozitiv sejtszim a kontroll (contr.) és a fert6zott (10 D PI
és 21 DPI) csoportok korében
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(3) Mac387 jelolés

R A

ﬁj.

13. kép: Negativ (A) és PRRS-sel fert6zott (B) tiidészoveti minta Mac387 antitestes festése

Mac387

contr. 10DPI 21DPI

4. abra: Atlagos Mac387 ellenanyag pozitiv sejtszim a kontroll (contr.) és a fertézott (10 DPI
és 21 DPI) csoportok korében

A Mac387 nevii ellenanyag hasznalata sordn a pozitiv sejtek intenziv, diffiz cytoplazma festddést

muftattak.
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(4) Cytokeratin jelolés

14. kép: Negativ és PRRS-sel fert6zott tiidoszoveti minta anti-cytoke ratin antitestes festése

A cytokeratin festés, ahogy az varhatd volt, pozitiv reakciot adott a ham eredetii sejtekben, melyek
intenziv, diffiz homogén festddést mutattak. Az I-es tipust pneumocytak, melyek az alveolusokat
bélelik, kifejezetten vékony cytoplazméaval rendelkeznek, hogy a gazcsere rajtuk keresztiil
végbemehessen. Ez a metszeteken vékony barnas vonalként jelent meg. A ll-es tipusi pneumocytak
ezzel szemben lekerekedett, bdséges cytoplazmdval rendelkezd sejtek, melyek szama lathatéan

megemelkedett a PRRS fert6zott allatokban.
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5. abra: Osszesité tablazat azimmunhisztokémiai eredményekrol

Ez a grafikon is jol abrdzolja, hogy a negativ kontroll csoporthoz képest valoban volt mind a
harom ellenanyag esetében lathatd pozitiv sejtszam-ndvekedés, ami a TTF-1 és a Ki67 antitesteknél
jelent6sebb, mint a Mac387 ellenanyagnal. A szaggatott vonalak a kontroll (Cont), a 10 és a 21 DPI

mintdk eredményeit valasztjak el egymastol.

c) A hematoxilin-eozinnal ¢és az immunhisztokémiival Kkapott eredmények

osszehasonlitasa

A kiilonb6z6 immunhisztokémiai jelolések és a hematoxilin-eozinnal festett metszetek

értékelése soran kapott eredmények korrelacidanalizise soran egyediil a Ki67 értékek mutattak

pozitiv korrelaciot (p<0.05, r=0.503, 1d. 6. abra).
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Total H.E.

Az abran a haematoxilin-eozinnal feste tt metszetek Gsszesite tt pontozasos értékei (Total H.E.),
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6. abra

illetve a Ki67 pozitiv se jtszamok kozotti korrelacio lathato

23




7. Megvitatas

PRRS fertdzés soran a tiidében kialakuld korszovettani elvaltozasok gyakorlati koriilmények
kozott, kozonséges sertéstelepekrdl szarmazd tiidomintakban nagyon ritkan figyelhetoék meg Az
esetek tulnyomo tobbségében a képet a betegség hatdsara, a tiidé védekezoképességének jelentds
csOkkenése miatt kialakulo masodlagos, altaldban bakteridlis fertdzések nyoman kialakuld hurutos-

gennyes jellegii elvaltozasok uraljak.

Kisérletes fertdzések soran a tiidoben altaldban az alveolaris szeptumok mononuklearis
sejtes infiltratiojat, intraalveolaris necrotikus tormelék felhalmozddasat, valamint a Il-es tipusu
pneumocytak proliferaciojat irtak le (Rossow et al., 1994; Halbur et al., 1996; Gémez-Laguna et al.,
2009). Hematoxilin-eozinnal festett metszeteken azonban a Il-es tipusti pneumocytak kifejezetten
hasonlitanak a macrophagokra, amelyek szintén nagy szdmban lehetnek jelen PRRS fertdzést
kovetden. Célunk az volt, hogy egy specifikus, a II-es tipust pneumocytak jelolésére hasznalatos,
az irodalmi adatok alapjan sertésben eddig még nem tesztelt ellenanyag segitsé gével megjeldljik
ezeket a sejteket, illetve szamuk meghatarozéasaval jellemezzikk mennyiségi viszonyaikat PRRSV-
vel mesterségesen fertdzott dallatok tiidejében. Ezzel egyiitt a tiidoszovet proliferacios
jellegzetességeit is vizsgaltuk egy olyan ellenanyag segitsé gével, melyet sz¢les korben alkalmaznak
osztodd sejtek szamanak meghatirozisara (Ki67). Egy masik ellenanyag segitségével a
macrophagokat jeloltiik, illetve szamoltuk meg (Mac387), illetve egy negyedik markerrel a ham
eredetli sejteket tettik lathatova (cytokeratin).

Ezen vizsgalatok eldtt rutin hematoxilin-eozinos metszeteken osztalyoztuk a tiiddmintakat 6t
kiilonbdzd, altalunk jellemzonek itélt elvaltozas alapjan. Ezek esetében azt figyeltik meg, hogy az
alveolaris szeptumok mononukledris sejtes infiltracioja, illetve a perivaszkularis mononukledris
sejtes felhalmozddas esetében, noha szignifikdns volt az elvaltozasok sulyosbodasa, magas
értékeket kaptunk a kontroll csoportban is. Ez azzal magyardzhato, hogy az 4llatok, noha PRRS
negativ allomanyokbol szarmaztak, szamos egyéb 1égz0szervi patogénnel voltak szubklinikailag
fertdzottek, melyek a tiidoszovetekben korszovettanilag felismerhetd aspecifikus jellegli védekezd
reakciokat valtanak ki A fertdzést kovetd 10., illetve a 21. napon kiirtott allatok tiidéelvaltozasai
szintén mutattak kiilonbséget. Osszességében megallapithatd, hogy valamennyi kategoria esetében a
21. napon vizsgalt tiidok pontszamai alacsonyabbak voltak, a tiidoben tehat észlelheté volt a
gyogyuldsi hajlam. Ez leginkdbb az alveolusokban felgyiilé elhalt sejttormelék felhalmozodasa,
illetve az ugyanitt megjelend gyulladasos sejtek esetében volt jellegzetes. Ezek voltak azok a
kategoriak, amelyek értékei a legnagyobb kiillonbséget mutattak a kontroll csoporthoz képest. Ezek

feltehetdleg a fertézodést kovetden gyorsan, a virus kozvetlen sejtkarosito, illetve a fertdzott
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macrophagokbol felszabaduld medidtorok nyoman (,bystander” hatas) kialakuld heveny
elvaltozasok, melyek gyorsan képesek gyodgyulni olyan esetekben, amikor méasodlagos fertézések

nem sulyosbitjak a folyamatot.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok eredményeit kiértékelve statisztikailag szignifikans
(p<0.05) pozitiv sejtszam-emelkedést csak a TTF-1 ellenanyag esetében észleltiink. A tobbi
ellenanyag esetében is ndtt a pozitiv sejtek atlagos szama, azonban ezek a kiilonbségek a megfigyelt
magas szorasértékek miatt nem bizonyultak szignifikdnsnak. Rendkiviil nagy egyedi eltérések
mutatkoztak az egyes csoportokon beliili kiilonbozé allatok esetében is (Id. 6. abra). Feltehetleg
ez is hozzajarul a fertdz¢s nyoman kialakuld tiinetek és elvaltozisok sulyossagaban megfigyelt

jelentds egyedi eltérésekhez.

Az eredmények statisztikai értékelése soran a masik f6 szempont a hematoxilin-eozinnal
festett metszeteken elvégzett pontozdsos értekelés, illetve az immunhisztokémiailag jelolt
kiilonb6z6 sejtek szamai kozott fenndlldo barmilyen korreldcio. Alkalmas lehet-e ezaltal barmelyik
ellenanyag arra, hogy az altala megjelolt sejtek szZimanak meghatarozasaval kivalthat6 legyen egy
sokkal szubjektivebb, kiilonbdzd elvaltozasok sulyossaganak, és kiterjedésének osztalyozasan
alapuld moédszer? Ez alapjan azt tapasztaltuk, hogy a Ki67 esetében pozitiv korrelacidé van a pozitiv
sejtek szama, illetve az adott tiidélebenyben megfigyelt jellegzetes elvaltozasok sulyossidga és
kiterjedése alapjan kapott Osszesitett pontszam kozott (p<0.05, r=0.503). Az 6. abran jol lathatod
azonban, hogy a pontok az illesztett egyenestdl nagyon eltérnek, a tendenciat jelzé piros vonal ugyszintén,
ami azt mutatja, hogy az Osszefliggés nem linearis. Megallapithatd tehat, hogy Ki67 és a Total H.E.

kozott pozitiv 0sszefliggés van, de az elsé nem alkalmas az utobbi helyettesitésére.

Nem zarhato ki, hogy a megfigyelt nagy szorasértekek, egyedi kiillonbségek, illetve a nem
linearis jellegll korrelacid 0sszefliggésben van azzal, hogy kisérleti allataink altagos sertésteleprol
szarmazo Un. konvenciondlis sertések voltak. Nagy valosziniiséggel SPF allatokkal elvégezve a
kisérletet sokkal alacsonyabb szorasértékeket, kisebb egyedi eltéréseket lehetne megfigyelni. A
konvencionalis sertéseken elvégzett kisérletek ugyanakkor sokkal jobban képesek modellezni a

valods, sertéstelepi koriilményeket.
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8. Osszegzés/Summary
A.

Kutatdsunk célja, hogy jellemezzikk azokat a tiidészoveti elvaltozasokat, melyeket egy
nemrég izolalt PRRSV torzzsel valo kisérletes fertdzés valtott ki A vizsgdlathoz ndvendék
sertéseket hasznaltunk. Mddszer: 9 hetes PRRSV negativ sertéseket oltottunk be 2,2 x 10° TCIDsg
mennyiségli 1-es tipust, 1-es szubtipust virulens PRRSV torzs izolatummal Negativ kontrollként
egy csoport PRRSV negativ sertést virusmentes sejtkultra feliiliszojaval oltottunk be. Az allatok
claltatasara 10 nappal (n=7) és 21 nappal (n=5) a fert6zés utdn keriilt sor. A tid6 szoveti
elvaltozasait azonos korti, nem fertézott kontroll sertésekbol vett tiidoszo vet- mintaival hasonlitottuk
0ssze.

A vizsgilat els6 fazisdban a mintdkat hematoxilin-eozin festéssel birdltuk el A
mikroszkopos vizsgalat sordn a mintakr6l nem tudtuk, melyik csoportban 1€vd sertésbol
szarmaznak. A 1éziok a kovetkezd pontozasi rendszer alapjan keriiltek elbirdlasra: (1) pneumocyta
hypertrophia és hyperplasia, (2) mononuklearis sejtinfiltratio a szeptumokban, (3) intraalveolaris
nekrotikus sejttormelék megjelenése, (4) intraalveolaris gyulladdsos sejtek jelenléte ¢és (5)
perivaszkularis gyulladasos sejtes besziirddés.

A tovabbi, részletesebb elbiralas érdekében immunhisztokémiai festést alkalmaztunk anti-
cytokeratin, anti-Ki67, anti-TTF-1 (thyroid transzkripcios faktor-1) és anti-myeloid receptor
(MAC387) antitestekkel, hogy azonositsuk az alveoldris epithel sejteket, sejtproliferatiokat, II-es
tipust pneumocytakat és macrophagokat. A Ki-67, TTF-1 és a MAC387 esetében a jelolt sejteket
nagy nagyitason (0.20 mm?) szamoltuk, minden mintaban 50 egymast nem fedd, és egymast ko vetd
latotérben. A statisztikaianalizishez R szoftvert haszndltunk.

Az immunhisztokémiai festések értékelése soran kideriilt, hogy a humanizilt anti- TTF-1
antitestek segitségével sikeresen kimutathatok a ll-es tipusi pneumocytdk sertés tiidészovetében.
TTF-1 pozitiv sejtek jelentdsen (p<0.05) megndvekedett szama jelezte a sejtproliferatiot heveny
esetben, Osszevetve a kontroll tiidészovet mintakkal. Megfigyelhetd a Ki67 és MAC387 pozitiv
sejtek megtobbszordzodése is, de a kisérleti dllatok viszonylag alacsony szama és a szords magas
értekei miatt ezeknek az értékeknek a novekedését nem talaltuk statisztikailag szignifikdnsnak. A
cytokeratin jelolés jelezte az I-es és Il-es tipust pneumocytidkat €s a bronchidlis epithel sejteket is,
igy ezek a mintdk nem voltak alkalmasak a sejtszamlalasra.

Amikor a rutin szovettani értékelést 0sszehasonlitottuk az immunhisztokémiailag pozitiv
sejtek szamaval, a Ki67 antitesttel jelolt mintdk adatai pozitiv korrelaciot (p<0.05) mutattak a

tiidobeli elvaltozasok sulyossagaval
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The aim of the study was to characterize immunohistochemically the lung lesions after a
challenge with a recently isolated PRRSV field strain in growing pigs. Methods: 9-week-old
PRRSV negative pigs were challenged with 2.2 x 10° TCIDso of a Type 1, subtype 1 virulent
PRRSV field isolate. Negative control pigs were inoculated with virus free cell culture supernatant.
Animals were euthanized on 10 DPI (n=7) and 21 DPI (n=5). Lung lesions were compared to age
matched pigs of the non-infected control group.

In the first phase of the study lung lesions were evaluated on routine HE stained slides. The
microscopic evaluation of the lung lesions was performed as a blinded analysis and the lesions were
scored based on the following criteria: (1) pneumocyte hypertrophy and hyperplasia, (2) septal
mononuclear infiltration, (3) intraalveolar necrotic debris, (4) intraalveolar inflammatory cell
accumulation and (5) perivascular inflammatory cell accumulation.

For further characterization of the lung lesions, immunohistochemical stainings were
performed using anti-cytokeratin, anti-Ki67, anti- TTF-1 (Thyroid Transcription Factor-1) and anti-
myeloid receptor (MAC387) antibodies to identify alveolar epithelial cells, proliferating cells, type
Il pneumocytes, and macrophages, respectively. In case of Ki67, TTF-1 and MAC387 the labelled
cells were counted in 50 non-overlapping and consecutively selected high magnification fields of
0.20 mm?. R software was applied to carry out statistical analyses.

The evaluation of the immunohistochemical stainings revealed that humanized anti TTF-1
antibodies can succesfully identify type Il pneumocytes in porcine lung tissues. Marked
proliferation of these cells was confirmed by a significant (p<0.05) increase of TTF-1 positive cells
in acute cases compared to the lungs of control pigs. Upregulation of Ki67 and MAC387 positive
cells was also observed, however due to the relative low number of the sample animals and high
values of standard deviation, the increase of these values were found not to be statistically
significant. Cytokeratin labelling marked the type I, and type Il pneumocytes as well as bronchial
epithelial cells, however this staining was not suitable for cell counting purposes.

When the routine histological scores were compared to the number of
immunohistochemically positive cells, Ki67 cell counts were found to show positive correlation

(p<0.05) with the overall severity of the lesions.
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