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I Rºvid²t®sek jegyz®ke 

as aminosav  

bp b§zisp§r 

cDNS komplementer DNS (complementary DNA) 

Ct  detekt§l§siciklus-k¿szºb®rt®k (cycle treshold) 

DMSO dimetil-szulfoxid  

DMV perinukle§ris kettŖs membr§n¼ vezikul§k (double-membrane vesicule) 

DNS dezoxiribonukleinsav 

dNTP dezoxinukleotid-trifoszf§t  

ER endoplazmatikus retikulum 

F forward primer 

kbp kilob§zisp§r  

m/V%  vegyessz§zal®k, 100 cmį oldatban l®vŖ oldott anyag tºmege gramm 
m®rt®kegys®gre megadva 

MLV ®lŖ attenu§lt v²rus vakcina (modified live virus) 

N£BIH ĆDI Nemzeti £lelmiszerl§nc-biztons§gi Hivatal Ćllateg®szs®g¿gyi Diagnosztikai 
Igazgat·s§g  

NGS ¼jgener§ci·s szekven§l§si technol·gia (next generation sequencing) 

NSP nem-szerkezeti feh®rje (non-structural protein) 

nt nukleotid  

ORF nyitott leolvas§si keret (open reading frame) 

PAM alveol§ris makrof§gok (porcine alveolar macrophage) 

PBS foszf§ttal pufferolt s·oldat (phosphate-buffered saline) 

PCR polimer§z l§ncreakci· (polymerase chain reaction) 

PRRS sert®sek reprodukci·s zavarokkal ®s l®gzŖszervi t¿netekkel j§r· szindr·m§ja 
(porcine reproductive and respiratory syndrome) 

PRRSV sert®sek reprodukci·s zavarokkal ®s l®gzŖszervi t¿netekkel j§r· 
szindr·m§j§nak v²rusa (porcine reproductive and respiratory syndrome virus)  

R  reverz primer 

RdRp RNS-f¿ggŖ RNS polimer§z (RNA-dependent RNA polymerase) 

RFS leolvas§sikeret-eltol·d§s (ribosomal frameshift) 

RNS ribonukleinsav 

RT reverz transzkripci· 

Sn szialoadhezin  

sg mRNS szubgenomi§lis messenger RNS 

SNV egypontos nukleotid vari§ns (single nucleotide variant) 

ST szubt²pus  

TBE trisz-bor§t-etil®n-diamintetraecetsav puffer (Tris-borate-EDTA) 

TRS transzkripci·-szab§lyz· szekvencia (transcription-regulating sequence) 

U egys®g (unit) 

WGS teljesgenom-szekven§l§s (whole genome sequencing) 
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II Ćbr§k, t§bl§zatok ®s mell®kletek jegyz®ke 

2.1 Ćbr§k 

1. §bra A PRRSV virionj§nak ®s genomszervezŖd®s®nek sematikus 

fel®p²t®se 

16.o. 

2. §bra Az Illumina rendszerrel kompatibilis, k®tl®p®ses PCR-alap¼ 

kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer sematikus §br§zol§sa. 

35.o. 

3. §bra Az ORF7 f¼zi·s primerek PRRSV-specifikus tapad§si helyeinek 

szekvencialog·ja a PRRSV1 (n=90) ®s PRRSV-2 (n=466) alkotta 

tºbbszºrºs szekvenciailleszt®seket tekintet®ben. 

45.o. 

4. §bra A PRRSV1 ORF5 index szekvenci§k (n=301) ®s egy®b az 1-es 

szubt²pusba tartoz· referencia szekvenci§k (n=99) filogenetikai 

elemz®se. 

53.o. 

5. §bra A PRRSV-1 ORF5 index szekvenci§k (n=301) aminosavszekvencia-

illeszt®s®nek grafikus §br§zol§sa. 

55.o. 

6. §bra A magyarorsz§gi PRRSV-1 GP5 g®nre (n=301) hat· szignifik§ns 

pozit²v ®s negat²v szelekci·s nyom§s. 

56.o. 

7. §bra A PRRSV-2 ORF5 szekvenci§k filogenetikai elemz®se Shi ®s 

munkat§rsai klasszifik§ci·s rendszere szerint. 

58.o. 

8. §bra Az egyedi aminosav-szekvenci§val rendelkezŖ hazai 

PRRSV-2-tºrzsek (n=32), az L1 (IAF-exp91) ®s L5 (VR-2332 ®s 

Ingelvac MLV) referenciatºrzsek r®szleges GP5 (as31ï174) 

aminosavszekvencia-illeszt®se. 

59.o. 

9. §bra A PRRSV-2 ORF2ï7 nukleotidszekvenci§k filogenetikai elemz®se. 62.o. 

10. §bra A hazai PRRSV-2 Ingelvac MLV-vakcinalesz§rmazott tºrzsek  

ORF2ï7 r®gi·j§nak SNV-elemz®se ®s ºsszehasonl²t§sa az Ingelvac 

MLV vakcina- ®s a VR-2332 vadt²pus¼ tºrzsek kºzºtt megfigyelt nt 

elt®r®sekkel. 

64.o. 

11. §bra A sikeresen felszapor²tott ORF2ï7 ®s a k®t referenciatºrzs 

konkaten§lt aminosavszekvenci§i. 

65.o. 

12. §bra Az §ltalunk tervezett PCR-1 alatt alkalmazott ORF7 f¼zi·s primerek 

specificit§s§nak vizsg§lata. 

68.o. 

13. §bra A teljes genomot lefedŖ, multiplex PCR primerekkel egyedileg 

megval·sult PCR-ek g®l-elektroforetikus k®pe. 

 

 

70.o. 
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14. §bra A Porcilis-vakcinamint§k teljes genom hossz§n el®rt szekven§l§si 

m®lys®g alakul§sa a h§rom primerpool eset®ben (poolAv1, v2 ®s v3), 

viszony²t§si pontk®nt a 34 db egyedi PCR term®k egyenlŖ ar§nyban 

ºsszekevert (pool1-34) kihozatala van felt¿ntetve. 

71.o. 

15. §bra Az Unistrain-vakcinaminta teljes genom hossz§n el®rt szekven§l§si 

m®lys®g alakul§sa a poolAv1 eset®ben. 

73.o. 

16. §bra A sav·poolmint§kb·l az amplikon-m®lyszekven§l§s seg²ts®g®vel 

meghat§rozott ORF7 szekvenci§k, valamint a Porcilis-vakcinatºrzs 

p§ronk®nti nt azonoss§g§nak ºsszehasonl²t§sa. 

74.o. 

17. §bra Az azonos²tott SNV-k gyakoris§ga ®s eloszl§sa az ORF7 r®gi·n. 75.o. 

18. §bra A Porcilis PRRS-vakcin§kban elŖfordul· h§romf®le del®ci·s vari§ns 

®rintett r®gi·j§nak nukleotidszekvencia-illeszt®se. 

76.o. 

19. §bra A h§rom vizsg§lt Porcilis-vakcinamint§ban (poolAv3) azonos²tott 

SNV-k elhelyezked®se a teljes genom ter¿let®n, illetve a megfigyelt 

§tlagos gyakoris§guk. 

78.o. 
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2.2 T§bl§zatok 

1. t§bl§zat Az Ion Torrent szekven§l§st ®s a hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²tŖ 

m·dszert mag§ba foglal· vizsg§latokhoz k®sz¿lt ORF5 ®s ORF7 

c®lr®gi·k felszapor²t§s§hoz alkalmazott primerek szekvenci§i. 

39.o. 

2. t§bl§zat Az Ion Torrent k®sz¿l®ken zajl·, PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszert 

mag§ba foglal· vizsg§latokhoz k®sz¿lt ORF5 ®s ORF7 c®lr®gi·k 

felszapor²t§s§hoz alkalmazott f¼zi·s primerek szekvenci§i. 

41.o. 

3. t§bl§zat A PRRSV-2 ORF2ï7 r®gi·j§nak felszapor²t§s§hoz alkalmazott 

primerek szekvenci§i. 

42.o. 

4. t§bl§zat A k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s PCR-1 l®p®s®ben 

alkalmazott f¼zi·s primerek §ltal§nos fel®p²t®se ®s szekvenci§i. 

43.o. 

5. t§bl§zat  Az ORF7 vizsg§lat§hoz tervezett f¼zi·s primerek szekvenci§i ®s 

tapad§si helyei a k®t PRRSV protot²pustºrzshºz viszony²tva. 

45.o. 

6. t§bl§zat  A k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s PCR-2 l®p®s®ben 

alkalmazott vonalk·dol· primerek szekvenci§i.  

47.o. 

7. t§bl§zat A haz§nkban fellelt PRRSV-1-kl§dok tulajdons§gai. 54.o. 

8. t§bl§zat  A detekt§lt felt®telezett N-glikozil§ci·s poz²ci·k jelenl®te ®s az §ltaluk 

alkotott glikozil§ci·s mint§zatok elŖfordul§sa a hazai PRRSV-2 

vizsg§lt szekvenci§kban. 

60.o. 

9. t§bl§zat A sikeresen felszapor²tott ORF2ï7, a VR-2332 vadt²pus¼ tºrzs ®s az 

Ingelvac MLV-vakcinatºrzs kºzºtt megfigyelt nt azonoss§g ®rt®kei 

(%). 

62.o. 

10. t§bl§zat A sikeresen felszapor²tott ORF2ï7 ®s az Ingelvac MLV-vakcinatºrzs, 

illetve a VR-2332 vadt²pus¼ tºrzsek kºzºtt megfigyelt 

aminosavazonoss§g-®rt®kei (minïmax%). 

63.o. 

11. t§bl§zat Az ORF5 ®s ORF7 r®gi·k hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²t®s ®s Ion 

Torrent k®sz¿l®k seg²ts®g®vel zajl· szekven§l§s§nak eredm®nyei a 

kevert mint§k eset®ben. 

66.o. 

12. t§bl§zat A sert®stelepekrŖl gyŤjtºtt sav·mint§k adatait ®s az ORF7 

amplikon-m®lyszekven§l§s eredm®nyeit ºsszefoglal· t§bl§zat. 

69.o. 

13. t§bl§zat Az amplikononk®nti szekven§l§si m®lys®g ºsszefoglal§sa mindh§rom 

Porcilis-vakcinamint§ra, a poolAv1 ®s poolAv3 eset®ben. 

72.o. 
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2.3 Mell®kletek 

1. mell®klet A Porcilis- ®s Unistrain-vakcinatºrzsek ®s azok lesz§rmazottjaira 

specifikus multiplex PCR-rendszerben haszn§lt primerek 

tulajdons§gai. 

119.o. 

2. mell®klet Az Illumina-kompatibilis k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®si 

m·dszer m§sodik PCR kºr®ben alkalmazott ºsszes vonalk·dol· 

primer szekvenci§ja (indexek: Nextera XT Index Kit v2 Set C). 

121.o. 

3. mell®klet A haz§nkban fellelt PRRSV-1-kl§dokhoz tartoz· index szekvenci§k 

t®rbeli eloszl§sa. 

122.o. 

4. mell®klet A magyarorsz§gi PRRSV-1-tºrzsek GP5 g®nj®ben a FEL, SLAC ®s 

FUBAR algoritmusokkal meg§llap²tott szignifik§ns pozit²v szelekci· 

alatt §ll· egyedi as poz²ci·k. 

123.o. 

5. mell®klet A Magyarorsz§gon elŖfordul· PRRSV-2-fertŖz®sekkel kapcsolatos 

epidemiol·giai ®s klinikai adatok a 2005ï2020-as idŖszakb·l. 

124.o. 

6. mell®klet PRRSV-2-tºrzsekkel fertŖzŖdºtt magyarorsz§gi sert®stelepek t®r- 

(A) ®s idŖbeli (B) eloszl§sa. 

126.o. 

7. mell®klet Az Ingelvac PRRS MLV (PRRSV-2) 2020ï2021-es magyarorsz§gi 

j§rv§nykitºr®sekben ®rintett sert®stelepek adatai. 

127.o. 

8. mell®klet A 2020ï2021-ben zajl· j§rv§nyokban r®sztvevŖ PRRSV-2 Ingelvac 

MLV-vakcinatºrzs lehets®ges fertŖz®si ¼tjainak sematikus 

§br§zol§sa. 

128.o. 

9. mell®klet A spike-in mint§kkal v®gzett ORF7 m®lyszekven§l§s adatai. 129.o. 

10. mell®klet A 2208_19-es minta ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s§b·l 

sz§rmaz· readek referenci§hoz tºrt®nŖ illeszt®s®nek (contig f§jl) 

k®pe a Geneious Prime szoftverben. 

130.o. 
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III ¥sszefoglal§s 

A Nidovirales renden bel¿l az Arteriviridae csal§dba ®s a Variarterivirinae alcsal§dba 

tartoz·, a sert®sek reprodukci·s zavarokkal ®s l®gzŖszervi t¿netekkel j§r· szindr·m§j§nak 

(PRRS, porcine reproductive and respiratory syndrome) v²rusai (PRRSV-1 ®s PRRSV-2) 

vil§gszerte elterjedtek.  

Kutat·munk§nk sor§n arra tºrekedt¿nk, hogy bŖv²ts¿k a PRRSV molekul§ris genetikai 

vizsg§latait t§mogat· szekven§l§si m·dszereket. Ennek ®rdek®ben sikeresen adapt§ltuk az 

Illumina k®sz¿l®kekkel kompatibilis, PRRSV-re specifikus k®tl®p®ses PCR-alap¼ 

kºnyvt§rk®sz²t®si elj§r§st. Az ²gy k®sz¿lt DNS-kºnyvt§rak lehetŖv® teszik az ¼jgener§ci·s 

szekven§l§si technol·gi§ra (NGS, next generation sequencing) ®p¿lŖ 

amplikon-m®lyszekven§l§s kivitelez®s®t. K®tf®le ir§nyvonal ment®n alak²tottunk ki k¿lºnbºzŖ 

kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszereket. Az egyik mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 ORF7 r®gi·j§ra 

specifikus, m²g a m§sik alkalmas egyes PRRSV-1 vakcinatºrzsek (PorcilisÈ ®s UnistrainÈ 

PRRS) ®s lesz§rmazottaik teljes genomj§nak felszapor²t§s§ra.  

Az ORF7 r®gi·t c®lz· amplikon-m®lyszekven§l§ssal betekint®st nyert¿nk a magyarorsz§gi 

PRRSV-1 tºrzsek v²ruspopul§ci·j§nak heterog®n ºsszet®tel®be, valamint az ezen a r®gi·n 

hat· mikroevol¼ci·s mechanizmusokba. Bizony²tottuk, hogy a m·dszerrel egyar§nt 

lehets®ges a vakcina- ®s vadt²pus¼ tºrzsek elk¿lºn²t®se, valamint tºbb v²rusvari§ns egyidejŤ 

kimutat§sa ®s genetikai elemz®se. 

A multiplex PCR-re ®p¿lŖ, teljes genom amplikon-m®lyszekven§l§ssal elv®gezt¿k h§rom 

Porcilis PRRS vakcin§ban elŖfordul· v²rustºrzs genetikai vizsg§lat§t. A mint§kb·l kimutattunk 

m§r ismert del®ci·val rendelkezŖ vari§nsokat, illetve meghat§roztuk a vakcin§kat alkot· 

kv§zispecies v§ltozatoss§g§t. ¥sszehasonl²t· genomikai vizsg§latokkal meg§llap²tottuk, hogy 

ez a vakcinatºrzs genetikailag stabil. 

Az eredm®nyeink megerŖs²tett®k, hogy a k®tl®p®ses PCR-alap¼ m·dszerrel k®sz¿lt 

DNS-kºnyvt§rak ¼jgener§ci·s szekven§l§sa a hagyom§nyos szekven§l§si technol·gi§khoz 

k®pest elŖnyºkkel rendelkezik, mivel a PRRSV diagnosztikai, molekul§ris epidemiol·giai vagy 

genetikai diverzit§s§nak vizsg§lat§hoz gyorsabb, kºlts®ghat®konyabb ®s ®rz®kenyebb 

megold§st ny¼jthat klinikai mint§k eset®ben. 

Mindezek mellett a 21. sz§zad kezdete ·ta ºsszegyŤlt ORF5 szekvenciaadatok 

seg²ts®g®vel felt§rtuk a hazai PRRSV-1- ®s PRRSV-2-tºrzsek eredet®t ®s elterjed®s¿ket, 

illetve az adatok elemz®s®vel inform§ci·t nyert¿nk mindk®t PRRSV faj tºrzseinek genetikai 

v§ltozatoss§g§r·l. Egy elŖzetes tanulm§nyunk sor§n bevontuk az NGS-technik§t 

(hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rak seg²ts®g®vel) a PRRS-mentes²t®s keretein bel¿l zajl· rutin 

diagnosztik§ba ®s azonos²tottunk kevert fertŖz®seket a vizsg§lt sert®stelepeken. 
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IV Summary 

The two viral pathogens of the porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRSV-1 

and PRRSV-2) are disseminated worldwide. The PRRSVs belong to the subfamily 

Variarterivirinae within the family Arteriviridae of the order Nidovirales.  

Our main objective was to expand the available sequencing methods in order to support 

the molecular genetic studies of PRRSV. In this study, we successfully evaluated a 

PRRSV-specific amplicon library preparation method compatible with Illumina short-read 

sequencing based on a two-step PCR assay. Two different library preparation protocols have 

been developed. One of the approaches targets the ORF7 region of both PRRSV species, 

while the other is specific to the whole genome of certain PRRSV-1 vaccine strains (PorcilisÈ 

and UnistrainÈ PRRS) and their descendants.  

The ORF7 targeted amplicon deep sequencing provided insights into the heterogeneous 

composition of the PRRSV-1 viral population circulating in Hungary and the microevolutionary 

mechanisms acting on this region. In addition, we have demonstrated that this method is 

suitable to discriminate between vaccine- and wild-type strains, as well as to detect multiple 

strains simultaneously and promote the genetic characterization of PRRSVs. 

We performed deep sequencing based on tiling multiplex PCR to compare the vaccine 

strain components of three different Porcilis PRRS vaccine batches. Our results showed the 

occurrence of well-known deletion variants and high genetic complexity. The genetic stability 

of Porcilis vaccine strains was evaluated by comparative genome analysis of the investigated 

strains and additional genbank records. 

We confirmed that PRRSV-specific amplicon deep sequencing possesses remarkable 

advantage over traditional sequencing technologies since it could provide a fast, inexpensive 

and sensitive tool for diagnostics, molecular epidemiological or genetic diversity testing of 

PRRSVs from clinical samples. 

Furthermore, we determined the origin and distribution of the Hungarian PRRSV-1 and 

PRRSV-2 strains based on the ORF5 sequence data collected since the beginning of the 21st 

centruy. In addition, analysis of ORF5 sequence data provided relevant information on the 

genetic diversity of PRRSV strains in Hungary. In a preliminary study, we incorporated the 

NGS technology (conventional DNA libraries) into the routine diagnostic sequencing as part of 

the PRRS eradication and identified mixed infections in some of the investigated pig farms.  
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V Bevezet®s 

A sert®sek reprodukci·s zavarokkal ®s l®gzŖszervi t¿netekkel j§r· szindr·m§j§nak (PRRS, 

porcine reproductive and respiratory syndrome) k·rokoz·j§t elŖszºr az USA-ban azonos²tott§k 

az 1980-as ®vek v®g®n, m²g Eur·p§ban az 1990-es ®vekben mutatt§k ki (Keffaber, 1989; 

Wensvoort et al., 1991). Megjelen®s®tŖl eg®szen napjainkig a PRRS vil§gszerte jelentŖs 

gazdas§gi k§rokat okoz a sert®start·k sz§m§ra. A megbeteged®s s¼lyos l®gzŖszervi t¿netek 

mellett csºkkent testtºmeggyarapod§ssal j§r a fiatal egyedekben, valamint koc§kban 

magzatk§rosod§ssal t§rsul· reprodukci·s zavarok is jelentkezhetnek. Elh¼z·d· fertŖz®s 

eset®n immunszuppresszi· l®phet fel, ami m§sodlagos fertŖz®sek kialakul§s§hoz vezethet. 

A PRRS k·rk®pet a Nidovirales rendbe tartoz·, pozit²v ir§nyults§g¼, egysz§l¼ RNS 

genommal (+ssRNS) rendelkezŖ v²rus okozza. Jelenleg k®t v²rusfajt k¿lºnbºztet¿nk meg a 

PRRS k·rokoz·jak®nt: Betaarterivirus suid 1 ®s Betaarterivirus suid 2, kºzismert nev¿kºn a 

PRRSV-1 ®s PRRSV-2. A PRRSV magas mut§ci·s r§t§ja ®s a k¿lºnbºzŖ v²rustºrzsek kºzºtt 

zajl· rekombin§ci· nagym®rt®kŤ genetikai v§ltoz®konys§got eredm®nyez (Murtaugh et al., 

2010). A betegs®g ellen ir§nyul· v®dekez®s minden orsz§g sz§m§ra kih²v§s, mivel a keringŖ 

PRRSV-tºrzsek elt®rŖ virulenci§ja ®s antig®nszerkezete egyar§nt megnehez²ti a vakcin§k, 

illetve a diagnosztikai m·dszerek alkalmaz§s§t ®s fejleszt®s®t.  

A sert®s§llom§nyokban elŖfordul· v²rustºrzsek molekul§ris m·dszerekkel tºrt®nŖ 

jellemz®se ®s lesz§rmaz§si kapcsolatainak felder²t®se, azaz a molekul§ris epidemiol·gia 

t§mogatja a PRRS elleni v®dekez®st (Murtaugh, 2012; Perez et al., 2015). Ezeknek a 

vizsg§latoknak az elv®gz®s®hez a legelterjedtebb m·dszerek a PCR ®s a DNS 

b§zissorrendj®nek meghat§roz§sa Sanger-f®le szekven§l§ssal. Napjainkban az ¼jgener§ci·s 

szekven§l§si technik§k (NGS, next generation sequencing) rohamos fejlŖd®se ahhoz vezetett, 

hogy §llatorvosi vonatkoz§sban egyre gyakrabban alkalmazz§k egyes v²rustºrzsek c®lzott 

genomi r®gi·inak vagy teljes genomszekvenci§j§nak megismer®s®re (Bel§k et al., 2013). Az 

NGS v®grehajt§s§hoz n®lk¿lºzhetetlen az ¼gynevezett DNS-kºnyvt§rak elk®sz²t®se, amely 

legink§bb kºlts®g- ®s idŖig®nyes, nem minden orsz§g sz§m§ra hozz§f®rhetŖ, kereskedelmi 

forgalomban kaphat· kitekkel szokott zajlani. Az egyik piacvezetŖ, NGS-technol·gi§t biztos²t· 

v§llalat az Illumina (San Diego, USA), mely k®sz¿l®keihez m§r tºbb alternat²v kºnyvt§rk®sz²tŖ 

m·dszer is hozz§f®rhetŖ. Ezen m·dszerek csak az alap molekul§ris technik§k kivitelez®s®hez 

sz¿ks®ges eszkºzparkot kºvetelik meg, idŖ- ®s kºlts®ghat®konyak, ez§ltal sz§mos kutat·- ®s 

diagnosztikai labor munk§j§ba kºnnyŤszerrel be®p²thetŖek. 

Mindezekkel ºsszef¿gg®sben kutat·munk§k fŖ c®lja volt egy ¼jszerŤ, k®tl®p®ses 

PCR-rendszerre ®p¿lŖ DNS kºnyvt§rk®sz²t®s adapt§l§sa, majd alkalmaz§sa a PRRSV 

genetikai vizsg§lataihoz.   
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VI Irodalmi §ttekint®s 

6.1 A PRRSV §ltal§nos jellemz®se 

6.1.1 Rendszertan 

A sert®sek reprodukci·s zavarokkal ®s l®gzŖszervi t¿netekkel j§r· szindr·m§ja (PRRS, 

porcine reproductive and respiratory syndrome) a sert®start§s egyik legnagyobb gazdas§gi 

jelentŖs®ggel b²r· megbeteged®se. A betegs®get okoz· v²rust (PRRSV) a Nidovirales rendben 

bel¿l az Arteriviridae csal§dba ®s a Variarterivirinae alcsal§dba soroljuk. A Nidovirales rend 

tagjainak kºzºs ismertetŖjegye a Ăbe§gyazott (nested)ò elrendezŖd®sŤ szubgenomi§lis 

messenger RNS-en (sg mRNS) alapul· replik§ci·s strat®gia. A Ăbe§gyazottò elnevez®s abb·l 

ered, hogy minden sg mRNS 5ô v®ge kieg®sz¿l az RNS genom 5ô v®g®n tal§lhat· leader 

szekvenci§val, illetve mindn®l megtal§lhat· a 3ô v®gen a poly(A) farok (Meulenberg, 2000). 

2018-ban a Nidovirales rend taxon·mi§j§t ®s nevez®ktan§t m·dos²tott§k, ®s jelenleg k®t 

k¿lºn fajk®nt tartj§k sz§mon a PRRS k·rokoz·j§t: Betaarterivirus suid 1 (PRRSV-1) ®s 

Betaarterivirus suid 2 (PRRSV-2) (https://ictv.global/report/chapter/arteriviridae/arteriviridae, 

2023.09.20.). A k®t PRRSV fajhoz tartoz· v²rustºrzsek kºzºtti nukleotid (nt) azonoss§g 

kºr¿lbel¿l 60% (Allende et al., 1999). 

6.1.2 GenomszervezŖd®s ®s morfol·gia 

A sima fel¿letŤ virion kerek vagy toj§sdad alak¼, az §tm®rŖje §tlagosan 54 nanom®ter (nm), 

de 50ï74 nm kºzºtt v§ltozhat; a k¿lsŖ felsz²n®t bor²t· lipid kettŖsr®teg j·l elk¿lºn¿l, vastags§ga 

4,5 nm, tov§bb§ tal§lhat· benne egy Ăcoreò r®gi· amely 39 nm §tm®rŖjŤ ®s a burokt·l 2ï3 nm 

t§vols§gra helyezkedik el (Dokland, 2010) (1. §bra, A).  

A PRRSV szimpla sz§l¼, pozit²v ir§nyults§g¼, kb. 15 kilob§zisp§r (kbp) hossz¼, 5ô cap ®s 

3ô poly(A) strukt¼r§kkal ell§tott RNS-bŖl §ll· genommal rendelkezik. T²pus§t tekintve 

policisztronos, vagyis az 5ô ®s 3ô v®geken elhelyezkedŖ nem-§t²r·d· r®gi·k §ltal kºzrefogott 

genomszakasz ºsszesen t²z nyitott leolvas§si keretet (ORF, open reading frame) hordoz: a 

nem-szerkezeti feh®rj®ket k·dol· k®t nagy (ORF1a ®s ORF1b), valamint a szerkezeti 

feh®rj®ket k·dol· nyolc kisebb (ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF5a, ORF6 ®s 

ORF7) ORF-et. A pozit²v sz§l¼ RNS-genomban tal§lhat· bizonyos RNS-mot²vumok, vagyis a 

transzkripci·-szab§lyz· szekvenci§k (TRS, transcription-regulating sequence) szab§lyozz§k a 

negat²v sz§l¼ RNS-k®pz®st, ezek minden egyes szerkezeti feh®rj®t k·dol· ORF elŖtt, illetve 

az RNS-genom 5ô v®gi leader szekvencia 3ô v®g®n helyezkednek el (1. §bra, B) (Pasternak et 

al., 2001). 

Az ORF1a ®s ORF1b r®gi·k a genom kºzel k®tharmad r®sz®t teszik ki. A virion sejtbe 

jut§s§t kºvetŖen ezekrŖl az ORF r®gi·kr·l k®t poliprotein (pp1a ®s pp1ab) ²r·dik §t, amelyhez 

egy leolvas§sikeret-eltol·d§s (RFS, ribosomal frameshift) sz¿ks®ges a k®t ORF hat§r§n. Ezt 

https://ictv.global/report/chapter/arteriviridae/arteriviridae
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kºvetŖen a vir§lis prote§zok seg²ts®g®vel a k®t poliproteinrŖl legal§bb 14 nem-szerkezeti 

feh®rje (NSP, non-structural protein) keletkezik. A folyamat kezdet®n elsŖk®nt 

autoproteol²zissel lehasad az NSP1Ŭ/ɓ ®s az NSP2, amik kihas²tj§k az NSP4 fŖ prote§zt. 

Ezut§n a pp1a tov§bbi feldarabol§s§®rt (NSP3, NSP5ï6, NSP7Ŭ/ɓ ®s NSP8), illetve a pp1ab 

poliprotein feldolgoz§s§®rt (NSP9ï12) egyar§nt az NSP4 felel (Fang ®s Snijder, 2010). Egyes 

kutat§sok bizony²tott§k, hogy az NSP2-t k·dol· r®gi· ter¿let®n szint®n elŖfordul egy m§sik 

egyedi kereteltol·d§s, aminek kºvetkezt®ben a kor§bban felsorolt nem-szerkezeti feh®rj®ken 

k²v¿l keletkezik m®g k®t csonka NSP2 vari§ns, az NSP2TF ®s NSP2N (Fang et al., 2012; 

Yanhua Li et al., 2014).  

Az eml²tett nem-szerkezeti feh®rj®k egy r®sz®nek m§r viszonylag r®g·ta ismert a fŖ 

funkci·ja: az NSP1Ŭ/ɓ, az NSP2 ®s az NSP4 mint prote§zok; az NSP9 mint RNS-f¿ggŖ 

RNS-polimer§z (RdRp, RNA-dependent RNA polymerase); az NSP10 mint helik§z; ®s az 

NSP11 mint endoribonukle§z vesznek r®szt a v²rus szaporod§si ciklus§ban az egy®b, 

v²rusreplik§ci·t szab§lyoz· ®s immunmodul§ns hat§suk mellett (Dokland, 2010; Fang ®s 

Snijder, 2010; H. Zhang et al., 2022). Az NSP3 ®s NSP5 a fertŖzºtt sejt endoplazmatikus 

retikulum§ban (ER) mint transzmembr§n feh®rj®k tal§lhat·ak meg. Đjabb kutat§sok alapj§n a 

fertŖzºtt sejtben az ER-bŖl eredŖ autofagosz·m§k felhalmoz·d§s§t seg²tik elŖ az§ltal, hogy 

g§tolj§k azok lizosz·m§val tºrt®nŖ f¼zi·j§t, azaz hi§nyos autof§gi§t id®znek elŖ (Zhang et al., 

2019; Zhou et al., 2023). Ćltal§noss§gban az autof§gia folyamata, valamint az NSP3 ®s NSP5 

jelenl®te hozz§j§rul a v²rus replik§ci·j§nak sz²nterek®nt szolg§l· perinukle§ris kettŖs 

membr§n¼ vezikul§k (DMV, double-membrane vesicule) l®trejºtt®hez, valamint fokozza a 

PRRSV replik§ci·s k®pess®g®t (Chen et al., 2012; Posthuma et al., 2008; X. Zhang et al., 

2022). A viszonylag kev®sb® kutatott, sok§ig ismeretlen funkci·j¼ nem-szerkezeti feh®rj®k 

kºz¿l az NSP7-rŖl az ut·bbi ®vtizedben meg§llap²tott§k, hogy fontos szerepet j§tszik a v²rus 

replik§ci·j§ban, az akt²v v²rus partikul§k l®trejºtt®ben ®s bizony²tott§k, hogy g§tolja a 

gazdaszervezet immunv§lasz§t (Li et al., 2023). Az NSP6 lehets®ges funkci·j§r·l egyetlen, 

nemr®g megjelent kºzlem®nyben olvashatunk, mely szerint m®rs®keli a gazdaszervezet 

gyullad§sos reakci·it (Gu et al., 2022). Az NSP8-r·l a kºzelm¼ltban azt tal§lt§k, hogy az NSP9, 

vagyis az RdRp N-termin§lis szakasz§nak feleltethetŖ meg, azonban pontos szerep®t mind a 

mai napig nem siker¿lt meghat§rozni (Liu et al., 2018). ¥sszess®g®ben az NSP-k egy®b, 

gazdasejt eredetŤ faktorokkal egy¿tt alkotj§k a v²rus replik§ci·s ®s transzkripci·s komplex®t, 

melyet magukba foglalnak a DMV-k (Pedersen et al., 1999; Wolff et al., 2020). 

A szerkezeti feh®rj®k §t²r§sa nem folytonos, az Ŗket k·dol· ORF-ekrŖl (ORF2ï7) ºsszesen 

hat k¿lºnbºzŖ m®retŤ, negat²v sz§l¼ Ăbe§gyazottò sg mRNS seg²ts®g®vel val·sul meg 

(1. §bra, B) (Snijder ®s Meulenberg, 1998). Az ORF2ï5 r®gi· a glikozil§lt (GP2ï5), m²g az 

ORF2b ®s az ORF6 a nem-glikozil§lt burokfeh®rj®ket (E ®s M), az ORF7 a 

nukleokapszid-feh®rj®t (N) k·dolja, tov§bb§ az ORF7-tel §tfed®sben, az ORF7a egy tov§bbi 
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7ap nevezetŤ feh®rj®t (Olasz et al., 2016). Mennyis®g¿ket tekintve a GP5 ®s M diszulfid-

hidakkal ºsszekºtºtt heterodimer form§ja tal§lhat· meg legnagyobb mennyis®gben a 

burokban, m²g a m§sik fŖ szerkezeti feh®rje a Ăcoreò r®gi·t alkot· nukleokapszid; a GP2, GP3 

®s GP4 alkotta heterotrimer, ami a PRRSV-1 eset®ben m®g kieg®sz¿l az E feh®rj®vel, kisebb 

mennyis®gben fordul elŖ (Veit et al., 2022).  

 

1. §bra A PRRSV virionj§nak (A) ®s genomszervezŖd®s®nek (B) sematikus fel®p²t®se. 

A A burokban tal§lhat· szerkezeti feh®rj®k kºz¿l a GP2, GP3 ®s GP4 heterotrimer, m²g a GP5 ®s M heterodimer 

form§ban fordul elŖ. Az N feh®rje alkotja a nukleokapszidot, amelyen bel¿l az RNS genom helyezkedik el.  

B Az §br§n jelºlt¿k a genom 5ô v®g®n tal§lhat· leader szekvenci§t, valamint az ORF-ek elŖtt elhelyezkedŖ 

transzkripci·-szab§lyz· szekvenci§kat (TRS). Az ORF1a ®s ORF1b hat§r§n l®vŖ leolvas§sikeret-eltol·d§s (RFS) 

sz¿ks®ges a pp1a ®s pp1ab §t²r·d§s§hoz. A szerkezeti feh®rj®k §t²r·d§sa hat Ăbe§gyazottò szubgenomi§lis 

mRNS-sel (sg mRNS2ï7) zajlik. Az adott szerkezeti feh®rj®ket jelºlŖ t®glalapok sz²ne megegyezik a virion 

szerketi §br§j§val. (A k®p forr§sa: https://viralzone.expasy.org/)  

A PRRSV szerkezeti feh®rj®i kºz¿l a GP5-ºt az egyik legv§ltoz®konyabbk®nt tartj§k 

sz§mon ®s az M szekvenci§j§t pedig a legkonzervat²vabbk®nt, pedig funkci·jukban szorosan 

kapcsol·dnak: mindk®t feh®rje fontos szerepet j§tszik a v²rus fertŖzŖk®pess®g®nek 

kialak²t§s§ban. A GP5/M heterodimer, mint adszorpci·s feh®rjekomplex, kiemelt szerepet 

j§tszik a v²rus gazdasejthez tºrt®nŖ kapcsol·d§s§ban. A PRRSV fertŖz®s szempontj§b·l eddig 

https://viralzone.expasy.org/
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ºsszesen k®t elengedhetetlen sejtfelsz²ni receptort azonos²tottak: a nem makrof§gspecifikus 

hepar§n-szulf§t receptort ®s a makrof§gspecifikus szialoadhezin (Sn vagy Siglec-1) receptort. 

A hepar§n-szulf§t az M feh®rj®vel kialak²tott alacsony affinit§s¼ kºtŖd®sen kereszt¿l elŖseg²ti 

a virionok tapad§s§t a c®lsejt felsz²n®hez, majd ezen kºtŖd®s hat§s§ra l®trejºn ®s egyben 

fokoz·dik a komplexk®nt jelenl®vŖ GP5 felsz²n®n tal§lhat· szi§lsav ®s a sejtfelsz²ni Sn 

receptor interakci·ja (Delputte et al., 2005, 2002; Shi et al., 2015; Van Breedam et al., 2010). 

Az Sn-nel tºrt®nŖ ºsszekapcsol·d§s felel a gazdasejtbe tºrt®nŖ bejut§s (penetr§ci·) 

elindul§s§®rt, azonban az Sn pontos szerep®rŖl a PRRSV patogenezis®ben sz§mos 

ellentmond· kºzlem®ny sz¿letett az ®vek sor§n (Prather et al., 2013; Su et al., 2021; 

Vanderheijden et al., 2003). A gazdasejtbe jut§s folyamata klatrin-medi§lt endocit·zissal vagy 

alternat²v ¼tvonalon, makropinocit·zissal zajlik (Nauwynck et al., 1999; Wei et al., 2020). Az 

¼jabb kutat§sok szerint a gazdasejthez tºrt®nŖ megfelelŖ tapad§shoz ®s az endocit·zishoz 

sz¿ks®ges a GP4 kapcsol·d§sa a 70 kilodaltonos hŖsokkfeh®rj®vel, tov§bb§ kimutatt§k, hogy 

a GP5-nek a gazdasejthez val· tapad§son k²v¿l, a MYH9 miozin molekul§hoz kapcsol·dva 

szint®n szerepe van az internaliz§ci·ban (L. Wang et al., 2022; Xue et al., 2019; Ye et al., 

2022). A GP2 ®s GP4 kºzvetlen¿l a CD163 receptorhoz kºtŖdik ®s teszi lehetŖv® a PRRSV 

sz§m§ra a gazdasejtbe tºrt®nŖ bejut§st ®s a dekapszid§ci· folyamat§nak megval·sul§s§t 

(Das et al., 2010; Shi et al., 2015). Az eddigi kutat§sok szerint a CD163 receptor SRCR5 

r®gi·j§t k·dol· genetikai §llom§ny ki¿t®s®vel a sert®sek teljes m®rt®kben rezisztensek lesznek 

mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 fertŖz®ssel szemben, ami bizony²tja, hogy a fertŖz®s 

l®trejºtt®hez egyed¿l a CD163 egyik r®gi·ja n®lk¿lºzhetetlen (Burkard et al., 2018; Guo et al., 

2019; Prather et al., 2017; Yang et al., 2018). A PRRSV-1-ben elŖfordul· E feh®rj®rŖl m§r 

r®gen bizonyoss§got nyert, hogy a v²rus-sejt ºsszekapcsol·d§s, majd a v²ruspartikul§k 

endosz·m§ba tºrt®nŖ sz§ll²t§sa ut§n az ioncsatorna-szerŤ aktivit§s§nak kºszºnhetŖen 

p·rusokat k®pez a burokban. Ezut§n az endosz·m§ban tal§lhat· alacsony pH medi§lja a 

vir§lis nukleinsav nukleokapszidb·l tºrt®nŖ kiszabad²t§s§t, vagyis a PRRSV-partikul§k 

dekapszid§ci·j§hoz savas kºrnyezet sz¿ks®ges (Kreutz ®s Ackermann, 1996; Lee ®s Yoo, 

2006). Hab§r egy kisebb feh®rj®rŖl van sz·, az ®vek sor§n sz§mos kutat§s t§rgya volt: sok 

immunmodul§ns ®s a v²rus replik§ci·j§t seg²tŖ szereppel hozt§k kapcsolatba (Chen et al., 

2023). A fertŖzºtt sejtekben az N feh®rje tal§lhat· meg legnagyobb mennyis®gben, mely a 

virionban a vir§lis RNS-hez kapcsol·dva alkotja a nukleokapszidot (Dea et al., 2000; Dokland, 

2010). A fertŖz®si folyamat sor§n a vimentinhez ®s m§s sejtv§zalkot· elemekhez kapcsol·dva 

medi§lja a v²rus transzportj§t a citoszolban, valamint r®szt vesz az ºsszeszerelŖd®s 

folyamat§ban (Kim et al., 2006). Emellett bizony²tott§k az N feh®rje tºbbr®tŤ immunmodul§ns 

hat§s§t in vitro, illetve kimutatt§k, hogy r®szt vehet a fertŖzºtt sejtek transzkripci·s ®s 

v²rusreplik§ci·s folyamatainak szab§lyoz§s§ban, valamint a patogenit§s m®rt®k®re is 
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befoly§ssal lehet (Gong et al., 2023; Lee et al., 2006; Liu et al., 2016; Sagong ®s Lee, 2011; 

Song et al., 2009; Wongyanin et al., 2012; Zhao et al., 2019). 

6.1.3 A PRRS okozta megbeteged®s ®s k·rfejlŖd®s 

Az Arteriviridae csal§d tagjaira jellemzŖ a korl§tozott sejttropizmus. A PRRSV c®lsejtjei 

elsŖsorban a l®gzŖszervi ®s nyirokszºvetekben elŖfordul· sert®s makrof§g- ®s 

monocitaeredetŤ sejtek, p®ld§ul a sert®s alveol§ris makrof§gok (PAM, porcine alveolar 

macrophage), ugyanakkor kimutatt§k m§r, hogy herecs²rasejteket ®s t¿dŖh§msejteket is 

k®pes fertŖzni (Duan et al., 1997; Halbur et al., 1995; Sur et al., 1997). Eddig sz§mos 

k¿lºnbºzŖ receptort azonos²tottak, amelyek potenci§lisan r®szt vesznek a fertŖz®s 

kºzvet²t®s®ben, tov§bb§ egy®b alternat²v fertŖz®si ¼tvonalakat is le²rtak m§r (Ye et al., 2022). 

A magas patogenit§s¼ PRRSV-tºrzsek §ltal§ban kiterjedtebb szºveti tropizmust mutatnak, 

azonban viszonylag kev®s, a megv§ltozott sejttropizmussal ºsszef¿gg®sbe hozhat· receptort 

siker¿lt eddig meghat§rozni (Ma et al., 2022; Ruedas-Torres et al., 2021). Sok§ig ¼gy 

gondolt§k, hogy a sert®s Sn (m§s n®ven Siglec-1) elengedhetetlen a fertŖz®shez, azonban 

tºbb tanulm§ny is sz¿letett arra vonatkoz·an, hogy ennek a receptornak a hi§ny§ban is sikeres 

lehet a fertŖz®s in vitro ®s in vivo egyar§nt (Prather et al., 2013; Welch ®s Calvert, 2010). 

P®ld§ul, egyes magasabb patogenit§s¼ PRRSV-tºrzsek eset®ben bizony²tott§k, hogy az 

alacsonyabb patogenit§s¼ tºrzsekhez k®pest az orrny§lkah§rtya felsŖbb r®teg®ben tal§lhat· 

sert®s Sn receptort nem kifejezŖ makrof§gokhoz nagyobb affinit§ssal kºtŖdnek, valamint 

fokozott replik§ci·t mutatnak (Frydas et al., 2015, 2013; Oh et al., 2020). In vitro k²s®rletekben 

a szint®n a szialoadhezin receptorcsal§dba tartoz· Siglec-10 receptort alternat²v receptork®nt 

azonos²tott§k, amely ugyanakkor elt®rŖ m®rt®kben seg²ti a k®t PRRSV faj fertŖzŖk®pess®g®t 

(Xie et al., 2017). Telepi kºr¿lm®nyek kºzºtt bizonyos PRRSV-2-tºrzsek em®sztŖrendszeri 

t¿neteket okozhatnak, ®s b§r egyelŖre nem ismert ennek a megv§ltozott szervtropizmusnak a 

pontos mechanizmusa, §llatk²s®rletekkel siker¿lt igazolni a v²rus szaporod§si k®pess®g®t a 

b®lrendszerben, valamint k·ros elv§ltoz§sokat is megfigyeltek az em®sztŖrendszerben (Ma et 

al., 2022; Shang et al., 2013). 

A fertŖz®s sor§n a PRRSV elŖszºr a PAM sejtekben replik§l·dik, majd k®sŖbb a v®r- ®s 

nyirokrendszer kºzvet²t®s®vel tºbb m§sik szervbe eljutva fokozza az apopt·zis ®s nekr·zis 

okozta szºvetk§rosod§st (Fan, 2019; Karniychuk et al., 2011; Miller ®s Fox, 2004).  

A PRRSV-re minden korban ®rz®kenyek a sert®sek, fiatal egyedekben rendszerint s¼lyos, 

m²g felnŖtt egyedekben enyhe l®g¼ti t¿neteket okoz, melyhez a koc§k eset®ben 

szaporod§sbiol·giai zavarok t§rsulhatnak (Gray et al., 2019; Klinge et al., 2009). Đjsz¿lºtt 

malacokban elŖfordulhat magas mortalit§ssal j§r· l§z ®s szºvetkºzi t¿dŖgyullad§s is. IdŖsebb 

korban a fertŖz®s lehet szubklinikai: l§z, esetleg ®tv§gytalans§g jelentkezhet, mindemellett 

gazdas§gi szempontb·l legink§bb a h²z·sert®sek csºkkent testtºmeg-gyarapod§sa jelentŖs 
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(Zimmerman et al., 1997). M²g a klasszikus PRRSV-tºrzsek tºbbnyire szubklinikai 

megbeteged®st okoznak, mindk®t PRRSV faj virulens tºrzsei magas l§zzal, nagyobb fok¼ 

viraemi§val, valamint magas morbidit§ssal ®s mortalit§ssal j§r· megbeteged®st id®znek elŖ 

(Ruedas-Torres et al., 2021). A virulens tºrzsek okozta megbeteged®skor a l®gzŖszervi 

t¿netekkel (neh®zl®gz®s, szapora l®gz®s) ®s a t¿dŖgyullad§ssal ºsszef¿gg®sben 

megfigyelhetŖ a limfocit§k ®s monocit§k/makrof§gok szept§lis beszŤrŖd®se, mely t§rsulhat 

v®rz®ses foltokkal (Canelli et al., 2017; Wang et al., 2014).  

A PRRS megbeteged®ssel kapcsolatos szaporod§sbiol·giai zavar kialakul§sa erŖsen f¿gg 

a vemhess®g st§dium§t·l. A PRRSV-fertŖz®s nem befoly§solja a fogamz§si- ®s 

term®keny²t®si ar§nyt, valamint a be§gyaz·d§st ®s a korai embri·fejlŖd®st (16-sejtes §llapot), 

a magzatok csup§n k®sŖbb, a vemhess®g korai (20. nap) szakasz§t·l kezdve v§lnak 

fog®konny§ a vertik§lis transzmisszi·val szemben, ami v®g¿l magzatelhal§shoz vezet (Prieto 

et al., 1997a, 1996). A vemhess®g kºz®psŖ f§zis§ban nem nyilv§nul meg klinikai t¿netekben 

a fertŖz®s, valamint transzplacent§ris transzmisszi· sem figyelhetŖ meg. Amennyiben a koca 

a vemhess®g k®sŖi f§zis§ban (70ï93. nap) fertŖzŖdik, a l®gzŖszervi t¿netek mellett 

szaporod§sbiol·giai probl®m§k, tºbbek kºzt vet®l®s, koraell®s, magzatelhal§s, gyakori 

visszaivarz§s ®s sz¿let®si rendelleness®gek (halvasz¿letett, mumifik§l·dott, gyenge malacok) 

is jelentkezhetnek (Karniychuk ®s Nauwynck, 2013; Kranker et al., 1998; Zimmerman et al., 

1997). A betegs®g reprodukci·s zavarokat ®rintŖ kimenetele rendk²v¿l v§ltoz·, p®ld§ul a 

halvasz¿letett magzatok ar§nya almonk®nt ak§r a 90%-ot is el®rheti (Cheon ®s Chae, 2001; 

Han et al., 2013; Hu et al., 2023; Ladinig et al., 2014; Rowland, 2010).  

A k®sŖi vemhess®g sor§n viraemi§val a m®hny§lkah§rty§ba jutott PRRSV rºvid idŖn bel¿l 

(3ï10 nap), val·sz²nŤleg az anyai makrof§gok kºzvet²t®s®vel §tterjed a placent§n §t a 

magzatba. Megfigyel®sek szerint mind az elvet®lt, mind a halvasz¿letett malacokban a v²rus 

elsŖdlegesen a t²muszban ®s a nyirokszºvetekben replik§l·dik, valamint egyes kutat§sok 

szerint a PRRSV-2 eset®ben a legtºbb k·ros elv§ltoz§s a b®lfodri nyirokcsom·kban alakul ki 

(Cheon ®s Chae, 2001; Jeong et al., 2018; Novakovic et al., 2016). Felt®telezhetŖ, hogy a 

szaporod§sbiol·giai zavarok az anyai-magzati hat§rfel¿leten zajl· helyi gyullad§s ®s 

immun-aktiv§ci·, tov§bb§ az apoptotikus folyamatoknak tulajdon²that· g·cos lev§l§sok miatt 

kºvetkeznek be (Karniychuk et al., 2011; Stas et al., 2022). Annak ellen®re, hogy az adott 

v²rustºrzs ºsszes²tett replik§ci·s k®pess®ge a koc§ban nem mutat ºsszef¿gg®st a fertŖzŖdºtt 

magzatok ar§ny§val, az anyai-magzati kapcsol·d§si pontokn§l megfigyelt PRRSV 

v²rusterhel®stŖl f¿gg a sz¿let®si s¼ly ®s a magzatokban kialakult k·ros elv§ltoz§sok m®rt®ke, 

illetve a hal§loz§s es®lye is (Jeong et al., 2022; Ladinig et al., 2015). Noha mindk®t PRRSV 

fajhoz tartoz· v²rustºrzsek hasonl· s¼lyoss§g¼ reprodukci·s probl®m§kat okoznak, a 

PRRSV-2 eset®ben a szºvettani elv§ltoz§sok (gyullad§s a m®hben, a m®hlep®ny magzati 
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r®sz®ben ®s a m®hny§lkah§rtya v®rereiben) kifejezettebbek (Han et al., 2014; Jeong et al., 

2022; Novakovic et al., 2016).  

Koinfekci· sor§n a PRRSV-1 ®s PRRSV-2 fertŖzŖk®pess®g®ben k¿lºnbs®gek figyelhetŖek 

meg. A PRRSV-2 hat®konyabb replik§ci·s k®pess®ggel rendelkezik, mind vemhes koc§kban, 

mind fiatal §llatokban, tov§bb§ a koinfekt§lt malacokban a klinikai t¿netek ®s szºveti 

elv§ltoz§sok megegyeznek az egyed¿l PRRSV-2-vel fertŖzºtt §llatok®val (Choi et al., 2015; 

Jeong et al., 2018). Id§ig sem a szaporod§si zavar, sem a l®gzŖszervi megbeteged®s 

s¼lyoss§g§ban nem mutattak ki addit²v hat§st mindk®t PRRSV fajjal tºrt®nŖ fertŖzŖd®s 

eset®ben (Choi et al., 2015; Jeong et al., 2018).  

A kor§bbiakban t§rgyalt k®t fŖ k·rk®ppel egyidejŤleg jelentkezŖ sziszt®m§s klinikai t¿netek 

(p®ld§ul b§gyadts§g, ®tv§gytalans§g, l§z, cian·zis, l®gszomj, kºtŖh§rtyagyullad§s) mellett 

egy®b szervek is ®rintettek lehetnek a PRRSV okozta megbeteged®s alatt. A 

nyirokszervekben, fŖleg a t²muszban, l®pben, mandul§kban ®s nyirokcsom·kban kialakul· 

k§rosod§sok a virulens tºrzsek eset®n kifejezettek (Han et al., 2017; He et al., 2012). A 

t²muszban elsŖsorban a CD4+/CD8+ sejtek megnºvekedett j§rul®kos apopt·zisa figyelhetŖ 

meg, mikºzben a PRRSV-re m§s sejtek, a CD14+ antig®nprezent§l· sejtek ®rz®kenyek 

(Yuming Li et al., 2014; J. K. Liu et al., 2017). A sejtes immunv§lasz egyik kºzponti szerve a 

t²musz, hiszen a T-sejtek prolifer§ci·j§nak, differenci§l·d§s§nak ®s szelekci·j§nak elsŖdleges 

helysz²ne, ²gy a fertŖz®s sor§n kialakult t²muszatr·fia, a T-sejtdepl®ci· ®s a naiv T-sejtek 

fejlŖd®s®nek k§rosod§sa mind hozz§j§rul a PRRSV immunszuppressz²v hat§s§hoz (Canelli 

et al., 2017; Ogno et al., 2019; Wang et al., 2020). A PRRSV okozta elv§ltoz§sok kºzºtt 

elŖfordul v®r®r-, sz²vizom-, vese- ®s nem gennyes agyvelŖgyullad§s is (Cooper et al., 1997; 

Rossow et al., 1995). A HP-PRRSV-k®nt ismert virulens PRRSV-2-tºrzs eset®ben p®ld§ul 

kimutatt§k, hogy a kapill§ris endot®lsejteket fertŖzve k®pes a v®r-agy g§tat §tl®pni ®s elŖid®zni 

k§rosod§st a kºzponti idegrendszer idegsejtjeiben (Cao et al., 2012). 

A PRRS elleni v®dekez®s, illetve az okozott k·rk®p szempontj§b·l fontos, hogy a v²rus a 

gazdaszervezet immunrendszer®nek mŤkºd®s®t befoly§solja, ez§ltal korl§tozva a szervezet 

v®dekezŖk®pess®g®t. Az immunmodul§ns hat§s meghat§roz· eleme az interferonok g§tl§sa, 

valamint a citokinek felszabad²t§s§n kereszt¿l a gyullad§sos folyamatok fokoz§sa (An et al., 

2020; Loving et al., 2015; Lunney et al., 2016). FŖleg az immunszuppresszi·s hat§s, illetve a 

burokfeh®rj®k glikozil§ci·s m·dos²t§sa kºvetkezt®ben a neutraliz§l· ellenanyagok 

megjelen®se k®sleltetett, tºbbnyire a fertŖz®s ut§ni 28. nap kºrny®k®re tehetŖ, tov§bb§ 

mennyis®g¿ket tekintve is alacsony sz§mban termelŖdnek (Ansari et al., 2006; Lopez ®s 

Osorio, 2004; Vu et al., 2011; Yoon et al., 1994). A fertŖz®s sor§n kialakult szºvetk§rosod§s, 

az immunfolyamatokban r®sztvevŖ sejtek pusztul§sa, illetve a gazdaszervezetre gyakorolt 

immunszuppressz²v hat§s kºvetkezt®ben nagyon magas a rizik·faktora a m§sodlagos 
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fertŖz®sek kialakul§s§nak (G·mez-Laguna et al., 2013). A v²rus nem megfelelŖ elimin§ci·ja 

ak§r tºbb h·napig tart· perzisztens fertŖz®shez is vezethet (Wills et al., 2003, 1997c).  

¥sszefoglalva, a fertŖz®s kimenetel®nek s¼lyoss§g§t tºbb t®nyezŖ egy¿ttesen hat§rozza 

meg, p®ld§ul az adott v²rustºrzs replik§ci·s k®pess®g®tŖl, a sejttropizmus§t·l, az 

immunv§lasz-elker¿l®si adotts§g§t·l, illetve a gazdaszervezetben l®trejºvŖ m§sodlagos 

fertŖz®sek jelleg®tŖl egyar§nt f¿gg (Ruedas-Torres et al., 2021). Mindezek mellett fontos 

megjegyezni, hogy egy-egy adott sert®s§llom§nyban jelentŖs egy®ni elt®r®sek figyelhetŖek 

meg a megbeteged®s m®rt®k®ben, p®ld§ul a fertŖz®sben ®rintett malac fajt§j§nak genetikai 

tulajdons§ga befoly§solja a fog®konys§gukat (Mart²nez-Lobo et al., 2011; Meng et al., 2018; 

You et al., 2023).  

6.1.4 Ćtviteli utak, terjed®s 

A PRRSV mind kºzvetlen¿l, mind kºzvetetten hat®kony terjed®sre k®pes, nem csak 

egy-egy sert®s§llom§nyon bel¿l, hanem tºbb k¿lºnbºzŖ l®tes²tm®ny kºzºtt egyar§nt. Mint 

ahogy az okozott megbeteged®s s¼lyoss§g§nak m®rt®ke is az adott v²rustºrzs virulenci§j§t·l 

f¿gg, ¼gy a terjed®si potenci§lban is megfigyelhetŖ elt®r®s a tºrzsek kºzºtt. 

A PRRS k·rokoz·ja sz§mos k¿lºnbºzŖ v§lad®kb·l (v®r, ny§l, orrv§lad®k, vizelet, b®ls§r, 

ond·, tej, kolosztrum) kimutathat·, mely al§t§masztja a fizikai ®rintkez®ssel tºrt®nŖ §tvitelt a 

sert®sek kºzºtt (Rossow et al., 1994; Swenson et al., 1994; Wagstrom et al., 2001; Wills et al., 

1997b). Szint®n nem lehet figyelmen k²v¿l hagyni a PRRSV-vel fertŖzºtt h¼s ®s takarm§ny 

fogyaszt§s§nak kock§zat§t. Ezt k²s®rleti kºr¿lm®nyek kºzºtt nem minden esetben siker¿lt 

igazolni, viszont egy 2024-es esettanulm§ny meg§llap²t§sai szerint egy vizsg§lt j§rv§nynak a 

forr§sa nagy val·sz²nŤs®ggel a takarm§ny volt (Dee et al., 2024; Magar ®s Larochelle, 2004; 

Molina et al., 2009; van der Linden et al., 2003). Annak ellen®re, hogy az ut·bbi idŖben tºbb 

kºzlem®ny megjelent arr·l, hogy a k¿lºnbºzŖ (fŖleg sz·jababalap¼) takarm§nyokban a 

PRRSV fertŖzŖk®pess®ge fennmaradhat bizonyos t§rol§si kºr¿lm®nyek kºzºtt, tov§bbra is 

¼gy v®lik, hogy az ezen az ¼ton l®trejºvŖ fertŖz®s val·sz²nŤleg kis m®rt®kben j§tszik szerepet 

a PRRSV sz®les kºrŤ vagy gyors terjed®s®ben (Blomme et al., 2023; Dee et al., 2022, 2018; 

Galvis et al., 2022).  

A mesters®ges term®keny²t®s elterjedt gyakorlata miatt az ond· §ltal tºrt®nŖ fertŖzŖd®s 

vil§gszerte jelentŖs szereppel b²r (Nathues et al., 2016; Prieto et al., 1997b; Yaeger et al., 

1993). A kan sert®s§llom§nyokhoz kapcsol·d· vesz®lyforr§st bizony²tja, hogy egy 

§llatk²s®rletben a fertŖz®s ut§n 43 nappal is ki tudtak mutatni ®lŖ, fertŖzŖk®pes v²rust 

ond·mint§kb·l (Swenson et al., 1994).  

A terjed®si potenci§l egyik meghat§roz· t®nyezŖje lehet a v²rus¿r²t®s m®rt®ke ®s 

idŖtartama. A PRRSV-tºrzsek orrny§lkah§rty§ban megfigyelt replik§ci·s k®pess®ge 

befoly§solhatja az oronaz§lis ¼ton tºrt®nŖ §tvitel szerep®t a horizont§lis fertŖz®sben (Frydas 
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®s Nauwynck, 2016). Szint®n meghat§roz· t®nyezŖ lehet a perzisztensen fertŖzŖdºtt ®s adott 

idŖkºzºnk®nt ¿r²tŖ egyedek jelenl®te a sert®s§llom§nyban. Az §llom§nyban tal§lhat· 

szeropozit²v, v§lasztott korban fertŖzŖdºtt malacok 2ï5 h·napon kereszt¿l hordozhatnak 

®letk®pes v²rust (Allende et al., 2000; Wills et al., 2003, 2002, 1997c).  

J§rv§nytani szempontb·l kulcsfontoss§g¼ ®s egyben a mai napig az egyik legvitatottabb 

k®rd®s, hogy a levegŖ ¼tj§n tºrt®nŖ terjed®s t®nylegesen milyen m®rt®kben j§tszik szerepet a 

PRRSV terjed®si ¿tem®ben (Arruda et al., 2019). Dee ®s munkat§rsai (2005) porlaszt§ssal 

k®peztek PRRSV-t hordoz· aeroszol r®szecsk®ket, amik ak§r 150 m®ter t§vols§gig 

®letk®pesek maradtak kontroll§lt k²s®rleti kºr¿lm®nyek kºzºtt (Dee et al., 2005). Egy 

®vtizeddel k®sŖbb sikeresen meghat§rozt§k, hogy a kil®gz®ssel, t¿sszent®ssel vagy 

kºhºg®ssel a kºrnyezetbe t§voz· nagyobb (>2,1 ɛm) aeroszolr®szecsk®kben fertŖzŖk®pes 

PRRSV elŖfordulhat (Alonso et al., 2015). Tov§bb§ telepi felm®r®sekkel arra jutottak, hogy 

nagyobb t§vols§g eset®ben (4,7ï9,1 km) b§r kis koncentr§ci·ban, de ®lŖ v²rus azonos²that· 

(Dee et al., 2009; Otake et al., 2010). Ezen t®nyek ellen®re sz§mos ellentmond· eredm®nyrŖl 

olvashatunk az irodalomban a v²rus rºvid vagy ak§r hosszabb t§v¼, levegŖ ¼tj§n tºrt®nŖ 

terjed®s®re vonatkoz·an. A fog®kony §llatok levegŖ ¼tj§n zajl· megfertŖz®s®t teljes ®s 

r®szleges k²s®rleti kºr¿lm®nyek kºzºtt csak v§ltoz· m®rt®kben siker¿lt reproduk§lni 

(Brockmeier ®s Lager, 2002; Cho et al., 2007; Fano et al., 2005; Kristensen et al., 2004; Otake 

et al., 2002a; Pitkin et al., 2009a; Stein et al., 2018; Torremorell et al., 1997; Wills et al., 1997a). 

Az ellentmond§s val·sz²nŤleg arra vezethetŖ vissza, hogy a k²s®rleti elrendez®s, a bevont 

§llatok sz§ma, ®s fŖk®nt az alkalmazott PRRSV-tºrzs mind befoly§solja az eredm®nyeket ®s 

azok ºsszevethetŖs®g®t. Arruda ®s munkat§rsai le²r· jellegŤ esettanulm§nyukban adott 

j§rv§nykitºr®sekben ®rintett sert®sfarmoknak, illetve azok 3 kilom®ter sugar¼ kºrnyezet®ben 

elhelyezkedŖ sert®stelepeknek a molekul§ris epidemiol·giai vizsg§lat§t ®s az adott idŖszak 

idŖj§r§s adatainak elemz®s®t v®gezt®k el. Eredm®nyeik arra engedtek kºvetkeztetni, hogy a 

levegŖ ¼tj§n tºrt®nŖ terjed®s feltehetŖen kism®rt®kben j§tszott szerepet ezeknek a PRRSV 

j§rv§nyoknak a kialakul§s§ban (Arruda et al., 2018).  

PRRSV-2-tºrzsekkel v®gzett leg¼jabb tanulm§nyok alapj§n a ter¿leti elterjed®si 

mint§zatban relev§nsabbnak bizonyul az ®lŖ§llat sz§ll²t§s, azon bel¿l is a h²z·sert®sek® 

(8-25 hetes), mint a helyi lok§lis terjed®s (t®rbeli kºzels®g: <10 km) (Makau et al., 2021; 

Pamornchainavakul et al., 2023a; VanderWaal et al., 2020). A jelenlegi glob§lis kereskedelmi 

berendezked®s, illetve a sert®start§snak az elterjedt termel®si egys®gekre bontott (multi site) 

gyakorlata miatt orsz§gon bel¿l ®s k²v¿l egyar§nt nagym®rt®kŤ az ®lŖ§llat forgalom. EbbŖl 

kºvetkezŖen a potenci§lisan fertŖzºtt §llatok mozgat§sa sert®stelepek kºzºtt az egyik 

legnagyobb jelentŖs®ggel b²r· vesz®lyforr§sa lehet a PRRSV sz®les kºrŤ elterjed®s®nek.  

A PRRSV terjed®se kºzvetett m·don sokf®lek®ppen megval·sulhat. A h§zil®gy ®s a 

sz¼nyogok lehets®ges mechanikai vektoroknak sz§m²tanak az egyedek kºzºtti v²rusterjed®s 
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folyamat§ban (Otake et al., 2002b; Pitkin et al., 2009c). A szem®lyzet §ltal a felszerel®snek, a 

ruh§zatnak ®s a bŖrfel¿letnek van szerepe a PRRSV terjeszt®s®ben, melynek kock§zata 

megfelelŖ fertŖtlen²t®si gyakorlat mellett nagym®rt®kben csºkkenthetŖ (Dee et al., 2004b; 

Pitkin et al., 2009b). Az egyik legjelentŖsebb kock§zattal a kºzºs haszn§lat¼ kontamin§lt 

sz§ll²t·j§rmŤvek rendelkeznek, de ahogy a szem®lyzet eset®ben, megfelelŖ int®zked®sekkel 

ez szint®n m®rs®kelhetŖ (Dee et al., 2004a; Porphyre et al., 2020; Schneider et al., 2015; 

Thakur et al., 2017). A PRRSV §tvitel®ben k¿lºnbºzŖ l®tes²tm®nyek kºzºtt hŤvºsebb idŖben 

gyakrabban szerepet j§tszhat a sz§ll²t§skor dolgoz· szem®lyzet munk§ja (Dee et al., 2003, 

2002). Egyes, a PRRSV terjed®s®t modellezŖ tanulm§nyok le²rt§k, hogy a szolg§ltat· 

j§rmŤvek, a szem®lyzet ®s a l§togat·k bel®p®se a sert®stelepekre a leggyakoribb 

v²rusterjed®si kock§zattal rendelkezŖ t®nyezŖk ®s ezeket ®rdemes figyelembe venni a 

j§rv§nyv®delmi int®zked®sekn®l (Galvis et al., 2022; Lambert et al., 2023). ¥sszess®g®ben, 

mint ahogy sok m§sik fertŖzŖ megbeteged®sn®l l§that·, a PRRSV eset®ben is az indirekt, 

rag§lyfog· t§rgyak (p®ld§ul szennyezett eszkºzºk, szem®lyzet, sz§ll²t·j§rmŤvek) t§mogatj§k 

legink§bb a nagy t§vols§gokra tºrt®nŖ terjed®st. 

J§rv§nyv®delem szempontj§b·l nem elhanyagolhat· az eddig t§rgyalt horizont§lis 

terjed®si m·dokon fel¿l az egyedek kºzºtti vertik§lis §tviteli ¼t. A fertŖzºtt koc§k jelenl®te a 

teny®sztelepeken mag§val vonja a megbeteged®s folyamatos jelenl®t®t, hiszen a megsz¿letett 

malacok egy r®sze fertŖzºtten jºn vil§gra, ami forr§sa lehet a fiatal egyedek kºzºtti fertŖz®si 

l§ncoknak. Tov§bb§, ha egy l®tes²tm®nyen bel¿l tºrt®nik a fial§s ®s a v§lasztott malacok 

nevel®se, akkor a fertŖz®s visszafel® tºrt®nŖ §raml§sa szint®n megfigyelhetŖ. Vertik§lis 

transzmisszi· elsŖsorban a fiatal koc§k kºzºtt jellemzŖ (Mart²n-Valls et al., 2023b). Fial§skor 

a legtºbb koca ¿r²t v²rust a tejben, ugyanakkor az almonk®nti PCR-pozit²v malacok ar§nya 

sz®les hat§rok kºzºtt v§ltozhat, viszont egy h®ten bel¿l a legtºbb malac viraemi§s lesz (Cano 

et al., 2009; Mengeling et al., 1998). Val·sz²nŤleg, ha a magzat a m®hben nem is fertŖzŖdik, 

k®sŖbb az anyakoc§val ®s alomt§rsaival tºrt®nŖ fizikai ®rintkez®s sor§n igen. 

6.2 A PRRSV v§ltoz®konys§ga  

6.2.1 Genetikai v§ltozatoss§g 

Ugyan elt®rŖ megnevez®ssel, p®ld§ul Ăblue-eared diseaseò vagy Ămystery swine diseaseò, 

de az elsŖ PRRSV-1 ®s PRRSV-2 okozta j§rv§nykitºr®seket Eur·p§ban ®s az Amerikai 

Egyes¿lt Ćllamokban hasonl· idŖben, 1990-ben ®s 1987-ben ²rt§k le elŖszºr (Keffaber, 1989; 

Wensvoort et al., 1991). Retrospekt²v vizsg§latokkal m§r kor§bbi ®vekbŖl, PRRSV-1 eset®ben 

1988-b·l, PRRSV-2 eset®ben pedig 1979-bŖl sz§rmaz· sav·mint§kban is siker¿lt 

szeropozitivit§st kimutatni (Carman et al., 1995; Ohlinger, 1992). A k®t PRRSV faj ®s a 

legkºzelebbi kºzºs Ŗs megjelen®s®nek lehets®ges idŖpontj§r·l elt®rŖ becsl®seket tal§lhatunk 

az irodalomban (Forsberg, 2005; Hanada et al., 2005). A PRRSV-2-genom ORF5 r®gi·j§nak 
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kiterjedt szekvenciaadataira vonatkoztatott eredm®nyei alapj§n az §tlagos szubsztit¼ci·s r§ta 

3,2ï9,6*10-3 szubsztit¼ci·/poz²ci·/®v, valamint az ezen a r®gi·n v®gzett sz§m²t§sok a 

legkºzelebbi kºzºs Ŗs megjelen®s®t az 1970-es ®s 1980-as ®vek kºz® helyezik 

(Pamornchainavakul et al., 2022; Shi et al., 2010b). Az amerikai kontinensen a legelterjedtebb 

PRRSV-2-tºrzsek val·sz²nŤleg Kanad§b·l vagy a Kºz®p-Nyugat r®gi·ban tal§lhat· 

orsz§gokb·l erednek (Pamornchainavakul et al., 2023b). A PRRSV-1 eset®ben szint®n az 

ORF5 r®gi· vizsg§lat§ra t§maszkodva az evol¼ci·s r§ta hasonl·nak bizonyul a PRRSV-2 

eredm®nyeihez, ami 3,01ï5,8*10-3 szubsztit¼ci·/poz²ci·/®v, viszont a legkºzelebbi kºzºs Ŗst 

kor§bbra dat§lj§k, a 20. sz§zad elsŖ fel®re, ugyanakkor a PRRSV-1 eur·pai elterjed®s®nek 

filogeogr§fiai kiindul·pontj§r·l tov§bbra is ellentmond· adatok §llnak rendelkez®sre (Franzo et 

al., 2022; Nguyen et al., 2014).  

A PRRSV-genom egyik legv§ltoz®konyabb r®gi·jak®nt a GP5 szerkezeti feh®rj®t k·dol· 

ORF5-ºt, m²g a legkonzervat²vabbnak a nukleokapszid-feh®rj®t k·dol· ORF7-et tartott§k 

sz§mon (Andreyev et al., 1997; Su§rez et al., 1996). Az ORF5 g®nen bel¿l megfigyelhetŖ 

nukleotid ®s aminosav (as) szekvencia elt®r®s el®rheti a 18%-ot ®s 21%-ot (Kvisgaard et al., 

2013c; Luo et al., 2023). A Franzo ®s munkat§rsai §ltal meg§llap²tott 9%-os §tlagos genetikai 

t§vols§g az ORF7 eset®ben a kor§bbi meg§llap²t§sokkal ellent®tben nagyobb variabilit§sra 

enged kºvetkeztetni (Franzo et al., 2021). Enn®lfogva ezek a g®nszakaszok a legnagyobb 

m®rt®kben kutatott ®s szekven§lt genomi r®gi·k, valamint kºz¿l¿k legink§bb az ORF5-re 

t§maszkodva tºrt®nnek a filogenetikai ®s molekul§ris epidemiol·giai vizsg§latok (l§sd a 

kºvetkezŖ fejezetben). Az NSP2 feh®rj®t k·dol· genom szakasz egy m§sik, gyakran az 

®rdeklŖd®s kºz®ppontj§ba ker¿lŖ magas variabilit§ssal rendelkezŖ r®gi· (aminosav 

hasonl·s§g 63,9ï99,4%), ami legink§bb a sz§mottevŖ, elsz·rtan elhelyezkedŖ del®ci·k ®s 

inszerci·k kºvetkezm®nyek®nt kialakul· hosszpolimorfizmusban mutatkozik meg (Wang et al., 

2019b; Zhang et al., 2023).  

A PRRSV genetikai v§ltozatoss§g§t nagyobb l®pt®kben vizsg§lva, ¼gy tal§lt§k, hogy 

egy-egy adott j§rv§nykitºr®s sor§n a PRRSV nagy v§ltozatoss§got k®pes felhalmozni 

viszonylag rºvid idŖn bel¿l, ugyanakkor idŖvel ez jelentŖsen csºkkenhet ®s az adott tºrzs egy 

¼j v§ltozata terjedhet el (Clilverd et al., 2023; Kikuti et al., 2023; Mart²n-Valls et al., 2023a). 

6.2.2 Lesz§rmaz§si vonalak ®s elterjed®s¿k 

A PRRS-t okoz· k®t v²rusfaj fºldrajzi eloszl§sa nem egyenletes: m²g a PRRSV-1 fŖ 

elterjed®si ter¿lete Eur·pa, addig a PRRSV-2-nek fŖleg Amerika ®s Ćzsia. Annak ellen®re, 

hogy a PRRSV vil§gszerte elterjedt, n®h§ny orsz§gnak siker¿lt el®rnie, illetve fenntartania a 

PRRS-mentess®get (https://www.woah.org/en/disease/porcine-reproductive-and-respiratory-

syndrome/, 2023.01.26.). 

https://www.woah.org/en/disease/porcine-reproductive-and-respiratory-syndrome/
https://www.woah.org/en/disease/porcine-reproductive-and-respiratory-syndrome/
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A PRRSV-1- ®s PRRSV-2-tºrzsek klasszifik§ci·ja ®s nevez®ktana nem egys®ges. A 

PRRSV-2 eset®ben a monofiletikus fŖ- ®s alcsoportokra azoknak az angol megfelelŖj®vel 

fogunk utalni. A lineage ®s sublineage (genetikai vonal ®s alvonal) elnevez®sek nemzetkºzileg 

is elismert ®s alkalmazott fogalmak, ez®rt ezektŖl a tov§bbiakban nem szeretn®nk elt®rni. A 

PRRSV-1 eset®ben a fŖ monofiletikus csoportkateg·ri§ra az angol fogalommal (ST, subtype) 

megegyezŖ szubt²pus elnevez®st, m²g az alcsoportokra szint®n a nemzetkºzi szaknyelvnek 

megfelelŖen a lineage sz·t fogjuk haszn§lni a disszert§ci·ban. 

A PRRSV-2-tºrzsek klasszifik§ci·s rendszer®t 2010-ben alapozt§k meg, melyben az 

ORF5 szekvenicaanal²zise alapj§n kilenc lineage-et (L1ï9) ®s ezeken bel¿l sz§mos 

sublineage-et karakteriz§ltak (Shi et al., 2010b). Tºbb, mint egy ®vtizeddel k®sŖbb a 

klasszifik§ci·s rendszer finom²t§sa ahhoz vezetett, hogy ºsszesen 11 lineage-et ®s tov§bbi 21 

sublineage-et hat§roztak meg 2023-ban (Yim-im et al., 2023). Amerik§ban az elm¼lt 

®vtizedben az L1 ®s L9 vadt²pus¼ tºrzsek, illetve ®lŖ attenu§lt (MLV, modified live viruses) 

vakcinatºrzseket ®s azok lesz§rmazottait mag§ba foglal· L5 ®s L8 csoportok tagjai terjedtek 

el dºntŖ tºbbs®gben (Pamornchainavakul et al., 2023b; Paploski et al., 2021; Ramos et al., 

2022; Yim-im et al., 2023). A genetikai diverzit§s szempontj§b·l ®rdekes fejlem®ny, hogy az 

L5 ®s L8 lineage-ek jelenl®te folyamatosan csºkken az USA-ban. Val·sz²nŤleg az 

MLV-vakcin§k kiterjedt alkalmaz§s§nak kºszºnhetŖen a vadt²pus¼ tºrzsek kiszorulnak, b§r 

egyelŖre k®rd®ses, hogy nem csup§n a szekvenciaadatok torz²t§sa l§that·-e (Kikuti et al., 

2021). K²n§ban az Amerik§ban is jellemzŖen uralkod· L1, L5 ®s L8 mellett az L3 tal§lhat· meg 

fŖk®nt (Fang et al., 2022; Gao et al., 2017). D®l-Kore§ban szint®n az L1, L5 ®s L8 fordul elŖ, 

viszont az L5 elsŖ azonos²t§s§t kºvetŖen kºzel egy ®vtizedig nem tºrt®nt m§sik lesz§rmaz§si 

vonal behurcol§sa ®s az orsz§gban egyedi evol¼ci·s hat§soknak kºszºnhetŖen 

orsz§gspecifikus kl§dok kialakul§sa volt megfigyelhetŖ (Kim et al., 2022, 2021; Lee et al., 

2023). D®lkelet-Ćzsi§ban ugyan¼gy az L1, L5 ®s L8 tagjai azonos²that·k (Do et al., 2016; 

Jantafong et al., 2015). Korl§tozott sz§m¼ szekvenciaadatokkal rendelkezŖ orsz§gok kºz¿l 

p®ld§ul Jap§nban elsŖsorban az L4, Indi§ban pedig az L8 jelenl®te detekt§lhat· (Cui et al., 

2022; Murtaugh et al., 2015; Rajkhowa et al., 2018). 

A disszert§ci· szempontj§b·l az L5-ºt szeretn®nk kiemelni ®s r®szletesebben bemutatni. 

Ebbe a lineage-be sorol·dnak a PRRSV-2 protot²pus vadt²pus¼ tºrzs®nek (VR-2332), illetve 

az abb·l sz§rmaztatott ®lŖ, attenu§lt vakcinatºrzsnek (Ingelvac PRRS MLV, vagy r®gebbi 

nev®n RespPRRS MLV) a lesz§rmazottai (Shi et al., 2010b). A legtºbb orsz§gban ennek a 

lineage-nek a megjelen®se ®s azonos²t§sa az Ingelvac PRRS MLV vakcina rendszeres 

alkalmaz§s§nak kºvetkezm®nye. Glob§lis elterjed®s®t tekintve az L5 legink§bb Kanad§ban, 

K²n§ban, USA-ban, Mexik·ban, Kore§ban ®s D§ni§ban fordul elŖ (Murtaugh et al., 2015). A 

PRRSV-2 elsz·rt eur·pai megjelen®se nagyr®szt az L5-hºz kºthetŖ ®s behurcol§sa v®lhetŖen 

egy MLV-vakcina prevent²v haszn§lata miatt tºrt®nhetett 1996-ban, D§ni§ban (Bßtner et al., 
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1997; Stadejek et al., 2013). Az L5 eur·pai tºrzseirŖl szekvenciaadat csak korl§tozott sz§mban 

®rhetŖ el, kiv®ve a D§ni§b·l sz§rmaz· adatok, ahol nagy erŖket fektetnek a keringŖ tºrzsek 

jellemz®s®be, l®v®n az egyik legmeghat§roz·bb sert®skereskedelmet folytat· eur·pai orsz§g 

(Balka et al., 2008; Greiser-Wilke et al., 2010; Indik et al., 2005; Kvisgaard et al., 2013a; 

Papatsiros et al., 2020).  

L1-be tartoz· vadt²pus¼ PRRSV-2-tºrzsek jelenl®t®t Eur·p§ban elŖszºr Magyarorsz§gon, 

majd k®sŖbb Szlov§ki§ban mutatt§k ki (Balka et al., 2015, 2008; Jackov§ et al., 2013).  

A PRRSV-1-tºrzsek csoportos²t§s§nak alapjait az ORF5 ®s ORF7 szekvenciaelemz®se 

alapj§n Stadejek ®s munkat§rsai fektett®k le, majd ezt k®t jelentŖs kºzlem®ny bŖv²tette ®s 

finom²totta az egyre tºbb rendelkez®sre §ll· ORF5 szekvenciaadat t§mogat§s§val (Balka et 

al., 2018; Shi et al., 2010a; Stadejek et al., 2006). Az eredetileg meg§llap²tott 4 szubt²puson 

(ST1ïST4) bel¿l a legnagyobb diverzit§s¼ filogenetikai csoport, az ST1 k®pviselŖit h§rom 

lesz§rmaz§si vonalra (L1ïL3) vagy sz§mos kl§dra bontott§k (Balka et al., 2018; Shi et al., 

2010a). Az ORF5, ORF7 vagy teljesgenomalap¼ filogenetikai elemz®seket n®zve az 

Oroszorsz§gb·l sz§rmaz· tºrzsek egy r®sze k®rd®ses helyet foglal el ebben a klasszifik§ci·s 

rendszerben, tºbb esetben nem alkotnak monofiletikus kl§dot a szubt²pusok tºbbi tagj§val (Shi 

et al., 2010a; Yuzhakov et al., 2020). Az ST1 az egyetlen kl§d, amely Eur·pa hat§rain t¼l is 

elŖfordul. Eddig ebbe a szubt²pusba sorolt§k az Amerik§ban, Tajvanban ®s Thaifºldºn 

azonos²tott, relat²v sporadikus elterjed®sŤ tºrzseket, valamint a Kore§ban PRRSV-2-hºz 

hasonl· gyakoris§ggal izol§lt tºrzseket is (Hsueh et al., 2023; Jantafong et al., 2015; Lee et 

al., 2023; Wang et al., 2019b). K²n§ban az ST1-tºrzsek prevalenci§ja nºvekvŖ tendenci§t 

mutat az ut·bbi ®vek adatai szerint (Gao et al., 2017; Sun et al., 2023). Mint ahogy a PRRSV-2 

MLV-vakcin§kn§l is megfigyelhetŖ volt, Kore§ban bizonyos PRRSV-1-kl§dok detekt§l§s§nak 

gyakoris§ga az adott vakcina bevezet®s®t kºvetŖen nŖtt meg, tov§bb§ az elterjed®s¿k 

szerepet j§tszott a tºbbi tºrzs diverzifik§l·d§s§ban (Kim et al., 2021; Kwon et al., 2019). 

¥sszess®g®ben az Eur·p§n k²v¿li kontinenseken keringŖ PRRSV-1-tºrzsekre jellemzŖ, hogy 

orsz§gonk®nt nagym®rt®kben elt®rnek egym§st·l, val·sz²nŤleg egym§st·l f¿ggetlen¿l 

fejlŖdtek, aminek alapja az Eur·p§b·l tºrt®nŖ behurcol§sok korl§tozott sz§ma lehet (Kim et 

al., 2021; Nilubol et al., 2013; Wang et al., 2019b; Yu et al., 2022).   

Az ORF5-szekvenciaalap¼ klasszifik§ci·t sz§mos kritika ®ri, mivel az ORF5 mindºssze 

4%-§t teszi ki a teljes genomnak. Az ut·bbi ®vtizedben tºrt®nt technol·giai fejlŖd®snek 

kºszºnhetŖen a nagysz§m¼ el®rhetŖ teljes genom §tfog· filogenetikai vizsg§lata alapj§n a 

PRRSV-2-tºrzsek h§rom genocsoportra ®s tov§bbi alcsoportokra bonthat·k (Guo et al., 2021). 

Szint®n tov§bb nehez²ti a PRRSV vil§gszintŤ genetikai v§ltozatoss§g§nak megismer®s®t, 

hogy a legtºbb szekvenciaadat, ak§r a teljes genom, ak§r az ORF5 szekvenci§t vessz¿k 

alapul, csup§n h§rom orsz§gb·l sz§rmazik (K²na, USA ®s D®l-Korea) (Frias-De-Diego et al., 

2021). Annak ellen®re, hogy 2010-tŖl kezdŖdŖen a teljesgenomalap¼ vizsg§latok sz§ma 
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majdnem k®tszer annyi, mint az egy-egy adott ORF-alap¼ak, a filogenetikai elemz®sek 

nagyr®szt tov§bbra is az ORF5 alapj§n zajlanak (Frias-De-Diego et al., 2021). 

6.2.3 Rekombin§ci· 

A magas mut§ci·s r§t§n fel¿l a rekombin§ci· a m§sik meghat§roz· mozgat·rug· a PRRSV 

tºrzsek gyors evol¼ci·j§ban (Murtaugh et al., 2010). A rekombin§ci·s esem®nyek a r®sztvevŖ 

tºrzsek szerint a kºvetkezŖ h§rom fŖ csoportba sorolhat·ak: vad- ®s vad-; vakcina- ®s 

vakcina-; vakcina- ®s vadt²pus¼ tºrzsek kºzºtt jºn-e l®tre. Emellett meg szokt§k hat§rozni, 

hogy a rekombin§ci· lineage-eken bel¿l vagy lineage-ek kºzºtt zajlott-e. A g®nbankban 

tal§lhat· PRRSV-2-rekordok kºzºtt igen magas, Cui ®s munkat§rsai eredm®nyei alapj§n ak§r 

a 35%-ot is el®ri a rekombin§nsok jelenl®te, melybŖl kºvetkeztethet¿nk az §llom§nyokban 

cirkul§l· rekombin§ns tºrzsek nagy sz§m§ra is (Cui et al., 2022). A rekombin§ci·s tºr®spontok 

az eg®sz genomban elsz·rtan helyezkednek el, a forr· pontok pedig az NSP1, NSP9, NSP11, 

illetve az ORF2ï4 r®gi· ter¿let®re koncentr§l·dnak (Cui et al., 2022; Yu et al., 2020). Az 

USA-ban ®s K²n§ban fŖk®nt az L1 ®s L8 tagjai kºz¿l ker¿ltek azonos²t§sra a rekombin§ns 

v²rusok, mindemellett K²n§ban kimutattak tºbbszºrºs rekombin§ns tºrzseket is, melyek 

eredete h§rom vagy ak§r n®gy lineage-hez is kºthetŖ (Chen et al., 2018; Cui et al., 2022; Liu 

et al., 2019). PRRSV-1-tºrzsek §tfog· elemz®se alapj§n, a g®nbankban tal§lhat· teljes genom 

rekordok tºbb mint fele rekombin§nsnak bizonyult, a rekombin§ci·s tºr®spontok szint®n az 

NSP2, illetve az ORF2ï4, tov§bb§ az NSP1, NSP7 ®s az ORF6-7 r®gi·kban halmoz·dtak fel 

(Vandenbussche et al., 2021; Yu et al., 2022). 

A sert®stelepeken keringŖ MLV-vakcinatºrzsek vonatkoz§s§ban nem csak a virulencia 

visszanyer®se (reverzi·), hanem a m§s vakcinatºrzsekkel, illetve vadt²pus¼ tºrzsekkel 

l®trejºvŖ rekombin§ci· vesz®lye is fenn§ll. Sz§mos vakcina eredetŤ rekombin§ns v²rustºrzs 

eset®ben azt ®szlelt®k, hogy a sz¿lŖi vakcinatºrzshºz k®pest megnºvekedett virulenci§val 

rendelkeznek vagy nagyobb mortalit§st okoznak, ez®rt j§rv§nytani szerep¿k nem 

elhanyagolhat·. PRRSV-1 eset®ben eddig kettŖ, k¿lºnbºzŖ vakcinaszerŤ tºrzsek alkotta 

rekombin§ns izol§tum teljes genomj§t ²rt§k le, amely rekombin§ci·s esem®nyeket az al§bbi 

kereskedelmi forgalomban kaphat· vakcin§k haszn§lat§t kºvetŖen ®szleltek: UnistrainÈ ®s 

PorcilisÈ, illetve UnistrainÈ ®s SuvaxynÈ PRRS vakcin§k (Kvisgaard et al., 2020; Renson et 

al., 2017; Sun et al., 2022). Az izol§lt rekombin§ns tºrzsek kºz¿l az egyik j§rv§nykitºr®st ®s 

jelentŖs gazdas§gi k§rokat okozott D§ni§ban (Kristensen et al., 2020; Kvisgaard et al., 2020). 

K¿lºnbºzŖ v²rustºrzseket tartalmaz· MLV-vakcin§k p§rhuzamos haszn§lat§t egyes 

vakcin§kat forgalmaz· c®gek sem aj§nlj§k (https://www.msd-animal-health-

hub.co.uk/Products/Porcilis-PRRS, 2024.01.28.). Az USA-ban, a 2023-as ®v sor§n ker¿lt 

elŖszºr le²r§sra olyan tºrzs, amely felt®telezhetŖen PRRSV-2 MLV-vakcinatºrzsek kºzºtt 

lezajlott rekombin§ci·t mutatott (Trevisan et al., 2023). Gyakrabban, ®s fŖleg a PRRSV-2 

https://www.msd-animal-health-hub.co.uk/Products/Porcilis-PRRS
https://www.msd-animal-health-hub.co.uk/Products/Porcilis-PRRS
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eset®ben ker¿ltek azonos²t§sra olyan tºrzsek, amelyek val·sz²nŤleg valamilyen vakcina- ®s 

vadt²pus¼ tºrzs keresztezŖd®s®bŖl alakultak ki (Chen et al., 2017; J. Liu et al., 2017; Wang et 

al., 2019a; Xia et al., 2023; Zhang et al., 2020). Ezen v²rustºrzseknek v§ltoz· volt a 

patogenit§sa, illetve nagyr®szt j§rv§nykitºr®sekbŖl vagy megbetegedett sert®sekbŖl izol§lt§k 

Ŗket. 

Egyes kutat§sok alapj§n bizonyos filogenetikai csoportok egy adott rekombin§ci·s 

esem®nyt kºvetŖen jºttek l®tre ®s nagysz§m¼ rekombin§ns lesz§rmazottat foglalnak 

magukba, amelyek az adott orsz§g tºbb pontj§n, tºbb ®vet §tºlelŖen keringenek (Kim et al., 

2022; Shi et al., 2013). 

6.2.4 Kv§zispecies jelleg 

Az RNS-v²rusokra, ²gy a PRRSV-re is jellemzŖ a nagy hibaar§ny¼ replik§ci· kºvetkezt®ben 

kialakul· magas mut§ci·s r§ta. Ennek folyt§n az RNS-v²ruspopul§ci·t a gazdaszervezeten 

bel¿l nem egy, hanem tºbb elt®rŖ, de egym§ssal szoros rokons§gban §ll· genomok halmaza, 

m§s n®ven kv§zispecies alkotja (Domingo et al., 2021; Holland et al., 1992). A sz®les mut§ns 

spektrummal b²r· v²ruspopul§ci· ¼gy biztos²tja a v²rus folyamatos alkalmazkod§s§t, hogy az 

adott kºrnyezeti felt®telek szabta szelekci·s nyom§snak legjobban megfelelŖ vari§nsok 

ker¿lnek elŖnybe (Andino ®s Domingo, 2015). A kisebb ar§nyban jelen l®vŖ vari§nsok 

karakteriz§l§s§hoz ®s a kv§zispecies sokr®tŤ vizsg§lat§hoz az ¼jgener§ci·s szekven§l§s 

(NGS, next-generation sequencing; r®szletesebben l§sd k®sŖbb: 6.5 fejezet, 33.o.) az ut·bbi 

®vtizedben kiv§ltotta a r®gebbi m·dszert, azaz a PCR-term®kek kl·noz§st kºvetŖ 

Sanger-szekven§l§s§t (Lu et al., 2020). Egy adott mint§ban tal§lhat· v²ruspopul§ci· genetikai 

v§ltozatoss§g§t az ºssze§ll²tott konszenszus szekvenci§t·l elt®r®st mutat· nukleotidokkal 

szok§s karakteriz§lni, amelyre elsŖsorban egypontos nukleotid vari§nsk®nt (SNV, single 

nucleotide variant) vagy minor vari§nsk®nt szok§s hivatkozni. A v²ruspopul§ci·ban elŖfordul·, 

adott SNV-k §ltal meghat§rozott szekvenciavari§nsok csoportj§t nevezhetj¿k haplot²pusnak 

(Knyazev et al., 2021).  

Az irodalmi adatok §ttekint®se sor§n azt tapasztaltuk, hogy b§r viszonylag korl§tozott 

sz§m¼ kutat§s f·kusz§l a PRRSV kv§zispecies®nek vizsg§lat§ra, jelentŖsen hozz§j§rulnak a 

PRRSV-rŖl alkotott ismereteinkhez. A PRRSV elleni hat§stalan v®dekez®s m§r a 2000-es 

®vek elej®n azt eredm®nyezte, hogy az egyeden bel¿li kv§zispecies adta v§ltozatoss§got 

kezdt®k vizsg§lni ®s kimutatt§k, hogy a fertŖzºtt sert®sek val·ban genetikailag ®s 

szerkezetileg elt®rŖ v²rusv§ltozatokat hordoznak (Goldberg et al., 2003). Egy m§sik viszonylag 

korai tanulm§ny in vitro bizony²totta, hogy az antitestek §ltal gyakorolt szelekci·s nyom§s 

hat§ssal volt a v²ruspopul§ci· ºsszet®tel®re (Zhao et al., 2012). Az ¼jabb §tfog· kutat§sok 

szerint az SNV-k elŖfordul§sa ®s gyakoris§ga a PRRSV-genomon a vizsg§lt egyedtŖl f¿ggŖen 

elt®rŖ mint§zatot mutat, b§r egys®gesen megfigyelhetŖ, hogy legink§bb a nem-szerkezeti 
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r®gi·kon koncentr§l·dnak, tov§bb§ a legjellemzŖbb mut§ci· a cisztein/timin tranz²ci· (Brar et 

al., 2014; Chen et al., 2016; Clilverd et al., 2023; Evans et al., 2017; Xing et al., 2022). 

Mindemellett, a v²ruspopul§ci·ban fellelt diverzit§s a minta t²pus§t·l ®s a fertŖz®s ·ta eltelt 

idŖtŖl egyar§nt f¿gghet, ami al§t§masztja az egyedekre, illetve a szervek/szºvetek kºzºtt hat· 

folyamatos szelekci·s nyom§s hat§s§t (Chen et al., 2016, 2015; Clilverd et al., 2023; Evans 

et al., 2017; Lu et al., 2017).  

Chen ®s munkat§rsai mesters®gesen fertŖzºtt malacok kv§zispecies-v§ltozatoss§g§t 

vizsg§lt§k. A fertŖz®st kºvetŖen (4., 28. ®s 42. napokon) azonos²tottak olyan pozit²v szelekci· 

alatt §ll· SNV-ket a GP5-ben, amirŖl ¼gy v®lt®k, hogy az immunrendszer elker¿l®s®t ®s a 

PRRSV perzisztenci§j§t seg²tik elŖ (Chen et al., 2016). Hasonl·k®ppen, Evans ®s munkat§rsai 

igazolt§k, hogy a fertŖz®s korai szakasz§ban kialakul· v§ltozatoss§g (tºbb, ak§r elt®rŖ SNV 

egy¿ttes jelenl®te) a v²rusneutraliz§ci·, vagy a replik§ci· hat®konys§g§ra egyar§nt hat§ssal 

volt (Evans et al., 2017). Tov§bb§, a v²ruspopul§ci· genetikai diverzit§s§nak vizsg§lat§val f®ny 

der¿lt arra, hogy az egyedek kºzºtti v²rusterjed®s mechanizmus§ra jellemzŖ a 

palacknyak-hat§s, vagyis az ¼jonnan fertŖzºtt egyedekben kev®sb® heterog®n v²ruspopul§ci· 

telepedik meg, majd idŖvel ennek az alap²t· v²ruspopul§ci·nak a genetikai diverzit§sa 

nºvekszik (Cortey et al., 2018).  

Annak ellen®re, hogy az MLV-vakcin§k sz®les kºrben elterjedt eszkºzei a PRRS elleni 

v®dekez®snek, a vakcinatºrzsek genetikai v§ltoz®konys§g§ra ®s stabilit§s§ra vonatkoz· 

inform§ci·k korl§tozottak, pedig ezek hat§ssal lehetnek a vakcinav²rusok reverzi·j§ra vagy a 

hat®konys§gukra. PRRSV eset®ben eddig kev®sb® vizsg§lt ez a k®rd®skºr, azonban 

jelentŖs®g®t mutatja egy kºzlem®ny, miszerint kºzvetlen¿l a vakcinafiol§b·l vizsg§lt Ingelvac 

MLV (PRRSV-2) vakcinav²rus m§r egy eleve nagyon heterog®n v²ruspopul§ci·t hordoz, amely 

az adott sert®s n®gyes kromosz·m§j§n tal§lhat· egypontos nukleotid polimorfizmus 

markernek (WUR10000125) a genot²pus§t·l f¿ggŖen tov§bb nŖhet vagy m®rs®klŖdhet, 

befoly§solva a vakcina hat®konys§g§t (Rowland et al., 2022).  

6.3 A PRRSV diagnosztik§ja 

Mivel a PRRS-nek nincsen patognomikus t¿nete, a k·rokoz· azonos²t§s§hoz 

elengedhetetlen valamilyen diagnosztikai m·dszer alkalmaz§sa. A PRRS vil§gszerte s¼lyos 

gazdas§gi k§rt okoz· megbeteged®snek sz§m²t, ²gy a megjelen®se ·ta a sokr®tŤ diagnosztikai 

m·dszerek folyamatos fejlŖd®sen ®s optimaliz§l§son estek §t, melyekhez szorosan 

kapcsol·dik a betegs®g elleni v®dekez®sben ®s a mentes²t®sben elengedhetetlen, a 

k·rokoz·kat c®lz· folyamatos monitoring is (Alvarez et al., 2016; Holtkamp et al., 2011; Pan 

et al., 2023). AlapvetŖen k®t fŖ ir§nyvonalon tºrt®nik a diagnosztika, az egyik a k·rokoz· v²rus 

kºzvetlen, a m§sik a kºzvetett, azaz a k·rokoz· ellen termelŖdºtt specifikus ellenanyagok 

kimutat§sa. Mindk®t megkºzel²t®s a fertŖz®s k¿lºnbºzŖ aspektusaira enged kºvetkeztetni, 
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ez®rt alkalmaz§sukat az aktu§lis c®lokhoz ®rdemes igaz²tani (Christopher-Hennings et al., 

2002). 

Az indirekt v²ruskimutat§s a sert®s§llom§nyok szintj®n m®rvad· ®s elsŖsorban enzimhez 

kºtºtt immunadszorpci·s vizsg§latokkal (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay) val·sul 

meg. Az ELISA eset®ben a hagyom§nyos antig®n (legink§bb rekombin§ns nukleokapszid) 

mellett szintetikus peptid, illetve nemr®giben nanor®szecske alap¼akat is kifejlesztettek (Duan 

et al., 2021; Zhao et al., 2021). A kereskedelmi forgalomban kaphat· ELISA-kitek elt®rŖ 

specificit§sa ®s szenzitivit§sa fŖk®nt a PRRS-mentes sert®s§llom§nyok, valamint a PRRSV-re 

n®zve stabil koca§llom§nyokon fel¿l olyan telepek vizsg§lat§n§l b²r jelentŖs®ggel ahol 

aktu§lisan nincs v²ruskering®s vagy csak a h²z·sert®sekn®l figyelhetŖ meg fertŖzŖd®s, ez®rt 

ilyen esetekben tan§csos a diagnosztik§t valamilyen direkt kimutat§si m·dszerrel kieg®sz²teni 

(Biernacka et al., 2018). A m·dszerek eme csoportj§ba tartoznak m®g a v²rusneutraliz§ci·s 

®s az indirekt immunfluoreszcens pr·b§k, tov§bb§ az immunperoxid§z fest®ssel tºrt®nŖ 

ellenanyagkimutat§s egyr®tegŤ sejtteny®szeten (IPMA) is. Ennek a diagnosztikai 

megkºzel²t®snek az az elŖnye, hogy az ellenanyagok a fertŖz®st kºvetŖen ak§r 4ï5 h·napon 

kereszt¿l is kimutathat·k a v®rbŖl, azonban csak a vadv²rus, illetve az alkalmazott vakcin§k 

kºzvetett hat§s§t k®pesek felm®rni, mely adatokb·l a fertŖz®s lefoly§s§ra ®s a k¿lºnbºzŖ 

korcsoportok immunol·giai st§tusz§ra kºvetkeztethet¿nk az §llom§nyokban. 

A direkt v²ruskimutat§s sor§n vagy a v²rus antig®njeit, vagy a genetikai §llom§ny§t 

vizsg§ljuk. FŖleg a betegs®g heveny f§zis§ban, az egy-egy konzervat²v genomszakasz 

(§ltal§nosan ORF6 ®s ORF7) sokszoroz§s§ra t§maszkod·, nagy ®rz®kenys®ggel b²r· 

polimer§z l§ncreakci· (PCR) rendszerek ï mint p®ld§ul be§gyazott (nested) vagy egyszerŤ 

(single) reverz transzkripci·s PCR (RT-PCR), digit§lis PCR, val·s idejŤ (real-time) PCR, 

hurokkºzvet²tett izotermikus amplifik§ci·, vagy a PRRSV-2-tºrzsek restrikci·s fragmenshossz 

polimorfizmus-mint§zata ï kºz¿l az RT-PCR a legelterjedtebben alkalmazott technika mind a 

mai napig (Pan et al., 2023). A PCR-m·dszerek sz§mos elŖnye ellen®re, egyik h§tr§nya abban 

mutatkozik meg, hogy a c®lr®gi·ra specifikus primerszekvenci§k folyamatos fel¿lvizsg§lata ®s 

az adott fºldrajzi r®gi·hoz tºrt®nŖ igaz²t§sa elengedhetetlen a PRRSV tºrzsek nagyfok¼ 

genetikai v§ltozatoss§ga miatt (Drigo et al., 2014; Toplak et al., 2012; Truyen et al., 2006). A 

PRRSV jelenl®t®nek kimutat§s§n t¼l a PCR-term®kek nukleotidszekvenci§j§nak 

meghat§roz§sa hozz§j§rul a tºrzsek kºzºtti rokons§gi ®s hasonl·s§gi kapcsolatok 

felt§r§s§hoz, ezzel seg²tve a r®gi ®s ¼jonnan felbukkan· tºrzsek eredet®nek vizsg§lat§t, 

valamint a diagnosztikai m·dszerek fejleszt®s®t. Ezzel kapcsolatban a hagyom§nyos 

PCR-rendszereknek ®s egyben a Sanger-szekven§l§snak egy m§sik h§tr§nya, hogy a 

sert®s§llom§nyokban egy idŖpontban tºbb heterog®n v²rus kering®se nehez²theti a tºrzsek 

detekt§l§s§t ®s jellemz®s®t (Cheng et al., 2022; Greiser-Wilke et al., 2010; Nilubol et al., 2013).  
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A keringŖ v²rustºrzsek molekul§ris diagnosztikai azonos²t§sa rendszerint az ORF5 r®gi· 

szekvenci§j§nak vizsg§lat§val tºrt®nik, azonban ez, ahogy a kor§bbi fejezetekben is eml²t®sre 

ker¿lt, a kiterjedt rekombin§ci· kºvetkezt®ben nem minden esetben ad megb²zhat· eredm®nyt 

(Dortmans et al., 2019; Mart²n-Valls et al., 2014; Vandenbussche et al., 2021). A hagyom§nyos 

PCR-m·dszerek h§tr§nyai, valamint az NGS t®rh·d²t§s§nak kºszºnhetŖen a nagy 

§teresztŖk®pess®gŤ rendszerek is egyre gyakrabban v§lnak az §llatorvosi diagnosztika 

meghat§roz· elem®v® (Bel§k et al., 2013; Granberg et al., 2016). Az NGS egy konszenzus 

szekvencia, legyen az ak§r egy genomszakasz vagy a teljes genom, meg§llap²t§sa mellett 

p®ld§ul tºbb, p§rhuzamosan keringŖ tºrzs azonos²t§s§ra ®s a kv§zispecies komplexit§s§nak 

felm®r®s®re egyidejŤleg alkalmazhat·, bizonyos esetekben ak§r kiv§lthatja a 

Sanger-szekven§l§st (Maloney et al., 2019; McNaughton et al., 2018; Quer et al., 2015; 

Ramakrishnan et al., 2009; Sikkema-Raddatz et al., 2013).  

Az elm¼lt ®vekben mind a short-read, mind a long-read technol·gi§val rendelkezŖ 

NGS-m·dszerek (r®szletesebben l§sd k®sŖbb: 6.5 fejezet) diagnosztikai alkalmaz§sa kiterjedt 

a PRRSV-re (Gagnon et al., 2021; Lalonde et al., 2020; Tan et al., 2019; Vandenbussche et 

al., 2021; Zhang et al., 2017). DºntŖ tºbbs®g®ben a vizsg§latok idŖ- ®s kºlts®gig®nyes 

m·dszereket ®s reagenseket ig®nyelnek.  

6.4 A PRRS j§rv§nytana ®s elimin§ci·ja Magyarorsz§gon 

A PRRS elterjed®se, terjed®si mint§zata ®s az ellene ir§nyul· v®dekez®si tºrekv®sek 

tekintet®ben a hazai tºrt®nete h§rom fŖ peri·dusra oszthat· (Dr. B§lint Ćd§m szem®lyes 

kºzl®se alapj§n). 

A hazai sert®s§llom§nyokban a PRRS jelenl®t®nek az elsŖ kimutat§sa szerol·giai 

vizsg§latok seg²ts®g®vel 1995-ben tºrt®nt, majd nem sokkal k®sŖbb meg§llap²tott§k, hogy az 

eur·pai genot²pusba, azaz a PRRSV-1-be tartoztak a magyarorsz§gi tºrzsek (Horny§k et al., 

1997). Rºvid idŖn bel¿l felvett®k a bejelent®si kºtelezetts®g al§ tartoz· §llatbetegs®gek kºz® 

(1996.07-tŖl, 41/1997.(V.28.) FM rendelet), azonban az eur·pai uni·s jogharmoniz§ci· miatt 

a PRRS-re vonatkoz· v®grehajt§si szab§lyokat hat§lyon k²v¿l helyezt®k (2001.07-tŖl, 30/2002. 

(IV. 19.) FVM rendelet). Ebben az elsŖ idŖszakban (1996ï2004) az §llattart§s egyenlŖ 

ar§nyban oszlott meg a nagyl®tsz§m¼ farmok ®s h§zt§ji farmok kºzºtt. Mivel nem volt kºtelezŖ 

a PRRS-fertŖz®s bejelent®se, a kezdeti alacsony fertŖzºtts®gi ar§ny (2ï3%) nºveked®se volt 

megfigyelhetŖ, a k¿lfºldrŖl behurcolt fertŖzŖd®sek fŖk®nt a korl§tozott sz§m¼ teny®szkoc§k 

import§l§s§hoz voltak kºthetŖek (Dr. B§lint Ćd§m szem®lyes kºzl®se alapj§n).  

A m§sodik idŖszakot (2004ï2014) az Eur·pai Uni·hoz tºrt®nŖ csatlakoz§s kºvetkezt®ben 

megnºvekedett, ismeretlen eredetŤ ®s st§tusz¼ §llatforgalom hat§rozta meg, ezzel egy¿tt a 

kisl®tsz§m¼ §llom§nyokban tartott sert®sek ar§ny§nak csºkken®se ®s a nagyl®tsz§m¼ telepek 

sz§m§nak rohamos nºveked®se (Abonyi et al., 2021a). Mindemellett a haz§nkba behurcolt, 
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valamint az endemikusan keringŖ tºrzsek nagym®rt®kŤ terjed®s®nek is kedvezett a v§ltoz· 

§llateg®szs®g¿gyi igazgat§s, a j§rv§nymegelŖz®s h§tt®rbe szorul§sa, illetve az §llatsz§ll²t§si 

®s karant®n elj§r§sok enyh²t®se. A PRRS prevalenci§ja 2005 ®s 2008 kºzºtt 

hozz§vetŖlegesen 10% volt a nagyl®tsz§m¼ sert®stelepek eset®ben, majd 2011-ben m§r 25%, 

m²g a h§zt§ji §llom§nyok kºr¿lbel¿l 4%-§ban fordultak elŖ szeropozit²v egyedek a 

2012-2013-as ®vekben (Balka, 2009; Nemes et al., 2019). A m§sodik idŖszakban a hazai 

sert®s§llom§nyokb·l heterog®n PRRSV-1-popul§ci·t siker¿lt kimutatni, tov§bb§ az elsŖ 

PRRSV-2-v²rustºrzs hazai kimutat§sa szint®n ekkor tºrt®nt (Balka et al., 2018, 2008). A 

PRRSV-fertŖzºtts®get idŖvel elkezdte m®rs®kelni, hogy 2008-t·l ¼jra felvett®k a bejelent®si 

kºtelezetts®ggel j§r· megbeteged®sek kºz® (113/2008. (VIII.30.) FVM rendelet). Annak 

®rdek®ben, hogy a fertŖzºtts®g ®s a gazdas§gi k§rt®tel m®rt®ke tov§bb csºkkenjen, v®g¿l az 

eg®sz orsz§g mentes¿ljºn a PRRS al·l, a PRRS Nemzeti Mentes²t®si Terv (3/2014 (I.16.) VM 

rendelet) hat§lyba l®pett 2014-ben. A mentes²t®si program ter¿leti elven val·sult meg, vagyis 

az eradik§ci· egy-egy adott kºzigazgat§si egys®g (j§r§s, v§rmegye, r®gi·) ter¿let®re 

koncentr§l·dott. A mentes²t®s kardin§lis eleme a folyamatosan v®gzett monitoring, mind 

szerol·giai, mind PCR-vizsg§latok seg²ts®g®vel, illetve az adott sert®s§llom§nyt megfertŖzŖ 

v²rustºrzs eredet®nek felt§r§sa, a keringŖ tºrzsek elk¿lºn²t®se ®s karakteriz§l§sa, mint 

telepspecifikus, vakcina- vagy vadt²pus¼ tºrzs (Fornyos et al., 2022).   

A harmadik idŖszakot (2014-tŖl napjainkig) a PRRS-mentes²t®s feladatainak v®grehajt§sa, 

a kitŤzºtt c®lok el®r®se ®s az el®rt eredm®nyek, vagyis a mentes st§tusz fenntart§sa hat§rozza 

meg. A mentes²t®s kezdet®n v®gzett felm®r®s alapj§n 2015-ben a nagyl®tsz§m¼ 

h²z·§llom§nyok 61,2%-a, a kisl®tsz§m¼ sert®sfarmoknak mindºssze 3,4%-a bizonyult 

fertŖzºttnek (Nemes et al., 2019; Szab· et al., 2019). A kisl®tsz§m¼ sert®stelepeken detekt§lt 

szeropozit²v egyedek az orsz§g teljes ter¿let®n selejtez®sre ker¿ltek, ²gy hivatalosan 2015 

v®g®re ezek az §llom§nyok PRRS-mentes st§tuszban r®szes¿ltek ®s a kºvetkezŖ ®vekben a 

szeropozitivit§s csak 1% kºr¿li volt (Nemes et al., 2019). A nagyl®tsz§m¼ hizlald§k 

mentes²t®s®nek egyik alapj§t az al§bbi int®zked®sek biztos²tott§k: i) h²z·alapanyag-

§llom§nyok karant®nba helyez®se 60 napig; ii) be®rkezŖ h²z·alapanyag virol·giai vizsg§lata 

(PCR) 48 ·r§n bel¿l; iii) be®rkezŖ h²z·alapanyag karant®nv®gi szerol·giai vizsg§lata. Mivel 

ezen telepekn®l a PRRSV-fertŖz®s elsŖdleges forr§sai az import§lt sert®s§llom§nyok, 2017-tŖl 

kezdŖdŖen csak PRRS-mentes sert®sek v§s§rl§sa ®s besz§ll²t§sa enged®lyezett, illetve az 

eset¿kben kºtelezŖ a karant®n (Orsz§gos FŖ§llatorvos 7/2017. sz§m¼ hat§rozata). Az 

int®zked®sek eredm®nyek®ppen 2019-re az orsz§g teljes h²z·§llom§nya PRRS-mentesnek 

minŖs¿lt (Szab· et al., 2019). Hab§r a nagyl®tsz§m¼ teny®sztelepek 2014-ben l§tott PRRS 

fertŖzºtts®ge kisebb m®rt®kŤ volt mint a h²z·telepek®, a fial§st·l-a-v§g§sig t²pus¼ 

sert®stelepek nagyar§ny¼ jelenl®te miatt a h²z·§llom§nyok mentes²t®s®hez k®pest elt®rŖ 

int®zked®sek v§ltak sz¿ks®gess® (Abonyi et al., 2021b). A nagyl®tsz§m¼ teny®sz§llom§nyok 
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eset®ben bevezet®sre ker¿lt egy egyedi, vakcin§zott mentes (ĂMVò) st§tusz, ahol a 

teny®szkoc§k vakcin§z§sa mellett bizony²tottan mentes ut·d§llom§nyok felnevel®s®t 

immuniz§l§s n®lk¿l kell el®rni (Orsz§gos FŖ§llatorvos 7/2017. sz§m¼ hat§rozata) (Fornyos et 

al., 2023). 2019 v®g®re a h®t magyarorsz§gi r®gi·b·l, amelyek meghat§roz§sa az EU §ltal 

k®sz²tett fºldrajzi alap¼ k·dol§si rendszer szerint tºrt®nt, ºtben minden sert®stelep mentess® 

v§lt, legyen az kisl®tsz§m¼ vagy nagyl®tsz§m¼ teny®sz- ®s h²z·telep, a marad®k k®t r®gi·ban 

(£szak-Alfºld ®s D®l-Alfºld) a teny®sz§llom§nyok mentes²t®se 2022 v®g®ig fejezŖdºtt be (I. 

Szab· et al., 2020; Szab· et al., 2023). A mentes²t®si programot megelŖzŖ ®s az azt kºvetŖ 

®vekben gyŤjtºtt szekvenciaadatok alapj§n a haz§nkban keringŖ PRRSV-tºrzsek sz®les 

diverzit§sa volt megfigyelhetŖ, t¼lnyom·r®szt vadt²pus¼ tºrzsek jelenl®t®vel, illetve 

h§l·zatelemz®s alapj§n tºbb olyan vari§ns azonos²t§sa is megtºrt®nt, melyek kiemelkedŖ 

szerepet j§tszhattak a magyarorsz§gi tºrzsek elterjed®s®ben (Balka et al., 2018; P. M. Szab· 

et al., 2020). A genetikai v§ltozatoss§g egy r®sz®®rt az MLV-v²rustºrzsek visszaizol§l§sa felel. 

Vakcin§kat m§r j·val a mentes²t®si program elŖtt alkalmaztak, fŖk®nt a PorcilisÈ PRRS ®s 

AmervacÈ, majd UnistrainÈ PRRS vakcin§kat, majd a program elindul§sa ut§n tov§bbi MLV 

®s inaktiv§lt vakcin§kat is bevontak az immuniz§l§sba (B§lint et al., 2021). A hazai PRRSV 

tºrzsek ORF5 ®s ORF7 r®gi·inak vizsg§lata alapj§n a Porcilis-vakcinav²rus bizonyult 

genetikailag a legstabilabbnak (B§lint et al., 2021).  

6.5 NGS technol·gia 

A DNS nukleotidsorrendj®nek megismer®s®re az elsŖ szekven§l· technol·gi§k 

kifejleszt®se ·ta folyamatos fejlŖd®si tºrekv®sek zajlanak. A legismertebb elsŖ gener§ci·s 

szekven§l§si elj§r§s l§nctermin§ci·t elŖid®zŖ didezoxi-nukleotidok seg²ts®g®vel zajlott 

(l§nctermin§ci·s m·dszer vagy Sanger-szekven§l§s, 1970-es ®vek). A n®gy k¿lºn 

reakci·elegyben ugyanazon fŖ ºsszetevŖk (DNS-polimer§z, DNS-templ§t, primer ®s 

dezoxinukleotidok) mellett a didezoxi-nukleotidok elt®rtek, ®s a k¿lºnbºzŖ hosszal, de adott 

didezoxi-nukleotiddal v®gzŖdŖ DNS-sz§lakat g®lelektroforetikus elv§laszt§st kºvetŖen 

olvast§k le (Sanger et al., 1977). Ennek a m·dszernek az automatiz§lt v§ltozata (jelºlt 

didezoxi-nukleotidokkal zajl· DNS-templ§t felsokszoroz§s ®s kapill§ris elektrofor®zis) mind a 

mai napig az egyik leggyakrabban alkalmazott szekven§l§si technika. Elterjedt haszn§lata 

ellen®re a Sanger-szekven§l§s rendelkezik n®h§ny limit§ci·val, ezek a rºvidebb DNS-hossz 

leolvas§sa (300ï1000 bp), az egy konszenzus szekvencia meghat§roz§sa ®s a viszonylag 

nagy b§zisonk®nti kºlts®ge. A 2000-es ®vek kºzep®tŖl kezdŖdŖen a magas kihozatal¼ NGS 

rendszerek elkezdt®k t®rh·d²t§sukat, elŖszºr az alapkutat§s, majd a klinikum ®s a 

diagnosztika tudom§nyter¿let®n egyar§nt. Jelenleg, adott §ll§sfoglal§st·l f¿ggŖen m§sodik-, 

harmadik- ®s negyedik gener§ci·s szekven§l· platformok vannak kereskedelmi forgalomban 

(Hu et al., 2021; Slatko et al., 2018). A leolvasott szekvenci§k (tov§bbiakban: read) hossz§t 
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tekintve k®t fŖ csoportra bonthat·k a kidolgozott technol·gi§k: a rºvid, azaz short-read, ®s a 

hossz¼, m§s n®ven long-read szekven§l§sra (Goodwin et al., 2016). A short-read alap¼ 

rendszerek kºz¿l az Illumina §ltal gy§rtott k®sz¿l®kek piacvezetŖ poz²ci·t tºltenek be 

(https://www.illumina.com/, 2024.01.28).  

Sz§mos szekven§l§si elj§r§shoz, fŖleg a klinikai mint§k eset®ben, sz¿ks®ges a k®rd®ses 

genetikai anyag d¼s²t§s§nak be®p²t®se az NGS munkafolyamat§ba. Az egyik ilyen 

kºlts®ghat®kony megold§s a PCR seg²ts®g®vel tºrt®nŖ felszapor²t§s, ami teljes genom 

vizsg§lata eset®n nagyr®szt 3ô-v®g®n randomiz§lt nukleotidokat tartalmaz· primerek 

seg²ts®g®vel (¼gynevezett random PCR-m·dszer), m²g egy-egy adott genomi r®gi· eset®ben 

pedig hagyom§nyosan specifikus primerekkel val·sul meg (Djikeng et al., 2008; Quick et al., 

2017). A minta elŖk®sz²t®se ut§n, f¿ggetlen¿l a k¿lºnbºzŖ NGS-rendszerektŖl, 

n®lk¿lºzhetetlen az adott k®sz¿l®kkel kompatibilis RNS- vagy DNS-kºnyvt§rak elŖ§ll²t§sa. A 

kºnyvt§rk®sz²t®s eredm®nyek®nt az ºsszes RNS- vagy DNS-sz§l hordozni fog adaptereket 

(specifikus oligonukleotid, vagy feh®rje) ®s vonalk·dokat (specifikus oligonukleotid; m§s n®ven 

index) annak ®rdek®ben, hogy a szekven§l§s megtºrt®njen, illetve az egyes mint§k egyedileg 

azonos²that·k legyenek. A kºnyvt§rk®sz²t®s t¼lnyom·r®szt kereskedelmi forgalomban 

kaphat· kitekkel zajlik, ®s legink§bb a genetikai anyag mesters®ges fragment§l§s§n alapul, 

melyet m®retszelekci·s ®s tiszt²t§si l®p®sek kºvetnek (Head et al., 2014). Az ilyen m·don zajl· 

kºnyvt§rk®sz²t®sre a tov§bbiakban hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²t®sk®nt fogunk hivatkozni. 

6.5.1 Amplikon-m®lyszekven§l§s 

Az amplikon-m®lyszekven§l§s a c®lzott NGS-m·dszerek csoportj§ba tartozik, amin®l 

legtºbb esetben PCR seg²ts®g®vel felszapor²tott c®lr®gi·t vizsg§lunk. Ezt az elj§r§st gyakran 

alkalmazz§k a v²ruspopul§ci· diverzit§s§nak becsl®s®re, kºvetkeztetve az eredm®ny¿l kapott 

NGS-readekbŖl. Hab§r a v²ruspopul§ci·ban elŖfordul· vari§nsok egym§shoz viszony²tott 

ar§ny§nak meg§llap²t§sa neh®zkes, tºbb tanulm§nynak is siker¿lt valid§lnia az 

amplikon-m®lyszekven§l§s ilyen terŤ hasznos²that·s§g§t (Brait et al., 2022; Grubaugh et al., 

2019; Ni et al., 2018). 

Az Illumina rendszereket kºzkedvelten alkalmazz§k c®lzott szekven§l§sok kivitelez®s®re, 

®s kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerk®nt elterjedŖben van az egy-, vagy k®tl®p®ses PCR 

hasznos²t§sa, amelyre ¼j kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerk®nt fogunk hivatkozni. Ezen m·dszer 

sor§n f¼zi·s primerek seg²ts®g®vel az adapterek ®s vonalk·dok a term®k felszapor²t§s§val 

egyidŖben ker¿lnek r§ a DNS-templ§tra ®s az ²gy k®sz¿lt DNS-kºnyvt§r kºzvetlen¿l 

felhaszn§lhat· a szekven§l§si reakci·ban (Holm et al., 2019). Az Illumina rendszerek 

eset®ben el®rhetŖ 2x300 bp read-hosszt biztos²t· szekven§l· kitekkel ®s paired-end 

be§ll²t§ssal (adott DNS-templ§t forward ®s reverz ir§nyb·l is tºrt®nŖ leolvas§sa) egy maximum 

600 bp hossz¼s§g¼ amplikonterm®k a nukleotidsorrendje hat§rozhat· meg. Az Illumina 

https://www.illumina.com/
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rendszerekkel kompatibilis, k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer a 

kºvetkezŖk®ppen zajlik (2. §bra). Az elsŖ PCR (PCR-1) sor§n olyan f¼zi·s primereket 

haszn§lnak, amelyekn®l az adott c®lr®gi·ra specifikus szekvencia szakaszok mellett az 

Illumina szekven§l· primerei (Rd1 SP ®s Rd2 SP) helyezkednek el, ez§ltal ebben a reakci·ban 

be®p¿lnek azok a felszapor²tott DNS-templ§tba. A m§sodik PCR (PCR-2) alatt az Illumina 

specifikus adapterek (P5 ®s P7) ®s vonalk·dok (i5 ®s i7) hozz§kapcsol§sa zajlik a PCR-1 

term®k®hez. A PCR-2 v®g®vel teljes ®rt®kŤ, kºzvetlen¿l Illumina k®sz¿l®ken szekven§lhat· 

DNS-kºnyvt§rakra tesz¿nk szert.  

 

2. §bra Az Illumina rendszerrel kompatibilis, k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer sematikus 

§br§zol§sa. 

A PCR seg²ts®g®vel elŖ§ll²tott DNS-kºnyvt§rak egyszerŤ, gyors ®s kºlts®ghat®kony 

protokollt tudnak biztos²tani. Az amplikon-m®lyszekven§l§st PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®ssel 

teljes genom szekven§l§s§ra szint®n lehet alkalmazni, mint ahogy azt mutatja az ARTIC §ltal 

kidolgozott SARS-CoV-2-re specifikus, §tfedŖ amplikonokkal oper§l· elj§r§s (Gohl et al., 

2020). Ćllatorvosi vonatkoz§sban az amplikon-m®lyszekven§l§st dºntŖ tºbbs®g®ben 

metagenomikai vizsg§latokra alkalmazz§k (Johnston et al., 2017; Lowman et al., 2023; Vidal 

et al., 2017; Wolf-Jªckel et al., 2021). 
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VII C®lkitŤz®sek 

Munk§nk sor§n elsŖdleges tºrekv®s¿nk volt a hagyom§nyos ®s ¼j megkºzel²t®seket 

alkalmaz· NGS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerek kidolgoz§sa, majd azok alkalmaz§sa a PRRSV 

molekul§ris epidemiol·gi§j§ban ®s diagnosztik§j§ban, Ion Torrent ®s Illumina platformokon 

v®gezve az ¼jgener§ci·s szekven§l§st. Ezek megval·s²t§s§hoz a kºvetkezŖ c®lokat 

fogalmaztuk meg: 

ï A PRRSV-1- ®s PRRSV-2-tºrzsek hazai elŖfordul§s§nak ®s diverzit§s§nak 

meghat§roz§sa. 

ï A PRRSV-2 szerkezeti r®gi·j§nak vizsg§lata hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer 

felhaszn§l§s§val. 

ï A k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s ®s az amplikon-m®lyszekven§l§s adapt§l§sa 

®s optimaliz§l§sa a PRRSV egy-egy adott c®lr®gi·j§ra (ORF5 ®s ORF7) ®s teljes 

genomj§ra. 

ï Az amplikon-m®lyszekven§l§s lehets®ges diagnosztikai felhaszn§l§si ter¿let®nek 

felm®r®se. 

ï A kapott szekvenciaadatok elemz®se, f·kuszba helyezve a kv§zispecies genetikai 

diverzit§s§nak felm®r®s®t. 
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VIII Anyagok ®s m·dszerek 

Az ®rtekez®s §tl§that·s§g§nak ®rdek®ben, az anyagok ®s m·dszerek fejezetben le²r§sra 

ker¿lŖ sokf®le m·dszer miatt, az adott m·dszertani le²r§shoz tartoz· c®lkitŤz®seinkbe szint®n 

betekint®st adunk, tov§bb§ a m·dszerek ismertet®s®t igyekezt¿nk t®makºrºk szerint 

csoportos²tani.  

8.1 Felhaszn§lt mint§k eredete 

A vizsg§latainkhoz felhaszn§lt PRRSV-1 ®s PRRSV-2 protot²pus v²rustºrzseit (Lelystad ®s 

VR-2332, szºvetfel¿l¼sz·), a sav·, szerv- ®s orrtampon mint§kat, tov§bb§ valamennyi kivont 

RNS mint§t a Nemzeti £lelmiszerl§nc-biztons§gi Hivatal Ćllateg®szs®g¿gyi Diagnosztikai 

Igazgat·s§ga (N£BIH ĆDI) biztos²totta. Minden minta hazai sert®stelepekrŖl sz§rmazott, 

amelyek gyŤjt®s®re a mentes²t®s keretein bel¿l zajl· rutin diagnosztika, vagy PRRSV fertŖz®s 

gyan¼ja miatt ker¿lt sor. 

A PorcilisÈ PRRS ®s UnistrainÈ PRRS vakcin§kat (liofiliz§lt form§ban) Dr. Halas M§t® 

(Prophyl Kft.) ®s Dr. B§lint Ćd§m (N£BIH ĆDI) bocs§jtotta rendelkez®s¿nkre. 

8.2 Ćltal§nos molekul§ris m·dszerek 

Mivel PhD-munk§m t§rgya NGS-m·dszerek alkalmaz§sa ®s fejleszt®se k¿lºnbºzŖ 

NGS-platformok felhaszn§l§s§val, ²gy sz§mos k¿lºnbºzŖ m·dszert haszn§ltunk az ®vek 

sor§n, fŖk®nt a PCR, illetve a DNS-kºnyvt§rk®sz²t®sek ter®n. Mindazon§ltal, f¿ggetlen¿l a 

c®lkitŤz®stŖl bizonyos l®p®sek egys®gesen tºrt®ntek minden munkafolyamatban, ez®rt ebben 

a fejezetben ezeket a m·dszereket foglaljuk ºssze. 

8.2.1 Vir§lis nukleinsav-kivon§s ®s kvantitat²v RT-PCR 

Minden, a kutat§s sor§n §ltalunk felhaszn§lt vakcina-, sav·-, ®s szºvetfel¿l¼sz· minta 

vir§lis nukleinsav kivon§sa a Nucleospin RNA virus kittel (Macherey-Nagel, D¿ren, 

N®metorsz§g) tºrt®nt a gy§rt· §ltal meghat§rozott protokoll betart§s§val. A sav·mint§k 

eset®ben a 100 Õl mint§hoz 50 Õl foszf§ttal pufferolt s·oldatot (PBS, phosphate-buffered 

saline; Thermo ScientificÊ, Waltham, MA, USA) m®rt¿nk, a szºvetfel¿l¼sz· ®s vakcina 

mint§kb·l tiszt§n 150 Õl-t haszn§ltunk fel. A kivont nukleinsavat 60 Õl nukle§zmentes v²zben 

vett¿k fel, majd felhaszn§l§sig ï60 ÁC-on t§roltuk. A liofiliz§lt vakcinamint§kat kivon§s elŖtt 

PBS-sel 8Ĭ-osra h²g²tottuk. Bizonyos sav·mint§k, valamint a szerv-, ®s orrtamponmint§k 

RNS-izol§l§s§t a N£BIH ĆDI munkat§rsai v®gezt®k a QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, N®metorsz§g) felhaszn§l§s§val. 

A mint§k Ct- (cycle treshold, detekt§l§siciklus-k¿szºb®rt®k) ®rt®k®nek meg§llap²t§s§ra a 

rutin diagnosztikai elj§r§sban egyar§nt alkalmazott kereskedelmi forgalomban kaphat·, 

mindk®t PRRSV fajra specifikus, virotype PRRSV RT-PCR Kitet (Qiagen, Hilden, 

N®metorsz§g) haszn§ltuk a gy§rt· utas²t§sait kºvetve.  
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8.2.2 PCR term®kek ellenŖrz®se ®s tiszt²t§sa 

Mindegyik PCR-t tartalmaz· munkafolyamat eset®ben a PCR-term®kek hossz§nak 

ellenŖrz®s®t agar·zg®l-elektrofor®zissel v®gezt¿k, 1 m/V%-os vagy 1,5 m/V%-os agar·z 

(Lonza, Basel, Sv§jc) g®len ®s 0,5 m/V% trisz-bor§t-etil®n-diamintetraecetsav puffer (TBE, 

Tris-borate-EDTA; Lonza, Basel, Sv§jc) felhaszn§l§s§val. Molekulatºmeg-markerk®nt a 

OôGene Ruler DNS-l®tr§t (Thermo ScientificÊ, Waltham, MA, USA) haszn§ltuk. A GelRed 

nukleinsavfest®k (Biotium, Fremont, CA, USA) seg²ts®g®vel vizualiz§ltuk a DNS-t, majd a g®lt 

§tesŖ UV-f®nyben vizsg§ltuk ®s az eredm®nyeket CSL-Microdoc Systems g®ldokument§ci·s 

rendszerrel (Cleaver Scientific, Rugby, Egyes¿lt Kir§lys§g; Power Shot G12 kamera, Canon, 

Toki·, Jap§n) rºgz²tett¿k. 

Az adott c®lkitŤz®sben zajl· protokolloknak megfelelŖ m®rettartom§nyban (l§sd: az adott 

m·dszer le²r§s§n§l) l§that· PCR-term®ket kimetszett¿k, majd oszlopos technika (Gel/PCR 

DNA Fragments Extraction Kit; Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, Tajvan) seg²ts®g®vel 

kitiszt²tottuk a gy§rt·i utas²t§s alapj§n. A tiszt²tott DNS-fragmenseket tov§bbi 

felhaszn§l§sig -20 ÁC-on t§roltuk. 

8.3 Ion Torrent szekven§l§s 

A k²s®rleteink kezdet®n az Ion Torrent Personal Genome MachineÈ (Life 

Technologies/Thermo Fisher ScientificTM, Waltham, MA, USA) k®sz¿l®k §llt rendelkez®s®re a 

kutat·csoportnak, ez®rt a c®lkitŤz®sek teljes²t®s®t ehhez a k®sz¿l®khez igaz²tottuk. A 

k®sŖbbiekben a kutat·csoportban az Illumina NextseqÈ 500 k®sz¿l®kkel (Illumina, San Diego, 

USA) tºrt®nt rutinszerŤen az ¼jgener§ci·s szekven§l§s, ²gy a PhD munkafolyamatait ®s 

m·dszereit ennek megfelelŖen alak²tottuk §t. 

8.3.1 Mint§k eredete 

Az Ion Torrent k®sz¿l®kkel kapcsolatos ¼jgener§ci·s szekven§l§shoz minden egyes minta 

a PRRS-mentes²t®s keretein bel¿l ker¿lt begyŤjt®sre a hazai sert®stelepekrŖl.  

8.3.2 ORF5 ®s ORF7 r®gi· felerŖs²t®se 

Az ORF5 ®s ORF7 r®gi·k felerŖs²t®s®t a N£BIH ĆDI munkat§rsai v®gezt®k a PRRSV rutin 

diagnosztika r®szek®nt, a Balka ®s munkat§rsai (2008) §ltal publik§lt, a kºvetkezŖekben le²rt 

protokollok szerint (Balka et al., 2008). 

A PRRSV-1 ORF5 felszapor²t§s§t nested PCR seg²ts®g®vel v®gezt¿k, ennek elsŖ kºr®hez, 

illetve a PRRSV-2 ORF5, valamint az ORF7 egy kºrben tºrt®nŖ felerŖs²t®s®hez a QIAGEN 

One-Step RT-PCR kitet (Qiagen, Hilden, N®metorsz§g) haszn§ltuk. Mindk®t c®lr®gi· eset®ben 

a PCR-reakci·elegy 25 Õl v®gt®rfogatban tartalmazott 1Ĭ Qiagen One-Step puffert, 0,4 mM 

dezoxinukleotid-trifoszf§t kever®ket (dNTP), 0,8ï0,8 ÕM forward (F) ®s reverz (R ) primert 

(1. t§bl§zat), 0,16 egys®g (U, unit) RiboLock RNase inhibitort (Thermo ScientificÊ, Waltham, 
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MA, USA), 1 Õl QIAGEN OneStep RT-PCR enzim mixet ®s 2 Õl kivont RNS-t. A 50 ÁC-on 

30 percig zajl· reverz transzkripci· (RT) l®p®se ut§n a DNS denatur§ci· 95 ÁC-on 15 percig 

tartott, majd az ORF5 eset®ben 30, m²g az ORF7 eset®ben 40 ism®tlŖdŖ ciklusb·l §ll· 

amplifik§ci· (94 ÁC 30 mp, 52 ÁC 30 mp, 72 ÁC 60 mp) kºvetkezett, v®g¿l a reakci·t 72 ÁC-on 

5 perces elong§ci· z§rta.  

A PRRSV-1 ORF5 nested PCR m§sodik kºr®t a TopTaq DNS-polimer§z enzimmel 

(Qiagen, Hilden, N®metorsz§g) v®gezt¿k. A PCR-rendszer 1Ĭ TopTaq PCR puffert, 0,2 mM 

dNTP-kever®ket, 0,4ï0,4 ÕM F ®s R primert (1. t§bl§zat), 0,03 U TopTaq DNS-polimer§z 

enzimet ®s 2 Õl elsŖkºrºs PCR-term®ket tartalmazott 25 Õl v®gt®rfogatban. Az amplifik§ci· 

hŖprofilja a kºvetkezŖ volt: 95 ÁC 3 perc kezdeti denatur§ci· ut§n 35 ism®tlŖdŖ ciklussal (94 ÁC 

30 mp, 52 ÁC 30 mp, 72 ÁC 60 mp) zajlott a felszapor²t§s, a v®g®n 72 ÁC-on 5 percig tart· 

v®gsŖ elong§ci·val z§rult. A kapott PCR-term®keket oszlopos technik§val kitiszt²tottuk, majd 

kºnyvt§rk®sz²t®st v®gezt¿nk. 

1. t§bl§zat Az Ion Torrent szekven§l§st ®s a hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszert mag§ba foglal· 

vizsg§latokhoz k®sz¿lt ORF5 ®s ORF7 c®lr®gi·k felszapor²t§s§hoz alkalmazott primerek szekvenci§i. 

C®lr®gi· 

 

Ir§nyults§g Szekvencia (5ôï3ô) 

Primer tapad§si helye (nt) 

 
Lelystad 

(M96262) 

VR-2332 

(U87392) 

ORF7  
+ CAGCCAGTCAATCARCTGTG 

TCGCCCTAATTGAATAGGTG 

14658ï14677  14937ï14956  

- 15031ï15050  15345ï15364  

ORF5 

1. kºr 
+ GTTGCTSCATTTCMTGACAC 

TATGTIATGCTAAAGGCTAGCAC 

13416ï13435 -  

- 14138ï14160  - 

2. kºr 
+ CAATGAGGTGGGCIACAACC 

ATCGTCTAGGCCTCCCATTG 

13442ï13461  - 

- 14085ï14104  - 

ORF5  
+ 

- 

ACCATGAGGTGGGCAACTGT 

TGGAGCCGTGCTATCATGAC 

- 

- 

13721ï13740 

14400ï14419 

8.3.3 Hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²t®s 

A hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²t®s alkalmaz§s§val ®s az Ion Torrent k®sz¿l®ken tºrt®nt 

¼jgener§ci·s szekven§l§ssal elsŖsorban a PRRS-mentes²t®shez j§rultunk hozz§. C®lunk volt 

a m·dszer egy kiterjedt monitoring programba tºrt®nŖ be®p²t®s®nek a felm®r®se, f·kuszba 

helyezve az esetleges kevert fertŖz®sek azonos²t§s§t a vizsg§lt sert®stelepeken. 

A hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²t®shez a tiszt²tott ORF5 ®s ORF7 PCR-term®kek 

enzimatikus fragment§l§s§t ®s az Ion Torrent adapterek kapcsol§s§t a NEBNextÈ Fast DNA 

Fragmentation & Library Prep Set for Ion TorrentTM kit ®s az Ion Xpress Barcode Adapters 

(New England Biolabs, Ipswich, USA) felhaszn§l§s§val v®gezt¿k el. Az index§lt kºnyvt§rakat 

a Gel/PCR DNA Fragments Extraction kittel (Geneaid Biotech, Hszinpej, Tajvan) tiszt²tottuk, 

majd E-GelÊ SizeSelectÊ II Agarose Gels, 2% (InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA) 
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seg²ts®g®vel m®retszelekt§ltuk ®s a 300ï350 bp hossz¼s§g¼ term®keket visszanyert¿k. 

Ezut§n amplifik§ci·t v®gezt¿nk a NEBNextÈ Fast DNA Fragmentation & Library Prep Set for 

Ion TorrentTM kit felhaszn§l§s§val, gy§rt·i utas²t§sok alapj§n, a kºvetkezŖ hŖprofillal: kezdeti 

denatur§ci·t (98 ÁC 30 mp) kºvetŖen 12 ism®tlŖdŖ ciklussal (98 ÁC 10 mp, 5 ÁC 30 mp, 72 ÁC 

30 mp) zajlott a felszapor²t§s ®s 75 ÁC-on 5 perces elong§ci·val z§rult. Az ²gy keletkezett 

term®keket ¼jfent tiszt²tottuk, majd a QubitÈ dsDNA BR Assay kit ®s QubitÈ 2.0 fluorom®terrel 

(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA) v®gzett mennyis®gi meghat§roz§s ut§n a DNS-kºnyvt§rak 

klon§lis amplifik§ci·ja az Ion PGMTM Hi-QTM View OT2 Kittel (Thermo ScientificÊ, Waltham, 

MA, USA) tºrt®nt. Ez a PCR-hez hasonl· termociklusos m·dszer jelen esetben 200 bp 

hossz¼s§g¼, mikrogyºngy felsz²n®n rºgz²tett DNS-kºnyvt§rak klon§lis amplifik§l§s§ra szolg§l 

egy, a c®lra fejlesztett k®sz¿l®ken (Ion OneTouchTM 2 System; Thermo ScientificÊ, Waltham, 

MA, USA).  

8.3.4 PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s 

Az NGS lehets®ges, PRRSV-re ir§nyul· diagnosztikai alkalmaz§sa miatt felmer¿lt az ig®ny 

egy egyszerŤbb, kºlts®ghat®konyabb ®s gyorsabb kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer fejleszt®s®re, 

ez®rt elkezdt¿nk egy PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ megkºzel²t®st adapt§lni az Ion Torrent 

k®sz¿l®kre. 

Enn®l a megkºzel²t®sn®l konvencion§lis PCR, illetve f¼zi·s primerek (2. t§bl§zat) 

seg²ts®g®vel tºrt®nt a DNS-sz§lak ell§t§sa Ion Torrent specifikus adapterekkel ®s 

vonalk·dokkal, mint§nk®nt k®tf®le kombin§ci·t alkalmazva (A, B). A vonalk·dokat az egyik 

primerp§r forward tagj§ba, m²g a m§sik p§rnak a reverz tagj§ba ®p²tett¿k be. 

A k²s®rlethez vagy a N£BIH ĆDI munkat§rsai §ltal elŖ§ll²tott PCR-term®kek, vagy az 

RNS-rŖl SuperScriptÊ III (InvitrogenÊ) reverz transzkripci·s kittel, a gy§rt· utas²t§sait 

kºvetve §t²rt komplementer DNS (cDNS) szolg§lt mint§ul. Az RT-t kºvetŖen az ORF5 

felszapor²t§sa PhusionÊ High-Fidelity DNS polimer§z enzimmel (Thermo ScientificÊ, 

Waltham, MA, USA) val·sult meg, 25 Õl v®gt®rfogatban, amely 1Ĭ HF puffert tartalmazott, 

0,2 mM dNTP-kever®ket, 0,2ï0,2 ÕM F ®s R primert, 0,02 U PhusionÊ DNS-polimer§z 

enzimet, ®s 2 Õl PCR-term®ket vagy cDNS-t. A reakci· a kezdeti 98 ÁC 1 perc denatur§ci· 

ut§n 15 (minta: PCR-term®k) vagy 35 (minta: cDNS) ism®tlŖdŖ ciklusb·l §llt (98 ÁC 10 mp, 

50 ÁC 30 mp, 72 ÁC 2 perc), ®s 72 ÁC 10 percig folyt a v®gsŖ elong§ci·. Az ORF7 

felszapor²t§sa DreamTaqTM DNS-polimer§z enzim (Thermo ScientificÊ, Waltham, MA, USA) 

seg²ts®g®vel tºrt®nt 25 Õl v®gt®rfogatban az al§bbi ºsszetevŖkkel: 1Ĭ DreamTaq puffer, 

0,4 mM dNTP-kever®k, 0,4ï0,4 ÕM F ®s R primer, 0,1 U DreamTaq DNS-polimer§z enzim ®s 

2 Õl PCR-term®k vagy cDNS. Az amplifik§ci· hŖprofilja a kºvetkezŖ volt: 95 ÁC 1 perc kezdeti 

denatur§ci· ut§n 15 (minta: PCR-term®k) vagy 35 (minta: cDNS) ism®tlŖdŖ ciklussal (95 ÁC 
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30 mp, 54 ÁC 30 mp, 72 ÁC 1 perc) zajlott a felszapor²t§s, a v®g®n 72 ÁC-on 5 percig tart· 

v®gsŖ elong§ci·val z§rult. 

Az ²gy k®sz¿lt DNS-kºnyvt§rakat az Ion PGMÊ Template IA 500 Kit (Thermo ScientificÊ, 

Waltham, MA, USA) seg²ts®g®vel klon§lisan amplifik§ltuk, ami a kor§bban le²rt hagyom§nyos 

kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerrel ellent®tben izoterm§lis kºr¿lm®nyek kºzºtt, szobahŖm®rs®kleten 

zajlik, azaz nem ig®nyli speci§lis k®sz¿l®k haszn§lat§t a mikrogyºngy-felsz²nen rºgz²tett 

DNS-kºnyvt§rak klon§lis felerŖs²t®s®hez. Mindemellett, a reakci· kevesebb idŖt vesz ig®nybe, 

illetve hosszabb fragmensek (kºr¿lbel¿l 500 bp) amplifik§ci·ja lehets®ges §ltala.  

2. t§bl§zat Az Ion Torrent k®sz¿l®ken zajl·, PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszert mag§ba foglal· vizsg§latokhoz 

k®sz¿lt ORF5 ®s ORF7 c®lr®gi·k felszapor²t§s§hoz alkalmazott f¼zi·s primerek szekvenci§i. A k®sz¿l®kkel 

kompatibilis adapterszekvenci§kat al§h¼zott betŤkkel emelt¿k ki, a 12 bp hossz¼ vonalk·d-szekvenci§kat egy db 

f®lkºv®r x betŤvel jelºlt¿k, a k¿lºn nem jelºlt r®szek a PRRSV-specifikus szekvenci§k. 

C®lr®gi·  Ir§nyults§g Szekvencia (5ôï3ô) 

ORF7 

A 
+ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGxCAGCCAGTCAATCARCTGTG 

- CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATTCGCCCTAATTGAATAGGTG 

B 

+ CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCAGCCAGTCAATCARCTGTG 

- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGxTCGCCCTAATTGAATAGGTG 

ORF5 

A 
+ CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGxATGAGATGTTCTCACAAATTGGG

GCG 
- CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCGAAGT 

B 
+ CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATATGAGATGTTCTCACAAATTGGGGCG 

- CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGxTAGGCCTCCCATTGCTCAGCCG
AAGT 

8.3.5 Szekven§l§s 

Ak§r a hagyom§nyos, ak§r a PCR-alap¼ m·dszerrel tºrt®nt a kºnyvt§rk®sz²t®s, v®g¿l a 

klon§lisan amplifik§lt DNS-kºnyvt§rakat hordoz· gyºngyºket Ion OneTouchTM ES (Thermo 

ScientificÊ, Waltham, MA, USA) k®sz¿l®kkel d¼s²tottuk, majd el¼ci·t kºvetŖen Ion 314-es 

vagy Ion 316-os chipre tºltºtt¿k ®s a szekven§l§st az aj§nlott szekven§l§si protokoll alapj§n 

v®gezt¿k. 

8.4 Illumina szekven§l§s 

8.4.1 Hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²t®s 

8.4.1.1 ORF2ï7 r®gi· felerŖs²t®se 

Ezzel a m·dszerrel kapcsolatos c®lkitŤz®s¿nk sor§n arra tºrekedt¿nk, hogy a 

hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer felhaszn§l§s§val seg²ts¿k a PRRS-mentes²t®st, ®s 

egyben hozz§j§ruljunk egy aktu§lis PRRSV-2-j§rv§nykitºr®s felder²t®s®hez. A c®lok 

teljes²t®se ®rdek®ben, a szimpl§n ORF5 r®gi·n alapul· molekul§ris epidemiol·giai 
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vizsg§latokat kiterjesztett¿k a teljes szerkezeti feh®rj®ket k·dol· genomszakaszra, ezzel az 

ORF5 ®s a teljes genom karakteriz§l§sa mellett egy alternat²v megold§st biztos²tva.  

8.4.1.1.1 Mint§k eredete 

Az ORF2ï7 r®gi·nak a vizsg§lat§hoz a mint§k (sav· ®s orrtampon) olyan hazai 

nagyl®tsz§m¼ teny®sz- ®s h²z·§llom§nyokb·l vagy import h²z·alapanyag-sz§ll²tm§nyb·l 

sz§rmaztak, amelyeket ºsszef¿gg®sbe lehetett hozni egy rºvid lefoly§s¼ 

PRRSV-2-vakcinatºrzseredetŤ j§rv§nykitºr®ssel haz§nkban. A munkafolyamatokhoz 

mintak®nt a N£BIH ĆDI §ltal kivont vir§lis RNS szolg§lt. 

8.4.1.1.2 RT ®s konvencion§lis PCR 

A PRRSV-2 ORF2ï7, vagyis a teljes szerkezeti r®gi· felerŖs²t®s®hez elŖszºr cDNS-t 

szintetiz§ltunk horgonyzott oligo(dT) primerrel (5ô-TTTTTTTTTTTTTTTTTAATTWCG-3ô) ®s a 

SuperScriptTM III reverz transzkript§zzal (InvitrogenÊ, Carlsbad, CA, USA). Az RT reakci· 

20 Õl v®gt®rfogatban tartalmazott 1Ĭ First-Strand puffert, 0,5 mM dNTP-kever®ket, 1 ÕM 

primert, 0,01 M DTT-t, 40 U RiboLock RNase inhibitort (Thermo ScientificÊ, Waltham, MA, 

USA), 5 mM MgCl2-t, 200 U SuperScriptTM III reverz transzkript§zt ®s 5 Õl kivont RNS-t. Az RT 

sor§n a primer, dNTP ®s RNS kever®k®t 65ÁC-on 5 percig denatur§ltuk, majd 1 percig j®gen 

hŤtºtt¿k, ezut§n hozz§adtuk a tºbbi ºsszetevŖt ®s 50 ÁC-on 90 percig inkub§ltuk, a folyamat 

pedig 85 ÁC-on 5 perccel z§rult. 

Az amplifik§ci·t PhusionÊ High-Fidelity DNS-polimer§z enzim (Thermo ScientificÊ, 

Waltham, MA, USA) seg²ts®g®vel v®gezt¿k 20 Õl v®gt®rfogatban a kºvetkezŖ 

komponensekkel: 1Ĭ HF puffer, 0,2 mM dNTP-kever®k, 0,25ï0,25 ÕM F ®s R primer 

(3. t§bl§zat), 3% dimetil-szulfoxid (DMSO; Thermo ScientificÊ, Waltham, MA, USA), 

0,0125 U PhusionÊ DNS-polimer§z enzim ®s 1 Õl cDNS. A PCR-reakci· hŖprofilja a 

kºvetkezŖ volt: 98 ÁC 30 mp kezdeti denatur§ci· ut§n 35 ism®tlŖdŖ ciklus amplifik§ci· (98 ÁC 

10 mp, 66 ÁC 30 mp, 72 ÁC 2 perc) kºvetkezett, majd a v®gsŖ elong§ci· 72 ÁC-on 10 percig 

tartott.  

A keletkezŖ PCR term®keket 1%-os agar·z g®len ellenŖrizt¿k, majd a 3000 bp kºr¿li 

hossz¼s§g¼ term®ket kiv§gtuk ®s tiszt²tottuk. 

3. t§bl§zat A PRRSV-2 ORF2-7 r®gi·j§nak felszapor²t§s§hoz alkalmazott primerek szekvenci§i. 

Primer neve Ir§nyults§g Szekvencia (5ô-3ô) Primer tapad§si helye (nt)* 

ORF2-7_F + CGKGCGCGCCAGRAAGGGAAAATTTA 11970ï11995 

ORF2-7_R - GCACARTRTCAATCAGTGCCATTCAC 15311ï15336 

* VR-2332 (U87392) tºrzshºz viszony²tva 
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8.4.1.1.3 Kºnyvt§rk®sz²t®s 

A DNS-kºnyvt§rak elŖ§ll²t§s§t a hagyom§nyos, fragment§l§son ®s lig§l§son alapul· 

(tagment§l§s) IlluminaÈ Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, USA) 

seg²ts®g®vel v®gezt¿k, a mint§k egyedi jelºl®s®hez a Nextera XT Index Kit v2-t (Illumina, San 

Diego, USA) haszn§ltuk. A tagment§l· reakci·hoz a 0,2 ng/Õl koncentr§ci·ra h²g²tott ORF2-7 

PCR-term®kekhez 5 Õl Tagment DNS-puffert ®s 2,5 Õl AmpliconTagment Mix reagenst adtunk. 

A reakci· 55 ÁC-on 6 percig zajlott, majd 10 ÁC-ra hŤtºtt¿k vissza GeneAmp PCR System 9700 

(Applied Biosystems, Waltham, USA) k®sz¿l®kben. A megfelelŖ hŖm®rs®klet el®r®se ut§n 

azonnal hozz§adtunk 2,5 Õl Neutralize Tagment puffert ®s 5 percig szobahŖm®rs®kleten 

inkub§ltuk. A DNS-kºnyvt§rak elk®sz²t®s®hez a reakci·elegy 7,5 Õl Nextera PCR Master 

mixet, 2,5ï2,5 Õl i5 ®s i7 index primert ®s a kor§bban elk®sz¿lt tagment§lt DNS-t tartalmazott. 

A PCR 95 ÁC 30 mp kezdeti denatur§ci· ut§n 12 ciklusb·l §llt (95 ÁC 10 mp, 55 ÁC 30 mp, 

72 ÁC 30 mp), amit egy 72 ÁC-on 5 percig tart· v®gsŖ elong§ci·s l®p®s kºvetett, majd a 

mint§kat lehŤtºtt¿k 10 ÁC-ra. Az elk®sz¿lt index§lt DNS-kºnyvt§rakat a fentebb m§r eml²tett 

oszlopos tiszt²t§si technik§val tiszt²tottuk. 

8.4.2 K®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s 

Mint ahogy arra az irodalmi §ttekint®sben kit®rt¿nk, az Illumina rendszerek eset®ben 

viszonylag hamar megjelent egy alternat²v megkºzel²t®s az egyszerŤbb ®s gyorsabb, tov§bb§ 

kevesebb kºlts®ggel j§r· kºnyvt§rk®sz²t®s elv®gz®s®hez. Ezen m·dszerek mellŖzik a 

kereskedelmi forgalomban kaphat·, fragment§l§son ®s lig§l§son alapul· kitek haszn§lat§t, 

helyette egy-, vagy k®tl®p®ses PCR-en nyugv· elj§r§sokat alkalmaznak. Kutat·munk§nk 

sor§n a PRRSV genetikai vizsg§lat§hoz k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®st adapt§ltunk 

(2. §bra, 35.o.). 

8.4.2.1 PCR-1 

F¿ggetlen¿l a c®lkitŤz®stŖl, vagyis, hogy egy adott c®lr®gi· vagy a teljes genom vizsg§lata 

val·sul meg az amplikon-m®lyszekven§l§ssal, a PCR-1 sor§n alkalmazott f¼zi·s primerek 

5ô v®g®n, a PRRSV-specifikus primerr®gi· elŖtt helyezkednek el az Illumina rendszerek 

szekven§l· primerei (4. t§bl§zat). 

4. t§bl§zat. A k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s PCR-1 l®p®s®ben alkalmazott f¼zi·s primerek §ltal§nos 

fel®p²t®se ®s szekvenci§i. 

Primer 

neve 
Ir§nyults§g Szekvencia (5ôï3ô) 

Rd1 SP + 
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG[c®lr®gi·-specifikus 

szekvencia] 

Rd2 SP - 
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG[c®lr®gi·-specifikus 

szekvencia] 
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8.4.2.1.1 ORF7 r®gi· felerŖs²t®se 

Az ORF7 r®gi·t c®lz· k²s®rleteink elsŖ l®p®sk®nt szolg§ltak az amplikon-m®lyszekven§l§s 

adapt§l§s§ra PRRSV-re specifikusan, illetve a m·dszer laborkºrnyezet¿nkbe tºrt®nŖ 

integr§l§s§ra. A v§lasztott r®gi· a m·dszer optimaliz§l§s§n ®s lehets®ges diagnosztikai 

alkalmaz§s§n k²v¿l egyar§nt betekint®st ny¼jtott a PRRSV-fertŖz®s molekul§ris 

epidemiol·gi§j§ba ®s a k·rokoz· mikroevol¼ci·s mechanizmusaiba.  

Mint§k eredete 

Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s m·dszerfejleszt®s®hez elsŖ kºrben a k®t protot²pus 

tºrzset (PRRSV-1: Lelystad, ®s PRRSV-2: VR-2332) haszn§ltuk fel, illetve a PCR-alap¼ 

kºnyvt§rk®sz²t®s relat²v szenzitivit§s§nak meg§llap²t§s§hoz mindk®t tºrzsbŖl k®sz²tett¿nk egy 

h²g²t§si sort (h²g²t§si fok: 100ï10-9) PRRSV PCR-negat²v malacsav·ban (spike-in mint§k). 

A m·dszer tesztel®s®t, lehets®ges diagnosztikai ®s mentes²t®st elŖseg²tŖ lehetŖs®geinek 

felm®r®s®t klinikai mint§kon egyar§nt elv®gezt¿k, amelyhez 15 db sav·mint§t v§logattunk 

ºssze a N£BIH ĆDI §ltal archiv§lt, a mentes²t®s sor§n gyŤjtºtt mint§kb·l. Az adott telepekrŖl, 

tºbb k¿lºnbºzŖ §llatb·l sz§rmaz· mint§kat pooloztuk, ²gy eredm®nyeinket a k®sŖbbiekben az 

adott sert®stelep ºsszess®g®re interpret§ltuk. ElŖzetes diagnosztikai vizsg§latok alapj§n, az 

ORF5 szekvencia elemz®s®vel a mint§k ºsszesen 10 k¿lºnbºzŖ PRRSV-1-kl§dba tartoztak, 

ami biztos²totta, hogy a tervezett ORF7 specifikus primerek ®s a PCR-rendszer 

reakci·k®pess®g®t sz®les genetikai diverzit§st lefedve vizsg§lhassuk. 

Az ORF7 primerek specificit§s§nak ellenŖrz®s®hez k¿lºnbºzŖ, §llatorvosi jelentŖs®ggel 

b²r· sert®smegbeteged®sek®rt felelŖs k·rokoz·k, mint a sert®s-herpeszv²rus 1, 

sert®s-parvov²rus 1, sert®sek j§rv§nyos hasmen®s®nek v²rusa, klasszikus sert®spestis v²rusa, 

sert®s-teschov²rus, sert®s transzmisszibilis gastroenteritis v²rusa, sert®s-circov²rus, 

sert®s-pestiv²rus ®s sert®s-rotav²rus kivont nukleinsavmint§it haszn§ltuk fel, amelyeket a 

N£BIH ĆDI biztos²tott. 

Primertervez®s 

Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s eset®ben c®lunk volt egy univerz§lis primerp§r 

tervez®se, ez®rt ºssze§ll²tottunk egy szekvencia-adatsort, melyhez 466 db PRRSV-2 ®s 90 db 

PRRSV-1 teljes genom rekordot tºltºtt¿nk le a g®nbankb·l. A nukleokapszid, mint az egyik 

legkonzervat²vabb feh®rj®t k·dol· ORF, lehetŖs®get ny¼jtott mindk®t PRRSV fajra specifikus 

primerp§r megalkot§s§ra (5. t§bl§zat). A tervezett primerek ®s azok PRRSV-1-re ®s 

PRRSV-2-re illeszkedŖ tapad§si helyeinek szekvencia k®pe az 3. §br§n l§that·. A primerek 

mindk®t faj eset®ben a nukleokapszid start kodonj§t·l 5ô ir§nyban (20 bp), m²g a stop 

kodonj§t·l 3ô ir§nyban (Lelystad: 35 bp, VR-2332: 75 bp) tapadnak, ezzel biztos²tva, hogy a 

szekven§l§s sor§n a teljes ORF7 r®gi· nukleotidsorrendje meghat§rozhat· legyen. 
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5. t§bl§zat Az ORF7 vizsg§lat§hoz tervezett f¼zi·s primerek szekvenci§i ®s tapad§si helyei a k®t PRRSV protot²pus 

tºrzshºz viszony²tva. 

Primer 

neve 
Ir§nyults§g Szekvencia (5ôï3ô) 

Primer tapad§si helye (nt) 

Lelystad 

(M96262) 

VR-2332 

(U87392.3) 

ORF7_FA + [Rd1 SP]AGCTGTTAARCRRGGAGTGGT 14563ï14583 14854ï14874 

ORF7_R1 - [Rd2 SP]CTAATTGAATAGGTGACTYAGAGGC 15021ï15045 15335ï15359  

 

3. §bra Az ORF7 f¼zi·s primerek PRRSV-specifikus tapad§si helyeinek szekvencialog·ja a PRRSV-1 (n=90) 

®s PRRSV-2 (n=466) alkotta tºbbszºrºs szekvenciailleszt®sek tekintet®ben. 

RT-PCR (PCR-1) 

Az ORF7 r®gi· felszapor²t§s§hoz a QIAGEN OneStep RT-PCR kitet haszn§ltuk (Qiagen, 

Hilden, N®metorsz§g) 25 Õl v®gt®rfogatban, 1Ĭ QIAGEN OneStep RT-PCR pufferrel, 0,4 mM 

dNTP-kever®kkel, 0,6ï0,6 F ®s R primerrel, 4 U RiboLock RNase inhibitorral (Thermo 

ScientificÊ, Waltham, MA, USA), tov§bb§ 1 Õl QIAGEN OneStep RT-PCR enzim mix ®s 2 Õl 

kivont RNS hozz§ad§s§val. A reakci· RT l®p®se 50 ÁC 30 perccel kezdŖdºtt, amit egy 95 ÁC 

15 perces l®p®s kºvetett, ezut§n a term®k amplifik§ci·ja 35 ism®tlŖdŖ ciklusig (94 ÁC 30 mp, 

57 ÁC 30 mp, 72 ÁC 60 mp) zajlott, majd a v®gsŖ elong§ci· 72 ÁC-on 5 percig tartott. 

A keletkezŖ PCR-term®keket 1%-os agar·z g®len ellenŖrizt¿k, majd az 550 bp hossz¼s§g¼ 

term®ket kiv§gtuk ®s tiszt²tottuk. A felszapor²tott ORF7 hossza 483ï489 bp, a tºbbi a hozz§ 

kapcsolt szekven§l· primerek ®s vonalk·dok (kºr¿lbel¿l 135 bp). 

8.4.2.1.2 Teljes genom felerŖs²t®se 

Az egy adott c®lr®gi·ra (ORF7) f·kusz§l· amplikon-m®lyszekven§l§si megkºzel²t®st 

kºvetkezŖ l®p®sben kisz®les²tett¿k a teljes genomra. Ehhez az ARTIC network §ltal fejlesztett, 

§tfedŖ amplikonokat felszapor²t· multiplex PCR-t adapt§ltuk. C®lunk volt a m·dszer be®p²t®se 

a PRRSV-vakcinatºrzsek, nevezetesen a Porcilis ®s Unistrain PRRS genetikai stabilit§s§nak 

ellenŖrz®s®be, illetve a kv§zispecies genetikai diverzit§s§nak felm®r®s®be. 
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Mint§k eredete 

Ennek a k²s®rletnek a lebonyol²t§s§hoz ºsszesen 3 db k¿lºnbºzŖ gy§rt§si t®telbŖl 

sz§rmaz· PorcilisÈ PRRS (A220CE01, A220AD01, A221AE01), ®s egy UnistrainÈ PRRS 

(09G8K) vakcin§t haszn§ltunk fel. 

Primertervez®s 

Hab§r a multiplex PCR-rendszer kidolgoz§sa sor§n a PRRSV-specifikus primerek 

tervez®s®n®l a Porcilis-vakcinatºrzsre koncentr§ltunk, az Unistrain-vakcinatºrzzsel mutatott 

nagym®rt®kŤ nt azonoss§g (94,8%) lehetŖv® tette, hogy a primerek mindk®t tºrzzsel 

kompatibilisek legyenek.  

A primertervez®s elsŖ l®p®sek®nt a g®nbankb·l olyan teljes genomokat tºltºtt¿nk le, 

amelyek >95%-os nt azonoss§got mutattak a k®t referenciavakcinatºrzzsel (Porcilis, 

KF991509 ®s Unistrain, GU067771). A hat§r®rt®k megszab§s§n§l figyelembe vett¿k, hogy 

tºbb PRRSV-vakcinatºrzs eset®ben a kºzlem®nyek szerint az ORF5 r®gi·n megfigyelt 5%-os 

nt elt®r®s m®g vakcinalesz§rmazott tºrzset jelez, tov§bb§ ¼gy v®lt¿k, hogy ilyen felt®telezett 

genetikai diverzit§s mellett a legtºbb sert®stelepen keringŖ Porcilis- ®s 

Unistrain-vakcinalesz§rmazott tºrzs vizsg§lhat· lesz (B§lint et al., 2021; Kikuti et al., 2021).  

A multiplex PCR-hez sz¿ks®ges primerek tervez®s®t a PrimalScheme webserver 

seg²ts®g®vel v®gezt¿k (https://primalscheme.com/, 2024.01.29.) (Quick et al., 2017), a 

kor§bban eml²tett teljes genom adatsorb·l gener§lt tºbbszºrºs szekvenciailleszt®sek (m§s 

n®ven alignment) konszenzus szekvenci§j§t felhaszn§lva (hat§r®rt®k: 90% nt azonoss§g). Az 

amplikonm®retet ¼gy parametriz§ltuk, hogy mindegyik term®k megfeleljen az Illumina 

leghosszabb read leolvas§si keret®nek: paired-end 2x300 bp, ami elm®letileg 600 bp 

hossz§g¼ term®k szekvenciameghat§roz§s§t teszi lehetŖv®. Az algoritmus §ltal 

meghat§rozott primereket fel¿lvizsg§ltuk, k¿lºnºs tekintettel a lehets®ges primerdimerek 

kialakul§s§ra, a term®k hossz§ra, illetve degener§lt nukleotidok sz¿ks®gess®g®re. 

A folyamat v®g®n ºsszesen 34 db amplikont (68 db primer) hat§roztunk meg, melyekkel a 

Porcilis- ®s Unistrain-vakcinatºrzsek teljes genomja 100%-os lefedetts®ggel felszapor²that· ®s 

szekven§lhat· (1. mell®klet, 119.o.). Az amplikonok m®rete 544 ®s 583 bp kºzºtt v§ltozott. 

Mivel multiplex PCR-rendszerrel szapor²tjuk fel a k®t vakcinatºrzs teljes genomj§t, ²gy a 

primerszettet (100 ÕM) k®t r®szre (p§ratlan ®s p§ros sz§m¼ amplikonokat felerŖs²tŖ szettek, 

azaz poolA1 ®s poolA2) bontottuk, majd 10Ĭ-re h²g²tottuk a poolokat (10 ÕM). Tov§bb§ az 

optimaliz§l§s ®rdek®ben h§rom k¿lºnbºzŖ m·don v§ltoztattuk a primerek relat²v mennyis®geit 

az adott poolokban (poolA v1, v2, v3) (1. mell®klet, 119.o.).  

RT ®s multiplex PCR (PCR-1) 

A cDNS-szint®zis random hexamer ®s oligo (dT)18 primereket tartalmaz· SuperScriptÊ 

IV VILOÊ Master Mix (InvitrogenÊ, Carlsbad, CA, USA) seg²ts®g®vel tºrt®nt. A kezdeti 65 ÁC 

5 percig tart· denatur§ci· 11 Õl nukle§zmentes v²z ®s 5 Õl kivont RNS kever®k®vel zajlott, 

https://primalscheme.com/
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majd 4 Õl Master Mix hozz§ad§s§t kºvetŖen a reakci· az al§bbi hŖprofillal folytat·dott: 25 ÁC 

10 perc, 50 ÁC 10 perc ®s 85 ÁC 5 perc. 

A teljes genom felerŖs²t®s®hez a Q5UÈ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase kitet (New 

England Biolabs, Ipswich, USA) haszn§ltuk, a poolA1 ®s poolA2 primerszettel k¿lºn-k¿lºn 

v®grehajtva a reakci·t. A 25 Õl v®gt®rfogat¼ PCR reakci·elegy 1Ĭ Q5U Reaction puffert, 

0,2 mM dNTP-kever®ket, 1,3 Õl poolA1 vagy poolA2 primerszettet (10 ÕM, per primer 

koncentr§ci·: 0,015 ÕM), 0,02 U/Õl Q5U Hot Start High-Fidelity DNS-polimer§z enzimet ®s 

2,5 Õl cDNS-t tartalmazott. A PCR-t az al§bbi hŖprofillal kivitelezt¿k: 98 ÁC 30 mp kezdeti 

denatur§ci· ut§n 30 ism®tlŖdŖ ciklus kºvetkezett (98 ÁC 15 mp ®s 65 ÁC 5 perc). 

A PCR-term®keket 1%-os agar·z g®len ellenŖrizt¿k, majd kiv§gtuk ®s tiszt²tottuk. A 

tiszt²tott poolA1 ®s poolA2 term®keket mint§nk®nt vegy²tett¿k majd 100Ĭ-ra h²g²tottuk a 

PCR-2-reakci·hoz. 

8.4.2.2 PCR-2 

F¿ggetlen¿l a c®lkitŤz®stŖl, vagyis, hogy egy adott c®lr®gi· vagy a teljes genom vizsg§lata 

val·sul meg az amplikon-m®lyszekven§l§ssal, a PCR-2 sor§n alkalmazott 

vonalk·d-szekvenci§kat is tartalmaz· primerek (vonalk·dol· primerek) egys®gesek 

(6. t§bl§zat). Tartalmazz§k a linker szekvenci§t, amely a PCR-1-term®khez kapcsol·d§st 

szolg§lja az Illumina szekven§l· primer r®gi· ter¿let®n, az i5 and i7 vonalk·dokat (Nextera XT 

Index Kit v2 Set C; Illumina, San Diego, USA), illetve a P5 ®s P7 adaptereket (2. §bra, 35.o.). 

6. t§bl§zat. A k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s PCR-2 l®p®s®ben alkalmazott vonalk·dol· primerek 

szekvenci§i. A linker szekvenci§k dŖlttel, az adapterek vonallal vannak kiemelve. 

Primer 

neve 
Ir§nyults§g Szekvencia (5ôï3ô) 

P5_i5 + AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC[i5]TCGTCGGCAGCGTC 

P7_i7 - CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT[i7]GTCTCGTGGGCTCGG 

Minden vonalk·d k¿lºn primerben tal§lhat·, ezzel biztos²tva, hogy minden mint§t egyedi 

azonos²t·val lehessen ell§tni, ²gy a Nextera XT Index Kit v2 Set C-t teljesen lefedve 8 db 

F primerrel (P5_i5) ®s 12 db R primerrel (P7_i7) dolgoztunk (2. mell®klet, 121.o.). 

A PCR-2-t a Q5UÈ Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase kit (New England Biolabs, 

Ipswich, USA) seg²ts®g®vel v®gezt¿k, a kºvetkezŖ reakci·elegy ºsszet®tellel, 25 Õl 

v®gt®rfogatban: 1Ĭ Q5U Reaction puffer, 0,2 mM dNTP-kever®k, 0,5ï0,5 ÕM F ®s 

R vonalk·dol· primer, 0,02 U/Õl Q5U Hot Start High-Fidelity DNS-polimer§z. A hozz§adott 

minta az ORF7 vizsg§lat§hoz 5 Õl tiszt²tott, h²g²tatlan PCR-1-term®k, m²g a teljes genom 

vizsg§lat§hoz tiszt²tott majd 100Ĭ-§ra h²g²tott PCR-1-term®k. A PCR-2 hŖprofilja a 

kºvetkezŖk®ppen n®zett ki: 98 ÁC 30 mp denatur§ci· ut§n 30 ism®tlŖdŖ ciklus amplifik§ci· 

(98 ÁC 20 mp, 55 ÁC 15 mp, 72 ÁC 60 mp), majd a v®gsŖ elong§ci· 72 ÁC-on 5 percig zajlott. 
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Az ORF7 ®s a teljes genom vizsg§lat§ban a PCR-2-term®keket 1,5 m/V%-os ®s 1 m/V%-os 

agar·z g®lben tºrt®nŖ ellenŖrz®s®t kºvetŖen a term®keket kiv§gtuk ®s tiszt²tottuk. Az ²gy 

kapott v®gterm®k az amplikon DNS-kºnyvt§r. 

8.4.3 Szekven§l§s 

A tiszt²tott hagyom§nyos ®s amplikon DNS-kºnyvt§rak mennyis®gi m®r®s®t a QubitÊ 

dsDNA HS Assay Kit (InvitrogenÊ, Carlsbad, CA, USA) seg²ts®g®vel kivitelezt¿k. A megfelelŖ 

koncentr§ci·ra tºrt®nŖ h²g²t§s, majd pooloz§s ut§n a denatur§lt term®keket 1,5 pM 

(hagyom§nyos) ®s 20 pM (amplikon) v®gsŖ koncentr§ci·ra §ll²tottuk be ®s 35% PhiX kontrollt 

m®rt¿nk hozz§.  

A hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rak szekven§l§sa IlluminaÈ Nextseq 500 

(Ćllatorvostudom§nyi Kutat·int®zet, Đj k·rokoz·k felder²t®se t®macsoport, Budapest) 

k®sz¿l®ken tºrt®nt, NextSeq 500/550 Mid Output flowcell-re tºltve. 

Bizonyos amplikon DNS-kºnyvt§rak (ORF7 spike-in mint§k) ¼jgener§ci·s szekven§l§s§t 

egyed¿l az IlluminaÈ ISeq100 k®sz¿l®ken az iSeq 100 i1 Reagent v2 (300-cycle; Illumina, San 

Diego, USA) kittel (Ćllatorvostudom§nyi Egyetem, Gy·gyszertani ®s M®regtani Tansz®k, 

Budapest) v®gezt¿k el, m²g a v®gleges futtat§sok (ORF7 sav·mint§k, teljes genom 

vakcinamint§k) IlluminaÈ Miseq600 k®sz¿l®ken (Debreceni Egyetem, Eg®szs®gtudom§nyi 

Kar, "Egy Eg®szs®g" Int®zet, Debrecen) tºrt®ntek a MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle; Illumina, 

San Diego, USA) kit felhaszn§l§s§val, mindk®t esetben paired-end be§ll²t§ssal. A 2x300 bp 

leolvas§si kerettel dolgozva maximum 600 bp hossz¼s§g¼ amplikon meghat§roz§sa 

lehets®ges, ehhez m®rten mind az ORF7, mind a teljes genom §tfedŖ amplikonjai teljes 

hosszukban ºssze§ll²that·k.  

8.5 Szekvenciaadatok elemz®s®re alkalmazott bioinformatikai m·dszerek 

8.5.1 Szekvenciailleszt®s ®s annot§l§s 

Az ¼jgener§ci·s szekven§l§s sor§n kapott Ănyersò szekvencia readek feldolgoz§sa a 

Geneious PrimeÈ (verzi·: 2022.2.2) programban tºrt®nt (Biomatters Ltd., Đj-Z®land; 

(https://www.geneious.com/, 2024.01.29.).  

A hagyom§nyos kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerrel feldolgozott mint§khoz tartoz· readeket 

minŖs®gi szŤr®snek vetett¿k al§ (rossz minŖs®gŤ vagy t¼l rºvid readek kiz§r§sa, adapter 

r®gi·k lev§g§sa), majd az adott vizsg§latban r®sztvevŖ genomi r®gi·kat referencia 

szekvenci§hoz tºrt®nŖ szekvenciailleszt®ssel (Geneious saj§t algoritmus§t alkalmazva, 

kºzepes ®rz®kenys®gi be§ll²t§ssal) §ll²tottuk ºssze.  

Az amplikon DNS-kºnyvt§rakb·l eredŖ readek kºz¿l kiz§rtuk a 75 bp-n§l kisebbeket ®s a 

Q10 vagy Q30 (Phred score) alatti minŖs®gŤeket, tov§bb§ a fals szekvenciaeredm®ny 

elker¿l®se miatt az ºsszes primer r®gi·t (adapterek ®s a PRRSV-specifikus szekvencia 

https://www.geneious.com/
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szakaszok) lev§gtuk. Ezeket a Geneious programba be®p²tett BBDuk algoritmussal v®gezt¿k, 

kisebb v§ltoztat§sokkal kºvetve a Geneious aj§nl§sait (https://help.geneious.com/hc/en-

us/articles/360045070991-Assembly-of-SARS-CoV-2-genomes-from-tiled-amplicon-Illumina-

sequencing-using-Geneious-Prime, 2024.01.10.). A BBDuk be§ll²t§saiban a Kmer hosszt 

13-ra, a maximum szubszit¼ci·t 3-ra, a maximum szubszit¼ci· + indel mut§ci·t 2-re §ll²tottuk, 

®s ezt a k®t tov§bbi parancsot adtuk meg: rcomp=f restrictleft=32 (Geneious fel¿let®n tal§lhat· 

parancssor: java.exe -ea -Xmx1000m -cp ...\bbmap.jar jgi.BBDuk2 rcomp=f restrictleft=32 

ktrimleft=t k=15 hdist=3 edist=2 mink=10). Hogy megfelelŖen mŤkºdjºn a PRRSV-specifikus 

primerszekvenci§k lev§g§sa, a betºltºtt primert§bl§zatban a szekvenci§kban levŖ degener§lt 

nukleotidpoz²ci·kat az egyik megfeleltethetŖ nukleotidra cser®lt¿k. Az amplikon 

DNS-kºnyvt§rak read adatainak feldolgoz§sa sor§n a readeket a Geneious programba 

be§gyazott Minimap2-vel illesztett¿k a referencia szekvenci§khoz, mivel ez az algoritmus 

hat®konyabban tudja kezelni a kim®ra szekvenci§kat, melyek jelenl®t®re utal· jeleket 

tapasztaltunk elŖzetes vizsg§latainkban. 

Amennyiben a klinikai mint§kban tºbb PRRSV vari§ns jelenl®t®t figyelt¿k meg a 

konszenzusok ºssze§ll²t§sa sor§n, a Contig f§jlban l§tott elt®rŖ readek alapj§n a g®nbank 

adatb§zis§ban BLASTn algoritmussal 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAG

E_TYPE=BlastSearch, 2024.01.29.) ¼j referencia szekvenci§t kerest¿nk, majd p§rhuzamos 

szekvenciailleszt®ssel igyekezt¿nk mindk®t elŖfordul· konszenzus szekvencia ºssze§ll²t§s§t 

megk²s®relni az adott mint§ban. Az egy referenci§hoz tºrt®nŖ szekvenciailleszt®s sor§n 

meghat§rozott szekvencia a major konszenzus, m²g az emellett tal§lhat· szekvenciavari§ns a 

minor konszenzus.  

A kapott konszenzus szekvenci§kat manu§lisan ellenŖrizt¿k ®s jav²tottuk, majd annot§ltuk. 

Referencia szekvenciak®nt az al§bbi g®nbanki rekordokat haszn§ltuk: Porcilis MLV-DV 

(KJ127878), Porcilis DV (KF991509.2), Lelystad (NC_043487), VR-2332 (EF536003, 

U87392), Ingelvac MLV vagy m§s n®ven RespPRRS MLV (AF066183). 

Az §ltalunk meghat§rozott PRRSV-szekvenci§kat feltºltºtt¿k a g®nbankba, a g®nbanki 

azonos²t·kat az adott c®lkitŤz®s eredm®nyein®l ²rjuk le. 

8.5.2 SNV azonos²t§s 

Az NGS-adatok alapj§n az adott mint§kban fellelhetŖ SNV v§ltozatoss§g felm®r®s®hez a 

szigor¼bb minŖs®gi szŤr®sen §tmenŖ readeket haszn§ltuk fel (Q30) (BBDuk param®terei: 

rcomp=f restrictleft=32 ktrimleft=t k=15 hdist=3 edist=2 mink=10 qtrim=rl trimq=30 

minlength=75 ordered=t qin=33). Az SNV poz²ci·kat a Geneious program be®p²tett 

algoritmus§val (ĂFind Variations/SNPsò) kerest¿k, 1% vagy 10% gyakoris§gi hat§r®rt®kkel 

(r®szletesebben l§sd az adott c®lkitŤz®s eredm®nyein®l).  

https://help.geneious.com/hc/en-us/articles/360045070991-Assembly-of-SARS-CoV-2-genomes-from-tiled-amplicon-Illumina-sequencing-using-Geneious-Prime
https://help.geneious.com/hc/en-us/articles/360045070991-Assembly-of-SARS-CoV-2-genomes-from-tiled-amplicon-Illumina-sequencing-using-Geneious-Prime
https://help.geneious.com/hc/en-us/articles/360045070991-Assembly-of-SARS-CoV-2-genomes-from-tiled-amplicon-Illumina-sequencing-using-Geneious-Prime
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
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A genetikai v§ltozatoss§g meg§llap²t§s§n t¼l SNV-keres®st ®s -vizsg§latot abban az 

esetben hajtottunk v®gre, ha tºbb PRRSV-vari§nst hat§roztunk meg az adott klinikai 

mint§kban. Ilyenkor a k®t konszenzus ºsszerendez®se ut§n meg§llap²tottuk a nt 

k¿lºnbs®geket, majd ezeket a major konszenzushoz illesztett Contig f§jlban ºsszeegyeztett¿k 

az SNV tal§latokkal (ebben az esetben az SNV nagyr®szt megegyezik a minor konszenzus 

szekvenci§j§val), ®s az §tlagos nt gyakoris§g szerint meg§llap²tottuk a mint§ban tal§lhat· k®t 

tºrzs egym§shoz viszony²tott ar§ny§t. 

8.5.3 Filogenetikai, nukleotid- ®s aminosavszekvencia-elemz®sek 

A v®gleges konszenzus szekvenci§k, illetve az adott c®lkitŤz®snek megfelelŖen 

ºsszev§logatott nukleotid- ®s aminosavszekvencia-adatsorok ºsszerendez®s®t a MUSCLE 

(rºvid genom szakaszok) vagy a MAFFT (hosszabb r®gi·k ®s teljes genomok) algoritmusokkal 

v®gezt¿k az AliView vagy Geneious programok seg²ts®g®vel (Katoh ®s Standley, 2013; 

Larsson, 2014).  

A filogenetikai kapcsolatok rekonstrukci·ja a szekvencia-adathalmazok nagys§g§t·l 

f¿ggŖen vagy a MEGA X szoftverrel vagy az IQ-TREE webszerverrel tºrt®nt (Kumar et al., 

2018; Trifinopoulos et al., 2016). A szubsztit¼ci·s modellek kiv§laszt§sa a Bayes-i 

krit®riumrendszer szerint tºrt®nt, a tºrzsf§k k®sz²t®s®hez maximum-likelihood m·dszert 

v§lasztottunk ®s a megb²zhat·s§got bootstrap-elemz®sekkel biztos²tottuk (Hoang et al., 2018; 

Kalyaanamoorthy et al., 2017; Kumar et al., 2018). 

A szekvenci§k kºzºtti p§ronk®nti nt azonoss§g ®rt®keit a MEGA X programban, a 

p-distance m·dszerrel sz§moltuk ki (Kumar et al., 2018). Az N-glikozil§ci·s poz²ci·k becsl®s®t 

a NetGlyc 1.0 Server seg²ts®g®vel v®gezt¿k 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/) (Gupta ®s Brunak, 2002). A 

lehets®ges rekombin§ci·k jelenl®t®t az RDP5 szoftverrel ellenŖrizt¿k (Martin et al., 2021). 

A PRRSV-1-tºrzsek ORF5 g®nj®re hat· szelekci·s nyom§s becsl®s®t a Datamonkey 

webszerver®n el®rhetŖ FEL, SLAC ®s FUBAR algoritmusokkal v®gezt¿k (Weaver et al., 2018). 

A becs¿lt pozit²v vagy negat²v szelekci·s nyom§st az adott egyedi as poz²ci·kban abban az 

esetben fogadtuk el, ha mindh§rom algoritmus szignifik§nsnak mutatta. A FEL ®s SLAC 

eset®ben p<0,1 szignifikancia szint, a FUBAR eset®ben pedig >0,9 poszterior val·sz²nŤs®g 

volt a krit®rium. 

8.5.4 Szekvencia-adatsorok 

A PRRSV-1- ®s a PRRSV-2-tºrzsek hazai elterjed®s®nek, valamint molekul§ris 

epidemiol·gi§j§nak le²r§s§hoz az ORF5 szekvenci§kat a N£BIH ĆDI biztos²totta.  

A 2003ï2020-ig tart· idŖszakb·l sz§rmaz· PRRSV-1 ORF5 szekvenciagyŤjtem®ny tºbb 

mint 2600 szekvenci§t tartalmaz, azonban ezek nagy r®sze ism®tlŖdŖ szekvencia, melyek kºzt 

a rutin diagnosztika alatt ugyanazon v²rustºrzsek visszaizol§lt v§ltozata, tov§bb§ a vakcin§z§s 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetNGlyc-1.0/
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kºvetkezm®nyek®nt visszaizol§lt vakcinatºrzsek egyar§nt megtal§lhat·k. Az adatsorb·l 

kiv§lasztottunk egy reprezentat²v adathalmazt, azokat a szekvenci§kat megtartva (index 

szekvenci§k), amelyek sert®stelepenk®nt egyedinek sz§m²tottak, azaz tºbb mint 2%-os nt 

elt®r®st mutattak a kor§bban azonos²tott szekvenciav§ltozathoz k®pest. ¥sszess®g®ben 

301 db ORF5 szekvenci§t mag§ba foglal· adathalmaz seg²ts®g®vel vizsg§ltuk a PRRSV-1 

hazai elterjed®s®t. 

A 2005ï2020-ig tart· idŖszakb·l sz§rmaz· PRRSV-2 ORF5 szekvenciagyŤjtem®ny 44 db 

szekvenci§t tartalmaz. Mivel a PRRSV-2 elŖfordul§sa haz§nkban sporadikus, ez®rt az ºsszes 

szekvenci§t bevontuk a vizsg§latainkba. A PRRSV-2-tºrzsek lineage-ekbe tºrt®nŖ besorol§s§t 

a Dr. Mang Shi §ltal biztos²tott ORF5 adatsorral v®gezt¿k (n=841). 

8.5.5 Epidemiol·giai vizsg§latok 

Mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 eset®ben a hat·s§g, illetve a mentes²t®si program 

illet®kesei folyamatosan tºrekedtek az adott sert®stelepeken megjelenŖ v²rustºrzsek 

sz§rmaz§s§nak visszakºvet®s®re. Ehhez felhaszn§l§sra ker¿ltek az importenged®lyek, a 

sz§ll²tm§nyok dokument§ci·ja (TRACES bizony²tv§nyok), a sz§ll²t· j§rmŤvek mozg§s§nak 

kºvet®se (p®ld§ul ®lŖ- ®s v§g·h²di §llatok®, takarm§ny®), tov§bb§ a bel®pŖ szem®lyek 

nyilv§ntart§sa. 
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IX Eredm®nyek 

9.1 A hazai PRRSV-tºrzsek elemz®sei  

A PRRS sikeres eradik§ci·j§nak fenntart§sa ®rdek®ben k¿lºnºsen fontos a tºrzsek 

elterjed®s®t felm®rni ®s folyamatos nyomonkºvet®s¿k felt®teleit megteremteni. Ennek az 

ig®nynek eleget t®ve elk®sz²tett¿k mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 magyarorsz§gi 

v²rust®rk®p®t reprezentat²v ORF5 adatsorok filogenetikai elemz®s®nek seg²ts®g®vel. Az 

®vtizedek alatt ºsszegyŤjtºtt ORF5 nukleotidszekvencia ®s sz§rmaztatott 

aminosavszekvencia-adatok ºsszehasonl²t§s§val tov§bbi inform§ci·t kaptunk a keringŖ 

v²rustºrzsek genetikai v§ltozatoss§g§ra vonatkoz·an.  

A disszert§ci·ban elŖszºr a PRRSV-1-, majd a PRRSV-2-v²rustºrzseivel kapcsolatos 

eredm®nyeinket mutatjuk be.  

9.1.1 PRRSV-1-tºrzsek ORF5 alap¼ vizsg§lata 

¥sszess®g®ben a hivatalos, magyarorsz§gi hat·s§gok, diagnosztikai int®zetek, illetve az 

§ltalunk meghat§rozott PRRSV-1 ORF5 szekvenci§k sz§ma Magyarorsz§gon el®rte a 

2739 db-t (2020. 12. 18-§n, Dr. Szab· Istv§n szem®lyes kºzl®se alapj§n). Ezeknek tºbb mint 

80%-a a PRRS-mentes²t®si program kezdete ut§n ker¿lt kimutat§sra. Az azonos²tott 

PRRSV-tºrzsek alapvetŖ rokons§gi kapcsolatainak elemz®se ®rdek®ben sz¿ks®gszerŤ volt 

ennek a kiterjedt adatsornak a szŤk²t®se, kiz§r·lag a genetikai diverzit§s szempontj§b·l 

relev§nsnak minŖs¿lŖ szekvenci§kat megtartva (index szekvenci§k sz§ma: n=301). Az index 

szekvenci§k kºz¿l a 2003ï2012-es idŖszakb·l csup§n 13 db volt r®szleges (nt 97ï527, 431 

bp hossz¼), a tºbbi lefedte a teljes ORF5 r®gi·t. 

2020-ig bez§r·lag az index szekvenci§k filogenetikai vizsg§lata ®s a hat·s§gok §ltal 

v®gzett j§rv§ny¿gyi nyomoz§s alapj§n a hazai PRRSV-1-tºrzsek 16 kl§dba sorolhat·k be az 

ST-1 (Szubt²pus 1) genetikai vonalon bel¿l (4. §bra). Egy kor§bbi tanulm§nyban 

meghat§rozott 10 kl§don (1A, 1B, 1C, 1E, 1F, 1G, 2, 3C, 3D, 3F) fel¿l 4, ezid§ig be nem sorolt 

szekvenci§k alkotta kl§dot azonos²tottunk (Porcilis, Porcilis-like, Spanish ®s Reprocyc), illetve 

le²rtunk 2 ¼j kl§dot (X1 ®s X2). Az al§bbi, Magyarorsz§gon elŖfordul· kl§dok magas 

t§mogatotts§g¼ak (>96 bootstrap ®rt®k) voltak a filogenetikai elemz®seinkben: 1A, 1E, 1F, 1G, 

2, 3C, 3D, 3F, X1, Reprocyc ®s Spanish. Egy-egy szekvencia k®rd®ses elhelyezked®s®n k²v¿l 

az 1B, a Porcilis, a Porcilis-like, az 1C ®s az X1 kl§dok nem alkottak monofiletikus csoportot a 

rekonstru§lt tºrzsf§n. 
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4. §bra A PRRSV-1 ORF5 index szekvenci§k (n=301) ®s egy®b az 1-es szubt²pusba tartoz· referencia 

szekvenci§k (n=99) filogenetikai elemz®se. A tºrzsfa rekonstrukci· maximum-likelihood m·dszerrel zajlott (IQ-

TREE, szubsztit¼ci·s modell: GTR+F+R5, bootstrap: 1000 ultrafast). A kl§dokat elt®rŖ sz²nk·dokkal jelºlt¿k. A 

tºrzsf§n a magas t§mogatotts§g¼ el§gaz§sokat (>96 bootstrap ®rt®k) ()̧ szimb·lummal t¿ntett¿k fel. A 

haz§nkban fellelhetŖ kl§dokat csillag (Î) szimb·lummal jelºlt¿k. 

A kl§dokr·l bŖvebb inform§ci· az 7. t§bl§zatban olvashat·. A legnagyobb genetikai 

v§ltozatoss§got a 3D ®s az X2 kl§dok mutatt§k (nt azonoss§g: 80ï100% ®s 80,9ï100%) m²g 

a legkonzervat²vabbnak az 1F, illetve a Porcilis ®s a Reprocyc, azaz k®t vakcinatºrzs-eredetŤ 

kl§d bizonyult (nt azonoss§g: 99,5ï99,8%, 96ï100% ®s 96,5ï100%). A Spanish kl§don bel¿l 

helyezkedett el a legtºbb index szekvencia (n=69), a legkevesebb pedig a 2 ®s 3C kl§dokban 

(n=2ï2) (7. t§bl§zat).  

¥sszesen h§rom vakcinalesz§rmazott tºrzsek alkotta kl§dot hat§roztunk meg (Porcilis, 

Reprocyc, Spanish ï Unistrain vagy kºzismerten Amervac), melyek jelenl®te nem meglepŖ, 

hiszen a haz§nkban rendszerint haszn§lt PRRSV-1 MLV-vakcin§kr·l van sz·. Ezekben a 

kl§dokban tal§lhat· ORF5 index szekvenci§knak az adott sz¿lŖi vakcinatºrzshºz viszony²tott 

nt azonoss§ga a kºvetkezŖk®ppen alakult, Porcilis: 96,8ï99,2%; Amervac: 94,2ï99,7% ®s 

Reprocyc: 97ï99%. 
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Besorol§sukt·l f¿ggetlen¿l vizsg§lva az ORF5 index szekvenci§kat az adatsoron bel¿l az 

§tlagos genetikai t§vols§g 12% volt ®s a b§zisok 64,2%-a (389/606 nt poz²ci·) bizonyult 

polimorfnak. Rekombin§ci·t, vagy inszerci·s/del®ci·s mut§ci·t egyik szekvenci§ban sem 

tapasztaltunk. 

7. t§bl§zat A haz§nkban fellelt PRRSV-1-kl§dok tulajdons§gai. 

Kl§d ElŖszºr azonos²tva (®v) Index szekvenci§k (db) Nt azonoss§g (minïmax%) 

1A 2005 21 86,3ï99,7 

1B 2012 6 84,5ï96,4 

1C 2009 9 89,3ï100 

1E 2003 37 87,8ï99,8 

1F 2014 3 99,5ï99,8 

1G 2013 56 82,2ï100 

Porcilis 2009 27 96ï100 

Porcilis-like 2008 6 92,2ï98,8 

Spanish 1990-es 69 91,4ï100 

Reprocyc 2016 11 96,5ï100 

2 2012 2 89,9 

3C 2014 2 90,9 

3D 2011 28 80ï100 

3F 2017 5 92,7ï100 

X1 2015 6 96,2ï98,5 

X2 2012 13 80,9ï100 

A kl§dok elterjed®si mint§zata az orsz§gon bel¿l elt®rt, volt olyan kl§d amelyik egy bizonyos 

orsz§gr®szre koncentr§l·dott, m²g m§s kl§dok sz®tsz·rtan az orsz§g eg®sz ter¿let®n 

azonos²t§sra ker¿ltek (3. mell®klet, 122.o.). ¥sszes²tve a PRRS-mentes²t®s sor§n gyŤjtºtt 

adatokat azt tal§ltuk, hogy haz§nkban a PRRSV-1 terjed®s®®rt elsŖsorban a fertŖzºtt, 

import§lt h²z·alapanyag sert®sek ®s az orsz§gon bel¿l zajl· ®lŖ§llat sz§ll²t§s felelt. 

A PRRS-mentes²t®si program idŖszak§ban v®gzett epidemiol·giai vizsg§latok r§mutattak 

a kl§dok dºntŖ tºbbs®g®nek k¿lfºldi eredet®re. Az 1A ®s 1F eset®ben ez Hollandia, m²g az 

1G-nek Hollandia, N®metorsz§g ®s Szlov§kia; a Spanish-nek Spanyolorsz§g; az X2-nek 

Hollandia ®s N®metorsz§g; a 2-nek D§nia; a 3C-nek Szerbia; a 3D-nek Hollandia ®s 

N®metorsz§g, a 3F-nek pedig Szlov§kia volt az eredete. Az 1B, 1C, 1E, X1 ®s a Porcilis-like 

kl§dokat illetŖen a PRRSV-1-tºrzsek sz§rmaz§sa nem volt meg§llap²that·, vagy nem volt 

kºthetŖ import sert®s§llom§nyokhoz. Kºz¿l¿k az 1B kl§d alap²t· PRRSV-tºrzse 

felt®telezhetŖen Nyugat-Eur·p§b·l sz§rmaz· sert®sekkel ®rkezett val·sz²nŤleg 2010-ben, 

azonban ebbŖl az ®vbŖl szekvenciaadat nem §llt rendelkez®s¿nkre ®s elŖszºr 2012-ben 

azonos²tottunk ide tartoz· vari§nst. Az elsŖ detekt§lt 1C tºrzs (2009) eredet®t nem ismerj¿k, 

azonban k®sŖbb egy n®met import sert®ssz§ll²tm§nyb·l 2015-ben ism®t identifik§ltuk.  
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A haz§nkban cirkul§l· PRRSV-1-tºrzsek genetikai diverzit§s§t lefedŖ GP5 sz§rmaztatott 

aminosav-szekvenci§k vizsg§lata sor§n nagy v§ltoz®konys§got figyelt¿nk meg, az as poz²ci·k 

73,1%-a (147/201) hordozott valamilyen szubsztit¼ci·t (5. §bra). Ezek kºz¿l a kºvetkezŖk 

bizonyultak a legvari§bilisabbnak (konszenzus as ®s az elŖfordul· szubsztit¼ci·k): as56 

(D56E/T/A/K/N/Q/H/R/V/S/G/Y/I), as60 (S60N/D/G/T/A/E/I/R/V), as63 

(D63G/Y/V/S/N/A/H/P/E), as104 (V104C/Y/A/I/H/S/F/R/L/T), as106 (G106R/K/Q/E/S/N/H) ®s 

as153 (R153K/G/M/A/I/L/E/V). Ezenfel¿l az 56., 60., 100. ®s 101. as poz²ci·kban a hasonl· 

ar§nyban elŖfordul· szubsztit¼ci·k miatt konszenzus aminosav meg§llap²t§sa nem volt 

lehets®ges. 

 

5. §bra A PRRSV-1 ORF5 index szekvenci§k (n=301) aminosavszekvencia-illeszt®s®nek grafikus §br§zol§sa. Az 

egyes as poz²ci·kban tal§lhat· aminosavak relat²v gyakoris§ga megegyezik az Ŗket k®pviselŖ betŤk 

magass§g§val ®s az oszlopok ºsszes²tett magass§ga jelºli az adott as poz²ci· konzerv§lts§g§nak m®rt®k®t. A 

betŤk sz²nei az Ŗket jelºlŖ aminosavak k®miai tulajdons§ga alapj§n vannak jelºlve, zºld ï pol§ris, lila ï neutr§lis, 

k®k ï b§zisos, piros ï savas, fekete ï hidrof·b. Az §bra a https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi webszerver 

seg²ts®g®vel k®sz¿lt. 

Noha az egyetlen kor§bban meg§llap²tott neutraliz§l· epit·p (29WSFADGN35) 

ºsszess®g®ben konzerv§ltnak bizonyult, kev®s szubsztit¼ci·t hordoz· as poz²ci·t (S30P, 

F31S/IC, D33E/A/V/N, G34C/A/S, N35S/D/I/K) azonos²tottunk, valamint egy as poz²ci· (A32V) 

rendk²v¿l vari§bilis volt. Nagym®rt®kŤ diverzit§st figyelt¿nk meg bizonyos as poz²ci·kban a 

GP-II (150., 153., 154.) ®s GP-III (166., 168., 171ï174.) antigenikus r®gi·kban, illetve mindk®t 

T-sejt epit·pban (61., 63., 71., 75. ®s 119., 122., 123., 126.). A nyolc cisztein as kºz¿l (3., 16., 

24., 50., 117., 124., 133., 136.) az 50., 117., 124., ®s a 136. poz²ci· bizonyult teljes m®rt®kben 

https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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konzerv§ltnak. ¥sszess®g®ben nagy aminosav-v§ltozatoss§got az N-termin§lis r®gi·n 

elhelyezkedŖ szign§lszekvencia (as1ï31) mutatott. 

A kºvetkezŖ potenci§lis N-glikozil§lt poz²ci·kat tal§ltuk az aminosavszekvencia-adatok 

elemz®s®n®l: N35, N36, N37, N38, N46 ®s N53. Mint§zatokba rendezve Ŗket a leggyakrabban 

elŖfordul· az N37ïN46ïN53 volt, mialatt az N37ïN53, N46ïN53, N35ïN46ïN53,  

N35ïN36ïN46ïN53, N35ïN38ïN46ïN53, N36ïN37ïN46ïN53 ®s az N37ïN38ïN46ïN53 

kev®s szekvenci§ban fordult elŖ. Irodalmi adatok alapj§n az N46 ®s N53 rendszerint 

konzerv§lt. A magyar tºrzsekn®l az N53 mindegyik szekvenci§ban jelent volt, m²g az N46 

poz²ci·ban l§ttunk mut§ci·kat (N46D/K), legnagyobb ar§nyban az 1B (1/6; 16,6%) ®s a 

Spanish (8/69; 11,6%) kl§dokon bel¿l. 

A szelekci·s nyom§s elemz®s®hez a Datamonkey webszerver®n el®rhetŖ k¿lºnbºzŖ 

algoritmusokat (FEL, SLAC ®s FUBAR) haszn§ltuk. Az ºsszes index szekvencia egy¿ttes 

vizsg§lata sor§n az §ltalunk t§masztott krit®riumoknak 25 (as poz²ci·k: 2, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 

14, 20, 22, 25, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 41, 42, 56, 60, 106, 201), illetve 124 kodon felelt 

meg, amelyekre pozit²v, illetve negat²v szelekci·s nyom§s hat (6. §bra, 4. mell®klet, 123.o.).  

 

6. §bra A magyarorsz§gi PRRSV-1 GP5 g®nre (n=301) hat· szignifik§ns pozit²v ®s negat²v szelekci·s nyom§s. 

Az y-tengelyen a SLAC algoritmus §ltal sz§molt dN-dS ®rt®kek szerepelnek. A krit®riumoknak megfelelŖ 

(mindh§rom m·dszerrel szignifik§ns, p<0,1 szignifikancia szint FEL ®s SLAC eset®ben ®s posterior probability 

>0,9 a FUBAR eset®ben) pozit²v ®s negat²v szelekci· alatt §ll· as poz²ci·k piros ®s k®k oszlopokkal vannak 

kiemelve. 

A pozit²v szelekci·nak kitett poz²ci·k a GP5 g®n elsŖ harmad§ban halmoz·dtak fel, lefedve 

az N-termin§lis szign§lszekvenci§t ®s az ektodom®n feh®rjer®gi·kat. A transzmembr§n, illetve 

az endodom®n feh®rjer®gi·kban csup§n egy-egy as poz²ci· eset®ben ®rv®nyes¿lt pozit²v 

szelekci·, ezzel ellent®tben a legtºbb negat²v szelekci·s nyom§s alatt §ll· kodon itt 

helyezkedett el. K¿lºn-k¿lºn kl§donk®nt elemezve a szelekci·s nyom§st, a diverzifik§l· 

szelekci· alatt §ll· egyedi as poz²ci·k sz§ma a Spanish-ben 6 db (4., 7., 8., 20., 36., 56.), az 

1G-ben 4 db (56., 60., 104., 105.), az 1A-ban 2 db (56., 106.), az 1E-ben 2 db (7., 56) volt. Az 

1G-ben 56 db, a 3D-ben 54 db, az 1E-ben 54 db, a Spanish-ben 35 db, az X2-ben 25 db, az 
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1A-ban 20 db, az 1C-ben 5db, az 1B-ben 4 db, a Porcilis-ben 2 db, a Reprocyc-ban 1 db 

negat²v szelekci· alatt §ll· as poz²ci·t azonos²tottunk. L§that·an a szelekci·s nyom§s 

kl§donk®nt tºrt®nŖ elemz®se valamekkora elt®r®st mutatott a teljes adatsor vizsg§lat§val 

kapott eredm®nyekhez k®pest.  

9.1.2 PRRSV-2-tºrzsek ORF5-alap¼ vizsg§lata 

A PRRSV-1-fertŖzºtts®ggel ellent®tben haz§nkban a PRRSV-2-tºrzsekre a sporadikus 

megjelen®s jellemzŖ. A PRRSV-2-fertŖz®ssel kapcsolatos r®szletes epidemiol·giai ®s klinikai 

adatok a 5. mell®kletben (124.o.) olvashat·k. A 2005-tŖl 2020-ig tart· idŖszakban 44 db 

r®szleges ORF5 szekvencia (nt91ï522, 432 bp) hat§roz§sa tºrt®nt meg 20 db hazai 

sert®steleprŖl, amik az orsz§g ter¿let®n sz®tsz·rva helyezkednek el (6. mell®klet, 126.o.).  

Elt®rŖ gyakoris§ggal, de majdnem minden ®vben siker¿lt a PRRSV-2 jelenl®t®t kimutatni 

(6. mell®klet). Ezzel kapcsolatban szeretn®nk megjegyezni, hogy a 2014-tŖl indul· 

PRRS-mentes²t®si tºrekv®sek megnºvekedett azonos²t§si r§t§val j§rtak, hiszen nagyobb 

figyelem fordult a rendszeres monitoringra. 

Haz§nkban eddig csak az L5 ®s L1 lineage-ekbe tartoz· PRRSV-2-tºrzseket detekt§ltunk, 

az elŖbbibe a szekvenci§k 88,6%-a, az ut·bbiba 11,4%-a sorol·dott (7. §bra). 

A filogenetikai elemz®s szerint a magyarorsz§gi PRRSV-2-tºrzsek kºz¿l az L1-be tartoz·k 

(5 db minta, 4 db sert®sfarmr·l) a legkºzelebbi rokons§got egy szlov§k szekvenci§val mutatt§k 

(nt azonoss§g a 36M [KC522648] tºrzshºz: 94,7ï99,8%), m²g az L5 tagjai (39 db minta, 17 db 

sert®sfarmr·l) a vil§gszerte elŖfordul· Ingelvac MLV-vakcinatºrzsszerŤ szekvenci§khoz §lltak 

a legkºzelebb (nt azonoss§g az Ingelvac MLV-vakcinatºrzshºz: 95ï100%). A magyarorsz§gi 

L5 szekvenci§k nagym®rt®kŤ nt azonoss§got (92,6ï100%) mutattak egym§ssal ®s hasonl· nt 

azonoss§g (95,6ï99%) volt megfigyelhetŖ az L1 szekvenci§k kºzºtt is. A szekvenciaadatok 

elemz®se sor§n nem azonos²tottunk inszerci·t ®s del®ci·t, valamint rekombin§ci·t. 

Mind az L5, mind az L1 tºrzsek hazai megjelen®se dºntŖ tºbbs®gben k¿lfºldrŖl import§lt 

sert®s§llom§nyokhoz kºthetŖ, illetve sperm§val tºrt®nŖ behurcol§sra szint®n volt p®lda 

(5. mell®klet). Az L5 eset®ben egyes fertŖzºtt sert®sek behozatala olyan orsz§gokb·l tºrt®nt, 

fŖk®nt D§ni§b·l ®s Szlov§ki§b·l, ahol az Ingelvac PRRS MLV vakcina haszn§lata 

enged®lyezett. Minden meghat§rozott L1 szekvencia egy adott, 2005-re dat§lhat· behurcol§si 

esem®nyhez kºthetŖ, amikor egy nagy integr§ci· egyik sert®stelep®n megjelent a v²rus majd 

2006 ®s 2013 kºzºtt m§sik telephelyeire is §tterjedt. A j§rv§ny¿gyi vizsg§latok arra engedtek 

kºvetkeztetni, hogy az L1 forr§sa Szlov§kia lehetett.  
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7. §bra A PRRSV-2 ORF5 szekvenci§k filogenetikai elemz®se Shi ®s munkat§rsai klasszifik§ci·s rendszere 

szerint (Shi et al., 2010b). A Dr. Mang Shi biztos²totta glob§lis adatsort a hazai szekvenci§k (n=44) mellett 

kieg®sz²tett¿k tov§bbi eur·pai szekvenci§kkal (ºsszesen n=977) (A). A maximum-likelihood tºrzsfarekonstrukci· 

az IQ-TREE webszerver seg²ts®g®vel zajlott (szubsztit¼ci·s modell: TVM+F+R8, bootstrap: 1000 ultrafast). Az L5 

(B) ®s az L1 (C) a dolgozat szempontj§b·l relev§ns §gait k¿lºn felt¿ntett¿k. A szekvenci§k sz§rmaz§si helyeit 

(orsz§g) k¿lºnbºzŖ sz²nekkel emelt¿k ki, tov§bb§ a vizsg§lt magyarorsz§gi ()̧, a VR-2332 (Î) ®s az Ingelvac 

MLV (Â) referenciatºrzseket szint®n elt®rŖ szimb·lumokkal jelºlt¿k. 

A PRRSV-2-tºrzsek GP5 v§ltozatoss§g§nak felm®r®s®hez az adatsorb·l kiv§logattuk az 

egyedi sz§rmaztatott aminosav-szekvenci§kat (n=32). A r®szleges aminosav-szekvenci§k 

(as31ï174) nagyfok¼ hasonl·s§got mutattak mind az L5, mind az L1 csoportokon bel¿l 

(konzervat²v as poz²ci·k ar§nya az L5-ben 122/144 ®s az L1-ben 139/144 volt) (8. §bra). 

Egyes polimorf as poz²ci·kat eddig kapcsolatba hoztak p®ld§ul az immunv§lasz elker¿l®s®vel 

(as56ï57, as102, as104), vagy a VR-2332 attenu§l§sakor bekºvetkezŖ as cser®vel (as151, 

RĄG) (Chen et al., 2016; Yuan et al., 2001). A 102. ®s a 104. as poz²ci·kn§l az Ingelvac 

MLV-tºrzshºz k®pest tºbb olyan L5 szekvenci§ban is aminosav-v§ltoz§st (V102L/F ®s G104E) 

figyelt¿nk meg, melyek klinikai t¿neteket mutat·, fertŖzºtt sert®s§llom§nyokb·l sz§rmaztak 

(minta 25004, 47206, 46978 ®s 40533). Az as151 eset®ben az L5 szekvenci§k dºntŖ 

tºbbs®g®ben bekºvetkezett valamilyen aminosav-v§ltoz§s (G151K/V/R) ®s kºr¿lbel¿l a 

fel¿kben ez a VR-2332 tºrzs®vel megegyezŖ (R151) volt. A GP5 mint az egyik fŖ neutraliz§l· 

antig®n sz§mos epit·pot hordoz (epit·p B ®s C, as37ï45 ®s as52ï61). Az epit·p B egys®ges 

k®pet mutatott (37SHLQLIYNL45) mindegyik vizsg§lt szekvenci§n§l, m²g az epit·p C-n bel¿l 

tal§lhat· hipervari§bilis r®gi· (HVR-2, as57ï59) v§ltozatosnak bizonyult. Kev®s ®s elt®rŖ as 

poz²ci·ban l§ttunk szubsztit¼ci·t a T-sejt epit·pokban. 
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8. §bra Az egyedi aminosav-szekvenci§val rendelkezŖ hazai PRRSV-2-tºrzsek (n=32), az L1 (IAF-exp91) ®s L5 (VR-2332 ®s Ingelvac MLV) referenciatºrzsek r®szleges GP5 

(as31ï174) aminosavszekvencia-illeszt®se. Az epit·pok (B-sejt epit·p B ®s C, T-sejt epit·pok) ®s a hipervari§bilis r®gi·k (HVR-1 ®s HVR-2) fekete kerettel ®s sz¿rke dobozzal 

vannak jelºlve. Piros kerettel a VR-2332 attenu§l§s§t mutat· poz²ci· van kiemelve.  
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A lehets®ges N-glikozil§lt as poz²ci·k vizsg§lata arra engedett kºvetkeztetni, hogy 

ºsszesen hat tal§lhat· az §ltalunk vizsg§lt hazai PRRSV-2-tºrzsekben (N32, N33, N34, N35, 

N44 ®s N51). Kºz¿l¿k az N44 ®s N51 mindegyik szekvenci§ban elŖfordult, tov§bb§ hat 

k¿lºnbºzŖ glikozil§ci·s mint§zatot tudtunk meghat§rozni az adatsorban (8. t§bl§zat). 

8. t§bl§zat A detekt§lt felt®telezett N-glikozil§ci·s poz²ci·k jelenl®te ®s az §ltaluk alkotott glikozil§ci·s mint§zatok 

elŖfordul§sa a hazai PRRSV-2 vizsg§lt szekvenci§kban. 

Glikozil§ci·s 

mint§zat 

N-glikozil§lt as poz²ci·k ElŖfordul§s 

ar§nya (%) 

Lesz§rmaz§si 

vonal N32 N33 N34 N35 N44 N51 

A  +   + + 34,4% (11/32)  L1, L5 

B   +  + + 25% (8/32)  L5 

C    + + + 12,5% (4/32)  L1, L5 

D + +   + + 9,4% (3/32) L5 

E  + +  + + 9,4% (3/32) L5 

F   + + + + 9,4% (3/32) L1 

9.2 Hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²t®s ®s NGS alkalmaz§sa a PRRSV-tºrzsek 

vizsg§lataiban 

9.2.1 PRRSV-2-j§rv§nykitºr®s vizsg§lata  

Az elŖzŖ fejezetben le²rtuk a PRRSV-2 elŖfordul§s§t haz§nkban a 2005-tŖl 2020-ig tart· 

idŖszakban. Az ezt kºvetŖ ®vben (2020 Ŗszï2021 ny§r) az ºsszes tov§bbi azonos²tott 

PRRSV-2-tºrzs kettŖ, az Ingelvac MLV-vakcinatºrzzsel fertŖzºtt import sert®s§llom§nyok 

behozatala ut§n kialakult fertŖz®si l§nccal §lltak kapcsolatban. Fontos kiemeln¿nk, hogy az 

esettanulm§nyban ®rintett ºsszes sert®s§llom§ny PRRS-mentes st§tusszal rendelkezett a 

megelŖzŖ ®vekben. Az ®rintett sert®stelepekrŖl tov§bbi inform§ci·k az 7. mell®kletben 

olvashat·k (127.o.). 

Ebben a vizsg§latunkban igyekezt¿nk a hagyom§nyos ORF5 alap¼ molekul§ris 

epidemiol·giai megkºzel²t®st az ORF2-7 (teljes szerkezeti feh®rj®ket k·dol· r®gi·) 

karakteriz§l§s§val kieg®sz²teni (hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²t®s, Illumina k®sz¿l®ken 

futtat§s), ami l®nyeges inform§ci·val szolg§lt egy PRRSV-2 ®lŖ attenu§lt vakcinatºrzs 

genetikai v§ltozatoss§g§r·l egy olyan orsz§gban, ahol az nem endemikusan elterjedt. 

Jelen dolgozatban az epidemiol·giai vizsg§latok eredm®nyeit rºviden fogjuk ºsszefoglalni, 

a hangs¼lyt a genetikai vizsg§latokra szeretn®nk helyezni. A PRRSV-2-vakcinatºrzs §ltal 

kiv§ltott elsŖ fertŖz®si l§ncban (Eset I.) ºsszesen 5 db nagyl®tsz§m¼ teny®sztelep ®s hizlalda 

volt ®rintett, m²g a m§sodikban (Eset II.) 2 db nagyl®tsz§m¼ h²z·telep (8. mell®klet, 128.o.). 

A j§rv§nyok felt®telezett kiindul·pontja a j§rv§ny¿gyi vizsg§latok szerint egy-egy D§ni§ban 

elhelyezkedŖ gyŤjtŖ§llom§sr·l ®rkezett sert®s sz§ll²tm§ny. Az Eset I-ben a Farm A ®s Farm B 

kºzºtt egyed¿li kapcsolatk®nt egy tr§gyasz§ll²t· j§rmŤvet azonos²tottak, ²gy val·sz²nŤleg ez 
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felelt a v²rustºrzs kezdeti terjed®s®®rt. L®nyeges inform§ci·, hogy sert®sek mozgat§sa nem 

zajlott a Farm B ®s a gyŤjtŖ§llom§sok, valamint a Farm B ®s a fertŖz®si l§ncokban r®sztvevŖ 

egy®b sert®sfarmok kºzºtt. A Farm B, C ®s D kºzºtti fertŖz®s oka elsŖdlegesen egy v§g·h²d 

sz§ll²t·j§rmŤve lehetett. Az eset idej®n a j§rmŤ felvett fertŖzºtt sert®seket a Farm B teleprŖl, 

majd folytatta ¼tj§t, ®s a Farm D telepn®l szint®n felvett sz§ll²tm§nyt. Mivel a Farm D telepnek 

nincs saj§t m®rlege, ²gy a sz§ll²t§s elŖtti ®s ut§ni m®r®st a kºzelben l®vŖ Farm C telepn®l 

v®gezt®k el (megszokott gyakorlat volt kor§bban is) a Farm B teleprŖl sz§rmaz· sert®sek 

jelenl®t®vel, ezzel nagy val·sz²nŤs®ggel behurcolt§k a Farm C telepre a v²rust. A Farm C ®s 

D kºzºtti v²rus§tvitel vagy a kor§bban le²rt m·don zajlott, vagy a m§r befertŖzŖdºtt Farm C-rŖl 

egy k®sŖbbi h²z·alapanyag kihelyez®ssel. A Farm E telepre egy®rtelmŤen a Farm C-rŖl ®rkezŖ 

h²z·alapanyag-sz§ll²tm§ny terjesztette a v²rust. Az Eset II-ben a Farm F telepre ®rkezŖ, 

fertŖzºtt import sert®s§llom§ny felelt a kºzvetlen szomsz®ds§g§ban elhelyezkedŖ Farm G 

fertŖzŖd®s®®rt.  

A r®szletesebb genetikai elemz®sek kivitelez®s®hez az ORF2ï7 r®gi· felszapor²t§sa ®s 

szekven§l§sa sikeresnek bizonyult a Farm B, C, D, E ®s F sert®sfarmokr·l gyŤjtºtt mint§kb·l 

(7. mell®klet, 127.o.). A Farm A felt®telezetten fertŖzºtt sz§ll²tm§ny§b·l a tulajdonos r®sz®rŖl 

diagnosztikai c®lb·l nem tºrt®nt minta bek¿ld®se, illetve a Farm G teleprŖl sz§rmaz· mint§b·l 

nem siker¿lt a c®lr®gi· meghat§roz§sa. A k®rd®ses ORF2ï7 szekvenci§kat az  

OR143097ïOR143102 azonos²t·kkal elhelyezt¿k a g®nbank adatb§zis§ban. 

A meghat§rozott ORF2-7 szekvenci§k hossza egys®gesen 3188 bp volt, inszerci·s ®s 

del®ci·s mut§ci·t, illetve rekombin§ci·t egyik mint§ban sem figyelt¿nk meg. A vizsg§lt 

szekvenci§k az Ingelvac MLV-vakcinatºrzzsel 98,2ï99,9% nt azonoss§got mutattak ®s a 

VR-2332 vadt²pus¼ sz¿lŖtºrzzsel ºsszehasonl²tva hasonl·an magas azonoss§got  

(98,1ï99,6%) figyelt¿nk meg (9. t§bl§zat). A filogenetikai rekonstrukci· megerŖs²tette, hogy 

minden egyes szekvencia az L5-be tartozik, amelynek az Ingelvac MLV ®s VR-2332 szint®n 

tagjai (9. §bra). Tov§bb§ meg§llap²tottuk, hogy a 64196 ®s 18601, illetve a 19601 ®s 19001 

szekvenci§k egy-egy k¿lºn csoportot alkotnak.  
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9. t§bl§zat A sikeresen felszapor²tott ORF2ï7, a VR-2332 vadt²pus¼ tºrzs ®s az Ingelvac MLV-vakcinatºrzs kºzºtt 

megfigyelt nt azonoss§g ®rt®kei (%). 

 
VR-2332 Ingelvac MLV 64196 18601 19001 19702 19601 27392 

VR-2332 
        

Ingelvac MLV 99,6 
       

64196 98,8 99 
      

18601 98,8 99 100 
     

19001 98,1 98,3 97,6 97,6 
    

19702 99,6 99,9 99 99 98,3 
   

19601 98,1 98,2 97,5 97,5 99,7 98,2 
  

27392 99,3 99,4 98,8 98,8 98,3 99,5 98,2 
 

 

9. §bra A PRRSV-2 ORF2ï7 nukleotidszekvenci§k filogenetikai elemz®se. A dolgozatban vizsg§lt 

szekvenci§k f®lkºv®r betŤvel vannak jelºlve. A maximum-likelihood tºrzsfa rekonstrukci·t a MEGA X szoftverrel, 

a HKY+G (1000 boostrap) szubsztit¼ci·s modellel v®gezt¿k. A Shi ®s munkat§rsai §ltal meghat§rozott 

lesz§rmaz§si vonalak jelºl®se az §bra jobb oldal§n l§that· (Shi et al., 2010b). 

Az ORF2ï7 PCR-term®keibŖl nyert NGS-adatok (§tlagos szekven§l§si m®lys®g:  

8976ï22052Ĭ) elemz®s®vel f®ny der¿lt ezeknek a nem kºzvetlen vakcin§z§sb·l sz§rmaz·, 

sert®stelepeken bel¿l keringŖ vakcinalesz§rmazott tºrzsek v²ruspopul§ci·j§nak 

v§ltozatoss§g§ra. Vizsg§lataink sor§n ºsszesen 77 db SNV-t azonos²tottunk  
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(krit®rium: minimum 10% SNV gyakoris§g), 10,2% ®s 50,8% kºzºtt v§ltoz· gyakoris§gi 

®rt®kekkel a kºvetkezŖ mint§kban: 19001, 19702, 19601 ®s 27392 (10. §bra). Az SNV-k 

mennyis®g®t tekintve az eml²tett mint§kban ºsszesen 2 / 12 / 6 / 57 db-t tal§ltunk. Az SNV-k 

ORF r®gi·kon bel¿li vagy kºzºtti elhelyezked®s®ben semmilyen mint§zatot nem tapasztaltunk.  

A 2020ï2021-ben Magyarorsz§gon detekt§lt vakcinalesz§rmazott PRRSV-2-tºrzsek 

lehets®ges revert§l·d§s§nak vizsg§lat§hoz ºsszevetett¿k a minor nukleotidvari§nsokat az 

Ingelvac MLV vakcina- ®s a VR-2332 vadt²pus¼ tºrzsek kºzºtt megfigyelt nt elt®r®sekkel 

(10. §bra). A k®t referenciatºrzs kºzºtt az ORF2ï7 r®gi· ter¿let®n az ºsszes azonos²tott SNV-

poz²ci· kºz¿l mindºssze 5 db poz²ci·ban (nt 610, 722, 813, 1967 ®s 3161) l§ttunk k¿lºnbs®get 

®s a tal§lt SNV-k csek®ly r®sze (19702: nt 610 ®s 1967, 27392: nt 722) egyezett meg a 

vadt²pus¼ tºrzzsel. Az SNV-k sz§m§ban nem tal§ltunk ºsszef¿gg®st arra n®zve, hogy az adott 

vakcinatºrzsbŖl sz§rmaz· minta a fertŖz®si l§nc idŖrendi sorrendj®ben milyen helyet foglalt el. 

A vizsg§lt mint§kb·l meghat§rozott szerkezeti feh®rj®ket k·dol· r®gi· aminosav szinten is 

magas azonoss§got mutatott mind az Ingelvac MLV vakcina-, mind a VR-2332 vadt²pus¼ 

tºrzsekkel (10. t§bl§zat). A referenci§khoz k®pest a GP3 mutatta a legnagyobb elt®r®st. 

10. t§bl§zat A sikeresen felszapor²tott ORF2ï7 ®s az Ingelvac MLV-vakcinatºrzs, illetve a VR-2332 vadt²pus¼ 

tºrzsek kºzºtt megfigyelt aminosavazonoss§g-®rt®kei (minïmax%). 

 Ingelvac MLV VR-2332 

GP2 97,7ï100 96,5ï98,9 

GP3 95,3ï99,2 95,7ï99,6 

GP4 98,3ï100 98,3ï100 

GP5 98ï100 97,5ï98,5 

M 98,3ï100 98,9ï100 

N 99,2ï100 98,4ï99,2 

Az illesztett aminosav-szekvenci§k Ingelvac MLV-vakcinatºrzzsel tºrt®nŖ 

ºsszehasonl²t§sa sor§n a GP2, GP3, GP4, GP5, M ®s N g®neken bel¿l polimorf as poz²ci·kat 

megfigyelt¿nk: 11/256 (4,3%), 13/254 (5,1%), 3/178 (1,7%), 7/200 (3,5%), 3/174 (1,8%) ®s 

1/123 (0,8%) (11. §bra). Az adatsorban tºbb olyan aminosav-szubsztit¼ci·t is l§ttunk, ahol a 

vizsg§lt hazai PRRSV-2-szekvenci§k nagyr®sze mindk®t referenciatºrzstŖl elt®rt  

(GP2: F10ĄL10; I237ĄM237; GP3: T30ĄA30; GP5: D34ĄH/A/G34). ¥sszesen h®t 

poz²ci·ban tal§ltunk olyan aminosavat (GP2: H204, A223, V241; GP3: I15; GP5: C11, A29; N: 

K10), ami az Ingelvac MLV-vakcinatºrzzsel mutatott azonoss§got ott, ahol az elt®r a VR-2332-

tŖl, m²g ºsszesen csak k®t olyan poz²ci·t (GP3: V94; M: Q16, kiv®ve 19702-es minta) 

azonos²tottunk, ami a VR-2332-vel egyezik meg. 
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10. §bra A hazai PRRSV-2 Ingelvac MLV-vakcinalesz§rmazott tºrzsek ORF2ï7 r®gi·j§nak SNV-elemz®se ®s ºsszehasonl²t§sa az Ingelvac MLV vakcina- ®s a VR-2332 

vadt²pus¼ tºrzsek kºzºtt megfigyelt nt elt®r®sekkel. A VR-2332-tºrzzsel megegyezŖ SNV-ket f®lkºv®r, al§h¼zott betŤvel jelºlt¿k. 
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11. §bra A sikeresen felszapor²tott ORF2ï7 ®s a k®t referenciatºrzs konkaten§lt aminosav-szekvenci§i. Sz²nk·dok: zºld keret, aminosav elt®r®s mindk®t 

referenciatºrzshºz k®pest; narancss§rga keret, megegyezŖ aminosavak az Ingelvac MLV-vakcinatºrzzsel; k®k keret, megegyezŖ aminosavak az VR-2332 vadt²pus¼ tºrzzsel. 
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9.2.2 Kevert fertŖz®sek azonos²t§sa  

Az illet®kes hat·s§gok a PRRS-mentes²t®s rutin diagnosztikai vizsg§latainak folyamata 

alatt sz§mos esetben figyeltek fel ®rtelmezhetetlen Sanger-szekvencia adatokra. Val·sz²nŤleg 

ezek a mint§k tºbb mint egy PRRSV-vari§nst tartalmaztak. A jelens®g felder²t®se ®s elemz®se 

®rdek®ben egy elŖzetes tanulm§ny keretei kºzºtt, hat h·napon kereszt¿l v®gezt¿k a rutin 

diagnosztikai elj§r§s sor§n keletkezett PCR-term®kekbŖl (ORF5 ®s ORF7) a nukleotidsorrend 

meghat§roz§s§t hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²t®s ®s Ion Torrent k®sz¿l®k seg²ts®g®vel. 

A k¿lºnbºzŖ §llategyedektŖl gyŤjtºtt mint§kb·l ºsszesen 182 ORF5 ®s 10 ORF7 

PCR-minta feldolgoz§sa tºrt®nt meg. Az ORF5 eset®ben sikeresen meg§llap²tottuk 127 

PRRSV-1 ®s 10 PRRSV-2 konszenzus szekvenci§j§t, illetve az ORF7-ek kºz¿l kilenc®t. 

H§rom PRRSV-1 ORF5, valamint k®t ORF7 mint§ban pedig tºbb PRRSV-vari§ns jelenl®t®t 

l§ttuk (11. t§bl§zat). Az NGS-eredm®ny®nek feldolgoz§sakor k®t ORF5 mint§ban k®t-k®t, m²g 

a tºbbiben egy minor vari§nst azonos²tottunk. Az Ion Torrenten, hagyom§nyos 

DNS-kºnyvt§rk®sz²t®sbŖl sz§rmaz· readek Q30-as minŖs®gi szŤr®se az adatelemz®shez 

kev®s readet eredm®nyezett. Mindenesetre Q10-es szŤr®si be§ll²t§sokkal a mint§n bel¿li 

vari§nsok ar§nya megbecs¿lhetŖ volt. Az ºssze§ll²tott szekvenciap§rok kºzºtt 90,9ï97,4% nt 

azonoss§got figyelt¿nk meg. A kevert fertŖz®st mutat· mint§kb·l sz§rmaz· szekvenciaadatok 

elemz®se szerint egyes major ®s minor vari§nsok a Porcilis- (38 major, 120 minor b, 122 minor, 

1 major) vagy az Amervac-vakcinatºrzzsel (120 major, 120 minor a, 122 major, 1 minor,  

8 major) mutatt§k a legnagyobb nt azonoss§got (>95%), a tºbbi vadt²pus¼ tºrzsnek bizonyult. 

11. t§bl§zat. Az ORF5 ®s ORF7 r®gi·k hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²t®s ®s Ion Torrent k®sz¿l®k seg²ts®g®vel 

zajl· szekven§l§s§nak eredm®nyei a kevert mint§k eset®ben. 

R®gi· Minta 
Lev§logatott 
readek sz§ma* 

Szekven§l§si 

m®lys®g (Ĭ) 

Ćtlagos SNV gyakoris§g (%) 

Major 
vari§ns 

Minor 
vari§ns a 

Minor 
vari§ns b 

ORF5 38 19768 5569,3 91,3% 26,4% 26,4% 

ORF5 120 5606 1507,9 81,3% 45,9% 17,1% 

ORF5 122 5123 1358,9 74,6% 23,5% - 

ORF7 1 2445 693,6 91,8% 7,4% - 

ORF7 8 4338 426,3 82,7% 16,1% - 

* A readek minŖs®gi szŤr®se minimum Q10 be§ll²t§ssal tºrt®nt. 
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9.3 PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerek ki®rt®kel®se 

Munk§nk sor§n az Ion Torrent ®s Illumina NGS-rendszerekre specifikusan adapt§ltunk 

PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ protokollokat. Ebben a fejezetben ezeknek a m·dszereknek a 

ki®rt®kel®s®t foglaljuk ºssze. 

9.3.1 ORF5 ®s ORF7 elemz®se Ion Torrent rendszeren 

A hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerhez k®pest a f¼zi·s primereket mag§ba 

foglal· egyl®p®ses PCR-alap¼ m·dszer kev®sb® bizonyult hat®konynak az Ion Torrent 

rendszeren. Az 5 db ORF5 ®s 5 db ORF7 amplikon DNS-kºnyvt§r eset®ben §tlagosan 208 db 

readet kaptunk, a szekven§l§si m®lys®g 7Ĭ ®s 132Ĭ kºzºtt v§ltozott. A v§rt read-hosszhoz (kb. 

500ï600 bp) k®pest az §tlagos read-hossz mindºssze 121 bp volt ®s mint§nk®nt §tlagosan 

csup§n 5 db 500 bp-t el®rŖ readet siker¿lt gener§lni. Finansz²roz§si okok, illetve az Illumina 

rendszerre tºrt®nŖ v§lt§s miatt a m·dszer tov§bbi optimaliz§l§s§ra nem ker¿lt sor. 

9.3.2 ORF7 elemz®se Illumina rendszeren 

Az ORF7-re specifikus, k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer 

mŤkºdŖk®pess®g®t elsŖ l®p®sben ISeq100 k®sz¿l®ken ellenŖrizt¿k (r®szleges ORF7 

konszenzus szekvenci§kat eredm®nyezett a 2x150 bp leolvas§si keret miatt). A m·dszer j·nak 

bizonyult, mind a PCR-1, mind a PCR-2 a v§rt hossz¼s§g¼ term®ket szapor²totta fel, tov§bb§ 

az ¼jgener§ci·s szekven§l§s eredm®nye bizony²totta, hogy a f¼zi·s primerekkel be®p²tett 

vonalk·dok megfelelŖen mŤkºdnek, illetve a v§rt konszenzus szekvenci§t kapjuk. 

K¿lºnbºzŖ sert®sk·rokoz·k vizsg§lat§val ellenŖrizt¿k a PCR-1 alatt alkalmazott, mindk®t 

PRRSV faj ORF7 r®gi·j§t c®lz· f¼zi·s primerek specificit§s§t. Ahogy a 12. §br§n l§that·, a 

sert®sek j§rv§nyos hasmen®s®nek v²rus§t lesz§m²tva, ahol aspecifikus term®kek (Ăsmearò) 

jelenl®t®t l§ttuk, egyed¿l a PRRSV-pozit²v kontrollmint§ban volt megfigyelhetŖ PCR-term®k a 

v§rt hosszn§l (kb. 630ï650 bp). A PCR-2 amplikonjainak g®lk®pe alapj§n a v§rt mellett, 

200 bp-n§l is l§that· volt term®k (jelen dolgozatban nem ker¿lt felt¿ntet®sre). Ez a hossz 

megegyezik a k®t PCR sor§n alkalmazott primerek lehets®ges ºsszekapcsol·d§s§b·l ad·d· 

term®k m®ret®vel, ez®rt ¼gy gondoljuk, hogy a reakci· sor§n primerdimerek keletkez®se 

tºrt®nik. A v§rt ®s az aspecifikus primerdimer-term®kek megfelelŖ sz®tv§laszt§sa megoldhat·, 

amennyiben a g®lelektrofor®zist 1,5%-os agar·z g®llel ®s hosszabb futtat§ssal v®gezz¿k. 
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12. §bra Az §ltalunk tervezett PCR-1 alatt alkalmazott ORF7 f¼zi·s primerek specificit§s§nak vizsg§lata. A 

g®lelektroforetikus k®pen az oszlop 1ï9 jelºli a felhaszn§lt mint§kat: sert®s-herpeszv²rus 1 (1), 

sert®s-parvov²rus 1 (2), sert®sek j§rv§nyos hasmen®s®nek v²rusa (3), klasszikus sert®spestis v²rusa (4), 

sert®s-teschov²rus (5), sert®s transzmisszibilis gastroenteritis v²rusa (6), sert®s-circov²rus (7), sert®s-pestiv²rus (8) 

®s sert®s-rotav²rus (9); a 10. ®s 11. oszlop a pozit²v (Lelystad tºrzs) ®s a negat²v kontrollt mutatja; az M oszlop az 

OôGene Ruler DNS molekulatºmeg markert. 

A m·dszerfejleszt®s kºvetkezŖ l®p®s®ben a k®tl®p®ses PCR-rendszer szenzitivit§s§t 

igyekezt¿nk meg§llap²tani, amihez a Lelystad- ®s a VR-2332-tºrzsek (PRRSV-1 ®s PRRSV-2 

protot²pus tºrzsei) PRRSV-negat²v malacsav·ban h²g²tott mint§it (spike-in minta) haszn§ltuk 

fel. A szenzitivit§s m®rŖsz§mak®nt a Ct-®rt®ket v§lasztottuk, mert a legtºbb PRRSV-re 

ir§nyul·, k¿lºnbºzŖ NGS-m·dszereket ºsszehasonl²t· kºzlem®nyben ezt alkalmazz§k, mint 

viszony²t§si alap a klinikai mint§k eset®ben (Gagnon et al., 2021; Vandenbussche et al., 2021; 

Zhang et al., 2017).  

A spike-in mint§kkal p§rhuzamos ism®tl®ssel v®gezve a k®tl®p®ses PCR-alap¼ 

kºnyvt§rk®sz²t®st meg§llap²tottuk, hogy a PCR-2 v®g®t kºvetŖen mindk®t vizsg§lt tºrzsn®l a 

sikeres amplifik§ci· hat§ra Ct 34 ®rt®k kºr¿l volt. Az NGS-tesztfuttat§s (ISeq100) eredm®nyei 

szerint ezen Ct-®rt®kkel rendelkezŖ h²g²t§si fokokn§l (Lelystad: 10-5; VR-2232: 10-5/10-6) ºssze 

tudtunk §ll²tani r®szleges ORF7 konszenzus szekvenci§kat, a Lelystad eset®ben 1663,7Ĭ, m²g 

a VR-2332-n®l 578,6Ĭ szekven§l§si m®lys®ggel (9. mell®klet, 129.o.). Ezek alapj§n a 

m·dszer mindk®t PRRSV fajra n®zve hasonl· szenzitivit§ssal b²r. Az ºsszes²tett 

PRRSV-specifikus (azaz illesztett) readek ar§nya a k¿lºnbºzŖ v²rustel²tetts®gŤ csoportokban 

a kºvetkezŖk®ppen alakult: Ct 12ï15: 70,3%; Ct 15ï20: 86,5%; Ct 20ï25: 82,4%; Ct 25ï30: 

47,3%; Ct 30ï36: 43,3%. 

A fentebb ismertetett elŖzetes vizsg§latok ut§n elv®gezt¿k a kidolgozott kºnyvt§rk®sz²tŖ 

m·dszer hat®konys§g§nak ®s alkalmazhat·s§g§nak felm®r®s®t hazai sert®stelepekrŖl gyŤjtºtt 

mint§k seg²ts®g®vel. A vizsg§lt 15 db sav·poolminta (az ORF5 diagnosztikai vizsg§lata 
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alapj§n 10 k¿lºnbºzŖ kl§dba tartoztak) m®rt Ct-®rt®keit, illetve a Miseq k®sz¿l®ken v®gzett 

szekven§l§s eredm®nyeit a 12. t§bl§zat foglalja ºssze. A mint§k Ct-®rt®ke 16,5 ®s 31,6 kºzºtt 

v§ltozott, azonban a g®lelektrofor®zis sor§n a PCR-1 term®k ºsszesen ºt mint§n§l volt l§that· 

(20424_19, 26902_21, 2586_21, 66527_20, 37613_19; jelen dolgozatban nem ker¿lt 

felt¿ntet®sre). A g®lbŖl a PCR-1-term®k l§that· hi§ny§t·l f¿ggetlen¿l mindegyik mint§n§l a 

megfelelŖ m®rettartom§nyba esŖ s§vot kiv§gtuk ®s tiszt²tottuk. A visszanyert DNS-templ§t 

felhaszn§l§s§val minden mint§n§l sikeresen lezajlott a DNS-kºnyvt§rak felszapor²t§sa (l§that· 

PCR-2-term®kek mindegyik mint§n§l; jelen dolgozatban nem ker¿lt felt¿ntet®sre) ®s 

szekven§l§sa.  

12. t§bl§zat A sert®stelepekrŖl gyŤjtºtt sav·mint§k adatait ®s az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s eredm®nyeit 

ºsszefoglal· t§bl§zat. 

* Az ¼jonnan szekven§lt, g®nbankba feltºltºtt szekvenci§k. 
Á A readek minŖs®gi szŤr®se minimum Q20 be§ll²t§ssal tºrt®nt a tºbbin®l alkalmazott Q30 helyett.  
Ä Az adott mint§ban tal§lhat· k®t konszenzus szekvencia ar§ny§nak adatai. R®szletesen l§sd k®sŖbb a 9.4.1. 
fejezetben. 

Hab§r a szekven§l§si m®lys®g viszonylag t§g ®rt®kek kºzºtt v§ltozott az egyes mint§k 

kºzºtt (202Ĭï14986Ĭ), egy minta kiv®tel®vel (30156_20) az ORF7 konszenzus szekvenci§k 

ºssze§ll²t§sa megval·sult, tov§bb§ ºt minta eset®ben k®t konszenzust is tal§ltunk (r®szletesen 

l§sd k®sŖbb: 9.4.1. fejezet, 73.o.). A meghat§rozott, teljes ORF7 konszenzus szekvenci§k 

kºzºtt a nt azonoss§g 87,4ï100% volt. Az ¼jonnan szekven§lt konszenzus szekvenci§k, 

bele®rtve a major ®s minor vari§nsokat is (/1 ®s /2 jelºl®ssel), megtal§lhat·ak a g®nbankban 

az al§bbi azonos²t·kkal: OR427017ïOR427035. 

Minta Ct ®rt®k ORF5 kl§d 
Lev§logatott 
readek sz§ma 

Szekven§l§si 
m®lys®g (Ĭ) 

Ćtlagos SNV 
gyakoris§g (%)Ä 

Major 
vari§ns 

Minor 
vari§ns 

26940_19* 20,9 1A 502722 149864 - - 

2208_19* 27,8 1E 22306 1029 75 25 

28370_20* 26,5 1E 109948 41137 - - 

20424_19* 21,5 1F 154252 38505 - - 

26902_21* 19,1 1G 93512 38471 - - 

2586_21* 16,5 1G 33762 4351 - - 

474_19* 22,3 1G 15406 305 78 22 

66527_20* 22,0 Porcilis 172782 67857 - - 

9331_20* 24,4 Porcilis 105896 13271 - - 

37613_19* 22,6 Porcilis-like 31070 6245 - - 

5191_19* 27,8 Reprocyc 35600 5846 53 47 

27473_19* 29,1 Spanish 5330 1605 58 42 

5036_19*,Á 25,8 Spanish 898 202 62 38 

30156_20 31,6 3D - - - - 

52808_19* 26,5 3F 6856 939 - - 
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9.3.3 Teljes genom elemz®se Illumina rendszeren 

Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s sikeres alkalmaz§sa ut§n arra tºrekedt¿nk, hogy a 

kºnyvt§rk®sz²tŖ PCR-rendszer alapjait (f¼zi·s primerek ®s vonalk·dol· PCR-2) bizonyos 

tºrzsek teljes genomszekvenci§j§nak karakteriz§l§s§hoz adapt§ljuk. 

A multiplex PCR-alap¼ teljesgenom-felszapor²t§shoz tervezett Porcilis- ®s Unistrain-

vakcinatºrzsekre specifikus primereket elŖszºr egyedileg tesztelt¿k. Mind a 34 db primerp§rral 

a v§rt hossz¼s§g¼ PCR-term®ket kaptuk (kb. 680ï720 bp), egyed¿l a 22. amplikon eset®ben 

volt megfigyelhetŖ egy rºvidebb aspecifikus term®k (13. §bra). 

 

13. §bra A teljes genomot lefedŖ, multiplex PCR primerekkel egyedileg megval·sult PCR-ek 

g®l-elektroforetikus k®pe. Mintak®nt egy Porcilis PRRS vakcin§t, pozit²v kontrollk®nt egy, az ORF7 r®gi·t c®lz· 

diagnosztikai primerp§rt haszn§ltuk fel. Az NTC a negat²v kontrollt, az M a molekul§ris markert (OôGene Ruler 

DNS) jelºli. 

Ezt kºvetŖen arra koncentr§ltunk, hogy a primerek PCR-1-et megelŖzŖ pooloz§s§t 

optimaliz§ljuk. ¥sszehasonl²t§si alapk®nt a Porcilis-vakcinamint§knak (A220CE01, 

A220AD01, A221AE01) a 34 db primerp§rral elŖ§ll²tott egyedi PCR-1-term®keit egyenlŖ 

ar§nyban ºsszekevert¿k ®s a m§sodik kºrºs PCR-rel amplikon DNS-kºnyvt§rat k®sz²tett¿nk, 

majd megszekven§ltuk azokat (14. §bra).  

A poolAv1-bŖl (ahol a poolA1-ben ®s poolA2-ben egyenlŖ ar§nyban vannak vegy²tve a 

primerek) sz§rmaz· NGS-eredm®nyek csºkkent szekven§l§si m®lys®get mutattak az al§bbi 

amplikonokn§l: az A220CE01-ben az 1., 3., 5., 7., 8., 15., 17., 21., 23. ®s 29.; az A220AD01-

ben a 8., 18. ®s 23.; m²g az A221AE01-ben az 1., 7., 8., 9., 15., 17., 18. ®s 23. (14. §bra). H®t 

primerp§rn§l (1., 7., 8., 15., 17., 18. ®s 23. amplikonok) megfigyelt¿k, hogy legal§bb k®t 

vakcinamint§n§l nem eredm®nyez elegendŖ PCR-term®ket, ebbŖl kºvetkezŖen readet, 

tov§bb§ az A220CE01 eset®ben a 23. amplikon r®gi·ban egy§ltal§n nem keletkezett read. A 

poolAv1 eredm®nyei alapj§n l®trehoztunk k®t, elt®rŖ ar§ny¼ primerp§rokat tartalmaz· poolt 

(v2, v3). Ezekkel az ¼jabb verzi·j¼ poolokkal siker¿lt a teljes genom hossz§n egys®gesebb 

szekven§l§si m®lys®get el®rni ®s az alacsony m®lys®ggel rendelkezŖ r®gi·kat teljes 

m®rt®kben megsz¿ntetni (14. §bra).  



 

 
  

7
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14. §bra A Porcilis-vakcinamint§k teljes genom hossz§n el®rt szekven§l§si m®lys®g alakul§sa a h§rom primerpool eset®ben (poolAv1, v2 ®s v3), viszony²t§si pontk®nt a 34 

db egyedi PCR-term®k egyenlŖ ar§nyban ºsszekevert (pool1-34) kihozatala van felt¿ntetve. A poolAv1-n®l az alacsonyabb szekven§l§si m®lys®ggel rendelkezŖ amplikonokat 

emelt¿k ki. 
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A poolAv3-b·l sz§rmaz· nyers readek az SRA (Sequence Read Archive, g®nbank) 

adatb§zisban megtal§lhat·k a PRJNA1026488 projektsz§m alatt. 

Az egyes primerp§rok mŤkºdŖk®pess®g®nek hat®konyabb m®r®se miatt mindh§rom 

vakcinamint§ra kisz§moltuk az amplikononk®nti §tlagos szekven§l§si m®lys®get ®s 

terjedelmet (minimumïmaximum), kiz§rva az §tfedŖ amplikonszakaszokat (mert azok a r®gi·k 

torz²tj§k az adatokat) (13. t§bl§zat). L§that·, hogy a minimum ®s maximum amplikononk®nti 

szekven§l§si m®lys®gek kºzºtt fenn§ll· k¿lºnbs®g a poolAv1-gyel (130,8ï14151,5Ĭ elt®r®s) 

ºsszehasonl²tva nagym®rt®kben csºkkent a poolAv3 alkalmaz§s§val (13,8ï15,9Ĭ elt®r®s). 

13. t§bl§zat Az amplikononk®nti szekven§l§si m®lys®g ºsszefoglal§sa mindh§rom Porcilis-vakcinamint§ra, a 

poolAv1 ®s poolAv3 eset®ben. 

 A220CE01 A220AD01 A221AE01 

 poolAv1 poolAv3 poolAv1 poolAv3 poolAv1 poolAv3 

§tlag 9944,5 7335,2 11068,6 5359,1 1799,3 4745,8 

minïmax 
2,8ï

39624,1 

1382,4ï

22164,9 

289,9ï

37920,1 

964,3ï

13270,7 

12,5ï

18107,2 

826,9ï

13118 

minïmax k¿lºnbs®g 14151,5Ĭ 16x 130,8Ĭ 13,8x 1448,6Ĭ 15,9Ĭ 

A vizsg§lataink elej®n tesztelt¿k a primerszettet (poolAv1) az Unistrain vakcinatºrzzsel is. 

Mivel egyetlen Unistrain vakcin§t (gy§rt§si t®tel: 09G8K) siker¿lt beszerezni ehhez a teljes 

genomot ®rintŖ m·dszerfejleszt®si megkºzel²t®shez, ²gy ezzel a vakcinatºrzzsel nem 

v®gezt¿k el a kor§bban eml²tett primer pooloknak az optimaliz§l§si l®p®seit. A poolAv1-bŖl 

sz§rmaz· NGS-eredm®nyek megerŖs²tett®k, hogy ezen vakcinatºrzsre specifikusan szint®n 

alkalmazhat· a kidolgozott k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer. Mint ahogy a 

Porcilis-vakcinamint§kn§l tapasztaltuk, az Unistrain eset®ben is megfigyelhetŖ volt az 

alacsonyabb szekven§l§si m®lys®gŤ amplikonok jelenl®te (1., 5., 7., 8., 17. ®s 18. amplikonok), 

azonban amplikonkies®st nem ®szlelt¿nk ®s a genomszekvencia kºzel 100%-os 

lefedetts®ggel ºssze§ll²that· volt (15. §bra).  
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15. §bra Az Unistrain-vakcinaminta teljes genom hossz§n el®rt szekven§l§si m®lys®g alakul§sa a poolAv1 

eset®ben. 

9.4 Amplikon-m®lyszekven§l§s m·dszer®nek be®p²t®se PRRSV-tºrzsek egyes 

vizsg§lataiba 

9.4.1 Kevert fertŖz®sek felt§r§sa 

Az Illumina rendszerrel kompatibilis, ORF7 r®gi·t c®lz·, k®tl®p®ses PCR-alap¼ 

kºnyvt§rk®sz²t®si elj§r§ssal siker¿lt tºbb PRRSV-vari§ns kimutat§sa ®s elemz®se egyes 

sav·poolmint§kb·l. A readek referenci§khoz tºrt®nŖ illeszt®se sor§n tºbb esetben 

megfigyelt¿k, hogy sz§mos read elt®rŖ nukleotidmint§zatot mutat az ºssze§ll²tott 

konszenzushoz k®pest (10. mell®klet, 130.o.). Gyan²tottuk, hogy ezek egy m§sik 

szekvenciavari§nst k®pviseltek. Ezt kºvetŖen a readeket p§rhuzamosan k®t referenci§hoz 

illesztett¿k ®s a 15 db sert®stelepekrŖl sz§rmaz· sav·poolmint§b·l ºtben (474_19, 5036_19, 

2208_19, 5191_19, 27473_19) k®t k¿lºnbºzŖ konszenzus szekvenci§t hat§roztunk meg (l§sd 

kor§bban: 12. t§bl§zat, 69.o.). Az egy-egy vari§ns, avagy a szekvenciap§rok tagjainak becs¿lt 

ar§ny§t a mint§kban az Ŗket meghat§roz· SNV-k §tlagos gyakoris§g§val sz§moltuk ki, ami 

szerint major ®s minor vari§nsokk®nt hat§roztuk meg Ŗket. A szekvenciap§rok kºzºtt  

91,1ï92,2% nt azonoss§g §llt fenn, illetve a mint§kban fellelt major ®s minor szekvenci§k 

m§sik filogenetikai kl§dba csoportosultak (jelen dolgozatban nem ker¿lt felt¿ntet®sre), ami 

megerŖs²tette, hogy k¿lºnbºzŖ PRRSV-tºrzsekbŖl sz§rmaztak. Az ºt azonos²tott 

szekvenciap§rb·l n®gyn®l a minor vari§ns a Porcilis-vakcinatºrzzsel mutatta a legnagyobb nt 

azonoss§got (>99%), m²g az egyik mint§n§l (5191_19) ez az azonoss§g mindºssze 97,3% 

volt (16. §bra). 
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16. §bra A sav·poolmint§kb·l az amplikon-m®lyszekven§l§s seg²ts®g®vel meghat§rozott ORF7 szekvenci§k, 

valamint a Porcilis-vakcinatºrzs p§ronk®nti nt azonoss§g§nak ºsszehasonl²t§sa. A szekvenciap§rok major ®s 

minor tagjait #1 ®s #2 jelºl®ssel l§ttuk el a mintan®v mellett. 

9.4.2 V²ruspopul§ci· genetikai diverzit§sa 

Az amplikon-m®lyszekven§l§s mindamellett, hogy hozz§j§rult egy-egy adott c®lr®gi· 

szekvenci§j§nak meghat§roz§s§hoz, vagy ak§r egy kevert fertŖz®s felt§r§s§hoz, a vizsg§lt 

v²rustºrzs v²ruspopul§ci·j§nak genetikai diverzit§s§r·l egyar§nt inform§ci·t ny¼jtott. 

Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s adta megfelelŖ szekven§l§si m®lys®g (§tlag: 26402Ĭ) 

mellett lehets®ges volt mind a 15 db sav·poolminta SNV-poz²ci·inak vizsg§lata (felt®tel: SNV 

gyakoris§g 10% felett). ¥sszesen a mint§k fel®ben (n=8) azonos²tottunk heterog®n 

v²ruspopul§ci·t. A detekt§lt SNV-k sz§ma el®rte a 33 db-t, amik az eg®sz ORF7 r®gi·n 

elsz·rtan helyezkedtek el (17. §bra). EzekbŖl 7 db SNV (12., 165., 219., 225., 315., 345. ®s 

351. nt poz²ci·k) minimum k®t mint§ban is elŖfordult, valamint 1 db SNV (381. nt poz²ci·) 

megtal§lhat· volt h§rom k¿lºnbºzŖ mint§ban is. A legtºbb SNV-t az 5191_19 (n=9) ®s a 

27473_19 (n=12) mint§kban detekt§ltuk, a tºbbiben l®nyegesen kevesebbet: 28370_20 (n=1), 

20424_19 (n=4), 2586_21 (n=1), 66527_20 (n=1), 37613_19 (n=4), 52808_19 (n=1). Az SNV-

poz²ci·k sz§m§nak ar§nya a mint§k kºzºtt 0,3% ®s 3,1% kºzºtt v§ltozott, illetve az adott minor 

nukleotidok gyakoris§ga 10,2% ®s 46,7% kºzºtt (17. §bra). Az SNV-mut§ci·k t²pus§nak 

tekintet®ben a tranz²ci·k (84,8%: CźT ®s AźG) ugyanakkora gyakoris§ggal ®s nagyobb 

ar§nyban k®pviselt®k magukat a tranzverzi·khoz k®pest (15,2%: GźT, GźC, AźC, AźT). 

Az SNV-k 27,3%-a valamilyen aminosav cser®t okozott a nukleokapszid k¿lºnbºzŖ pontjain. 
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17. §bra Az azonos²tott SNV-k gyakoris§ga ®s eloszl§sa az ORF7 r®gi·n. Piros ny²llal jelºlt¿k azokat a 

poz²ci·kat, ahol nem-szinonim mut§ci·k §lltak fenn. 

A kidolgozott PCR-alap¼ DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer seg²ts®g®vel a haz§nkban is 

gyakran alkalmazott Porcilis-vakcinatºrzs teljes genomszintŤ genetikai vizsg§lat§t egyar§nt el 

tudtuk v®gezni. Mivel a PRRS hazai mentes²t®se sikeresen befejezŖdºtt, ²gy az eml²tett 

vakcinatºrzsbŖl csup§n 3 db, k¿lºnbºzŖ gy§rt§si t®telbŖl sz§rmaz· Porcilis PRRS vakcina 

beszerz®s®t tudtuk megval·s²tani.  

Kor§bban, a 9.3.3. fejezetben kifejtett¿k a teljes genomot lefedŖ primerszett k¿lºnbºzŖ 

poolokba (poolAv1/v2/v3) tºrt®nŖ bont§s§nak szekven§l§si m®lys®gre gyakorolt hat§s§t. 

Ebben a fejezetben szeretn®nk ºsszefoglalni, hogy a poolAv1/v2/v3-b·l sz§rmaz· readek a 

konszenzus szekvenci§t milyen m®rt®kben befoly§solt§k, illetve ismertetj¿k a Porcilis PRRS 

vakcin§kban elŖfordul· v²ruspopul§ci· diverzit§s§t. 

Az egyes, k¿lºnbºzŖ primerpoollal (pool1-34 ®s poolAv1/v2/v3) k®sz²tett amplikon DNS-

kºnyvt§rakb·l sz§rmaz· teljes genomszekvenci§k alapj§n k®pzett konszenzust·l minden 

mint§ban voltak elt®r®sek. A kºvetkezŖ teljes genomszekvenci§kban tal§ltunk 

nukleotidk¿lºnbs®geket az adott konszenzushoz k®pest: A220CE01 poolAv1-ben 6 nt ®s 

pool1-34-ben 2 nt, A220AD01 poolAv2-ben 1 nt ®s A221AE01 poolAv1-ben 5 nt.  

Mivel a poolAv3-b·l k®pzett genomszekvencia mindh§rom minta eset®ben megegyezett a 

konszenzussal, illetve ez adta a legegys®gesebb lefedetts®get (l§sd kor§bban: 14. §bra, 

71.o.), ez®rt a tov§bbi vizsg§latokhoz is ezt haszn§ltuk fel. 

A Porcilis-vakcinatºrzs v²ruspopul§ci·j§ban jelentŖs genetikai v§ltozatoss§got tal§ltunk, 

illetve valamekkora k¿lºnbs®get a k¿lºnbºzŖ gy§rt§si t®telek kºzºtt szint®n felfedezt¿nk. ErrŖl 

a vakcinatºrzsrŖl a kºzelm¼ltban meg§llap²tott§k, hogy az ¼gynevezett FULL-LENGTH, vagyis 

a del®ci·t nem tartalmaz· vari§ns mellett tºbb del®ci·s vari§ns, nevezett LONG-DEL, 

SHORT-DEL ®s SHIFT-DEL, form§j§ban alkotja a vakcin§t (18. §bra) (Eclercy et al., 2021). 
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Mindegyik vari§nst azonos²tottuk mindh§rom vakcinamint§ban ®s a kor§bban megfigyeltekkel 

megegyezŖen, a LONG-DEL form§t tal§ltuk meg legnagyobb ar§nyban (tºbb referenci§hoz 

p§rhuzamosan tºrt®nŖ szekvenciailleszt®s sor§n kapott readek mennyis®ge alapj§n; jelen 

dolgozatban nem ker¿lt felt¿ntet®sre). 

 

18. §bra A Porcilis PRRS vakcin§kban elŖfordul· h§romf®le del®ci·s vari§ns ®rintett r®gi·j§nak 

nukleotidszekvencia-illeszt®se (nt2215ï2506, MW674755 referenciatºrzshºz viszony²tva). 

Mindh§rom vizsg§lt Porcilis-vakcinamint§ban tal§lhat· LONG-DEL vari§ns 14853 bp 

hossz¼s§g¼ genommal rendelkezett, mivel figyelmen k²v¿l hagytuk az 1_F ®s a 34_R primer 

r®gi·kat a teljes genom 5ô ®s 3ô v®g®n, mert ezekn®l nem tal§lhat· §tfedŖ amplikon, amely 

kompenz§lja a primerszekvenci§kat. 

A g®nbankban, a doktori ®rtekez®s ²r§sakor, csek®ly sz§m¼ Porcilis-vakcinatºrzs teljes 

genomszekvenci§ja volt el®rhetŖ (MW674755ïMW674758, KF991509, MT311646). 

Mindegyik letºlthetŖ rekord k¿lºnbºzŖ gy§rt§si t®tellel rendelkezŖ vakcin§kb·l sz§rmazott. Az 

MW674755ïMW674758 g®nbanki azonos²t·val rendelkezŖ szekvenci§k a Porcilis-

vakcinatºrzs k®t k¿lºnbºzŖ vakcin§ban fellelhetŖ hosszpolimorfizmust mutat· vari§nsait 

reprezent§lj§k, ®s a kºzlem®nyben vizsg§lt vakcinamint§kb·l meghat§rozott teljes 

genomszekvenci§k vari§nsonk®nt azonosak voltak (MW674755 FULL-LENGTH, MW674756 

LONG-DEL, MW674757 SHORT-DEL, MW674758 SHIFT-DEL) (Eclercy et al., 2021). Mivel 

nem mindegyik vakcina eset®ben tºltºtt®k fel az ºsszes vari§nst, ez®rt az eg®sz del®ci·t ®rintŖ 

r®gi·t (nt 2215ï2506) kiz§rtuk a teljes genomok ºsszehasonl²t· vizsg§lataib·l.  

A h§rom vakcinamint§b·l eredŖ konszenzus szekvenci§k (poolAv3) egy polimorf poz²ci·n 

(nt1519, KF991509 rekordhoz viszony²tva) k²v¿l egyform§nak bizonyultak. Az §ltalunk 

karakteriz§lt ®s az el®rhetŖ referenciak®nt felhaszn§lt Porcilis-vakcinatºrzsek (MW674756, 

KF991509, MT311646) csaknem teljes m®rt®kben megegyeztek a konszenzus szekvencia 
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szintj®n (nt azonoss§g: 99,9ï100%). Amennyiben mindegyiket ºsszevetett¿k a sz¿lŖi 

vadt²pus¼ DV-tºrzzsel (KJ127878) szint®n magas nt azonoss§got (99,14ï99,15%) figyelt¿nk 

meg. A legnagyobb sz§m¼ nt elt®r®s (126 db) dºntŖ tºbbs®ge az ORF1 r®gi· 5ô v®g®n ®s az 

ORF2a r®gi·n halmoz·dott fel. 

Miut§n felm®rt¿k a szekvenci§k egym§shoz viszony²tott hasonl·s§g§t, megvizsg§ltuk a 

vakcinamint§ink v²ruspopul§ci·j§nak v§ltozatoss§g§t. Az amplikon-m®lyszekven§l§s 

seg²ts®g®vel (poolAv3) viszonylag magas genetikai ºsszetetts®get tal§ltunk a vakcin§kban, 

sz§mszerŤs²tve ºsszesen 122 db (A220CE01), 115 db (A220AD01) ®s 113 db (A221AE01) 

SNV-t azonos²tottunk (felt®tel: SNV gyakoris§g 1% felett mindk®t p§rhuzamos futtat§sban), 

amelyek legnagyobb r®sz®t (104 db SNV) mindh§rom vakcin§ban megtal§ltuk. A duplik§lt 

amplikon DNS-kºnyvt§rakb·l sz§molt §tlagos SNV gyakoris§g a kºvetkezŖk®ppen alakult: az 

A220CE011-ben 1ï48,7%, az A220AD01-ben 1ï47,2% ®s az A221AE01-ben 1,3ï48,1% 

(19. §bra). A detekt§lt SNV-k elsz·rtan helyezkedtek el a genom teljes eg®sz®n ®s nagyr®szt 

(55,4ï60,9%) az ORF1a r®gi·ban koncentr§l·dtak, illetve az ORF5 elej®n volt megfigyelhetŖ 

kisebb m®rt®kŤ SNV-felhalmoz·d§s, m²g egyetlen SNV-t se tal§ltunk az ORF6 vagy ORF7 

r®gi·kban. Az SNV-k detekt§l§s§t kºvetŖen megn®zt¿k, hogy azok szerepet j§tszhattak-e a 

Porcilis-vakcinatºrzseken bel¿li, illetve a DV vadt²pus¼ tºrzs kºzºtt fellelt nt k¿lºnbs®gekben. 

Az adott vakcinamint§k pool1-34 ®s poolAv1-v3 megkºzel²t®ssel ºssze§ll²tott teljes 

genomszekvenci§iban tal§lt nt elt®r®sek kºz¿l 1 (A220CE01), 1 (A220AD01) ®s 3 (A221AE01) 

nt egyezett meg SNV-vel. A referencia Porcilis-vakcinatºrzsek ®s az ®rtekez®sben vizsg§lt 

vakcin§kb·l nyert konszenzus genomszekvenci§k (poolAv3) kºzºtt ®szlelt maximum 15 nt 

elt®r®s (620., 933., 1031., 1519., 2203., 2928., 2932., 2983., 3325., 5648., 12234., 13551., 

13571., 14149. ®s 14300. nt poz²ci·; KF991509 FULL-LENGTH rekordhoz viszony²tva) kºz¿l 

7 db (620., 933., 1519., 5648., 12234., 13551. ®s 13571. nt poz²ci·) az azonos²tott SNV-

poz²ci·kn§l helyezkedett el. A DV vadt²pus¼ tºrzs ®s a vakcinatºrzseink kºzºtt tal§lt 126 nt 

elt®r®s kºz¿l 9 db (505., 800., 885., 1428., 10561., 10722., 11867., 11921., 13238. nt poz²ci·; 

KJ127878 LONG-DEL rekordhoz viszony²tva) esett valamelyik SNV-poz²ci·ra.  
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19. §bra A h§rom vizsg§lt Porcilis-vakcinamint§ban (poolAv3) azonos²tott SNV-k elhelyezked®se a teljes genom 

ter¿let®n, illetve a megfigyelt §tlagos gyakoris§guk. 
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X Megbesz®l®s 

10.1 PRRSV molekul§ris epidemiol·giai ®s ºsszehasonl²t· genetikai vizsg§lata 

10.1.1 PRRSV-1-tºrzsek hazai elterjed®se ®s genetikai v§ltozatoss§ga 

10.1.1.1 Lesz§rmaz§si kapcsolatok ®s t®rbeli eloszl§s 

A PRRS elŖfordul§s§nak elsŖ magyarorsz§gi kimutat§s§t kºvetŖen (1995) a 

PRRSV-1-tºrzsek az orsz§g eg®sz ter¿let®n elterjedtek, v®g¿l a 2014-tŖl hat§lyba l®pŖ PRRS 

Nemzeti Mentes²t®si Terv sikeres kivitelez®s®nek kºszºnhetŖen 2022 tavasz§n az orsz§g 

mentes lett a vadt²pus¼ PRRSV-tºrzsektŖl (Horny§k et al., 1997; Szab· et al., 2023).  

A haz§nkban kºzel 30 ®ven §t keringŖ PRRSV eset®ben k¿lºnbºzŖ idŖszakb·l sz¿lettek 

besz§mol·k a v²rustºrzsek kºzºtti lesz§rmaz§si kapcsolatokr·l (B§lint et al., 2021; Balka et 

al., 2018, 2008; P. M. Szab· et al., 2020). ¥sszess®g®ben elmondhat·, hogy a PRRSV-1 nagy 

genetikai diverzit§st mutatott ®s sz§mos, tºbb®-kev®sb® ºsszef¿ggŖ filogenetikai csoportot 

alkotott. 

Az ®rtekez®sben vizsg§lt PRRSV-1-tºrzsek hazai v§ltozatoss§g§t reprezent§l· 

szekvenciagyŤjtem®ny alapj§n 2020-ig ºsszesen 16 kl§dot azonos²tottunk (1A, 1B, 1C, 1E, 

1F, 1G, 2, 3C, 3D, 3F, Porcilis, Porcilis-like, Spanish, Reprocyc, X1 ®s X2) (4. §bra, 53.o.). 

Mint ahogy az kor§bban is meg§llap²t§sra ker¿lt, a legtºbb hazai ORF5 szekvencia az 1Aï1G 

mellett az ¼jonnan defini§lt Porcilis ®s Spanish kl§dokba tartozott (Balka et al., 2018). 

Tudom§sunk szerint korl§tozott mennyis®gŤ irodalmi adat §ll rendelkez®sre a keringŖ 

PRRSV-1-tºrzsek tºbb ®vtizedet felºlelŖ, orsz§gos szintŤ felm®r®s®rŖl. Ugyanakkor egy 

nemr®g megjelent kºzlem®nyben egy Belgiumban izol§lt PRRSV-1-tºrzsekbŖl §ll·, 

nagymennyis®gŤ teljes genomszekvenci§t tartalmaz· adatsort ºsszesen 31 k¿lºnbºzŖ kl§dba 

csoportos²tottak (Vandenbussche et al., 2021). Ebben a tanulm§nyban a 2015ï2019 kºzºtt 

gyŤjtºtt mint§k vizsg§lata tºbb mint 16 kl§d meghat§roz§s§t vonta maga ut§n, melyek kºz¿l 

mindºssze kettŖ, vakcinatºrzs-lesz§rmazottakat tartalmaz· csoport (Unistrain ®s Suvaxyn) 

volt nem kifejezetten belga eredetŤ (Vandenbussche et al., 2021). Felt®telezhetn®nk, hogy az 

idŖ eltelt®vel egyre tºbb kl§d alakul ki, azonban ellentmond· eredm®nyeket l§thatunk a 

k¿lºnbºzŖ orsz§gokban folytatott elemz®sekben. R§ad§sul az adatok ºsszehasonl²that·s§g§t 

befoly§solja, hogy a kl§dok meghat§roz§sa k¿lºnbºzŖ m·dszerek vagy megkºzel²t®sek 

szerint tºrt®nik (Franzo et al., 2015; Greiser-Wilke et al., 2010; Kvisgaard et al., 2013c). 

Nagy-Britanni§ban 27 ®v ORF5 szekvenciaadatainak ºsszevet®se sor§n a haz§nkban 

megfigyelthez hasonl· m®rt®kŤ genetikai v§ltozatoss§got fedeztek fel, azonban jelentŖs 

k¿lºnbs®g, hogy a csek®ly m®rt®kŤ sert®simport kºvetkezm®nyek®nt egyed¿l az 1990-es 

®vekben behurcolt PRRSV-1-tºrzsek evol¼ci·ja figyelhetŖ meg (Frossard et al., 2013; 

Frossard ®s Williamson, 2018). Ezek az adatok megerŖs²tik, hogy a PRRSV-1 eur·pai 
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diverzit§sa jelentŖs, ®s orsz§gon bel¿l sem elhanyagolhat·, emiatt elengedhetetlen lenne 

kiterjedtebb monitoringprogramok ®s eur·pai szintŤ ºsszehasonl²t· elemz®sek bevezet®se. 

Magyarorsz§gra sz§mos PRRSV-1-tºrzs import sert®salapanyaggal ®rkezett, majd sz®les 

kºrben sz®tterjedt a hazai sert®stelepek kºzºtt. Az Eur·pai Uni·hoz tºrt®nŖ csatlakoz§sunkat 

kºvetŖen Hollandi§b·l, D§ni§b·l ®s N®metorsz§gb·l kiemelkedŖ mennyis®gŤ sert®st 

v§s§roltunk, ami bizonyos kl§dok kialakul§s§ban meghat§roz· szerepet j§tszott (Hollandia: 

1A, 1F, 1G, X2, 3D; D§nia: 2, N®metorsz§g: 1G, X2, 3D). Az epidemiol·giai vizsg§latok 

tov§bb§ r§mutattak, hogy Szlov§kia (1G, 3F), Spanyolorsz§g (Spanish) ®s Szerbia (3C) 

szint®n hozz§j§rult a hazai PRRSV-1-tºrzsek diverzit§s§hoz.  

Magyarorsz§gon a legn®pesebb ®s egyben az egyik legr®gebb ·ta jelen l®vŖ 

PRRSV-1-tºrzscsoport a Spanish kl§d. Ennek a kl§dnak az ®rdekess®ge, hogy az UnistrainÈ 

PRRS MLV-vakcinatºrzs (kor§bbi nev®n Amervac) ®s annak felt®telezett lesz§rmazottai 

mellett nagy val·sz²nŤs®ggel korai, vadt²pus¼, Spanyolorsz§gb·l sz§rmaz· PRRSV-tºrzseket 

szint®n tartalmaz (Balka et al., 2018). Enn®lfogva nem meglepŖ, hogy ºsszevetve a m§sik 

kettŖ vakcinatºrzsek alkotta kl§ddal (Porcilis ®s Reprocyc) nagy genetikai v§ltozatoss§g 

figyelhetŖ meg a Spanish kl§don bel¿l (nt azonoss§g: 91,4ï100%) (7. t§bl§zat, 54.o.). A 

Spanish kl§dba tartoz· magyar tºrzsek ®s az Amervac-vakcinatºrzs kºzºtt ®szlelt genetikai 

elt®r®s (maximum 5,8%) nagyobbnak bizonyult, mint m§s eur·pai orsz§gokban, ahol 

nagyr®szt >98%-os nt azonoss§got figyeltek meg (Fitzgerald et al., 2020). Ćltal§ban az 

MLV-vakcinatºrzs ®s a vakcinatºrzsszerŤ ORF5 szekvenci§k kºzºtt maximum 5%-os 

genetikai elt®r®s l§that·, amit egyelŖre a PRRSV-2 eset®ben vizsg§ltak r®szletesen (Kikuti et 

al., 2021; Shi et al., 2010b). Az eredeti Amervac-vakcinatºrzstŖl genetikailag elt®rŖ Amervac-

szerŤ tºrzsek idŖnk®nt megjelennek nem vakcin§zott sert®s§llom§nyokban ®s esetenk®nt 

klinikai t¿netekben manifeszt§l·dott fertŖz®sekkel szint®n kapcsolatba hozhat·k (Hsueh et al., 

2023; Lin et al., 2020; Wang et al., 2016; Zhai et al., 2018). Magyarorsz§gon szint®n elŖfordult 

ilyen eset: egy h²z·telepen megfigyelt, magas l§zzal j§r· s¼lyos l®gzŖszervi megbeteged®s 

kivizsg§l§sa sor§n a Mycoplasma hyopneumoniae mellett az Amervac-vakcinatºrzzsel teljes 

genom szinten 96%-os nt azonoss§got mutat· v²rustºrzset azonos²tottak (B§lint et al., 2015). 

Mindemellett, ¼gy tŤnik, hogy ez a vakcinatºrzs hajlamos a rekombin§ci·ra (Chen et al., 2017; 

Kvisgaard et al., 2020; Marton et al., 2019; Sun et al., 2022). A Reprocyc kl§d a ReproCycÈ 

PRRS ®s PRRSFLEX EU vakcin§k 2015-ºs bevezet®s®t kºvetŖen volt kimutathat· az 

orsz§gban. Annak ellen®re, hogy ez a kl§d kevesebb, mint egy ®vtizede volt jelen, hasonl· 

m®rt®kŤ genetikai diverzit§st halmozott fel, mint p®ld§ul a 2002-tŖl enged®lyezett Porcilis 

PRRS vakcin§hoz kºthetŖ kl§d. EgyelŖre a Reprocyc-vakcinatºrzs genetikai 

v§ltozatoss§g§r·l m§s orsz§gokb·l nem §ll rendelkez®s¿nkre adat. ¥sszegezve a kor§bbi ®s 

az ®rtekez®sben meg§llap²tott t®nyeket, a h§rom MLV-vakcinatºrzs kºz¿l a Porcilis ®s a 

Reprocyc beleesnek a vakcinaszerŤ tºrzsekn®l elfogadott <5% genetikai elt®r®sbe, kºz¿l¿k a 
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Porcilis bizonyul genetikailag a legstabilabbnak, m²g a Spanish ®s Reprocyc kl§dban tal§lhat· 

vakcinalesz§rmazott tºrzsek viszonylag rºvid idŖn bel¿l nagyobb genetikai v§ltoz§sra 

hajlamosak (B§lint et al., 2021).  

Annak ellen®re, hogy az 1G kl§d elŖszºr 10 ®ve jelent meg az orsz§gban, ide tartozik a 

m§sodik legtºbb index szekvencia, tov§bb§ ez idŖ alatt jelentŖsen diverzifik§l·dott. Ezen kl§d 

alap²t· tagjai holland, n®met ®s szlov§k import sert®s§llom§nyokb·l sz§rmaztak, t¿krºzve az 

eur·pai orsz§gok kereskedelmi viszonyait.  

Az irodalmi adatok szerint, a harmadik legtºbb index szekvenci§t mag§ba foglal· 1E kl§d 

tagjait eg®szen 2014-ig m§s eur·pai orsz§gb·l nem mutatt§k ki (Balka et al., 2018). Emellett 

az epidemiol·giai vizsg§lataink nem utaltak k¿lfºldrŖl tºrt®nŖ behurcol§sra, ugyanakkor a kl§d 

eredete h§l·zatelemz®s szerint egy korai (1990-es ®vek-beli) n®met tºrzshºz vezethetŖ vissza 

(P. M. Szab· et al., 2020). A tºbbi ismeretlen eredetŤ kl§d kºz¿l az 1B-hez tartoz· tºrzsek 

elŖfordultak m®g Lengyelorsz§gban ®s Hong-Kongban, illetve az 1C-t szint®n azonos²tott§k 

Lengyelorsz§gban (Balka et al., 2018).  

A haz§nkban megfigyelt trendeket tºbb tanulm§ny is megerŖs²ti, melyek szerint a 

sert®skereskedelem j§tssza a fŖ szerepet a PRRSV-1 eur·pai terjed®s®ben, illetve hogy a 

keleti orsz§gokat az import sert®s§llom§nyok c®l§llom§sak®nt tartj§k sz§mon (Balka et al., 

2018; Franzo et al., 2022).  

10.1.1.2 ORF5 nukleotid- ®s aminosavszekvencia-alap¼ elemz®sei 

A 17 ®vet §tºlelŖ idŖszakb·l sz§rmaz·, magyarorsz§gi eredetŤ PRRSV-1 ORF5 

szekvenci§kon bel¿l §tlagosan 12%-os genetikai t§vols§got figyelt¿nk meg. Ilyen m®rt®kŤ 

genetikai diverzit§s nem egyed¿l§ll· a PRRSV-1 eset®ben, valamint §ltal§nosan elmondhat·, 

hogy az idŖ elŖrehaladt§val folyamatosan nºvekvŖ tendenci§t mutat vil§gszerte (Franzo et al., 

2015; Frossard et al., 2013; Frossard ®s Williamson, 2018; Kim et al., 2010; Kvisgaard et al., 

2013c; Mateu et al., 2006; Prieto et al., 2009; Shin et al., 2022).  

A magyarorsz§gi reprezentat²v ORF5 szekvenci§kb·l ºssze§ll²tott adatsor vizsg§lat§val 

lehetŖs®g¿nk ny²lt a GP5 diverzit§s§r·l szerzett ismeretek bŖv²t®s®re (5. §bra, 55.o.). A GP5 

as szekvenciailleszt®sekor tal§lt polimorf poz²ci·k sz§m§nak ºsszehasonl²t§sa az 

irodalomban le²rtakkal korl§tokba ¿tkºzik, mivel a legtºbb kºzlem®ny jelentŖsen rºvidebb 

idŖintervallum alatt gyŤjtºtt adatokra t§maszkodik, vagy az eredm®nyek nem terjednek ki erre 

az inform§ci·ra. Mindenesetre d§n PRRSV-1-tºrzsek 10 ®ves peri·dust lefedŖ vizsg§lata 

kisebb m®rt®kŤ diverzit§st mutatott (Kvisgaard et al., 2013c). 

Hab§r a GP5-ºt az egyik fŖ neutraliz§l· antig®nk®nt tartj§k sz§mon, a PRRSV-1-tºrzsekn®l 

eddig egyetlen felt®telezett neutraliz§l· epit·pot mutattak ki, amelynek in vivo szerepe 

tov§bbra is k®rd®ses (Van Breedam et al., 2011; Vanhee et al., 2011; Wissink et al., 2003; Wu 

et al., 2020). A nevezett 29WSFADGN35 epit·p jelenl®t®t az ®rett GP5 feh®rje felsz²n®n ®s 
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ez§ltal annak lehets®ges szerep®t a v²rus neutraliz§ci·ban tºbb t®nyezŖ befoly§solhatja, 

p®ld§ul az N-glikozil§ci· vagy az N-termin§lis szign§lszekvencia lehasad§s§nak helye (Thaa 

et al., 2017; Veit et al., 2022). Mindazon§ltal az epit·p 32. as poz²ci·j§ban az §ltalunk 

azonos²tott szubsztit¼ci·k jelenl®t®t kor§bbi kºzlem®nyekben is le²rt§k m§r (Fitzgerald et al., 

2020; Hsueh et al., 2023; Kim et al., 2021; Lee et al., 2023). Ebben a poz²ci·ban 

v§ltozatoss§got egyed¿l k®t alkalmazott MLV-vakcin§val (Unistrain PRRS ®s Porcilis PRRS) 

legnagyobb hasonl·s§got mutat· koreai PRRSV-1-tºrzsekn®l figyeltek meg nemr®giben (Kim 

et al., 2021; Lee et al., 2023). Kl§donk®nt vizsg§lva a magyarorsz§gi eredetŤ PRRSV-1 GP5 

szekvenci§k 32. as poz²ci·j§t azt tal§ltuk, hogy egy-egy szekvencia kiv®tel®vel (1B, 1C, 1E, 

Reprocyc) az aminosav-v§ltozatoss§got nagyr®szt a Spanish (tartalmazza az Unistrain PRRS 

vakcina- ®s vakcinaszerŤ tºrzseket), 3D ®s X2 kl§dok hordozz§k, valamint a k®t megfigyelt 

szubsztit¼ci· (A/V32) eloszl§sa az as szekvenci§k kºzºtt jellegzetes mint§zatot mutat. Az 1B, 

Spanish ®s Reprocyc kl§dokat lesz§m²tva az alanin (A) a konszenzus as, m²g az Unistrain 

PRRS ®s a Reprocyc PRRS vakcinatºrzsekn®l, illetve azok sz¿lŖi vadt²pus¼ tºrzsein®l valin 

(V) tal§lhat· a k®rd®ses poz²ci·ban. Az eml²tett eredm®nyek bizonyos MLV-vakcinatºrzsekre 

hat· evol¼ci·s mozgat·erŖre utalhatnak. A PRRSV-tºrzsekn®l ¼gy tal§lt§k, hogy az 

§llom§nyok vakcin§z§sa hozz§j§rul a genetikai heterogenit§s nºveked®s®hez, illetve a 

gazdaszervezet §ltal termelt antitestek erŖs szelekci·s nyom§st gyakorolnak a tºrzsekre 

(Chen et al., 2016; Kwon et al., 2019). Az §ltalunk vizsg§lt magyar, illetve koreai tºrzsek 

eset®ben megfigyelhetŖ volt pozit²v szelekci·s nyom§s a felt®telezett neutraliz§l· epit·p 

ter¿let®n (6. §bra, 56.o.) (Kim et al., 2021; Shin et al., 2022). 

A PRRSV elleni v®dekez®sben fontos szerepet j§tszanak a neutraliz§l· ellenanyagok, 

valamint a sejtes immunv§lasz elemei is, tanulm§nyoz§sukkal lehetŖs®g ny²lik az 

immunv§laszt elker¿lŖ vari§nsok jellemz®s®re. Mind a neutraliz§l· ellenanyagokkal, mind a 

sejtes immunit§ssal kapcsolatban meg§llap²tott§k, hogy a fertŖzŖ PRRSV-tºrzstŖl f¿ggŖ, lass¼ 

v§laszreakci· zajlik le a gazdaszervezetben (Darwich et al., 2010; Madapong et al., 2020). Az 

elm¼lt ®vtizedekben sz§mos vizsg§lat mutatott ki felt®telezett T-sejt epit·pokat ®s B-sejt 

antigenikus r®gi·kat a GP5-ºn (D²az et al., 2009; Mokhtar et al., 2014; Vanhee et al., 2011). A 

magyar PRRSV-1-tºrzsekn®l sz§mos szubsztit¼ci·t tal§ltunk mindk®t T-sejt epit·pban  

(as61ï75 ®s as117ï128), illetve a GP-II (as145ï156) ®s GP-III (as165ï176) antigenikus 

r®gi·kban (5. §bra, 55.o.). D§ni§ban j·val kisebb m®rt®kŤ v§ltozatoss§got figyeltek meg 

ezekn®l a r®gi·kn§l, ellenben egyes §zsiai orsz§gokban p§r ®vet §tºlelŖ idŖintervallumban az 

§ltalunk megfigyelthez hasonl· m®rt®kŤt (Kvisgaard et al., 2013c; Lee et al., 2023). A felsorolt 

epit·pok ®s antigenikus r®gi·k kºz¿l mi egyed¿l a GP-I-ben mutattunk ki diverzifik§l· szelekci· 

alatt §ll· kodonokat, mely megfigyel®st id§ig kiz§r·lag Olaszorsz§gban elŖfordul· 

PRRSV-1-tºrzsekkel kapcsolatban ²rtak le (Franzo et al., 2015). EttŖl elt®rŖ eredm®nyek 

olvashat·ak koreai PRRSV-1-tºrzsekrŖl, ahol pozit²v szelekci· alatt §ll· as poz²ci·kat ®szleltek 
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a T-sejt epit·pokban, m®ghozz§ MLV-vakcin§k bevezet®s®t kºvetŖen (Kwon et al., 2019). A 

GP-I ®s GP-IV r®gi·k kºrny®k®vel kapcsolatban az tapasztaltuk, hogy §ltal§ban m§s 

orsz§gokb·l sz§rmaz· tºrzsekn®l sem hordoz nagy v§ltozatoss§got (Hsueh et al., 2023; 

Kvisgaard et al., 2013c; Lee et al., 2023; Veit et al., 2022).  

Szakirodalmi adatok alapj§n mindk®t PRRSV fajhoz tartoz· v²rustºrzsek eset®ben 

megfigyelhetŖ a pozit²v szelekci· alatt §ll· egyedi aminosavak jellegzetes mint§zata: a 

szign§lszekvencia teljes ®s az ektodom®n-szekvencia r®szleges ter¿let®n, illetve a 

transzmembr§n-szekvencia egy-egy poz²ci·j§t ®rintŖ r®gi·kban fordulnak elŖ (Franzo et al., 

2015; Rupasinghe et al., 2022). Egy §tfog· szekvenciagyŤjtem®ny elemz®se szerint a 

PRRSV-1-tºrzsek eset®ben a teljes GP5-re jellemzŖ a tiszt²t· szelekci· (Franzo et al., 2015). 

Olaszorsz§gban, a vizsg§lataink §ltal lefedetthez hasonl· idŖintervallumban, viszont j·val 

alacsonyabb sz§mban (nagyj§b·l fele annyi) gyŤjtºtt szekvenciaadatok elemz®sekor 

azonos²tott, diverzifik§l· szelekci·s hat§s alatt §ll· as poz²ci·kat h§rom kiv®tel®vel (21., 63. 

104.) az §ltalunk elemzett mint§kban siker¿lt azonos²tanunk. Tov§bb§ 13 olyan as poz²ci·t is 

kimutattunk, amit az olaszorsz§gi gyŤjtem®nyben nem azonos²tottak (Franzo et al., 2015). 

Ezenk²v¿l koreai PRRSV-1-tºrzsek elemz®se a pozit²v szelekci· alatt §ll· kodonok 

tekintet®ben m®g nagyobb egyez®st mutatott az eredm®nyeinkkel (Kim et al., 2021). Sz§mos 

tov§bbi tanulm§ny ²r le poz²ci·kat az §ltalunk tal§lt 25-bŖl, hab§r nagys§grendekkel kisebb 

sz§mban, mely k¿lºnbs®gek val·sz²nŤleg a mintasz§m vagy a vizsg§lt idŖintervallum 

elt®r®seibŖl ad·dnak. Ezek mellett a k¿lºnbºzŖ m·dszerek ®s megszabott krit®riumok is 

alapvetŖen befoly§solj§k a kapott eredm®nyeket (Hsueh et al., 2023; Li et al., 2022; Shin et 

al., 2022). 

A glikozil§ci· az egyik legelterjedtebb ER-hez kºtºtt ko- ®s poszttranszl§ci·s 

feh®rjem·dosul§s, ami a gazdaszervezet glikozil§ci·s rendszer®tŖl f¿ggŖen a burkos v²rusok 

membr§nfeh®rj®ivel szint®n bekºvetkezik (Bagdonaite ®s Wandall, 2018). H§rom t²pus§t 

k¿lºnbºztetj¿k meg aszerint, hogy az oligoszacharid oldall§nc az aminosavak mely atomj§hoz 

kºtŖdik: O-, C- ®s N-glikozil§ci·. Az aszparagin (N) oldall§nc§ban tal§lhat· N-atomokhoz kºtºtt 

N-glikozil§ci· folyamat§r·l kimutatt§k, hogy fontos szerepet j§tszik a PRRSV in vivo 

replik§ci·j§ban ®s az ellene tºrt®nŖ v®dekez®si mechanizmusokban, p®ld§ul a GP5 

glikozil§ci·s mint§zata befoly§solja a neutraliz§l· ellenanyagok kºtŖd®s®nek hat®konys§g§t 

(Ansari et al., 2006; Faaberg et al., 2006; Wei et al., 2012). Az N46 ®s N53 vil§gszerte 

konzerv§ltnak bizonyul a PRRSV-1-tºrzsekben, mut§ci· ritk§n fordul elŖ ezekben a 

poz²ci·kban (Fitzgerald et al., 2020; Greiser-Wilke et al., 2010; Kim et al., 2010; Kvisgaard et 

al., 2013c; Lee et al., 2017; Pesente et al., 2006; Wang et al., 2019b). Ezzel p§rhuzamosan 

az N46 ®s N53 mellett az N37 a m§sik leggyakrabban azonos²tott potenci§lis N-glikozil§lt 

poz²ci· (Kvisgaard et al., 2013c; Lee et al., 2017; Thaa et al., 2017; Wang et al., 2019b). 

Kor§bbi tanulm§nyok bizony²tott§k, hogy az N46 jelenl®t®nek meghat§roz· szerepe van a 
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v²ruspartikula ºsszeszerelŖd®s®ben ®s a v²rus fertŖzŖk®pess®g®ben (Ansari et al., 2006; 

Wissink et al., 2004). Ugyan csek®ly mennyis®gben, azonban aminosavcser®t ebben a 

poz²ci·ban rajtunk k²v¿l m§s vizsg§latok szint®n azonos²tottak. A glikozil§ci·s mint§zatok 

ºsszehasonl²t§sa szerint az N46 hi§ny§val p§rhuzamosan az N37 jelenl®te figyelhetŖ meg, 

ami felveti annak a lehetŖs®g®t, hogy az N46 szerep®t az N37 helyettes²theti (Franzo et al., 

2015; Lee et al., 2017; Mateu et al., 2006; Wang et al., 2019b). Annak ellen®re, hogy ebben a 

poz²ci·ban a glikozil§ci· lehets®ges elveszt®s®t legink§bb a Spanish, vagyis egy 

MLV-vakcinatºrzshºz kºzel §ll· szekvenci§k csoportj§ban ®szlelt¿k, a mint§zat ®s a tºrzsek 

szoros kapcsolat§t egy®b kºzlem®nyek nem t§masztj§k al§. A magyar PRRSV-1-tºrzsek 

dºntŖ tºbbs®g®ben az N37ïN46ïN53 glikozil§ci·s mint§zatot figyelt¿k meg, mely 

szekvenciamot²vum Eur·pa ®s Ćzsia szerte a legelterjedtebbnek bizonyul (Fitzgerald et al., 

2020; Franzo et al., 2015; Kang et al., 2018; Kim et al., 2010; Kvisgaard et al., 2013c; Lee et 

al., 2017). A kºzelm¼ltban a PRRSV-2-tºrzsekkel kapcsolatban bizonyos glikozil§ci·s 

mint§zatok gyakori jelenl®t®t kifejezetten egy-egy adott kl§ddal t§rs²tott§k, ezzel szemben a 

PRRSV-1-tºrzsekn®l ehhez hasonl· kl§d-specifikuss§g le²r§sa eddig m®g nem tºrt®nt meg 

(Paploski et al., 2022; Rupasinghe et al., 2022). Ugyanakkor az egyedi poz²ci·k tekintet®ben 

mi az N35-ºt egyed¿l az X2 ®s Spanish kl§dokban fedezt¿k fel. Tov§bbi elemz®seink alapj§n 

a magyar PRRSV-1-tºrzsekn®l tal§lt potenci§lis N-glikozil§lt poz²ci·k egy r®sz®re (N35, N36, 

N37, N38) pozit²v szelekci·s nyom§s hatott (4. mell®klet, 123.o.). Egy tanulm§ny alapj§n 

felt®telezhetj¿k, hogy ezekre az aminosavakra hat· szelekci·s nyom§s ºsszef¿gg®sben §ll a 

glik§npajzs seg²ts®g®vel tºrt®nŖ immunelker¿l®s mechanizmus§val, ez§ltal szerepet j§tszik a 

tºrzsek kºzºtt §ltal§ban megfigyelt v§ltozatos antigenit§sban (Paploski et al., 2022).  

Az MLV-vakcin§k eset®ben fontos szempont azok stabilit§sa telepi kºr¿lm®nyek kºzºtt. A 

haz§nkban alkalmazott PRRSV-1 MLV-vakcinatºrzsek nukleotid- ®s aminosav-alap¼ 

szekvenciaelemz®sei alaposabb betekint®st engedtek azok genetikai heterogenit§s§ba. A 

Porcilis-vakcinatºrzs kor§bbi irodalmi adatok alapj§n genetikailag stabilnak tekinthetŖ, melyet 

megerŖs²tettek jelenlegi eredm®nyeink, hiszen mind nt, mind as szinten kism®rt®kŤ diverzit§st 

l§ttunk a Porcilis kl§don bel¿l (B§lint et al., 2021). Ezenfel¿l a GP5 neutraliz§l· epit·pja 

konzervat²vnak mutatkozott, illetve a GP5-nek mindºssze k®t as poz²ci·j§ra hatott negat²v 

szelekci·s nyom§s. Ezzel szemben a m§sik leggyakrabban alkalmazott vakcin§hoz 

(UnistrainÈ PRRS ï Spanish kl§d) kºthetŖ tºrzsek nagyfok¼ genetikai v§ltozatoss§got 

mutattak, mind az egyedi aminosav, mind a neutraliz§l· epit·p tekintet®ben, valamint 

vizsg§lataink alapj§n a diverzifik§l· szelekci· jelentŖs volt ezen PRRSV-1-tºrzsek GP5 

feh®rj®j®n.  
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10.1.2 PRRSV-2-tºrzsek hazai elterjed®se ®s genetikai v§ltozatoss§ga 

10.1.2.1 Lesz§rmaz§si kapcsolatok ®s t®rbeli eloszl§s 

A PRRSV-2 elterjed®se mindeddig sporadikus maradt Eur·p§ban (Stadejek et al., 2013). 

A Magyarorsz§gon gyŤjtºtt adatokat ºsszefoglalva szint®n ez l§that·, a PRRSV-2-vel fertŖzºtt 

hazai sert®stelepek sz§ma ®vente maximum 4 vagy 5 db volt a 2005ï2021-es idŖszakban. A 

PRRSV-2-pozit²v mint§k az orsz§g eg®sz ter¿let®rŖl kimutat§sra ker¿ltek, vagyis t®rbeli 

eloszl§sa haz§nkban nem korl§toz·dott egy-egy adott ter¿letre (6. mell®klet, 126.o.). 

¥sszevetve a PRRSV-2-fertŖz®si esetek t®rbeli ®s idŖbeli eloszl§s§t arra kºvetkeztethet¿nk, 

hogy tºbb egym§st·l f¿ggetlen fertŖz®si g·cpont alakult ki az ®vek sor§n, amelyek rºvid idŖn 

bel¿l megszŤntek, kºszºnhetŖen a j§rv§nyv®delemnek ®s a mentes²t®si tºrekv®seknek. 

Vizsg§lataink alapj§n a PRRSV-2 hazai terjed®s®hez legfŖk®pp k®t t®nyezŖ j§rult hozz§, az 

egyik a fertŖzºtt vagy vakcin§zott sert®s§llom§nyok v§s§rl§sa ®s behozatala az orsz§gba, a 

m§sik az ezt kºvetŖ v²rus§tvitel a k¿lºnbºzŖ hazai sert®stelepek kºzºtt.  

A kilenc PRRSV-2-lineage (L1ïL9) kºz¿l mindºssze az L5 ®s az L1 elŖfordul§s§t figyelt¿k 

meg haz§nkban. Mindk®t kl§d vil§gszerte domin§nsnak mondhat· az L9 ®s L8 mellett 

(Murtaugh et al., 2015).  

Az ®vek sor§n meghat§rozott PRRSV-2 ORF5 szekvenci§k dºntŖ tºbbs®ge a VR-2332 

vadt²pus¼ tºrzset ®s annak attenu§lt lesz§rmazottj§t (Ingelvac MLV vagy RespPRRS MLV) 

mag§ba foglal· L5-be tartozott. A vakcinaszerŤ tºrzsek kimutat§sa eset®n §ltal§ban kardin§lis 

k®rd®s, hogy t®nylegesen MLV-vakcinatºrzs kering®s®rŖl van-e sz·. Az Ingelvac 

MLV-vakcinatºrzzsel kapcsolatban meg§llap²tott§k, hogy amennyiben a telepi kºr¿lm®nyek 

kºzºtt azonos²tott ORF5 szekvencia kevesebb, mint 5%-os nt elt®r®st mutat, akkor 

val·sz²nŤs²thetŖ a vakcinaeredet, ha pedig kevesebb, mint 2%-ot, akkor vakcinatºrzs 

visszaizol§l§s§r·l van sz· (Kikuti et al., 2021; Murtaugh et al., 2015; Shi et al., 2010b; Yim-im 

et al., 2023). Amellett, hogy a haz§nkban tal§lt PRRSV-2-tºrzsek az ORF5 

szekvenciaelemz®se alapj§n megfelelnek a kor§bban eml²tett krit®riumnak, a j§rv§ny¿gyi 

vizsg§latok megerŖs²tett®k, hogy sz§mos PRRSV-2-fertŖz®si eset k¿lfºldrŖl ®rkezett 

sert®ssz§ll²tm§nyokhoz volt kºthetŖ. Ezzel kapcsolatban szeretn®nk azt a t®nyt kiemelni, hogy 

az Ingelvac PRRSÈ MLV nem rendelkezik forgalomba hozatali enged®llyel haz§nkban, viszont 

n®h§ny eur·pai orsz§gban igen (D§nia, Belgium, Litv§nia, Luxemburg, Hollandia, 

Lengyelorsz§g, Portug§lia ®s Spanyolorsz§g; 

https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/modified-live-porcine-respiratory-and-

reproducti-article-35-referral-annex-i-ii-iii_en.pdf, 2024.01.15.). A magyar PRRS-mentes 

sert®s§llom§nyokra n®zve, az import§lt sert®sek okozta vesz®lyforr§st csºkkentette a 2017-

tŖl bevezetett rendelet, miszerint csak PRRSV-negat²v sert®sek hozhat·ak be az orsz§gba 

(Szab· et al., 2019). Ennek ellen®re, a kºvetkezŖ ®vekben tov§bbra is megfigyelhetŖ volt a 

https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/modified-live-porcine-respiratory-and-reproducti-article-35-referral-annex-i-ii-iii_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/referral/modified-live-porcine-respiratory-and-reproducti-article-35-referral-annex-i-ii-iii_en.pdf
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PRRSV-2 jelenl®te. Ide vonatkoz·an szeretn®nk felh²vni a figyelmet Magyarorsz§g egyik fŖ 

h²z·alapanyag forr§s§ra, D§ni§ra, ®s az ott folytatott kereskedelmi gyakorlatra, miszerint a 

v§s§rolt sert®seket kiz§r·lag gyŤjtŖ§llom§sokon kereszt¿l lehet export§lni az orsz§gb·l 

Magyarorsz§gra (Szab· et al., 2019). Ezekben a l®tes²tm®nyekben egy¿tt tartva a tºbb 

k¿lºnbºzŖ teleprŖl ®rkezŖ, elt®rŖ ®letkor¼ ®s immunst§tusz¼ egyedeket, elŖfordulhat, hogy 

n®h§ny v²rust hordoz· egyed megfertŖzi a mentes egyedeket, illetve ugyan²gy a vakcin§zott 

egyedek terjeszthetik a vakcinatºrzseket. A PRRSV-2 nem endemikus Eur·p§ban, ez®rt az 

Ingelvac PRRSÈ MLV-vakcina nem egys®ges alkalmaz§sa Eur·pa ter¿let®n minden orsz§gra 

vesz®lyforr§st jelenthet, hiszen a vakcin§t enged®lyezŖ orsz§gokb·l ®lŖ§llat-forgalom 

seg²ts®g®vel idŖszakosan megtºrt®nhet a vakcinatºrzs elterjed®se. Mint ahogy a PRRSV-1, 

¼gy a PRRSV-2 orsz§gon bel¿li terjed®s®nek szint®n kedvez, ha a j§rv§nyv®delmi 

int®zked®seket alkalmank®nt elhanyagolj§k, k¿lºnbºzŖ sert®stelepek kºzºsen haszn§lnak 

felszerel®st vagy j§rmŤveket, valamint ha a l®tes²tm®nyek nem megfelelŖen vannak 

elv§lasztva egym§st·l. A nem vakcin§zott sert®s§llom§nyokban megjelenŖ 

MLV-vakcinatºrzsek j§rv§ny¿gyi szempontb·l jelentŖs szereppel b²rnak. Hasonl·an a 

vadt²pus¼ tºrzsekhez j§rv§nykitºr®seket vagy gazdas§gi k§rt®telt okozhatnak, amit az 

Ingelvac MLV eset®ben haz§nkban, Litv§ni§ban ®s D§ni§ban egyar§nt megfigyeltek m§r 

(Chen et al., 2021; grosse Beilage et al., 2009; Kvisgaard et al., 2013a; Murtaugh et al., 2003; 

Stankevicius et al., 2008; Storgaard et al., 1999). A hazai 2020ï2021-es PRRSV-2 fertŖz®si 

l§nc igazolja, hogy ak§r egy erŖs j§rv§nyv®delmi strat®gi§val rendelkezŖ orsz§gban is 

fertŖzŖdhet rºvid idŖn bel¿l, tºbb egym§st·l t§voli sert®stelep.  

A PRRSV-2 L1 tºrzsek hazai jelenl®te egyetlen integr§ci· k¿lºnbºzŖ sert®stelepeihez volt 

kºthetŖ. A PRRS-mentes²t®si program elindul§sa ut§n ezekrŖl a telepekrŖl v®glegesen 

felsz§molt§k a keringŖ L1 tºrzseket. Eur·p§ban ezt a lineage-et egyed¿l a Magyarorsz§gon 

azonos²tott ORF5 szekvenci§k ®s egy teljes genom, valamint egyetlen Szlov§ki§b·l sz§rmaz· 

ORF5 szekvencia k®pviseli (Balka et al., 2015; Jackov§ et al., 2013). Noha a filogenetikai 

elemz®sek sor§n ezek a szekvenci§k Kanad§b·l ®s USA-b·l sz§rmaz·kkal csoportosultak, 

m®gis egy teljesen k¿lºn kl§dot alkottak (7. §bra, 58.o.). A PRRSV-2 ORF5-alap¼ 

klasszifik§ci·j§t aktualiz§lt§k 2023-ban ®s a magyarorsz§gi eredetŤ, 2012-ben izol§lt L1 

tºrzset (PRRSV-2_Hungary_102_2012, KM514315) az ¼jonnan elnevezett L1E sublineage-be 

(kor§bban L1D-alpha) sorolt§k (Paploski et al., 2021; Yim-im et al., 2023). Ennek a 

sublineage-nek az eredete eg®szen az 1990-es ®vek elŖttre vezethetŖ vissza ®s az USA-ban 

ez volt az egyik uralkod· kl§d az 1990-es ®vektŖl 2003-ig (Paploski et al., 2021; Shi et al., 

2013; Yim-im et al., 2023). Haz§nkban 2005-ben detekt§ltak elŖszºr L1 szekvenci§t, azonban 

nem §ll rendelkez®sre elegendŖ adat ahhoz, hogy pontos eredet®t meg§llap²thassuk. 
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10.1.2.2 ORF5 nukleotid- ®s aminosavszekvencia-alap¼ elemz®sei 

Mind az L5, mind az L1 hazai tagjair·l elmondhat·, hogy kism®rt®kŤ genetikai diverzit§ssal 

rendelkeznek. Az ORF5 szekvencia alapj§n a behurcolt L5 tºrzsek nem halmoztak fel 5%-n§l 

nagyobb genetikai t§vols§got az Ingelvac MLV-vakcinatºrzzsel ºsszehasonl²tva, illetve az 

egym§s kºzºtt megfigyelt genetikai t§vols§g maximum 7,4% volt. Az el®rhetŖ irodalmi adatok 

alapj§n az eredm®nyeinkhez k®pest a legtºbb eur·pai orsz§gban alacsonyabb, m²g D§ni§ban 

nagyobb genetikai diverzit§st figyeltek meg az L5 szekvenci§k kºzºtt (Greiser-Wilke et al., 

2010; Indik et al., 2005; Kvisgaard et al., 2013a; Stadejek et al., 2013).  

A GP5 kiz§r·lagos tanulm§nyoz§sa alapj§n csup§n k®t as csere (as13, RĄQ; as151, 

RĄG) szolg§l a VR-2332- ®s az Ingelvac MLV-tºrzsek megk¿lºnbºztet®s®re (Yuan et al., 

2001). Mivel r®szleges GP5 szekvenci§kkal (as31ï174) dolgoztunk, kiz§r·lag a 151. as 

poz²ci· elemz®s®t tudtuk elv®gezni (8. §bra, 59.o.). Ebben a poz²ci·ban sz§mos szubsztit¼ci·t 

®szlelt¿nk, a szekvenci§k fel®n®l a VR-2332-re jellemzŖ as csere tºrt®nt. Mindazon§ltal ebben 

a poz²ci·ban jellegzetes tulajdons§g a magas mut§ci·s r§ta ®s a pozit²v szelekci·s nyom§s 

(Delisle et al., 2012; Storgaard et al., 1999). Eredm®nyeink alapj§n, j§rv§ny¿gyi nyomoz§s 

n®lk¿l a GP5-ben tºrt®nt as cser®k vizsg§lat§b·l nem vonhat· le egy®rtelmŤ kºvetkeztet®s, 

hogy a vadt²pus¼, a vakcinatºrzs vagy lesz§rmazottainak jelenl®t®t mutattuk-e ki. 

A GP5 meghat§roz· szerepet j§tszik a v²rusneutraliz§ci·s folyamatokban, tov§bb§ a 

fertŖz®s egyeden bel¿li ¼jb·li fell§ngol§s§ban is (Chen et al., 2016; Ostrowski et al., 2002; 

Popescu et al., 2017; Robinson et al., 2015; Young et al., 2021). A magyar PRRSV-2-tºrzsek 

r®szleges GP5 as szekvenci§iban kev®s polimorf poz²ci·t tal§ltunk. Az L5 szekvenci§k 

eset®ben azok az as poz²ci·k (as56ï57, as102, as104) hordozhatnak relev§ns inform§ci·t, 

amelyeket kor§bban immunelker¿l®ssel hoztak kapcsolatba, ²gy betekint®st nyerhet¿nk a 

vakcinatºrzsek evol¼ci·s v§ltoz§saiba (Fan et al., 2015; Popescu et al., 2017). Az eml²tett 

poz²ci·kban szubsztit¼ci·t egyar§nt tal§ltunk t¿netmentes, valamint megnºvekedett hal§loz§si 

ar§nyt mutat· sert®s§llom§nyokb·l vett mint§kban. Ezt az ellentmond§st tov§bb erŖs²ti, hogy 

p®ld§ul nem minden klinikai t¿netekben megmutatkoz· d§n L5 tºrzs hordoz ezekben a 

poz²ci·kban as cser®t (Kvisgaard et al., 2013a).  

A GP5-ben tal§lhat· k®t neutraliz§l· epit·p kºz¿l az egyik konzervat²v volt (B, as37ï45), 

m²g a m§sikban (C, as52ï61) sz§mos szubsztit¼ci· elŖfordult a vizsg§lt szekvenci§kban. Egy 

glob§lis PRRSV-2 GP5 adatsor alapj§n az epit·p B r®gi·n kism®rt®kŤ, mindºssze h§rom 

aminosavat (as38ï39, as41) ®rintŖ v§ltozatoss§g fedezhetŖ fel (Veit et al., 2022). A PRRSV-

2 GP5-re jellemzŖ egy ¼gynevezett Ăcsali epit·pò (decoy epitope, as27ï31) jelenl®te, amely a 

szign§lszekvencia has²t§si hely®tŖl f¿ggŖen megtal§lhat· az ®rett GP5 feh®rj®n (Thaa et al., 

2013). Hab§r ez a Ăcsali epit·pò immundomin§ns, nem neutraliz§l· immunv§laszt v§lt ki (Lopez 

®s Osorio, 2004; Ostrowski et al., 2002). Mivel r®szleges szekvenci§k §lltak rendelkez®s¿nkre, 
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²gy a Ăcsali epit·potò ®s annak az antigenit§sra gyakorolt potenci§lis hat§s§t nem tudtuk 

elemezni a magyarorsz§gi PRRSV-2-tºrzsekben. 

A GP5 N-glikozil§ci·ja jelentŖsen befoly§solja a v²rus fertŖzŖk®pess®g®t ®s antigenit§s§t, 

valamint a gazdaszervezet immunv§lasz§t (Ansari et al., 2006; J. Li et al., 2015; Wei et al., 

2012). A sz§mos lehets®ges N-glikozil§lt poz²ci· kºz¿l az N44 ®s N51 konzervat²vnak 

bizonyult a PRRSV-2-tºrzsekben (8. t§bl§zat, 60.o.), ami utalhat arra, hogy ezek a poz²ci·k 

l®tfontoss§g¼ak a fertŖz®s kialakul§s§hoz (Ansari et al., 2006; Wei et al., 2012). Az N30 egy 

m§sik gyakran konzerv§lt poz²ci·, azonban a hazai PRRSV-2-tºrzsek r®szleges 

szekvenciaadatai miatt nem tudtuk annak elemz®s®t elv®gezni. Az irodalmi adatok 

ºsszehasonl²t§sa ®rdek®ben az azonos²tott lehets®ges N-glikozil§lt poz²ci·kat hat k¿lºnbºzŖ 

mint§zatba rendezt¿k. Ezek kºz¿l a k®t leggyakoribb (A, N33ïN44ïN51 ®s B, N34ïN44ïN51) 

az USA-ban is sz®les kºrben elterjedt (Delisle et al., 2012). Az Ingelvac MLV-vakcinatºrzs 

glikozil§ci·s mint§zata az N30ïN33ïN44ïN51. Az N30 poz²ci·n k²v¿l az N33-ban sz§mos 

mut§ci·t tal§ltunk, ami jelezheti a vakcinatºrzs gazdaszervezet immunv§lasz§nak 

megker¿l®s®re ir§nyul· tendenci§j§t.  

10.2 Hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²t®s ®s NGS alkalmaz§sa a PRRSV-tºrzsek 

vizsg§lataiban 

10.2.1 ORF2ï7 nukleotid- ®s aminosavszekvencia-alap¼ elemz®sei 

A 2020ï2021-es PRRSV-2-j§rv§nyok molekul§ris vizsg§lata sor§n a rutin ORF5 ®s ORF7 

mellett az ORF2ï7, azaz az ºsszes szerkezeti feh®rj®t k·dol· r®gi· tanulm§nyoz§s§ra is 

t§maszkodtunk. A k®t rºvidebb r®gi· alapj§n a mint§zott PRRSV-2-tºrzsek az Ingelvac 

MLV-vakcinatºrzshºz §lltak genetikailag a legkºzelebb, azonban kºzismert t®ny, hogy egy-

egy r®gi· vizsg§lata f®lrevezetŖ lehet a PRRSV-tºrzsekben megfigyelt sz®leskºrŤ 

rekombin§ci· miatt (Cui et al., 2022; Darwich et al., 2011; Dortmans et al., 2019; Yu et al., 

2022).  

Az ºsszesen h®t ®rintett sert®stelep kºz¿l ºt eset®ben siker¿lt az ORF2ï7 

nukleotidsorrendj®nek meghat§roz§sa hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rak Illumina k®sz¿l®ken 

zajlott futtat§s§val ®s az NGS-eredm®nyek elemz®s®vel. Az ORF2ï7 szekvenci§k ®s a 

j§rv§ny¿gyi nyomoz§s seg²ts®g®vel igazoltuk, hogy az Ingelvac MLV-vakcinatºrzs terjed®se 

tºrt®nt 2020ï2021-ben. 

Az ORF2ï7 r®gi·n maximum 1,8%-os genetikai t§vols§got l§ttunk a vakcinatºrzshºz 

k®pest, ugyanakkor az §ltalunk vizsg§lt PRRSV-2-tºrzsek kºzºtt enn®l az ®rt®kn®l 

magasabbat ®szlelt¿nk (maximum 2,5%). Ez a genetikai v§ltozatoss§g v§ratlannak bizonyult, 

mindazon§ltal az irodalmi adatok al§t§masztott§k, ugyanis az Ingelvac MLV-vakcinaszerŤ 

tºrzsek teljes genomszekvenci§j§ban a maxim§lis genetikai t§vols§g ak§r a 6,4%-t is el®rheti 
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egy ®ven bel¿l (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Kvisgaard et al., 2013a; Rupasinghe et 

al., 2022).  

Az ORF2ï7 szekvenci§k filogenetikai elemz®se ®s a j§rv§ny¿gyi vizsg§latok betekint®st 

ny¼jtottak a vakcinatºrzs §tviteli ¼tjaiba (8. mell®klet, 128.o.). Az Eset I-bŖl k®t sert®sfarmr·l 

sz§rmaz· minta mutatott (Farm B, 64196; Farm C 18601) magas nt azonoss§got (99%) az 

Ingelvac MLV-vel, amik a filogenetikai f§n is egy¿tt csoportosultak. Ez bizony²totta a k®t 

sert®stelep epidemiol·giai kapcsolat§t, illetve jelezte korai helyzet¿ket az §tviteli ¼tvonalban. 

A Farm C eset®ben a malacokt·l (18601) ®s a koc§kt·l (19001) sz§rmaz· mint§k kºzºtt 

viszonylag nagy szekvenciak¿lºnbs®get l§ttunk (nt azonoss§g 97,6%). Ez egybev§g egy 

2023-as tanulm§ny eredm®nyeivel, mely alapj§n a fertŖz®si ciklus sor§n a k¿lºnbºzŖ kor¼ 

sert®sek kºzºtt nagyobb m®rt®kŤ lehet a v²rus divergenci§ja (Clilverd et al., 2023). A mint§k 

kºz¿l a 19001 (Farm C) ®s 19601 (Farm E) egy csoportot alkotott a filogenetikai f§n, r§mutatva 

a k®t farm kºzºtti fertŖz®si ¼tvonalra, ®s genetikailag a legt§volabbinak bizonyultak a 

vakcinatºrzshºz viszony²tva (nt azonoss§g: 98,3% ®s 98,2%). A vakcinatºrzzsel meglepŖ 

m·don a legnagyobb nt azonoss§got (99,9%) a Farm D mint§ja (19702) mutatta. Ennek 

f®ny®ben ¼gy gondoljuk, hogy a j§rv§ny kezdet®n fertŖzºtt sert®seket sz§ll²tottak a B farmr·l 

a v§g·h²dra, majd a v²rus akkor terjedhetett tov§bb a D farmra amikor ott v®gezt®k a v§g·h²d 

sz§ll²t·j§rmŤv®nek m®rlegel®s®t a sert®sek elsz§ll²t§s§t megelŖzŖen. Mivel ez a v²rusvari§ns 

val·sz²nŤleg elhanyagolhat· mennyis®gŤ ®lŖ§llatban passz§l·dott, ²gy nem is tudott olyan 

m®rt®kŤ mut§ci·kat felhalmozni, mint a telepi kºr¿lm®nyek kºzºtt keringŖ vari§nsok. 

A VR-2332 attenu§l§sakor as v§ltoz§s legink§bb a nem szerkezeti r®gi·n fedezhetŖ fel 

(Yuan et al., 2001). A k®t tºrzs g®nbankban tal§lhat· szekvenci§ival (AF066183 ®s EF536003) 

ºsszehasonl²tva mindegyik vizsg§lt ORF2ï7 aminosav-szekvenci§t 7 db poz²ci·ban tal§ltunk 

az Ingelvac MLV-tºrzzsel megegyezŖ aminosavat, m²g csup§n 2 db volt azonos a 

VR-2332-tºrzzsel. Kºvetkez®sk®ppen, mind a nukeotid- ®s aminosav-azonoss§gok, mind a 

j§rv§ny¿gyi nyomoz§s bizony²totta a 2020ï2021-es j§rv§ny vakcinatºrzs-eredet®t. 

Munk§nk sor§n c®lunk volt, hogy a sporadikusan megjelenŖ PRRSV-2-vakcinatºrzsek 

sert®stelepeken bel¿l zajl· evol¼ci·s v§ltoz§sait tanulm§nyozzuk. Az ORF2ï7 r®gi·nak a 

m®lyszekven§l§s§val 4 db mint§ban sz®les sk§l§n v§ltoz· kv§zispecies v§ltozatoss§got 

tal§ltunk. L®nyeges k®rd®s volt sz§munkra, hogy a vakcinatºrzshºz kºthetŖ vari§nsokban 

megfigyelhetŖ-e a revert§l·d§s tendenci§ja. A tal§lt SNV-k ezt egyik mint§ban sem 

t§masztott§k al§, csup§n p§r SNV egyezett meg a vadt²pus¼ VR-2332-tºrzzsel. Az SNV-k 

sz§m§ban nem tal§ltunk ºsszef¿gg®st arra n®zve, hogy a kezdeti fertŖz®st kºvetŖen mennyi 

idŖ telt el. Mindez tov§bb erŖs²ti azt az elk®pzel®st, hogy egy-egy adott v²rustºrzs mindegyik 

vari§ns§ra egyeden bel¿l ®s sert®s§llom§nyok kºzºtt m§s-m§s mikroevol¼ci·s ®s szelekci·s 

nyom§s hat (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Cortey et al., 2018).  
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10.2.2 Kevert fertŖz®sek azonos²t§sa 

A hagyom§nyos DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer bevon§s§val az Ion Torrent k®sz¿l®ken 

zajl· NGS-elj§r§s kevert fertŖz®sek, vagy tºbb PRRSV-vari§ns egyidejŤ kimutat§s§ra 

alkalmasnak bizonyult. Hab§r ez a megkºzel²t®s t§mogatta a rutin diagnosztik§t, e 

dolgozatban egy k®sŖbbi fejezetben szeretn®nk bemutatni alaposabban a kevert fertŖz®sek 

tekintet®ben levont kºvetkeztet®seinket, az Illumina rendszerre fejlesztett megkºzel²t®s 

eredm®nyeinek egy¿ttes bemutat§s§val (10.3.2. fejezet).  

10.3 Illumina-kompatibilis k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®s  

10.3.1 M·dszer ki®rt®kel®se 

Megjelen®se ·ta az NGS-technol·gia folyamatos t®rh·d²t§sa az ®lettudom§nyok minden 

ter¿let®n ®rz®kelhetŖ. Nincs ez m§sk®ppen az §llatorvosi diagnosztik§ban, ahol az 

NGS-m·dszereket rutinszerŤen a k·rokoz·k azonos²t§s§ban ®s karakteriz§l§s§ban 

hasznos²tj§k (Bel§k et al., 2013; Kaszab et al., 2020; Kumar, 2019; Suminda et al., 2022; Van 

Borm et al., 2016, 2015).  

Munk§nk elsŖdleges c®lja volt olyan NGS-m·dszerek kidolgoz§sa, specifikusan a 

PRRSV-re, amelyek hozz§j§rulhatnak mind a PRRSV-tºrzsek kutat§s§hoz, mind a 

diagnosztik§j§hoz. Ennek ®rdek®ben a m§r megl®vŖ, gyakran alkalmazott molekul§ris 

m·dszerek mell® szerett¿nk volna ¼j megkºzel²t®si m·dokat ny¼jtani. Az §ltal§nos 

diagnosztikai munkakºrnyezethez igaz²tva az elk®pzel®seinket ¼gy v®lt¿k, hogy az NGS 

lehets®ges alkalmaz§sa a gyors, egyszerŤ ®s kºlts®ghat®kony DNS-kºnyvt§rk®sz²t®sben 

rejlik. Az Illumina mint az egyik jelentŖs NGS-technol·gi§t szolg§ltat· c®g, sz§mos piacvezetŖ 

k®sz¿l®ket forgalmaz, emellett a szekven§l§s k®mi§ja lehetŖv® teszi ezen k®sz¿l®kekre 

specifikus, alternat²v kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszerek fejleszt®s®t. C®ljainkhoz igazodva, a PRRSV 

vizsg§lat§hoz adapt§ltunk egy ®rz®keny, kºlts®g-, ®s idŖhat®kony, kiz§r·lag PCR-rendszerre 

®p¿lŖ, f¼zi·s primerek seg²ts®g®vel megval·sul· DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszert (Bybee et al., 

2011; Gohl et al., 2020; Holm et al., 2019; Xiao et al., 2020). Az eml²tett, Illumina rendszerekkel 

kompatibilis, PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®st az §llatorvosi tudom§nyokon bel¿l mind a mai napig 

rendszerint a 16S-alap¼ metagenomikai elemz®sekhez haszn§lj§k (Johnston et al., 2017; 

Lowman et al., 2023; Vidal et al., 2017; Wolf-Jªckel et al., 2021). Az 

amplikon-m®lyszekven§l§st nem kiz§r·lag egy-egy adott c®lr®gi· vizsg§lat§ra lehet csak 

alkalmazni. Multiplex PCR ®s §tfedŖ f¼zi·s primerek seg²ts®g®vel a teljes genom 

felszapor²t§sa ®s vizsg§lata szint®n lehets®ges (Gohl et al., 2020). Ezen PCR-alap¼ 

kºnyvt§rk®sz²tŖ met·dusoknak a fŖ elŖnye, hogy nagyfok¼ rugalmass§got ny¼jtanak: a f¼zi·s 

primerek az Illumina-specifikus szekven§l· ®s vonalk·d-szekvenci§k mellett a vizsg§lni k²v§nt 

c®lg®nre illeszkedŖ szakaszokat is tartalmaznak, melyek az adott ig®nyeknek ®s c®loknak 

megfelelŖen alak²that·ak.  
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Kutat·munk§nk sor§n, mint ¼j DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ megkºzel²t®s, a PRRSV-tºrzsek 

ORF7 r®gi·j§ra, illetve a Porcilis- ®s Unistrain-vakcinatºrzsek teljes genomj§ra f·kusz§lva 

adapt§ltuk a k®tl®p®ses PCR-alap¼ m·dszert. Az Illumina egyes k®sz¿l®keire (MiSeq sz®ria 

®s NextSeq 1000 & 2000) el®rhetŖek olyan szekven§l· reagensek ®s kitek, amelyek maximum 

2x300 bp hossz¼ readeket biztos²tanak. Ezekkel kivitelezve az amplikon-m®lyszekven§l§st, 

elm®letben 600 bp hossz¼s§g¼ term®k (paired-end be§ll²t§s) nukleotidsorrendje §llap²that· 

meg, ez®rt PCR-rendszereinket ennek megfelelŖen alak²tottuk ki. Mivel tudom§sunk szerint 

hasonl· m·dszer alkalmaz§s§r·l a PRRSV-vel kapcsolatban eddig egyetlen foly·iratcikk sem 

jelent meg, ²gy eredm®nyeinket teljes genom nukleotidsorrendj®nek meghat§roz§s§ra ir§nyul· 

egy®b NGS-m·dszerekkel tudtuk ºsszehasonl²tani. 

A nukleokapszidot k·dol· ORF7 az egyik legkonzervat²vabb szakasza a 

PRRSV-genomnak, ennek ok§n sz§mos diagnosztikai m·dszer c®lozza a PRRS-fertŖz®s 

jelenl®t®nek kimutat§s§ra, valamint filogenetikai elemz®sekhez egyar§nt felhaszn§lhat· 

(Kvisgaard et al., 2017; Le Gall et al., 1998; Pan et al., 2023; Shi et al., 2010a; Stadejek et al., 

2013, 2008). A fentiek alapj§n az ORF7 r®gi· m®lyszekven§l§s§hoz egy olyan univerz§lis 

primerp§rt tervezt¿nk, amely lehetŖv® teszi mind a PRRSV-1-, mind a PRRSV-2-tºrzsek 

detekt§l§s§t ®s molekul§ris genetikai vizsg§lat§t.  

A primerp§r tesztel®s®t a k®t PRRSV protot²pus tºrzzsel (PRRSV-1: Lelystad, PRRSV-2: 

VR-2332) v®gezt¿k el, tov§bb§ a PCR-rendszer ®rz®kenys®g®nek meg§llap²t§s§hoz szint®n 

ezen tºrzsek PRRSV-negat²v malacsav·ban h²g²tott mint§it (spike-in) haszn§ltuk fel. Kezdeti 

vizsg§lataink sor§n bizony²tottuk, hogy a primerp§r mindk®t fajra specifikus, illetve a PCR-1 

sor§n nem tºrt®nik term®k k®pzŖd®se egy®b §llatorvosi jelentŖs®ggel b²r· 

sert®smegbeteged®sek k·rokoz·in§l.  

Az amplikon DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszer spike-in mint§kkal v®gzett k²s®rlet®vel 

kimutattuk, hogy annak v²rustel²tetts®gre vonatkoz· ®rz®kenys®gi hat§ra mindk®t faj eset®ben 

kºr¿lbel¿l a Ct 34 (9. mell®klet, 129.o.). Egy 2021-ben megjelent teljesgenom-szekven§l§si 

(WGS, whole genome sequencing) elj§r§s ®rz®kenys®ge hasonl·nak bizonyult (<Ct 34,1) az 

§ltalunk adapt§lt ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§si megkºzel²t®shez (Gagnon et al., 2021). 

Ugyanakkor a WGS-m·dszerekre §ltal§ban jellemzŖbb, hogy Illumina k®sz¿l®kekkel 

kivitelezve, a magas Ct-®rt®kŤ (25ï30) sav·mint§kn§l gyakran meghi¼sul a teljes genom 

ºssze§ll²t§sa, ellenben az ORF7 r®gi· meghat§roz§sa ilyen esetekben is megb²zhat· 

m·dszernek bizonyul (Gagnon et al., 2021; Kim et al., 2022; Trevisan et al., 2022; 

Vandenbussche et al., 2021; Zhang et al., 2017).  

Annak ellen®re, hogy a c®lfaj specifikus readek ar§ny§t sz§mos t®nyezŖ befoly§solhatja 

(p®ld§ul a tiszt²t§si l®p®s), az irodalomban §ltal§nosan jellemzŖ ezen ®rt®k haszn§lata ®s 

ºsszehasonl²t§sa a k¿lºnbºzŖ m·dszerek kºzºtt, mivel inform§ci·t ad az alkalmazott 

NGS-m·dszer hat®konys§g§r·l. Az §ltalunk fejlesztett kºnyvt§rk®sz²tŖ rendszerrel a 
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PRRSV-specifikus readek maxim§lis ar§nya a spike-in mint§kban nagyobb volt (98%), mint 

b§rmely, az Illumina platformokon tºrt®nt NGS-m·dszerfejleszt®sre ir§nyul· kor§bbi 

kutat§sban (Gagnon et al., 2021; Vandenbussche et al., 2021; Zhang et al., 2017). Egy®b 

t®nyezŖk mellett ez a statisztika f¿gghet az alkalmazott szekven§l· eszkºztŖl, mivel a 454 GS 

Jr ®s a Roche 454 FLX k®sz¿l®keken v®gzett PRRSV-vel kapcsolatos WGS-vizsg§latokkal 

magasabb ®rt®ket ®rtek el (Brar et al., 2014; Kvisgaard et al., 2013b). £rdemes megjegyezni, 

hogy Kvisgaard ®s munkat§rsai (2013) szint®n PCR-term®kek ¼jgener§ci·s szekven§l§s§t 

hajtott§k v®gre, azonban hagyom§nyos, kereskedelmi forgalomban kaphat· kºnyvt§rk®sz²tŖ 

kitekkel dolgoztak. A PRRSV-specificit§sra vonatkoz·lag ¼gy v®lj¿k, hogy az ebben a 

disszert§ci·ban ismertetett, ORF7-re ir§nyul· amplikon-m®lyszekven§l§si m·dszer® magas, 

mivel a 30ï35 Ct-®rt®kkel rendelkezŖ spike-in mint§kban a PRRSV-bŖl sz§rmaz· readek 

§tlagos ar§nya nem esett 40% al§, az irodalmi adatokban megfigyelt <10%-hoz k®pest 

(Gagnon et al., 2021). 

Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s alkalmazhat·s§g§t szint®n ellenŖrizt¿k hazai 

sert®stelepekrŖl sz§rmaz·, 15 db archiv§lt sav·poolmint§val (12. t§bl§zat, 69.o.). Ezek a 

mint§k az ORF5 elŖzetes filogenetikai vizsg§lata alapj§n v§ltozatos hazai PRRSV-kl§dokat 

k®pviseltek. Az ORF7 konszenzus szekvencia ºssze§ll²t§sa egyetlen minta, a 30156_20 

eset®ben hi¼sult meg, amelynek Ct-®rt®ke kºzel esett a m·dszer kimutat§si hat§r§hoz 

(31,6/34). Felt®telezz¿k, hogy az archiv§lt minta t§rol§sa, illetve az ism®telt fagyaszt§s-

olvaszt§s kºvetkezt®ben az alacsony k·piasz§mban jelenl®vŖ RNS degrad§ci·ja tºrt®nhetett. 

A rendszer klinikai mint§kon tºrt®nŖ alkalmazhat·s§g§nak alaposabb felm®r®s®hez 

sz¿ks®ges lenne tºbb, a PRRSV-t alacsony k·piasz§mban (Ct 30ï35) tartalmaz· mint§val is 

elv®gezni a k²s®rletet. Egy m§sik lehetŖs®g, hogy a 30156_20 minta olyan vari§nsok csoportj§t 

reprezent§lta, amelyekn®l a primer kºtŖhelyein valamilyen mut§ci· §ll fenn. Az eml²tett 

felvet®sre megold§s lehet a hazai vagy ak§r nemzetkºzi kl§dokba tartoz· mintasz§m 

nºvel®se. Mindazon§ltal siker¿lt bizony²tanunk, hogy a k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ 

m·dszer biztons§ggal alkalmazhat· nagy genetikai diverzit§st mutat· PRRSV-tºrzsek 

eset®ben.  

Egy adott j§rv§nytani vagy diagnosztikai vizsg§lat elv®gz®s®hez az alacsony 

v²rustel²tetts®gŤ klinikai mint§k eset®ben alapos megfontol§st ig®nyel a megfelelŖ 

NGS-megkºzel²t®s kiv§laszt§sa, hiszen az korl§tozhatja a tervezett elemz®sek siker®t. A 

random hexamer alap¼ teljes genomszekven§l§s §ltal§nosan elterjedt m·dszer, valamint a 

legalkalmasabbnak bizonyul a keringŖ v²rustºrzsek genetikai jellemz®s®hez, a vari§nsok 

meghat§roz§s§hoz, a rekombin§ns tºrzsek azonos²t§s§hoz, vagy a vakcina-, 

vakcinalesz§rmazott ®s vadt²pus¼ tºrzsek elk¿lºn²t®s®hez (Bel§k et al., 2013; Cortey et al., 

2017; Djikeng et al., 2008; Quer et al., 2022). A v²rusgenom vagy bizonyos c®lr®gi·k elŖzetes 

d¼s²t§sa a klinikai mint§kn§l a legtºbb esetben elengedhetetlen (Ballester et al., 2016). Az 
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§ltalunk kidolgozott ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s rendk²v¿l hat®konynak ®s ®rz®kenynek 

bizonyul, tov§bb§ mivel a kºlts®ge ®s a r§ford²tand· idŖ egy nested PCR munkafolyamat§val 

egyezik meg, alkalmas lehet a fertŖzŖ PRRSV-tºrzsek elŖzetes molekul§ris epidemiol·giai 

vizsg§lat§ra. 

Miut§n meggyŖzŖdt¿nk r·la, hogy a kidolgozott PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²tŖ elj§r§s egy 

adott amplikon-m®lyszekven§l§s§ra alkalmas, k²s®rletet tett¿nk arra, hogy azt egy multiplex 

PCR-rendszerbe be®p²tve, a Porcilis- ®s Unistrain-vakcinatºrzsek teljes genomj§nak 

felszapor²t§s§t ®s szekven§l§s§t megval·s²tsuk. Az Illumina rendszerek ny¼jtotta maximum 

600 bp-t §tºlelŖ amplikonm®retet figyelembe vett¿k ®s mind a k®t vakcinatºrzs 15 kbp 

hossz¼s§g¼ genomj§nak 100%-os lefed®s®hez 34 db f¼zi·s primerp§rt alak²tottunk ki. A teljes 

genomot felszapor²t· multiplex PCR-ek eset®ben l®tezŖ probl®ma a kialakul· primerdimerek 

miatti amplikonkies®s, ez®rt elŖzetesen elv®gezt¿k a primerszett ilyen jellegŤ elemz®s®t  

in silico (Itokawa et al., 2020). Az egyedi PCR-ek igazolt§k a primerek mŤkºdŖk®pess®g®t ®s, 

mint ahogy az irodalmi adatok is sz§mos esetben mutatj§k, sz¿ks®gszerŤ volt a primerek 

pooloz§s§n finom²tani (Gohl et al., 2020; Quick et al., 2017). A tºbbl®pcsŖs optimaliz§l§s ut§n 

siker¿lt el®rn¿nk, hogy a szekven§l§si m®lys®g a poolAv3 felhaszn§l§s§val egys®ges k®pet 

mutasson a Porcilis-vakcinatºrzs teljes genomj§nak hossz§n (14. §bra, 71.o.). Ezt 

al§t§masztotta az amplikononk®nti minimum ®s maximum szekven§l§si m®lys®g 

elhanyagolhat· k¿lºnbs®ge (14ï16Ĭ). Hab§r csup§n egy Unistrain-vakcinamint§t vizsg§ltunk, 

bizony²tottuk, hogy a primerszett szint®n alkalmas ennek a vakcinatºrzsnek a felszapor²t§s§ra, 

valamint a teljes genom ºssze§ll²t§s§ra. Ahhoz, hogy ellenŖrizni lehessen a poolAv3 

hat®konys§g§t erre a tºrzsre n®zve, tºbb vakcinaminta bevon§sa sz¿ks®ges. 

10.3.2 PRRSV-1 ORF7 nukleotidszekvencia-alap¼ elemz®sei  

A munk§nk egyik c®ljak®nt meghat§rozott, k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®si 

m·dszer kidolgoz§s§val lehetŖ v§lt a PRRSV-genom ORF7 szakasz§nak r®szletes genetikai 

elemz®se. A dolgozatban ismertetett m·dszer seg²ts®g®vel egy vagy tºbb PRRSV-tºrzs 

egy¿ttes jelenl®t®nek kimutat§s§n fel¿l a sert®stelepeken, vagy az egyedeken bel¿li 

v²ruspopul§ci· felt®rk®pez®se szint®n megval·s²that·. 

Noha az ORF7 r®gi· a PRRSV-genom egyik legkev®sb® v§ltoz®kony szakasza, tºbb 

tanulm§ny meg§llap²totta, hogy jelentŖs genetikai variabilit§ssal rendelkezik. Az ORF7 

amplikon-m®lyszekven§l§ssal vizsg§lt 15 db sav·poolmint§b·l nyert ORF7 konszenzus 

szekvenci§k ezt szint®n al§t§masztj§k, hiszen kºzºtt¿k hasonl· m®rt®kŤ v§ltozatoss§got 

tal§ltunk, mint amit vil§gszerte le²rtak (Franzo et al., 2021; Frossard et al., 2013; Kvisgaard et 

al., 2013c; Shin et al., 2022).  

A konszenzus szekvenci§k meghat§roz§s§n fel¿l az amplikon-m®lyszekven§l§s 

seg²ts®g®vel ºt mint§ban egyidejŤleg azonos²tottunk ®s §ll²tottunk ºssze k®t-k®t ORF7 
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szekvenci§t. A szekvenciap§rok kºzºtt megfigyelt genetikai elt®r®s m®rt®ke arra utal, hogy az 

adott sert®stelepeken a mintav®teli idŖszakban, p§rhuzamosan minimum k®t PRRSV-tºrzs 

keringett (Lalonde et al., 2020). A nt azonoss§g ®rt®kei alapj§n n®gy minta eset®ben a minor 

szekvenci§k Porcilis-vakcinatºrzseredetŤ vari§nsokat k®pviseltek (B§lint et al., 2021). K®t 

mint§n§l (2208_19 ®s 474_19) ezt szint®n megerŖs²tette, hogy a mintav®tel idŖszak§ban ezen 

vakcin§val tºrt®nt a telepeken a sert®sek immuniz§l§sa. A PRRS-fertŖz®s megelŖz®s®nek 

®rdek®ben alkalmazott MLV-vakcin§b·l sz§rmaz· vakcinatºrzsek ®s a vadt²pus¼ tºrzsek 

egy¿ttes elŖfordul§s§t a sert®stelepeken m§r tºbb tanulm§ny is bizony²totta (Cheng et al., 

2022; Greiser-Wilke et al., 2010; Trevisan et al., 2022; Vandenbussche et al., 2021). A PRRS 

elleni v®dekez®st t§mogat· molekul§ris epidemiol·gia szempontj§b·l ez abban az esetben 

okoz probl®m§t, ha a keringŖ vakcinatºrzsek elfedik a vadt²pus¼ tºrzsek jelenl®t®t, ami rºvid 

vagy hossz¼ t§von h§tr§ltatja a j§rv§nyv®delmet (Harmon et al., 2019). Ennek megold§s§ra 

sz§mos, a vakcina- ®s vadt²pus¼ tºrzsek megk¿lºnbºztet®s®re szolg§l· diagnosztikai 

m·dszer sz¿letett az elm¼lt ®vekben (Fornyos et al., 2022; Pan et al., 2023; Wang et al., 2021). 

Alkalmaz§suk eset®n azonban szem elŖtt kell tartani, hogy gyakorta farm-, vagy 

vakcinaspecifikusak, ugyanakkor egyes NGS-elj§r§sokkal vagy az ORF7 

amplikon-m®lyszekven§l§ssal kik¿szºbºlhetŖ a szekvenciaspecifikus diagnosztikai 

m·dszerek sz¿ks®gess®ge, ezzel jelentŖsen lerºvid²tve a tºrzsek elk¿lºn²t®s®re sz§nt idŖt ®s 

anyagkºlts®get (Lalonde et al., 2020; Trevisan et al., 2022). 

Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s seg²ts®g®vel betekint®st nyert¿nk a PRRSV 

v²ruspopul§ci·j§nak genetikai diverzit§s§ba. Hab§r egy konzervat²v g®nrŖl van sz·, kor§bbi 

kutat§sok alapj§n az ezen a genomszakaszon felhalmozott mut§ns spektrum r®sz®t k®pezi a 

kv§zispeciesnek (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Cortey et al., 2018; Xing et al., 2022). 

Az ®rtekez®sben felhaszn§lt sav·poolmint§kb·l nyolcban heterog®n v²ruspopul§ci·t 

fedezt¿nk fel az NGS-eredm®nyek bioinformatikai elemz®s®vel. Az irodalmi adatokkal 

megegyezŖen, mi sem l§ttunk egy®rtelmŤ mint§zatot, azaz az §ltalunk azonos²tott 

SNV-poz²ci·k a mint§k kºzºtt ®s az ORF7 r®gi· ment®n egyenlŖtlen¿l oszlottak el (Brar et al., 

2014). Holott kor§bban az ORF7 r®gi·t ®rintŖ SNV-mut§ci·k kºzºtt ar§nyaiban tºbb tranz²ci·t 

figyeltek meg, t¼lnyom· tºbbs®gben a citozin/timin cser®t, gyakoris§gukat tekintve mi nem 

tal§ltunk k¿lºnbs®get a citozin/timin ®s adenin/guanin csere kºzºtt (Brar et al., 2014; Xing et 

al., 2022). Az eddig megval·sult, a PRRSV teljes genomj§ra koncentr§l· vizsg§latokban a 

potenci§lisan nem-szinonim vagyis as v§ltoz§st okoz· SNV-k ar§nya nagyobb volt az §ltalunk 

le²rtakhoz k®pest (Brar et al., 2014; Cortey et al., 2018). Az SNV-k sz§ma k®t 

MLV-vakcinatºrzsek alkotta kl§db·l (Spanish ®s Reprocyc) sz§rmaz· mint§kban volt a 

legmagasabb. Vizsg§lataink alapj§n ebben a k®t kl§dban az ORF7 g®n eset®ben is az ORF5 

r®gi·n§l megfigyelt, nagyfok¼ genetikai v§ltozatoss§g lehet jellemzŖ, azonban ezen 

eredm®nyek igazol§s§hoz sz¿ks®ges lenne kl§donk®nt tºbb minta tesztel®se.  
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Annak ellen®re, hogy a PRRS az egyik legnagyobb gazdas§gi k§rt®tellel j§r· 

sert®smegbeteged®s, a v²rus-kv§zispecies felt§r§s§val kapcsolatos kºzlem®nyek sz§ma 

mindeddig eleny®szŖ, enn®lfogva mind a sert®s§llom§ny, mind az egyedek szintj®n neh®z 

konkl¼zi·ra jutni a genomot vagy a g®neket ®rintŖ mikroevol¼ci·s hat§sokr·l. Mindazon§ltal, 

az eddigi ismereteink alapj§n felt®telezhetŖ, hogy a PRRSV-tºrzsekre elt®rŖ evol¼ci·s 

t®nyezŖk hatnak. 

10.3.3 PRRSV-1 Porcilis PRRS vakcina genetikai stabilit§sa ®s v§ltozatoss§ga 

Munk§nk sor§n a Porcilis- ®s az Unistrain-vakcinatºrzsek teljes genomj§nak 

meghat§roz§sa, illetve a tºrzsek genetikai v§ltozatoss§g§nak felm®r®se ®rdek®ben amplikon-

m®lyszekven§l§st hajtottunk v®gre. Vizsg§latunk t§rgyak®nt az®rt v§lasztottuk a PRRSV-1 

ellen l®trehozott PorcilisÈ PRRS (MSD Animal Health) ®s UnistrainÈ PRRS (HIPRA) 

MLV-vakcin§kat, mert haz§nkban ®s vil§gszerte legink§bb ezeket haszn§lj§k a koc§k ®s a 

nºvend®k sert®sek akt²v immuniz§l§s§ra (B§lint et al., 2021; Chae, 2021). Az ®rtekez®s 

alapj§ul szolg§l· vizsg§latokat egyed¿l a Porcilis PRRS vakcin§val ®s viszonylag alacsony 

mintasz§mmal tudtuk elv®gezni, mert a sikeres PRRS-mentes²t®s kºvetkezt®ben 

folyamatosan kivezet®sre ker¿ltek az MLV-vakcin§k a hazai piacr·l.  

Az RNS-v²rusalap¼ MLV-vakcin§k genetikai stabilit§s§nak ismerete mind 

vakcinagy§rt§sban (Ăbatch-to-batchò v§ltozatoss§g), mind telepi kºr¿lm®nyek kºzºtt l®nyeges 

t®nyezŖ kellene, hogy legyen. Holott egyes tanulm§nyok felh²vj§k a figyelmet a vakcinagy§rt§s 

sor§n kialakul· v²ruspopul§ci· mut§ns spektrum§ra, vagy a kontamin§ci· jelenl®t®re, a 

k¿lºnbºzŖ gy§rt§si t®telbŖl sz§rmaz· MLV-vakcin§k ºsszehasonl²t§s§t c®lz· kutat§sok mind 

a mai napig korl§tozottan §llnak rendelkez®sre (Hºper et al., 2015; Legnardi et al., 2022; 

Neverov ®s Chumakov, 2010; Serr«o de Andrade et al., 2021; Victoria et al., 2010). Az irodalmi 

adatok ®s a g®nbank adatb§zis §ttekint®se sor§n mindºssze n®gy elt®rŖ  

PorcilisÈ PRRS-vakcinafiol§b·l kimutatott genomszekvencia ®rhetŖ el, azonban az egyetlen, 

ebben a t®m§ban publik§lt kºzlem®nynek nem volt c®lja a r®szletes genetikai 

ºsszehasonl²t§suk (Eclercy et al., 2021). A genetikai stabilit§ssal ºsszef¿gg®sben az 

MLV-vakcin§khoz kapcsol·d· jelentŖs vesz®lyforr§s az attenu§lts§g elveszt®se ®s a virulencia 

visszaszerz®se (revert§lt v²rustºrzs), tov§bb§ a rekombin§ci· m§sik vakcinatºrzsekkel, vagy 

vadt²pus¼ tºrzsekkel (Grebennikova et al., 2004; Kimman et al., 2009; Kvisgaard et al., 2020; 

Sun et al., 2022; Trevisan et al., 2023; J. Wang et al., 2022). A Porcilis-vakcinatºrzs eset®ben 

ellentmond§sos kºvetkeztet®seket olvashatunk az irodalomban, hiszen az ORF5 vizsg§lata 

alapj§n telepi kºr¿lm®nyek kºzºtt magas genetikai stabilit§sa figyelhetŖ meg, ellenben 

§llatk²s®rletekkel kimutatt§k, hogy revert§l·d§sra hajlamos lehet a tºrzs, ami a teljes 

genomszekvencia szintj®n is megjelenik (B§lint et al., 2021; Eclercy et al., 2021). Ezenfel¿l 



 

96 
 

m§r karakteriz§ltak a Porcilis- ®s az Unistrain-vakcinatºrzsek genetikai keresztezŖd®s®bŖl 

kialakul· rekombin§ns tºrzset (Renson et al., 2017). 

Eclercy ®s munkat§rsai n®gy k¿lºnbºzŖ Porcilis-genomszekvenciavari§nst ²rtak le 

(FULL-LENGTH ®s del®ci·s vari§nsok: LONG-DEL, SHORT-DEL, SHIFT-DEL), amelyeket mi 

is felfedezt¿k az §ltalunk vizsg§lt h§rom vakcinamint§ban (Eclercy et al., 2021). A h§rom 

del®ci·s vari§nsban azonos²tott del®ci· az NSP2 nem-szerkezeti feh®rj®t k·dol· r®gi·n 

(as386ï1445) bel¿l tal§lhat· (Y. Li et al., 2015). Egy kor§bbi kutat§s ®s az eredm®nyeink 

alapj§n a Porcilis PRRS vakcin§ban a LONG-DEL forma fordul elŖ a legnagyobb ar§nyban, 

®s a del®ci·ban az nt2215ï2436, valamint az as666ï739 r®gi·k ®rintettek (KF991509 

rekordhoz viszony²tva, FULL-LENGTH vari§ns) (Eclercy et al., 2021). Az NSP2 r®gi·n bel¿li 

inszerci·kat ®s del®ci·kat elŖszºr a patogenit§s indik§torak®nt tartott§k sz§mon a 

PRRSV-2-tºrzsekn®l, viszont a leg¼jabb tanulm§nyok szerint csup§n r®szben §llnak 

ºsszef¿gg®sben a virulenci§val vagy a tºrzs attenu§lts§g§val (Zhang et al., 2023; Zhou et al., 

2009). J·llehet a PRRSV-1-tºrzsek NSP2 r®gi·j§ra vonatkoz·an kevesebb inform§ci· §ll 

rendelkez®s¿nkre, azonban ezen adatok alapj§n, hasonl·an a PRRSV-2-tºrzsekn®l 

megfigyeltekhez, ez az egyik legvari§bilisabb nem-szerkezeti g®n ®s szint®n jellemzŖ r§ a 

del®ci· (Vandenbussche et al., 2021; Wang et al., 2019b). Ami bizonyos, hogy az NSP2 

sz§mos inszerci·s/del®ci·s mut§ci·t k®pes toler§lni, an®lk¿l hogy az befoly§soln§ a v²rus 

fertŖzŖ ®s replik§ci·s k®pess®g®t (Han et al., 2007; Kim et al., 2009). 

Az ®rtekez®sben vizsg§lt Porcilis-vakcinamint§kb·l sz§rmaz· ®s a g®nbankban fellelhetŖ 

teljes genomszekvenci§k ºsszehasonl²t§s§b·l kiz§rtuk az eml²tett NSP2 del®ci·s r®gi·t, ²gy 

mindºssze 0,1%-os genetikai elt®r®st tal§ltunk, mely a k¿lºnbºzŖ gy§rt§si t®telek kºzºtti 

csek®ly szintŤ genetikai v§ltozatoss§gra enged kºvetkeztetni. EgyelŖre hasonl· t®m§ban, 

azaz, hogy genom szintj®n mennyire t®rnek el a k¿lºnbºzŖ vakcinafiol§kban tal§lhat· 

PRRSV-1-vakcinatºrzsek, tudom§sunk szerint egyetlen irodalmi adat van. Az Eclercy ®s 

munkat§rsai §ltal vizsg§lt k®t Porcilis PRRS-vakcinafiol§b·l nyert teljes genomok konszenzus 

szekvenci§i egyform§nak bizonyultak (Eclercy et al., 2021). Eredm®nyeink alapj§n az is 

elmondhat·, hogy a Porcilis-vakcinatºrzsek a DV-tºrzs attenu§l§sa sor§n sem halmoznak fel 

nagy genetikai elt®r®st (0,9%, maximum 126 nt k¿lºnbs®g). Ez n®mileg nagyobbnak bizonyul, 

mint amit le²rtak egyes PRRSV-2 sz¿lŖi ®s attenu§lt p§rok kºzºtt (An et al., 2011).  

Ismereteink szerint kºzvetlen¿l PRRSV-1-vakcinafiol§b·l a kv§zispecies 

v§ltozatoss§g§val kapcsolatban eredm®nykºzl®s eddig m®g nem tºrt®nt. Az §ltalunk 

kidolgozott m·dszerrel a konszenzus szekvencia meghat§roz§s§n fel¿l az NGS-adatok 

elemz®se egyar§nt r§mutatott a Porcilis-vakcinamint§k sz®les v²rusmut§ns-spektrum§ra. Az 

azonos²tott SNV-k sz§ma 113 db ®s 122 db kºzºtt v§ltozott, a maxim§lis gyakoris§guk pedig 

47,2ï48,7% volt (19. §bra, 78.o.). A felfedezett vakcin§n bel¿li genetikai v§ltozatoss§g 

kisebbnek vagy ®pp nagyobbnak bizonyult, mint egyes vadt²pus¼ vagy vakcinaszerŤ 
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tºrzsekben (Brar et al., 2014; Clilverd et al., 2023; Xing et al., 2022). Az SNV-k elhelyezked®se 

a genomon bel¿l hasonl·an elsz·rtnak mutatkozott az eml²tett kºzlem®nyekkel ºsszevetve, 

ugyanakkor a h§rom §ltalunk vizsg§lt vakcinamint§ban a kv§zispecies egys®ges mint§zatot 

mutatott, azaz a tal§lt SNV-k hasonl· helyeken ®s hasonl· gyakoris§gban fordultak elŖ. A 

vakcinamint§kban megfigyelt SNV-k hi§nya az ORF6 ®s ORF7 r®gi·n nem v§ratlan, hiszen az 

egyik legkonzervat²vabb szakaszai a genomnak, ennek ellen®re kisebb-nagyobb 

v§ltozatoss§got hordozhatnak. A kºzlem®nyek ºsszehasonl²t§sa f®lrevezetŖ inform§ci·kkal 

szolg§lhat, hiszen az SNV-k elfogad§s§hoz ®s elemz®s®hez m§s-m§s krit®riumokat ²rtak elŖ, 

p®ld§ul az SNV gyakoris§g§nak ®rt®k®t (1% vagy 10%), tov§bb§ ha nem is csak a teljes 

genom vizsg§lat§val, de m§r kimutatt§k, hogy a fertŖz®s ·ta eltelt idŖ vagy a minta forr§sa 

(sav·, sejten passz§lt) szint®n befoly§solhatja a detekt§lt kv§zispecies-t (Brar et al., 2014; 

Chen et al., 2016; Clilverd et al., 2023; Cortey et al., 2017; Evans et al., 2017; Lu et al., 2014; 

Xing et al., 2022).  

Az ®rtekez®sben vizsg§lt ®s a g®nbankban el®rhetŖ Porcilis teljes genomok kºzºtt l§tott 

maximum 15 nt k¿lºnbs®g fel®t (7 db), mint SNV is azonos²tottuk, tov§bb§ a h§rom 

vakcinamint§nkban fellelt egyetlen polimorf poz²ci·t (nt 1519) szint®n. Eclercy ®s munkat§rsai 

a Porcilis-vakcinatºrzs genetikai evol¼ci·j§t vizsg§lt§k sert®sek kºzºtt tºrt®nŖ kontroll§lt 

passz§zsa ut§n (Eclercy et al., 2021). H§rom nt poz²ci·r·l ¼gy v®lt®k, hogy a gazdatesthez 

tºrt®nŖ ¼jraadapt§ci·val §llnak ºsszef¿gg®sben. Az §ltalunk elv®gzett elemz®s alapj§n, ezek 

kºz¿l az egyik poz²ci· a k¿lºnbºzŖ genomok kºzºtti egyik nt k¿lºnbs®gnek felelt meg  

(nt 3325). Ugyanezt §llap²tottuk meg egy m§sik poz²ci· eset®ben is (nt 13571), emellett mi ezt 

SNV-k®nt is le²rtuk. Munk§juk sor§n ezenk²v¿l m®g ºt poz²ci·t ºsszef¿gg®sbe hoztak a 

vakcinatºrzs r®szben revert§lt fenot²pus§val, amelyek kºz¿l egy megegyezett (nt 14014) 

§ltalunk meghat§rozott SNV-vel. Mindezek alapj§n ¼gy tŤnik, hogy a vakcinagy§rt§s sor§n 

kialakult kv§zispecies r®szben magyar§zhatja a Porcilis-vakcinatºrzs genetikai ®s fenot²pusos 

v§ltoz§sait. 

A sz¿lŖi vadt²pus¼ DV-tºrzs ®s a Porcilis PRRS vakcin§kb·l nyert teljes genomok kºzºtt 

megfigyelt maximum 126 db nt k¿lºnbs®g kºz¿l mindºssze 9 db fedett §t valamelyik SNV-vel. 

Kºz¿l¿k az egyik (nt 14014) az Eclercy ®s munkat§rsai §ltal karakteriz§lt, r®szben revert§lt 

fenot²pust meghat§roz· mut§ci· volt. A Porcilis PRRS vakcin§k mikroevol¼ci·s 

mechanizmusainak m®lyrehat·bb megismer®s®hez azonban tov§bbi kutat§s sz¿ks®ges. 
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XI Đj tudom§nyos eredm®nyek 

1. ORF5 szekvenciaadatok vizsg§lat§val mindk®t PRRSV faj magyarorsz§gi elterjed®si 

t®rk®p®t elk®sz²tett¿k, valamint genetikai diverzit§sukat felm®rt¿k.  

2. ElsŖk®nt adapt§ltuk a PRRSV-re az Illumina rendszerekkel kompatibilis, k®tl®p®ses 

PCR-alap¼ DNS-kºnyvt§rk®sz²tŖ m·dszert ®s hajtottunk v®gre 

amplikon-m®lyszekven§l§st.  

Kidolgoztunk ®s optimaliz§ltunk k®tf®le PCR rendszert:  

i.) mindk®t PRRSV faj ORF7 r®gi·j§ra;  

ii.) a Porcilis ®s Unistrain PRRSV-1-vakcinatºrzsek ®s lesz§rmazottaik teljes 

genomj§ra specifikusan. 

3. Az ORF7 amplikon-m®lyszekven§l§s alkalmazhat·s§g§t sikeresen felm®rt¿k hazai 

sert®stelepekrŖl sz§rmaz· klinikai mint§kon. Tov§bb§ meg§llap²tottuk, hogy a Porcilis- ®s 

Unistrain-vakcinatºrzsek teljes genomszekvenci§j§nak meghat§roz§sa szint®n 

lehets®ges. Eredm®nyeink alapj§n elmondhat·, hogy mindk®t megkºzel²t®s egyar§nt 

seg²ti a PRRSV-t c®lz· diagnosztik§t ®s kutat§st, bele®rtve a keringŖ PRRSV-tºrzsek 

azonos²t§s§t, genetikai diverzit§s§nak ®s a v²ruspopul§ci· komplexit§s§nak felm®r®s®t. 

Kimutattuk, hogy az amplikon-m®lyszekven§l§s gyors, egyszerŤ ®s kºlts®ghat®kony 

alternat²v opci·t k²n§l az NGS diagnosztikai bevezet®s®hez. 
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XIV Mell®kletek 

1. mell®ket: A Porcilis- ®s Unistrain-vakcinatºrzsek ®s azok lesz§rmazottjaira specifikus 

multiplex PCR-rendszerben haszn§lt primerek tulajdons§gai.  
 

Szekvencia (5ôï3ô) Pool 
Primerek 

tapad§si helye * 

Relat²v mennyis®g¿k 
a k¿lºnbºzŖ 
pooloz§si 
strat®gi§kban 

v1 v2 v3 

1_F ATGATGTGTAGGGTATTCCCCCTAC 1 1 25 1 3 1,5 

1_R ACTTGGAGTTCACGAAGGTGTC 1 562 583 1 3 1,5 

2_F GCAATCACAACTTCCTCCAACG 2 490 511 1 1 1 

2_R CACGTCGGGGTTYTGGACAA 2 1015 1034 1 1 1 

3_F TCTGYCCATTTGAGGAGGCTCA 1 739 760 1 3 3 

3_R AGGCGAACRAATCCTGGGGT 1 1278 1297 1 3 3 

4_F CTGTCTTGCCCCCRGTCTTGGATC 2 1227 1250 1 1 1 

4_R CTCACCTCTACCTCCCARTGAAC 2 1710 1732 1 1 1 

5_F CTTGYTCAGGCGATYCAATGTC 1 1617 1638 1 3 1,5 

5_R AARCACYCGTCCAGRGACACA 1 2147 2167 1 3 1,5 

6_F ARAAATGCGGTGCCACGGAA 2 2020 2039 1 1 1 

6_R GTGTTTGCTCTCTCACAAGGGT 2 2562 2583 1 1 1 

7_F CTCRGACYCCATGAAAGRAAAC 1 2477 2498 1 3 3 

7_R GCCTCGGTCAATTAAGGCTTG 1 3030 3050 1 3 3 

8_F ATGCTCCRGTGGTTGAYGCC 2 2923 2942 1 3 3 

8_R TCACTCGACTARGAARATCCGG 2 3462 3483 1 3 3 

9_F TGAAGCAACTGGTGGCRCAG 1 3316 3335 1 1,5 1,5 

9_R AAAGTTGGCGCTGCTCAAGAG 1 3868 3888 1 1,5 1,5 

10_F GTTCTTGGATGGCTTTTGCTGT 2 3766 3787 1 1,5 1,5 

10_R CATTTGAYRGCCTGACTGGGAT 2 4324 4345 1 1,5 1,5 

11_F ATCAACCRCACCAAAAGCCCAT 1 4240 4261 1 1 1 

11_R GACACACAAAGTCGAGAGGAGC 1 4771 4792 1 1 1 

12_F TCAAGTGTGTGGCCGAGGAA 2 4691 4710 1 1 1 

12_R CAGTTAARGCAGCTCTCCGGAC 2 5232 5253 1 1 1 

13_F GACATCCACCAGTACACCTCTG 1 5154 5175 1 1 1 

13_R AGTTTGTTTGAACCGGTGTGGA 1 5692 5713 1 1 1 

14_F GGAAGGGTTCGCCTTCTGTTTT 2 5612 5633 1 1 1 

14_R TGCGTAGAACGCCAGAGAAAGC 2 6143 6164 1 1 1 

15_F TCTTTGTGCTTGCATGGGCC 1 6061 6080 1 3 1,5 

15_R GCATACGCTGCYTCAATGTACTG 1 6582 6604 1 3 1,5 

16_F GTTGTCACAGGCTGACCTTGAT 2 6494 6515 1 1 1 

16_R ATCCGTGTAAAAGGTGTCACCG 2 7040 7061 1 1 1 

17_F GAGAGGATGAAGAAACAYTGTGT 1 6957 6979 1 5 3 
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17_R CTCRGAAGTGACTTTTAGGTCTAAAG 1 7512 7537 1 5 3 

18_F GGCGGCYTRGTTGTGACTGAAA 2 7442 7463 1 5 3 

18_R ATTTACCATCAGACACDGGGGC 2 7967 7988 1 5 3 

19_F TRCCTTACAAAACTCCTCAAGACA 1 7899 7922 1 1 1 

19_R ACTGAGCGCCGATCTGTGAGC  1 8453 8473 1 1 1 

20_F GTCAAGGAGAATTGGCAAACYGT 2 8348 8370 1 1 1,5 

20_R ACYAACATAGGCTGAATTTCAAGGA 2 8892 8916 1 1 1,5 

21_F ACTGGTAATYTATGCCCAGCAC 1 8794 8815 1 1,5 1,5 

21_R TGGCGGAAYTTYTTCCCTTCAT 1 9324 9345 1 1,5 1,5 

22_F AGGACCTCATCTGYGGTATTGC 2 9222 9243 1 1 1 

22_R CTACTATGAACTTGCTGAGTAGYA 2 9750 9773 1 1 1 

23_F ATGGAGACTACCARGTGGTGC 1 9678 9698 1 5 3 

23_R ACAGGYCGGGTGGTAAAAAC 1 10241 10260 1 5 3 

24_F ACTATTTACAGATTTGGCYCYAACA 2 10151 10175 1 1 1 

24_R TRTCYGGGGAAAAGTAAAACCC 2 10694 10715 1 1 1 

25_F ACCCRAGGTGCAAGTCTCTCTT 1 10608 10629 1 1 1 

25_R AGAGTGCACACGGCTTTAGC 1 11171 11190 1 1 1 

26_F GGGGTGTCATCACATYACATCAA 2 11080 11102 1 1 1 

26_R CAGTGTAGTCCTTGCCGTCATT 2 11624 11645 1 1 1 

27_F CGCAGTGGAAGATTTTGGGGTT 1 11535 11556 1 1 1 

27_R GGARACTCGCATGTGCCAAA 1 12079 12098 1 1 1 

28_F ACTATCGAAGGTCCTATGAARGCTT 2 11995 12019 1 1 1 

28_R TGATGGTYAGCTCGAATGATGT 2 12530 12551 1 1 1 

29_F TGTGGCTTCATCTGTTACCTTGT 1 12440 12462 1 1 1,5 

29_R CGAACGCCTCAGAAACCATGA 1 12989 13009 1 1 1,5 

30_F AATAGACGGGGGCAATTGGTTC 2 12916 12937 1 1 1 

30_R CAATGGTTGTAGCCCACCTCAT 2 13444 13465 1 1 1 

31_F CCAACATACCCAGCAGCATCAT 1 13374 13395 1 1 1 

31_R TGAAGTTGGTAAACCGGGTACG 1 13911 13932 1 1 1 

32_F CTTTCGCAGCGYTCGTATGTT 2 13846 13866 1 1 1 

32_R GGCAACACAATCTGCATCTGGA 2 14372 14393 1 1 1 

33_F CACCAACCGTGTCGCAYTTAC 1 14284 14304 1 1 1 

33_R CGTCTGGATCGATTGCAAGCAG 1 14822 14843 1 1 1 

34_F TCTAGTACCAGGACTTCGGAGC 2 14521 14542 1 1 1 

34_R TTAATTTCGGTCACATGGTTCCTGC 2 15076 15100 1 1 1 

* Porcilis PRRS referencia vakcinatºrzshºz (KF991509) viszony²tva 
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2. mell®klet: Az Illumina-kompatibilis k®tl®p®ses PCR-alap¼ kºnyvt§rk®sz²t®si m·dszer 

m§sodik PCR kºr®ben alkalmazott ºsszes vonalk·dol· primer szekvenci§ja (indexek: Nextera 

XT Index Kit v2 Set C). A primerek fel®p²t®se a kºvetkezŖ: P5 ®s P7 adapterek, i5 ®s i7 

vonalk·dok (vagy m§s n®ven index), Rd1 SP ®s Rd2 SP egy r®sze. A vonalk·dok szekvenci§ja 

f®lkºv®rrel ®s al§h¼zott betŤkkel vannak kiemelve. 

index 

neve 

index 

t²pusa 
Szekvencia (5ôï3ô) 

S513 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGACTAGTCGTCGGCAGCGTC 

S515 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTCTAGCTTCGTCGGCAGCGTC 

S516 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCCTAGAGTTCGTCGGCAGCGTC 

S517 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGCGTAAGATCGTCGGCAGCGTC 

S518 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACCTATTAAGTCGTCGGCAGCGTC 

S520 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACAAGGCTATTCGTCGGCAGCGTC 

S521 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGAGCCTTATCGTCGGCAGCGTC 

S522 i5 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTTATGCGATCGTCGGCAGCGTC 

   

N701 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGG 

N702 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGG 

N703 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGCCTGTCTCGTGGGCTCGG 

N704 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGG 

N705 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGCTCGG 

N706 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGGCTCGG 

N707 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGAGAGGTCTCGTGGGCTCGG 

N710 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCAGCCTCGGTCTCGTGGGCTCGG 

N711 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGCCTCTTGTCTCGTGGGCTCGG 

N712 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCCTCTACGTCTCGTGGGCTCGG 

N714 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCATGAGCGTCTCGTGGGCTCGG 

N715 i7 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTGAGATGTCTCGTGGGCTCGG 
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3. mell®klet: A haz§nkban fellelt PRRSV-1-kl§dokhoz tartoz· index szekvenci§k t®rbeli 

eloszl§sa 

 
  



 

123 
 

4. mell®klet: A magyarorsz§gi PRRSV-1-tºrzsek GP5 g®nj®ben a FEL, SLAC ®s FUBAR 

algoritmusokkal meg§llap²tott szignifik§ns pozit²v szelekci· alatt §ll· egyedi as poz²ci·k. 

As poz²ci· 
FEL 

p-®rt®k 

SLAC 

p-®rt®k 

FUBAR  

Prob [Ŭ<ɓ] 

2 0,0000 0,000223 1 

4 0,0000 0,000434 1 

5 0,0111 0,019688 0,99 

7 0,0000 3,90E-09 1 

8 0,0000 3,08E-05 0,999 

10 0,0006 0,012892 0,999 

11 0,0011 0,001585 0,998 

12 0,0949 0,0841 0,946 

14 0,0238 0,011767 0,984 

20 0,0000 0,000105 1 

22 0,0051 0,000411 0,977 

25 0,0475 0,028349 0,968 

31 0,0006 0,012312 0,999 

32 0,0017 0,005138 0,998 

34 0,0150 0,039443 0,991 

35 0,0060 0,007157 0,997 

36 0,0000 5,01E-05 1 

37 0,0384 0,059223 0,975 

38 0,0358 0,059114 0,977 

41 0,0313 0,0413 0,982 

42 0,0316 0,090696 0,96 

56 0,0000 9,46E-08 1 

60 0,0280 0,006959 0,979 

106 0,0834 0,016059 0,998 

201 0,0040 0,011561 0,996 
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5. mell®klet: A Magyarorsz§gon elŖfordul· PRRSV-2-fertŖz®sekkel kapcsolatos epidemiol·giai ®s klinikai adatok a 2005ï2020-as idŖszakb·l. 

Sert®stelep 
azonos²t· 

Sert®stelep 
t²pusa 

Minta azonos²t·k 
£v 

(lesz§rmaz§si 
vonal) 

Klinikai t¿netek 

Mortalit§s 

PRRSV-2-pozit²v 
sert®sek 

sz§rmaz§si helye 
(®s ®ve) 

S¼lyoss§g L®gzŖszervi Szaporod§si 

A 
nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep, 
fial§st·l-v§g§sig 

HU12 
7703_NEBIH_2013_HU 

2005 (L1) 
2013 (L1) 

 enyhe 
 enyhe-
kºzepes 

+ - 
3% 

elŖh²zlal§skor 

import sert®s 
Szlov§ki§b·l 
(2005, 2013) 

B 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

HU21 
PRRSV-2_Hungary_102_2012 

2006 (L1) 
2012 (L1) 

enyhe + nem relev§ns 13% h²zlal§skor 
kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt  

C 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

4020_NEBIH_2013_HU 2013 (L1) enyhe + nem relev§ns 8% h²zlal§skor 
kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt 

D 

nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep, 
fial§st·l-
elŖnevel®sig 

19678_NEBIH_2010_HU 
28663_NEBIH_2011_HU 
27125_NEBIH_2011_HU 

2010 (L1) 
2011 (L5) 

enyhe 
- 

+ - 
2% 

elŖh²zlal§skor 

import sert®s 
Szlov§ki§b·l 

(2011) 

E 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

273_NEBIH_2009_HU 2009 (L5) enyhe + nem relev§ns 10% h²zlal§skor nincs adat 

F 
nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep, 
fial§st·l-v§g§sig 

23090_NEBIH_2010_HU 2010 (L5) enyhe + - 
10% fial§st·l 
v§g§sig 

kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt 

G 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

32708_NEBIH_2011_HU 2011 (L5) - + 
12,7 

v§lasztott 
malac/fial§s 

3,5% 
elŖh²zlal§skor 

import sert®s 
Szlov§ki§b·l 

(2011) 

H 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

50708_NEBIH_2014_HU 2014 (L5) - + nem relev§ns 6% h²zlal§skor 
import sert®s 
Szlov§ki§b·l 

(2014) 

I teny®sztelep 11033_NEBIH_2015_HU 2015 (L5) 
halva sz¿letett 

malacok 

csak 
PRRSV-
fertŖz®s 

elpusztult 
¼jsz¿lºtt 
malacok 
ar§nya 90% 
norm§l fial§si 
idŖben 

nem l§that· 
kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt 

J 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

6576_NEBIH_2015_HU 
42487_NEBIH_2016_HU  

60499_56-60_NEBIH_2017_HU 
35565_96-100_NEBIH_2017_HU 
3158_11-15_NEBIH_2017_HU 

2015 (L5) 
2016 (L5) 
2017 (L5) 

enyhe 
enyhe 
enyhe 

+ nem relev§ns 

k®tszeres 
hal§loz§si 
ar§ny: 

30-r·l 75-
re/h·nap 

import sert®s 
Csehorsz§gb·l 

(2015),  
kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt 

(2016, 2017) 

K 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

59074_NEBIH_2015_HU 2015 (L5) - + nem relev§ns 5% h²zlal§skor 
import sert®s 
D§ni§b·l (2015) 



 

 

1
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L 
nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep 

61748_NEBIH_2015_HU 2015 (L5) - + 

11 v§lasztott 
malac/fial§s,  
fial§si r§ta: 

84,8% 

11,2% 
lakt§ci·kor, 

2,1% 
elŖh²zlal§skor, 
2% h²zlal§skor 

import sert®s 
Belgiumb·l (2015) 

M 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

8727_NEBIH_2016_HU 2016 (L5) - + nem relev§ns 
6,5% 

h²zlal§skor 

import sert®s 
Szlov§ki§b·l 

(2016) 

N 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

25004_NEBIH_2016_HU 2016 (L5) elhull§s + nem relev§ns 
k®tszeres 
hal§loz§si 
ar§ny 

import sert®s 
Csehorsz§gb·l 

(2016) 

O 
nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep 

23920_28_NEBIH_2017_HU 2017 (L5) - + - 

hal§loz§si 
ar§ny a 
v§lasztott 

malacok kºzºtt 
szignifik§nsan 
megnºvekedett 

kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt 

P h²z·telep 32607_NEBIH_2017_HU 2017 (L5) - + nem relev§ns 
5,5% 

h²zlal§skor 
import sert®s 
D§ni§b·l (2017) 

Q 
nagyl®tsz§m¼ 
h²z·telep 

55352_NEBIH_2018_HU 
55352_5_NEBIH_2018_HU 
55352_10_NEBIH_2018_HU 
55352_15_NEBIH_2018_HU 
55352_20_NEBIH_2018_HU 

55352_16-20_NEBIH_2018_HU 

2018 (L5) - 
csak 

PRRSV 
fertŖz®s 

nem relev§ns nem l§that· 
import sert®s 
D§ni§b·l (2018) 

R 
nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep 

64196_2_NEBIH_2020_HU 2020 (L5) - + 

fial§si r§ta: 
89%,  

vemhes¿l®si 
r§ta: 91% 

13,8 ®lve 
sz¿letett 

malac/fial§s 

kering®s a magyar 
§llom§nyok kºzºtt 

S h²z·telep 

47206_125_NEBIH_2020_HU 
47206_150_NEBIH_2020_HU 
46978_4_NEBIH_2020_HU 
46978_1_NEBIH_2020_HU 
46978_11_NEBIH_2020_HU 

40533_NEBIH_2020_HU 
32023_6-10_NEBIH_2020_HU 

107f_NEBIH_2020_HU 
122f_NEBIH_2020_HU 
156f_NEBIH_2020_HU 

2020 (L5) 
halva sz¿letett 

malacok 

csak 
PRRSV-
fertŖz®s 

®lve sz¿letett 
malac/fial§s: 
14,3-r·l 12,5-
ra csºkkent 

hal§loz§si 
ar§ny 

elŖnevel®skor 
megnºvekedett 

21-rŖl 30 
malacra/h·nap 

import ejakul§tum 
ĉrorsz§gb·l (2020) 

T h²z·telep 
56612_81-85_NEBIH_2020_HU 
56612_40-44_NEBIH_2020_HU 
56612_45-49_NEBIH_2020_HU 

2020 (L5) - 
csak 

PRRSV-
fertŖz®s 

nem relev§ns 
5/4000 

elpusztult 
malac 

import sert®s 
N®metorsz§gb·l 

(2020) 
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6. mell®klet: PRRSV-2-tºrzsekkel fertŖzŖdºtt magyarorsz§gi sert®stelepek t®r- (A) ®s idŖbeli 

(B) eloszl§sa. A sert®sfarmok elt®rŖ sz²nŤ szimb·lumokkal ®s betŤkkel (AïT) vannak jelºlve. 

Az A §br§n a k¿lºnbºzŖ sert®stelepek sz²nk·dja megegyezik a B §br§n l§that· sz²nk·dokkal. 
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7. mell®klet: Az Ingelvac PRRS MLV (PRRSV-2) 2020ï2021-es magyarorsz§gi j§rv§nykitºr®sekben ®rintett sert®stelepek adatai. 

Sert®stelepek 
azonos²t·ja 

Minta 
azonos²t· 

Minta t²pusa Sert®stelepek m®rete ®s t²pusa Sert®sek sz§rmaz§si helye Egy®b inform§ci· 

Farm A -*  
4000 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 

h²zlalda, 
folyamatos feltºlt®sŤ 

H²z·alapanyag D§ni§b·l sz§rmazik 

Ugyanabban a 
v§rmegy®ben 
tal§lhat· 

Farm B 64196 sav· 
600 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 

h²z·telep, 
fial§st·l-v§g§sig 

 

Farm C 
18601 
19001 

koca ï orrtampon 
malac ï sav· 

1820 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 
teny®sztelep, r®szben fial§st·l-v§g§sig 

Az elŖnevelt h²z·k egy r®sz®t m§sik 
telepre vagy m§s integr§torokhoz sz§ll²tj§k 

Farm D 19702 sav· 
2700 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 

h²z·telep, 
folyamatos feltºlt®sŤ 

H²z·alapanyag Farm C-rŖl sz§rmazik 

Farm E 19601 sav· 
9000 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 

h²z·telep, 
folyamatos feltºlt®sŤ 

H²z·alapanyag Farm C-rŖl sz§rmazik - 

Farm F 27392 sav· 
2000 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 

h²z·telep, 
folyamatos feltºlt®sŤ 

H²z·alapanyag D§ni§b·l sz§rmazik - 

Farm G -*  
2600 f®rŖhelyes nagyl®tsz§m¼ 

h²z·telep, 
folyamatos feltºlt®sŤ 

H²z·alapanyag D§ni§b·l sz§rmazik - 

* ORF2-7 r®gi· felszapor²t§sa nem siker¿lt 
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8. mell®klet: A 2020ï2021-ben zajl· j§rv§nyokban r®sztvevŖ PRRSV-2 Ingelvac MLV-

vakcinatºrzs lehets®ges fertŖz®si ¼tjainak sematikus §br§zol§sa. A nyilak az §tviteli utakat, 

illetve az §llat mozgat§sokat jelºlik. 

 
  








