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I. A kutatasok el6zményei és céljai

Az dllatgyogyaszati  vakcindk  artalmatlansagénak,
tisztasdgénak és idegen dgens mentességének biztositdsa
kiemelkedd  fontossdgui  feladat. Az  oltéanyag
engedélyezési eljardsa sordn a gyartdé dltal eldéllitott
terméket az engedélyezO0 dllami hatésdg aprolékos
vizsgalatoknak veti ald, amelyek célja a termék
artalmatlansdganak, tisztasdganak, hatékonysigéanak é&s
hatasértékének megéllapitdsa. Az oltéanyagnak, mint
biologiai hatdssal biré produktumnak kiilonlegesen
szigori feltételrendszernek kell megfelelnie, amely
garantélja, hogy felhaszndldsa sordn az elvart hatast fejtse
ki.

Arra nézve, hogy az adott vakcina milyen torzset
tartalmaz, csak és kizdr6lag azt a torzset tartalmazza-e,
vagy annak egy homolég vagy heterolég kontamindlt
véaltozatat, a jelenlegi vizsgalati modszerek nem mindig
adnak vélaszt. A vakcindval szembeni kiemelt
kovetelmények miatt a hatdsdgnak sziikséges, hogy
ellendrizni tudja az ampulla aktiv komponensét is. A
gyart6 4ltal az oltdanyaghoz felhaszndlt torzs
azonossagit, kontamindciotol valé mentességérol a
hatésdg csak indirekt moédon, a gydrtds szigord
mindségbiztositd rendszerének hibatlan mikodését
feltételezve ~ nyerhet  adatokat a  tOrzskonyvi
dokumentécidk atvizsgaldsaval.

Szédmos adat utal azonban arra, hogy a biztonsdgi
rendszabdlyok, szabvdnyok ellenére is a Master Seed
Virus (MSV) més virussal kontamindlédhat, vagy
torzscsere torténhet (Jgrgensen et al., 2000; Caroll-
Pankhurst ef al., 2001; Giangaspero et al., 2001). Eppen



ezért az olyan moédszerek rutinszeri alkalmazdasa mind a
torzskonyvi, mind az engedélyezés utani vizsgalatok
alkalmdval, amelyek képesek gyorsan és egyértelmiien
torzsszinti megkiilonboztetésre, nagy jelentdséggel
birnak a hatésagi ellendrzésben.

A PCR alkalmazdsa a vakcina ellendrzésben
torzsszintli megkiilonboztetést tesz lehetdvé (Davidson et
al., 2002; Lee & Jackwood, 2001; Wang & Khan, 2000;
Seal et al., 1995; Stiuber et al., 1995). A doktori
értekezésemben az volt célom, hogy molekuldris
modszereken alapuld eljardsokat dolgozzak ki, amelyek a
hatdsdgi vakcina-ellendrzésben i.) gyors, hatékony és
egyértelmli  torzsazonositast tesznek lehetové; ii.)
sokoldalian alkalmazhatdak a vakcinavirus
torzsazonossaganak megdllapitdsara, a vakcinavirus-
vadvirus elkiilonitésére; iii.) el6segitik a vakcina adverz
hatds esetében az oltdanyag szerepének tisztdzasat; iv.)
lehetdvé teszik a vakcinavirus genetikai jellemzésével a
nem kivénatos hatds okainak felderitését.

A fentebb vazolt cél elérése érdekében az aldbbi
f6 problémakorok esetében alkalmaztam molekuléris
modszereket:

e Lentogén torzsbdl készitett baromfipestis elleni
vakcindk  vizsgdlata RT-PCR és  RFLP
modszerével, hogy i) genetikai  alapon
azonositsuk a vakcinavirusokat; 1i.) kiszlrjiik az
oltbanyag mas NDV torzzsel (homolog
kontamindcié) valé6  szennyezettségét;  iii.)
megallapitsuk az oltéanyag IBV és IBDV
virusoktdl valé mentességét.



e A  Svédorszagban  észlelt fert6z6 IBV
jarvanyesetek hatterében allé virus genetikai
jellemzése, illetve filogenetikai analizise. A cél az
volt, hogy a jarvanyesetek vizsgalatira egy gyors
diagnosztikai, illetve egy filogenetikai analizisre
alkalmas RT-PCR rendszert fejlessziink ki,
amelyekkel gyorsan meghatdrozhatjuk, hogy
milyen torzsek okoznak jarvanyt. Igazolni
kivantuk tovdbba a gyanut, hogy a jarvanyesetek
hatterében vakcinavirus all.

e Myxomatosis ellen oltott hdzi nyidldlloményban
megjelent aspecifikus klinikai képet okozd
myxoma virus klinikai és viroldgiai jellemzése.

II. Vizsgalati médszerek

Mintdk

A kiindulasi anyag az NDV vizsgalatokndl 12 vakcina
volt, IBV esetében természetes jarvanyesetekbdl
szarmazo trachea és vékonybél mintdk, mig a myxoma
vizsgalatndl természetes megbetegedésben elhullott allat
szemhéj, végbél és tiidomintai voltak.

RNS izolalas

Az RNS-t TrizolTM (Gibco BRL, Bethesda, MD, US)
felhasznalasaval extrahaltuk (Verhofstede et al., 1996). A
precipitalt RNS-t 15 000 g-n 30 percig centrifugaltuk, a
pelletet 400 pl 70%-os etanollal mostuk, kiszaritottuk és
50 ul frissen készitett dietil-pirokarbondt-tartalmu



(DEPC, Fluka Chemi AG, Buchs, Switzerland) vizben
feloldottuk, és felhasznaldsig -70°C-on taroltuk. (Vilcek
etal., 1994).

cDNS szintézis

A cDNS-t 25 ul végtérfogatban allitottuk eld, amely 5 ul
RNS-t, 5 ul DEPC-es vizet, 1 pul random hexamert (0,02
U; Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) tartalmazott.
Az RNS-t 65°C-on 5 percig denaturéltuk, ezt kdvetden
jégre helyeztiikk és 17 pul reakcidoldatot adtunk hozza,
amely 1 pl RNAsine-t (24 U, Pharmacia, Uppsala,
Sweden), 2,5-2,5 ul ANTP-t (2 mM; Pharmacia, Uppsala,
Sweden), 5 wul 15t strand puffert (Gibco BRL, Bethesda,
MD, US), és 1 ul MML-RT enzimet (200 U; Gibco BRL,
Bethesda, MD, US) tartalmazott. A reakcidelegyet 37°C-
on 90 percig inkubdltuk, majd az enzim inaktivicidja 5
perc 98°C-os melegitéssel tortént.

PCR és gélelektroforézis
Tobb kiillonbozé PCR rendszert dolgoztunk ki, vagy
alkalmaztunk sajit vizsgélati problémdinkra. Az IBV-nél
diagnosztikai és filogenetikai PCR-t dolgoztunk ki az N
€s S1 génekre. Az NDV esetében Wehmann és mtsai
(1997) altal kidolgozott moddszert alkalmaztuk. A
myxoma virus vizsgalatira az envelope gén egy szakaszat
amplifikdltuk.

A gélelektroforézist 2%-os agardz gélen végeztiik
10 V/cm mellett 20 percen at. A festés 1,5 mg/ml EtBr-
ben tortént.



Szekvendlds és szekvencia-analizis

A szekvendlds a Genotype GmbH (Németorszag,
Hirschhorn) végezte. A szekvencia adatok szamitogépes
analizise a DNAStar 5.0 program csomaggal tortént.

SDS-PAGE

A BP04/2001-et RK-13-an szdveten elszaporitottuk, majd
30 000 g-n ultracentrifugdltuk 12 6rdn 4t. A pelletet
felszuszpendaltuk és SDS-PAGE-re vittiik.

Elektronmikroszképia

1 mm® szervmintat (szemhéj) 4%-os paraformaldehidben
fixdltunk (3 h at 4°C), majd 0,2% glutaraldehiddel
kezeltiik. 0,2 M PBS-ben mostuk és 1%-os OsO4 (PBS-
ben feloldva) oldatban utéfixaltuk. Felszalld etanol
sorozattal viztelenitettiik, és Durcupan gyantdba (Electron
Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) agyaztuk.
Ultramikrotémmal (Reichert OM U3) 40-60 nm atmér6ji
metszeteket vagtunk. A metszeteket JEM JEOL 100S
electronmikroszképpal (JEOL Ltd., Akashima, Japan)
néztik at.

III. Eredmények, kovetkeztetések

Munkank soran igazoltuk, hogy NDV vakcindk homolog
kontamindcidja esetén az RT-PCR-RFLP mddszerrel a
LaSota és B-1 torzsek egyiittes jelenléte felderithetd és az
oltéanyag gyari eredetli szennyezettsége igazolhato.

A svédorszagi IB jarvanyesetek vizsgdlatdra
olyan gyors, hatékony uj diagnosztikai RT-PCR-t
alakitottunk ki, amely a lehetd legszélesebb kort felolelve



kindl lehetéséget az dllomanyban eléfordulé IBV torzsek
kimutatasara.

Az IBV  vakcinatorzs és a  vadvirus
elkiilonitésére  kidolgozott ,.(filogenetikai” RT-PCR
rendszerrel képesek voltunk a svédorszdgi 1B
jarvanyesetek hétterében 4ll6 Massachusetts és D274
virusokat azonositani. Az S1 gén
nukleotidszekvencidjanak elemzése a Massachusetts
virusokat tovdbbi  alcsoportokra  bontotta  annak
megfelelden, hogy a természetes IB esetek vagy
vakcinavirus eredetiiek voltak. A ,filogenetikai” RT-PCR
nem csak a megbetegedések hatterében all6 vakcinavirus
kisztirésében jelentds, hanem, mivel egy adott vakcina
szerotipus egy mdas szerotipussal szemben csak
korlatozott védelmet biztosit, a mezei virusok azonositasa
révén a hatékonyabb védelmet nyujté6 vakcinatorzs
kivalasztasat is eldsegitheti.

Myxomat6zis ellen oltott hdzi nydldllomanyban
jelentkezd aspecifikus myxomatosis vizsgdlata sordn
igazoltuk az — eddig csak Franciorszagban és Belgiumban
leirt — atipusos myxomatosis kozép-eurdpai jelenlétét. A
genetikai, elektronmikroszkdpos €s viroldgiai vizsgalatok
a Lausanne referenciatorzzsel 97%-os hasonldsagot
mutaté torzset mutattak ki. A protein vizsgalat eredménye
szerint ez a virus a klasszikus koérformat el6idézotol
kiilonbozik. Az el6bbibdl hidnyzik egy 200 kDa
molekulasilyd protein. Az atipusos myxomatosis torzs
vektorok nélkiili, kozvetlen duton valo terjedését
allatkisérletben igazoltuk.
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