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1. BEVEZETES, cBlrurÚznsnr

A polimeráz láncreakciót (PCR) széles körben alkalmazzék felfedezése óta mind

kutatási célokra, mind pedig a diagnosáika eszközeként. A PCR viszonylagos

egyszenísógének valamint rendkívüli érzékenységének és specifikusságának köszönheti

népszeníségét, igy nem meglepő, hogy a technika alkalmazási köre rohamosan növekszik, s

napjainkban is egyre újabb távlatokat kínál. Leggyakoribb felhasználási területei közé tartozlk

a genomiális DNS vagy oDNS direkt klónozása (Temesgen és Eschrich, 1996), a DNS in vitro

mutagenezise, manipulálása (Higuchi, 1989), ígazságűgyi mintak genetikai ujjlenyomatozása

(von Beroldingen et al., 1989), korai stádiumú embriók ivar-meghatírozása (Macháty et al.,

1993) és öröklődő betegségek diagnosáikája (Gelehrter et al., 1990), allél-variránsok analízise

(timme és Thompson, 1994), az RNS szerkezetének vizsgálata (Ansari-Lari et al., 1996),

genom ujjlenyomatozás (Luo et al., 1994), a genomiális és a oDNS nukleotid-sorrendjének

diíekt meghatiirozása (Reeben és Prydz, 1994), és fertőző ágensek jelenlétének vizsgálata

(Eeles et al., 1992;Berencsi és Minárovits,1997), mely területet valósággal forradalmasított a

polimeráz láncreakció.

A PCR alapvető mechanizmusa, vagyis az, hogy egy adott nukleinsav szakaszt milliós

mglságrendben megsokszoroz, több aspektusból is kedvező feltételeket teremt a vizsgáló

srámára, egyrésú., elméletileg elegendő ha a keresett nukleinsav darab csak egy kópiában van

jde,lr a reakcióelegyben, a technika képes ezt szabad szemmel látható mennyiségűre

mkszorozrri; másrészt, a nagy mennyiségben szintetizá|t nukleinsav darabok további

v,iuqgálatokat tesznek lehetővé (restrikciós enzimekkel történő vágás, nukleotid-sorrend

mnBtntáro2;i5), amihez előzetesen nem kellett a genetikai anyag "tulajdonosát" elszaporítani.

Jelentösen hozzájárult a PCR diagnosztikai alkalmaáatőságához az is, hogy kiindulási

lryrqtént mind DNS mind pedig RNS használható hozzá (természetesen az utóbbi reverz
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hanszkriptaz enzimmel szintetizált cDNS-en keresáül). A PCR egyébként is nagyfokú

énékenysége tovább tökéletesíthető a későbbiekben részletezendő ún. jel-felerősítő

eszköaikkel. A fent említett tulajdonságai alapjan nyilvánvaló, hogy a PCR bizonyos

mertékig átveheti a kórokozó hagyományos, gyakran hosszú időt igénybevevő izolálását.

Mindazonáltal a diagnózis minden kétséget kizárő felállításához vagy megerősítéséhez,

valamint további jétrványtani vizsgálatok elvégzéséhezmég mindig szükséges és feltehetően a

jövőben is szükséges lesz az adott kórokozó kitenyésztése ill. izolálása, amennyiben ez

lehetséges. Vannak kórokozók ugyanis, melyeket igen nehéz tenyésáeni, akar amiatt, hogy in

vr'íro nem vagy csak erősen korlátozott mértékben szaporodnak, akár amiatt, hogy pl. az adott

vírus elszaporitáséútoz szüksóges gazdasejteket nehéz laboratóriumi körülmények között

f,enntartani. Ezeket a nehézségeket valamelyest áthidalja a poliklonális ill. monoklonális

ellenanyagok felhasznáIása a fertőző betegségek diagnosáikájában, melyek szintén képesek

lehetrrek akátt a kórokozó e|szaporitása nélkül is kimutatni annak jelenlétét, ha a kórokozó

felületén nagyobb számbanjelenlévő epitópokhoz kötődnek. Az ellenanyagok felhasználását

ug5ranakkor korlátozzék a gazdasejtek hapténjeivel vagy egyéb, de kórtani szempontból kisebb

jelentőségű vagy akér közömbös mikroorganizmusokkal szemben gyakran megfigyelt

keresáreakciók, ill. az alkalmazott ellenanyagok esetleges gyenge haptén-kötő képessége. A

latens fertőzést okozó vírusok esetében problémát jelent az i.s, hogy aktív vírus-szaporodás

hianyában a vírus fehérjéinek kimutatására irányuló kísérletek lehetnek hiábavalóak (Welch et

al.,1992; Ballagi-Pordány et a|., 1992).

Egy diagnosáikai e§arás során mindig lényeges a mintavétel invazív ill. nem-invaziv

jellege, valamint a minta mennyisége. A PCR ebből a szempontból is kitűnlk azza| a

sajátosságával, hogy akar tűhegynyi bioptátum ill. néhány mikroliter szövetfelülúszó vagy

egyéb folyékony anyag elegendő avizsgá|atelvégzéséhez. Végül, de nem utolsó sorban a PCR



fiCfr c áIlatorvosi diagnosztikában

himnyos esetekben alkalmas lehet olyan

ry"€ minősége (pl. annak rothadtsága

frrr§ri lehetővé.

bevezetés

vizsgálatok elvégzésére is, amelyekben a kiindulási

miatt) más diagnosztikai eljárások elvégzését nem

A PCR fent említett tulajdonságai egyértelművé teszik létjogosultságát az állatorvosi

Üagnosztikában is, ahogy erről már Belák és Ballagi-Pordany (1992;1993) összefoglalójában

tresámolt. Jelen munkám célja is hasonló volt: a Debreceni Állategészségügyi Intézet

,rfri;agnosáikai PCR laboratóriumának megszervezése és beüzemelése. Az ehhez szükséges

eÜötanulmányokat és modell kísérleteket Budapesten, a Magyar Tudományos Akadémia

Áilatorvosfudományi Kutatóintézetében témavezetőm, Dr. Harrach Ba|íns, ill. Belgiumban, a

fr'ÍBgei Egyetem Állatorvosi Fakultásának Virológia-Immunológia Tanszékén, Etienne Thiry

Pmofrsszor irányítása alatt végeztem. Az intézetünkben bevezetett módszerek között van

,nllh-an_ amelyet az irodalomból vettünk át és kismértékben módosítottunk saját céljainknak

mmryfelelően, van olyan, amelyet különböző eljárások általunk leghatékonyabbnak ítélt

ffi$ teiből állítotfunk össze, s olyan is, amelyet eredetileg más alkalmazásta írtak le, de

hüserleteink alapján bebizonyosodott, hogy az általunk kijelölt (addig még nem vizsgált)

rdfiiimgnosáikai célokra is megfelel.

Mivel ezeí az alka|mazási területen munkám az elsők között készült Magyarországon,

remélhetőleg nyújthat bizonyos útmutatást a további, hasonló célú felhasznáIők számara is.

hffir,etkezö fejezetben,

búmszobtilésére, majd
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Eppen eártmagáta "standard" technológiát is igyekeztemviszonylag részletesen áttekinteni a

különös tekintettel a potenciális hibaforrásokra, valamint ezek

az RNS kimutató PCR-I tekintem át, s végü| az intézetünkben

smertetésére kerül sor.
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IRODALMI ÁTTEKINTES

2. A PCR ALAPJAI

A polimeráz láncreakció (PCR) in vitro módszer meghatározott DNS-szakaszok

crrzimatikus felszaporítására, két, a megsokszorozandó szakaszt közrefogó specifikus

oÜigonukleotid primer segítségével (Saiki l989). A reakcióelegy a következők keverékéből áll: a

umulrleinsavat (DNS) tarta|maző minta, az oligonukleotid primerek, a 4 dezoxinukleotid-trifoszfat

tiidD{TP-k) és a hőstabil DNS polimeráz a megfelelő puffer vizes oldatában. A primerek 5' vége

'iilttnl terminált új DNs molekulák szintézise alapvetően három egymást követő lépés, a DN§ két

r'iDirnak denaturáciőja, a primerek és a komplementer szálak hibridizációja, majd a

pmfitiumnenáz által az új DNS szálak szintézise útján valósul meg" A három lépés együttesét

,mifufursnak nevezzük, a PCR során általában 30-40 közötti ciklust alkalmaznak. Mivel az egyik

qienusb:an képződött új DNS szálak már templátként szolgálnak a következő ciklus DNS

suúmrreziséhez, a cél-DNS szakaszok száma hozzávetőlegesen megkétszereződik minden ciklus

§Oíifur. Így.gy 30 ciklusból álló reakció körülbelül 230- szoros (270 milliószoros!) sokszorozást

enedményez. A PCR e hallatlan felerősítő képességét először a humán B-globin fehérje DNS

qrekvenciáinak ill. a sarlósejtes vérszegénységmagzatkori kimutatásáhozhaszná|tákfel(Mullis et

ol-, 1986; Mullis és Faloona, l987; Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988).

A reakció fenti leegyszerűsítése ellenére a PCR meglehetősen bonyolult és még ma sem

üeljes részletében feltárt biokémiai folyamat, melynek kimenetelét a komponensek között

lrialakuló interakciók kinetikájának folyamatos változásai határozzák meg. Noha a reakciók

áÜtalában sikeresek, számos paraméter megvá|toztatása lehet szükséges, ha még jobb eredményt

akarunk elérni, vagy ha a reakció adott esetben teljesen kudarcot vall.
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2.1. A PCR LÉPÉSEI ÉS Összprpvót

2. l . l . Minta-előkészítés

A PCR-hez szükséges minta előkészítése során nagy mértékben kihasználható a reakció

]oppant érzékenysége, vagyis az a képessége, hogy akár néhány kópia is elegendő mintaként

mlgrálhat kimutatható mennyiségű reakciótermék képződéséhez. Ideális esetben így az

dö&észítes mindössze néhány (akár egyetlen) sejtnek a reakcióelegyhez történő hazzáadásáből

fll- Ekkor ugyanis a denaturációs lépés magas hőmérséklete - általában 95oC - elegendő a

ninf,aként szolgáló sejtek líziséhez. Tennészetesen ez az adott mintátót ill. az alkalmazott pCR

Potokolltól fiiggően az esetek nagy részében jóval összetettebb előkészítést jelent, annál is

ffibb, mert bizonyos esetekben a PCR nem elég specifikus vagy hatékony, vagy a cél-

lffivenciák nagy mennyiségben jelenlévő zavaró-kísérő DNS tömegében helyezkednek el, ezért

u. i\ren helyzetekben a reakció végeredménye ("hozama") nagy mértékben fiigg a kiindulási cél-

|ffil§ mennyiségétől a reakcióelegyben.

A már említett legegyszerűbb esetben - vagyis a sejtek hőkezeléssel kiváltott lízisével - a

fnozáfrrhető DNS mennyisége könnyedén növelhető a reakcióelegybe juttatott sejtek számának

fiivelesével. Megfigyelték 'azonban, hogy amennyiben a hozzáadott sejtek száma 600 frölé

cmclkedik, a reakció hozama már nem nő szignifikánsan, s 4800 ftilött már egyenesen csökkenés

- ] -ztalható (Higuchi, 1989a). E jelenség nagy valószínűség szerint a sejttörmelékben található,

a PCR-I gátló anyagok hatásával magyarázható. Vannak azonban olyan fclhasználási területei a

PtCR-nek, ahol ezek a kompromisszumok, vagy inkább korlátozások nem engedhetők meg. Ilyen

P|- az- amikor fehérvérsejtek ezrei közül kell a csak néhányban ott rejtőző HIV genomszakaszait

ffi|cósíteni (Zimmerrnann et al., 1996), vagy arnikor a transzgenikus élőlényben kutatnak a

ruintén esetleg csak a sejtek elenyésző hányadában megtalálható idegen gén után, de hasonló a

hcü5rzet a csontvelő-átültetéses betegek ellenőrzése esetében is (Schlegel et al., l996).



ftR u áúIaorvos i d iagno s z t i káb an a PCR alapjai

Ezekre a problémákra olyan eljárások jelentenek megoldást, melyek akár nagyobb tömegű

§iÚöl is szabadítanak ki kellően tiszta DNS-t vagy RNS-t, és kiküszöbölik egyúttal a PCR-hez

lngírált, a Thermus aquaticus nevű baktériumból izolálrt,Iaq DNS polimeráz aktivitását gátló

alnagokat is. A legáltalánosabban használt tisztítási módszerek a következő folyamatsort követik:

dergensekkel oldhatóvá teszik a sejtalkotókat, majd proteolitikus enzimekkel megemésztik a

ftlérjéket, melyek közül főleg a DNS-hez erősen kötődő hisztonok eltávolítása a legfontosabb.

naíán szerves oldószerekkel eltávolítják a maradék fehérjéket és membránalkotókat, majd

e&oholos kicsapással megszabadulnak a szerves oldószertől ill. kicsapott állapotba hozzák a

nlrleinsavakat. Sejtmagizoláláshoz jó eredménnyel használhatók a nem-ionos detergensek pl. az

D{P4O (Higuchi, 1 989a).

Szövettenyészetből származő sejtekkel vagy mosott periferiás mononukleáris sejtekkel jó

mdmények érhetők el a fenti lépéseket használva a tisztításhoz, nem igy azonban teljes vérrel,

dynek akár l pl-re is teljesen blokkolni képes egy l00 pl-es PCR elegyet (Higuchi, 1989a).

&rmészt, olyan kifejezett precipitátum képződik a csőben, melyből a DNS-t képtelenség a

]dimefiáz számár hozzáférhetővé tenni, másrészt kimutatták, hogy a porfirinváz már 0.8 pM

myiségben is erőteljesen gátolja a PCR_I. Ezét a teljes vér előkészítésének módszere szerint a

qrbk ozrrrotikus lízise után centrifugálással leülepítik a sejttörmeléket és a sejtmagokat, majd a

hoglobint többszöri mosással eltávolítják. Létezik olyan eljárás is, amelyik ötvözi az előbb

ffieilíeket: a sejteket hőkezeléssel lizőlja, szabaddá téve így a DNS-t, a hemoglobint pedig

nrn*rrda Ez esetben azonban bizonyos mértékig korlátozott mind a szabaddá tehető DNS

myisCge, mind pedig aza térfogat, amelyet az így feltárt mintából a PCR-hez adhatunk annak

Eruisa nélkiil.

Hasonló elvek érvényesek a szervekből-szövetekből kiinduló minta-előkészítésre is.

ftimális esetben akár egyszerű sejt-szövet homogenizátumot is adhatunk mintaként a

makcióelegyhez (Kiss et al., 1996b), gyakrabban azonban itt is kellenek kiegészítő lépések a

mgfelelő mennyiségű és minőségű kiindulási DNS hozzáférhetővé tételéhez. lde tartoznak a

l0
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gintén detergenseken és Proteinase K-n alapuló eljárások, de mellettük ma már egyre több olyan

lészlet van forgalomban, melyek kiküszöbölik mind a proteolízist, mind a szerves oldószeres

tivorrrist és az alkoholos kicsapást, s ehelyett különféle gyanta ill. szilikon alapú megoldásokkal

bsuik a PCR-nek megfelelő minőségűvé a minta nukleinsav tartalmát. Ugyanezek, vagy hasonló

}irck alkalmasak a már befejezett PCR elegy tisztítására, a maradék primerek, dNTP-k, sók

cütávolíására, amennyiben a PCR terméket tovább akarjuk valamilyen molekuláris biológiai

vingálathozhaszná|ni, s e vizsgálatokat gátolnák az említett reakció_maradványok(Smith et al.,

lS5; Higuchi, l989a).

2.I.2. A primerek kiválasztása

Annak ellenére, hogy a szintetikusan előállított oligonukleotidok, az ún. primerek

lixtikájáról sok adat ismert a hibridizáció során, a megfelelő primerek kiválasztásában még

nindig nagy szerep jut bizonyos tapasztalati tényezőknek. A primer-kiválasztás összes, ma

{1-1malzo6 szabályainak eleget téve sem garantálható, hogy az adotl primer pár megfelelően

Úiltni fog akár a legtisztább cél-DNS-en is. Mégis, mivel a PCR speciíikusságát csakis és

ffiólag a primerek biztosítják (ez egyéb tényezők, mint a Mg** koncentráció csak

hery:ísolják azt), az alábbi szempontokat feltétlenül figyelembe kell vennünk a tervezésük

lÉL

l. Kerülni kell az ún. szokatlan szekvenciákat, (polipurinok, polipirimidinek) Í.artal'maző

pfuneket.

2. Különös figyelmet ke-ll fordítani a 3' végükön másodlagos szerkezetet

ffiazo primerek elkerülésére.

,r 3- Nagyon fontos, hogy a primer pár két tagja ne tartalmazzon komplementer

különösen azok 3' végén, az űn. primer-dimerek (lásd később) képződésének
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4. A hibridizált primer ill. próba stabilitását fejezi ki azűn. olvadási hőmérsékleti érték

(f,n), mely mindig az adott primeripróba-cél-szekvencia kapcsolatra vonatkozik, s mely azt a

}ómérsékletet adja meg, mely ftilött a hibridizált szakaszok szétválnak egymástól. A T* Meinkoth

és Wahl ( l984) egyenletéből számolható:

T,:81.5oC + l6.6 (logM) + 0.41 {%GC) - 0.6l (%form) - 500/L

ahol M a monovalens kationok molaritását, oÁGC a guanin és citozin nukleotidok

qráza|{ft65 arányát a DNS-ben, Yoform a formamid százalékos arányát az oldatban, L pedig a

hibridizálandó szakaszok bázispárokban megadott hosszát jelöli. (Megjegyzendő, hogy az

egyenletnek létezik egy bővítettebb formája, amely számol a cél-szekvencia és a primer

vekvenciáj a közötti nem megfelelő komplementaritású nukleotidokkal is.)

A gyakorlatban azonban ettől egy egyszerűbb képletet alkalmaznak, az alábbiak szerint

(Suggs et al., l981): primerT. =ZoC (A+T) + 4oC (G+C)

Minél nagyobb T, értéke van egy primernek egy adott cél-DNS-re vonatkozóan (egy másik

primerhez viszonyítva), annál nagyobb specificitás érhető el a használata során.

Fontos az is; hogy a primer lehetőleg ne a cél-DNS 
"gy 

bonyoluttabb másodlagos

szerkezetű szakaszára legyen komplementer. Azokban az esetekben viszont, amikor az adott

nikroorganizmusra nézve csak korlátozott szekvencia adatok állnak rendelkezésünkre, és fontos

leűet a PCR mielőbbi alkalmazása, bátran próbára kell tenni ezeket a primereket is, szerencsés

getben működni fognak.

Kritikus tényező a primerek hosszúsága és a reakcióban használt mennyisége is. A

hgtöbb primer 20-30 nukleotidot tartalmaz, ezekné| hosszabbakat is lehet alkalmazni

ücrnrészetesen, de ez ritkán szükséges. Bizonyos esetekben azonban kedvező lehet, ha módosítjuk

r PCR során keletkezett reakcióterméket - restrikciós endonukleázok vágáshelyeit, promoter

mkvenciákat építhetünk a szintetizálódó termékekbe a primerek 5' végéhez kapcsoltan, így azok

l FCR során beépülnek_az új DNS szálakba. Szükség lehet ugyanakkor rövidebb vagy éppen

l§cnerált primerek alkalmazására is. Ez utóbbi azt jelenti, hogy bizonyos, megha tározoít

az

es
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f,|i 
**dok helyére a primer szintézis során a 4 nukleotid közül nem csak egy épülhet be, hanem

]| " 6*níltság fokától fiiggőerr kettő, három , vagy akár mind a négy nukleotidból épülhet be
n

$l 
*r"Vik az adott pozícióba. A primer specifikussá ga íBy kontrolláltan csökkenthető, lehetővé

il t* iry szélesebb körű felhasználását, például mikroorganizmusok nagyobb rendszertani
ll

|l qr=egn ez tartoző csoportjának kimutatás át ugyanazokkal a primerekkel (lásd Kiss et al., l996a).
tl

l *O az ilyen primerek kevésbé stabilan hibridizálnak a nem teljesen komplementer
tl

|| mkvenciákhoz, a hőmérsékleti paramétereket körültekintően kell az adott alkalmazáshoz
íl
lll

l kzítani. Figyelembe véve a DNS szintézis szabályait, itt is nagyon fontos, hogy még az erősen

dcgenerált primerek esetében is a 3' vég lehetőleg ne tartalmazzon degenerált nukleotidokat

{§aiki, l989).
l

i

A primerek koncentrációja általánosságban 0.05-0.5 pM között vá|tozik a PCR elegyben.

A primer-dimer képződés gyakran észlelt mellékterméke a PCR-nek, különösen azokban

z esetekben, amikor kevés cél-DNS-t tartalmaző reakcióelegyen nagy ciklusszámú reakciót

hajtunk végre. A primer-dimer egy duplaszálú fragment, melynek hossza közel egyenlő a két

primer együttes hosszával, és úgy keletkezik, hogy az egyik primerről kiindulva a polim eráz a

mísik primeren szintetizálja meg az új szálat. A keletkezett "termék" nagyon kedvező templát a

polimeráz számára, s ha valamelyik kezdeti ciklusban képződik, akár az egész reakcióban csak a

dimer formátumok szintézise játszódik le.

A primer-dimer formáció kialakulásában több tényező is szerepet játszik. Az egyik

legfontosabb ezek közül a komplementer 3' véggel rendelkező primerek egyidejű jelenléte a

reakcióelegyben. Ezek átmenetileg összekapcsolódva kitűnő templátot alkotnak a polimeráz

vámára. Ugyanakkor számos polimeráz, mint például a Taq polimeráz is, rendelkezik egy

templáttól független polimerizációs aktivitással is, mely a tompavégeket egészíti ki egy vagy

több nukleotiddal, yagy a duplaszálú DNS-en előforduló folytonossági hiányokat (egyszálú

szakaszoka t) "foltozza be" (ún. repair aktivitás). Ha a polim eráz azegyszálú primereket egészíti

ki néhány nukleotiddal azemlített mechanizmus segítségével, könnyen van esély arra, hogy rövid,
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komplementer végek alakuljanak ki a primerek végein, s beindítsák a dinrerizációt. A dimereket

nyilván érdemes kiküszöbölnünk. Ha új primer választása nem járható, az enzim ill. a primerek

mennyiségének rninirnálisra szorításával szinte minden esetben csökkenthető a képződésük.

Bár a legtöbb primer működőképesnek bizonyul - igaz, gyakran nagyon különböző

mértékben - a PCR során, vannak primerek, melyek a leggondosabb kiválasztás ellenére sem

eredményeznek PCR terméket. Ennek oka még nem világos, tény azonban, hogy a primerek

néhány bázissal való "odább-csúsztatásával" a probléma a legtöbb esetben megoldódik (Saiki,

l989, l990).

Szerencsére a primer tervezés folyamata mára már egyáltalán nem olyan fárasztó és

bonyolult dolog, mint ahogy az a fenti, rövidített listából kitűnhetne. Számos kitűnő szoftvert

fejlesztettek ki erre a célra az elmúlt években, melyek gyorsan és megbízhatőan végzik el a

szükséges analíziseket, s a legtöbbjük már a Interneten is hozzáférhető (Lowe et al., 1990;

Montpetit et al. 1992).

2.1.3. A DNS-PCR puffere

A legáltalánosabban használt, tízszeresen koncentrált PCR puffer a következőkből áll

(Saiki, 1989): 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, és 100 mM Tris-HCl, pH 9.0. Az alkalmazott

polimeráz pH optimumát be kell tartani, ezért sem ajánlják a gyártók a különböző enzimekhez

készített pufferek cserélgetését. A PCR puffer összetételének változásai jelentős befolyással

vannak a reakció kimenetelére, ezen belül is a Mg** ion az, aminek koncentrációja döntő hatást

gyakorol a reakció specifikusságára ill. hozamára. 1.5 mM MgCl2 koncentráció általában

optimális (200 pM dNTP koncentráció mellett), de néhány esetben ettől eltérő Mg*n

koncentrációra van szükség. Általánosságban megáltapítható, hogy a Mg** fölös mennyisége a

nem-specifikus termékek folhalm oződásához vezet, míg a nem kielégítő Mg** koncentráció a

reakciótermék mennyiségének csökkenését vonja maga után. Kimutatták, hogy bizonyos

alkalmazásokhoz a KCl elhagyása a reakcióelegybőljavított a PCR-en (Saiki, l989).
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Vannak olyan protokollok, melyek l0% dimetil-szulfoxidot (DMSO) ajánlanak a

rcakcióelegybe az egyszálú DNS másodlagos szerkezetének megszüntetéséhez. Ugyanakkor

isrnert, hogy a DMSO kissé gátlón hat aTaq-ra és csökkenti a reakció hozamát, különösen akkor,

ha ún. GC-gazdag (>55%) szekvencia a megsokszorozandó darab. Ilyen GC-gazdag

szekvenciákhoz llYo formamid használatátjavasolják, mely kiküszöböli az egyébként gyakran

megfigyelt nem specifikus termékeket és javítja a reakció hatékonyságát (Sarkar et al., 1990),

A dNTP-k, melyek egyébként igen bomlékony vegyületek, általában 50-300 pM

koncentrációban kerülnek a reakcióelegybe. A magasabb koncentrációk alkalmazása nem

ajánlott, az esetleges hibás beépítések gyakoriságának növekedése miatt (Saiki, l989).

Minthogy a dNTP-k képesek a Mg**-ionok 1:l arányű megkötésére, mennyiségük

meghaüírozza a reakcióelegyben található szabad Mg*-k mennyiségét is. Ha tehát bármilyen

koncentrációváltozást tervezünk a dNTP-ket illetően, mindig figyelembe kell venni ennek u Mg**

koncentrációra kifejtett hatását is (Innis és Gelfand, 1990).

2,1.4. A PCR során használt enzimek

Kezdetben az E. colí DNS polim erázl. Klenow fragmentjét használták a PCR-hez (Saiki

et al, 1988). Minthogy ez az enzim nem höstabil, a denaturációs lépések során rendre

inaktiválódott, ezért minden egyes ciklus után friss enzimet kellett a reakcióelegyhez adni.

További gondot jelentett az is, hogy a 37oC-on optimálisan működő Klenow fragmenttel végzett

pCR specifikussága kívánnivalókat hagyott maga után, a milliószorosra sokszorosított pcR

termékek nagy hányada ugyanis nem a keresett fragment volt.

A Yellowstone Nemzeti Park egyik hőforrásában felfedezett (Brock és Freeze, 1969), 70-

75oC-on is szaporodni képes eubaktériumból, a Thermus aquaticu.s-ból izolált hőstabit Taq DNS

polimeráz bevezetése a PCR-be azonban forradalmasította a technikát, leegyszerűsítette,

meggyorsította azí, s egyszersmind lehetővé vált a reakció automatizálása is. A reakcióelegy

összetevőit csak egyszer kellett ezután összerakni, s a csövek további felnyitás nélkül bekerültek
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u. Ún. thermocyclerbe (programozható termosztát), ahol egyszerűen a hőmérsékleti ciklusok

folyamatos ismétlésével végbement a reakció (Gelfand, l989).

A Taq DNS polimeráz aktivitását jelentősen befolyásolja mind a Mg**-ionok, mind pedig a

monovalens kationok koncentrációja, ill. ez utóbbiak minösége. Általánosságban elmondható,

hogy 2.0 mM Mg** maxirnálisan stirnulálja a Taq polimeráz aktivitását (0.7-08 rnM együttes

dNTP koncentráció mellett). Magasabb Mg** koncentrációk már gátló hatásúak az enzim

aktivitására, 10 mM MgCl2 40-50%-os aktivitás csökkenést eredményezhet (Saiki, 1989).

A Taq polimeráz specificitását, hatékonyságát, így többek között a keletkező PCR-

termékek radioaktív vagy biotinilált nukleotiddal történő jelölését nagyban elósegíti, ha a

dNTP-k alacsony koncentrációban vannak jelen a reakcióelegyben. Egy 100 pl-es PCR-

elegyben dezoxinukleotid-trifoszfátonként alkalmazott 40 pM dNTP mennyiség elegendőnek

bizonyult 2.6ltg DNS szintéziséhez, s a rendelkezésre álló rrukleotidoknak csak a fele épült be az

Újonnan szintetizá|ődott DNS szálakba (Gelfand, 1989). Mindazonáltal a nagyon alacsony dNTP

koncentrációk már kedvezőtlen hatást gyakorolnak az enzim működésére.

A Taq DNS polimeráz nem rendelkezik korrekciós, ún. proof-reading aktivitással. Az

cnzim ugyanakkor rendelkezik - az egyéb DNS polimerázol<hoz hasonlóan - 5'-3' exonukleáz

aktivitással, mellyel eltávolída a szintetizálódó szál előtt helyezkedő láncot a templátról (Gelfand,

l989).

A Taq DNS polimeráz rendelkezik egy érdekes és gyakran kihasznált tulajdonsággal, egy a

ücmpláttóI független terminális transzíeráz aktivitással, mellyel egyetlen nukleotidot (általában

adenozint) ad a PCR-termékek 3' végéhez. Ez azonban nem egy feltétlenül végbemenő reakciót

ielent. Kimutatták ugyanis, hogy.a primerek 5' végén található nukleotidok minősége jelentősen

befolyásolja ezt a lépést, rnégpedig a következők szerint: a primer 5' végén található G-nal

szemben beépített C-hoz (mely a PCR-termék 3' végén van tehát) kapcsol leggyakrabban egy A-t

& enzim, nríg legritkábban a 3' végi A-hoz (ami a primer 5' végén elhelyezkedő T-t jelent). Az
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ún. T/A klónozási kísérletekhezhasznált primerek tervezésénél ezt is célszerű figyelembe venni, a

primertervezés már említett általános szabályain kívül (Brownstein et al., l996).

Egy átlagos, l00 pl-es PCR reakcióban általában 2.5 egység (U) Taq polimerázt

használnak,bár az adott körülményektől (elsősorban a cél-DNS komplexitásától) fiiggően ez 1 és

4 U között változhat. Az ezeket az értékeket meghaladó enzim mennyiség nem ajánlatos, mivel

elősegítheti nem-specifikus reakciótermékek képződését, felhalmozódását (Gelfand, l989).

A Thermus aquaticus-ből izo|á|t DNS polimerázon kívül számos más Thermus fajból, a

Bacillus stearothermophilus-ből ill. egyéb, archeabaktériumokból is vontak ki hőstabil DNS

polimerázt, s ezek közül többet jellemeztek is. A Taq DNS polimeráz is hozzáférhető ma már

nem csak izolált és tisztított, hanem klónozott formában is (Hinnisdaels et al, l996; Kobs,1997;

Miller és Storts, 1995).

Ahogy azt már említettem, a Taq DNS polimeráz néhány ezeí nukleotid hosszúságú szál

szintézisére használható megbízhatőan. Ma azonban gyakran több 10 ezer bázispár hosszúságú

szakaszok megsokszorozása a cél (ún. hosszú PCR, vagy Long and Accurate PCR), Ilyen

alkalmazásokhoz vagy két enzim keverékét használják, melyek közűL azegyik nagy aktivitással, a

másik pedig erős proof-readinggel bír, vagy pedig egyetlen (általában klónozott Taq

plimerázzal) érik e| az akár 35 ezer bp hosszúságú fragment megsokszorozását (Hengen, 1994),

Céljainktól fi.iggően tehát kétféle szempontot követve választhatunk enzimet a PCR-hez:

diagnosztikai célokra megfelelőbb a jó hozamú (pl. Taq), míg a későbbi klónozási, szekvenálási

kísérletek elvégzéséhez a nagyon pontos (erős "proof-reading" aktivitással bíró) enzim (pl. Pwu,

Pfu,i|L. t]lTmaDNS polimeráz; Stock et al., l995).

2,1.5. A ciklusok paraméterei

A PCR alapvetően három lépésből álló ciklusok egymás utáni ismétléséből áll, a

denaturációból, a primerek hibridizációjaból és a nukleotidláncok szintéziséből. Mindegyik

lépeshez egy rneghatározott hőmérsékleti érték taríozik, melyet biztosíthatunk 3 vízfiirdővel,
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ehogy az a PCR alkalmazásának kezdetén az egyedüli lehetőséget jelentette, vagy pedig gépi

rfrton, ahol a mintákat taftalmaző blokk hőmérséklete mikroprocesszorok által vezérelve változik.

Egy tipikus PCR során a denaturáció a csövek rövid ideig tartó 90-95oC-ra melegítésével, a

primerek hibridizációja 40-60"C közötti hőmérsékleten, a primerekről kiinduló DNS

polimerizáció pedig 70-75oC-on valósul meg. Ez utóbbihoz szükséges idő a szintetizálandó

t€rmék hosszától fiigg: l perc böségesen elegendő 1000 bázispár szintéziséhez,kezdetnek ez egy

megbízható érték (Saiki, l989).

Ha a reakció egyéb paramétereit már beállítottuk, megvizsgálhatjuk a szintézis

iőtartamának lerövidítési lehetőségeit is. Rövid, l50 bp hosszúság alatti fragmentek

szintéziséhez ki is hagyható a ciklus 3. lépése; a denaturáció és a primerek hibridizációja közötti

hömérséklet változás ugyanis elegendő idöt hagy a polimeráz számára egy rövid szakasz

megszintetizá|ásához. Ez az említett időtartam (ti. amíg a gép az egyik hőmérsékleti értékről a

másikra ftít ill. hűt) az ún. ramp idő, az esetek nagy részében nem befolyásoló tényező, ezért

minden gépen (ha van rá lehetőség) célszerű a leggyorsabb ramp időt beállítani. Nagyon hosszú

fiagmentek esetében azonban szükség lehet a ramp idő nyújtására.

A PCR kudarcának egyik hétköznapi oka a reakcióelegy elégtelen felmelegítése a

denaturáció alatt. Alapvető ugyanis, hogy a DNS templát két szála tökéletesen elváljon

crymástól, lehetővé téve a primerek számára a hibridizációt. 94oC erre a célra tökéletesen

megfelel, s nem is kell sokáig ezen a hőmérsékleten tartani a reakcióelegyet, hogy a polimeráz

aktivitásából minéltöbbet és minél tovább megtartsunk a PCR során.

A primerek hibridizációj átnak (az angolul annealingnek nevezett tépés) hőmérséklete a

primerek hosszától és GC tartalmától függ. Egy 20 nukleotidból álló és 50% GC tartalommal

rendelkező primer párhoz az 55oCjó kiindulá.i poir, s az esetek többségében nem is kelt rajta

váttoztatrri (Saki, l989). Az elérni kívánt specificitás érdekében azonban növelhető ill.

csökkenthe tő az annealing-hőmérséklete. Minthogy a primerek óriási túlsúlyban vannak a reakció

etején a templát molekulákhoz viszonyítva, az annealing szinte azonna| megtörténik a denaturáció
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után (ahogy persze a hőmérséklet eléri az ehhez szükséges legalacsonyabb szintet), ezért nem

feltétlenül kell hosszú időket alkalmazni az annealinghez. A termosztátokon általánosan

alkalmazott 20-30 másodperces idő tulajdonképpen ahhoz kell, hogy egy l00 pl reakcióelegy a

0§ ml-es PCR-csőben elérje az adott inkubációs hőmérsékletet.

A PCR során alkalmazott hőmérsékleti ciklusok során fellé pő, a párolgásbóI eredő

veszteségeket vagy a reakcióelegy tetejére csöppentett olajjal, vagy fűthető tetejű thermocyclerek

alkalmazásával elözik meg.

Optimális körülmények között (egymással nagy mértékben vagy tökéletesen komplementer

primer és templát szekvenciák esetén) lehetőség nyíIik az űn. két lépéses ciklus alkalmazására,

orni aztjelenti, hogy az annealing és a szintézis egy hőmérsékleten játszódik le, ami álta|ában

55'C fölött van (Saiki, 1989).

Említést érdemel még az ún. touch down PCR, mely során néhány (általában 5), magasabb

hömérsékletű annealinget alkalmazó ciklussal kezdik a PCR-t a specifikusabb szekvenciák

frlerősítésének elindításához, majd a hátralévő (általában 30) ciklusokban alacsonyabb.annealing

bÖmésékletet alkalmazva érik el a reakció (immár túlnyomóan a specifikus terméket szintetizá|ő)

}lbb kitermelését.

2.2. A "PLATEAU" JELENSÉG

A PCR folyamán végbemenő sokszorozási folyamat nem végtelen. Bizonyos számú ciklus

után a reakciótermékek felhalmozódási üteme fokozatosan lassul, majd elér egy lineáris fázist,

vag5ris nem nő tovább. A reakciónakeztaszakaszát hívjuk plateaunak. Az, hogy mikor éri el a

rcakció ezt a fánist alapvetően a cél-DNS kiindulási kópiaszámától és a reakció során újonnan

keletkezett DNS mennyiségétől fiigg. Ebből következően csak úgy jellemezhetjük valamely PCR

protokoll teljesítőképességét, ha pontosan megadjuk a templát kiindulási kópiaszámát is.

A plateau fázis elérésének leggyakorlatiasabb okain túl, mint a primerek ill. dNTP-k

elfogyása, vagy a polimeráz és a dNTP-k inaktiválódása, - rnelyek egyébként nem jellemzőek egy

átlagos PCR-re - van rnég 3 nagyon fontos tényező, melyek figyelmet érdemelnek a folyamat
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§zempontjából: a szubsztrát túlsúlya a reakcióelegyben, a nem specifikus termékek által kiváltott

kompetíció, és a tennékek reasszociációja.

A szubsztrát molekulák túlsúlya azon egyszerű oknál fogva alakulhat ki, hogy mintánk

nagy mennyiségben tartalmazott cél-DNS-t, ezért sokkal több PCR termék szintetizálődott már a

reakció korai szakaszában, mint amennyit a rendelkezésre álló enzimmennyiség szubsztrátként

fudna használni a rákövetkező polimerizáclős lépések alatt. Áthidalható azilyenjellegű probléma

u, enzim mennyiségének, vagy a polimerizációs idő hosszának a növelésével. Egyik sem

igazán gyakorlatias, mert minden következő ciklus vagy az enzimből, vagy az extenziós időből

igényelne kétszer annyit, mint az előző folyamán ahhoz, hogy a reakció exponenciális jellege

megmaradjon. Egyszerűbb megoldás a minta hígítása.

A nem specifikus termékek által kiváltott kompetíció jellegében nagyon hasonló a

szubsztrát túlsúly problémához. Ebben az esetben a nem specifikus és a specifikus termékek

yersengenek a limitált mennyiségben jelen lévő enzimért. A probléma értelemszerűen a reakció

specificitásának növelésével, például az annealing hőmérsékletének emelésével küszöbölhető ki.

Akadályozhatja a PCR termékek további keletkezését az is, ha a már nagy tömegben

jelenlévő egyszálú PCR termékek duplaszálúvá tapadnak össze (reasszociálnak), mielőtt a

primerekről kiinduló DNS szintézis megkezdődhetne, Megoldást itt is a reakcióelegy hígítása

nyujthat.

A plateau fázis a PCR természetes velejárója. Az esetek döntő többségében azonban mire a

reakcióelegy eléri ezt a fázist, már elegendő specifikus PCR termék halmozódik fel, aminek akár

kimutatása, akár pedig a vele való további kísérletek, vizsgálatok elvégzése egyszerű feladat.

Azokban a kis számú esetekben pedig, amikor a plateau igazán gondot jelent, célszerűbb több

PCR kivitelezése egymás után, mint megkísérelni a plateau fázis áthidalását vagy késleltetését

{Saiki, l989).
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2.3. A SPECIFICITÁsT BEFOLYÁSOLÓ rÉNypzŐr

AhogY az a fentiekbŐI is kitűnik, a polimeráz láncreakció primerek által meghatározott

ryecifikusságát számos tényező befolyásolhatja. A legfontosabbak ezek közül a következőkben

összegezhetők:

A reakció kimenetelére döntő befolyással bír az annealing hőmérséklete. Az annealing,

valamint a szintézis idejének a lehetőségek szerinti minimalizáIásával elkerülhető nukleotidok

hibás beéPÍtése, Így a nem specifikus termékek keletkezése. Hasonló eredményre vezet a

Primerek és az enzim koncentrációjának a lehető legalacsonyabbra szorítása, ahogy a primer-

dimerek képződésének kiküszöbölésénél már említettük. Végül, de nem utolsó sorban, mind a

LÍ8*-k, mind a KCl koncentrációjának optimalizálása nagyban fokozza a reakció

sPecificitás éú az enzimre gyakorolt közvetlen hatásukon keresztül (Saiki, l989).

2.4. A PCR TERMprpr KIMUTATÁSA

A PCR termékek kimutatásár a legáltalánosabban használt módszer az. agaróz

gélelektrofo rézis. Az elektroforézis során a DNs molekulák méretük szerint választódnak

gét- A gél matrix ugyanis molekuláris szűrőként viselkedik, melyben a kisebb fragmentumok

glorsabban vándorolnak, mint a nagyobb méretűek. Egy fragment által megtett távolság így

fordítottan arányos annak méretével. Az agarőz matrix 100-50,000 nukleotid hosszúságú

fragmentek szétválasztására a legalkalmasabb. A szétválasztás finomítható az agarőz

koncentrációjának helyes megválasztásával: az alacsony (0,3%) koncentráció a nagyobb

fiagmentek, a magasabb (- 2%) koncentráció a kisebb fragmentek szétvá|asztását teszi

hatekonyabbá (Westermeier, 
_l 

993).

Az agaróz gélben méretüknek megfelelően szétvándorolt DNS molekulák megfestésére

általánosan egy fluoreszkáló festéket, az etidium-tlromidot használják, mety az ultraibolya (UV)

Ü&rY tartományában válik láthatővá. Az UV fény hatására az azonos méretű DNS molekulák

nokasíga kompakt csíkok formájában látlratók a gélben, melyekről fénykép ill. videofelvétel
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llkzíthető az eredmény megörzése ill. további analízise céljából, A rendelkezésre álló szoftverek

sgítsegéve! a videokamerával rögzített s digitalizált képek standardizálhatók, lehetővé téve így

§rben és időben egymástól elkülönülten végrehajtott kísérletek eredményeinek összevetését.

Kiterjedten használják ezt a fajta képelemzést a genotípus azonosító vizsgálatok során. A módszer

érzékenységének alsó határa kb. 5 ng DNS.

Az agarőz gélelektroforézis mellett a polialkrilamid-gélelektroforézist (PAGE) is

h§ználják a PCR termékek szeparálására azokban az esetekben, amikor nagy felbontóképességű

clválaszüásra van szükség, mint például a Single Strand Conformational Polymoprhism (SSCP)

malízisek esetében (Selvakumar et al., 1997) Ez utóbbi során a duplaszálú PCR termékeket

&nafurálják és koncentrált poliakrilamid gélben futtatják. A szimplaszálú DNS fragmentek

nkleotidsonendjüknek megfelelő konformációt felvéve már akár 1 nukleotid eltérés esetén is

regváltozott futási karakterisztikát mutatnak (á|ta|ában max. 300 nukleotid fragment

bssáságig).

Az utóbbi években azonban a gélelektroforézisen alapuló kimutatás számos hiányosságára

fureltek fel. Rögtön az elsők között az agaróz gélelektroforézis-etidium-bromid rendszer

érzékenységét kritizálták (Lazar, 1994), de a hagyományos kimutatási eljárás nem bizonyult

ninden esetben kielégítően specifikusnak sem. Ilyen eset például a klinikai minták vizsgálata

mán gyakran megfigyelt több csík vagy az ún. smear - elmosódott folt a kompakt csík helyett - a

gelen.

Nemrégiben bevezettek azonban egy új festéket, a SYBR Green I-t, amely kivételesen erős

effiniással rendelkezik a DNS iránt, és a fénykibocsátása is legalább ötszöröse az etidium-

hromidénak. A potenciálisan karcinogénnek tartott etidium-bromidtól eltérően ez a festék teljesen

ilalmatlannak bizonyilt, így nem meglepő, hogy alkalmazása gyorsan terjed azokon a

hdileteken, ahol a PCR termékek nagyon étzékeny kimutatására van szükség (Schneeberger et al,

l9!}5).
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Az előbb említett festéken túl két egyéb, még hatékonyabb megoldást használnak az

érzékenység és a speciíicitás fokozására, valamint a termékek valódiságának bizonyítására

(veriíikálására).

Az egyik eljárás során, melyet kidolgozójáról Southern-hibridizációnak neveztek el

(Southern, |975), a PCR termékeket denaturálás után vagy vákuummal vagy a kapillaritás elvét

kihasználva a gélből egy nylon membránra juttatják (blottolják), ott rögzítik, és egy a termékre

specifikus, radioaktívan vagy egyéb módon jelölt próbával hibridizáltatják. Megfelelő

hibridizációs körülmények között a reakció kizfuja a nem specifikus szekvenciák kimutatását. Bár

a radioaktívan jelölt, ill. az enzimesen jelölt és kemilumineszcenciával kombinált kimutatási

módszerek roppant érzékenyek, meg kell említenijelentős munka- és időszükségletüket, valamint

azt hogy a radioaktív próbák használatát számos labor - különösen rutindiagnosztikai labor - nem

engedheti meg magának a szükséges feltételek hiánya miatt.

Számolva az etidium-bromidos festés érzékenységi és specifitási problémáival, kidolgoztak

cgy csak a PCR továbbfejlesztésén alapuló technikát, ami jelentősen növelni képes mind az

érzékenységet, mind a specificitást. Az ún. nested (fészkes) PCR során az első reakció a

bagyományos módon zajlik, majd a kész reakcióelegy egy kis hányada (i|l. az abban található

PCR termék) szolgál cél-DNS-ként egy második PCR-ben, csakhogy az ebben alkalmazott primer

7Ér az eredetin belül, azok által közrefogva helyezkedik el. Így kivételes érzékenység és

specificitás érhető el, hisz a PCR potenciálja kétszeresen is kihasználásra kerül a nested PCR-ben.

Epp a rendkívüli érzékenység az egyikhátránya a módszernek, ugyanis fokozottan jelentkezik a

kontamináció veszélye, másrészt hosszadalmasabbá és költségesebbé is válik így a reakciók

kivitelezése (Belak és Ballagi-Pordány, 1993).

Az említett hátrányokat kiküszöbölendő, olyan új kimutatási eljárásokat fejlesztettek ki,

melyek mind érzékenységben, mind specificitásban jelentősen felülmúlják a hagyományos

módszereket,Ezek a technikák képesek akár lO-nél kevesebb kiindulási kópiaszámú cél-DNS-ből

keletkezett PCR terrnék kimutatására néhány ciklus után is. A kirnutatás ráadásul rendkívül
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specifikus, sem primer-dimereket, sem egyéb, nem-specifikus termékeket nem észlel, s

módszerbe beépíthető dekontamináló eljárások a nested PCR-nél említett hátrányokat

Egyike a legígéretesebb ilyen technikáknak az ELISA-t (Enzyme-linked immunosorbent

essay) felhasználó eljárás, már csak azért is, mert az ELISA-k már kellőképpen standardizált, a

lcgtöbb laborban rutinszerűen használt technikák. Az ELISA mellett a HPLC (high performance

liquid chromatography) és a kapilláris elektroforézis azok a módszerek, amelyek felválthatják az

aidium-bromidon alapuló hagyományos kimutatási protokollokat (Lazar, l994; Oefner et al.,

1994).

2.5. APCR SORÁN ALKALMAZ}TT KoNTRoLLoK

A PCR kivételes érzékenysége miatt elkerülhetetlen a megfelelő pozitív ill. negatív

kontrollok alkalmazása a reakciókhoz - különösen igaz ez a diagnosztikai célú felhasználásokra.

A negatív kontroll arról ad felvilágosítást, hogy történt-e kontamináció a reakció kivitelezése

során, s legegyszenibben desztillált vízze| helyettesített cél-DNS-t, vagy cél-DNSt biztosan nem

tartalmazó minta felhasználását jelenti a PCR-ben.

A pozitív kontroll azt mutatla meg, hogy a rendszer az e|vártnak megfelelően működött-e.

A pozitív kontroll lehet külső ill. belső. A legegyszerűbb külső pozitív kontroll az, amikor

biaosan pozitív (cél-DNS{ tartalmaző) mintát is vizsgálunk a PCR során úgy, hogy egy külön

csöben futtatjuk le a pozitív kontrollt. A belső pozitív kontroll esetében pedig a pozitív mintát

hozákeverjük valamelyik, a vizsgálandó anyagot tarta|maző csőhöz, lehetőség szerint annak

ldilönböző hígításaihoz. Ezáltal felvilágosítást nyerünk arról is, hogy a vizsgálandó minta nem
*

ffialmaz-e a PCR-t gátlő anyagokat. Értelemszerűen azokban a csövekben, amelyekben a pozitív

konüoll található, mindig pozitív reakciót kellene kapnunk, de gyakran elöfordul, hogy ezt csak a

vizsgálandó anyag akár l00-10,000-szeres hígítása mellett észleljük, ami azt jelenti, hogy

nintánk nagy töménységben tartalmaz gátló anyagokat. A legtöbb diagnosztikai célú PCR-hez az

il5ren jellegű pozitív kontrollok általában megfelelőek.
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A belső pozitív kontrolloknak két fajtája léteztk, az endogén és az exogén. Az endogén

bcbő pozitív kontrollok olyan szekvenciákat jelentenek, amelyek eredendően benne vannak a

vizsgálandó mintában, mint például az ún. háztartási gének (az alapvető anyagcsere-

folyamatokban részt vevő enzimek génjei). Ezeket a szekvenciákat egyszerre sokszorozzuk meg a

cel-DNS-ével (és persze teljesen más primer párral), így hiteles információt nyerünk a minta-

elókészítés és tisztítás hatékonyságáról. Az exogén belső pozitív kontroll (az űn. MIMIC) egy

suintetikus kontrollt jelent, mely ugyanazokat a primer-kötó szekvenciákat tartalmazza, mint a

GéI-DNS, s itt a kontrollról a specifikus fragmenttől csupán méretében különböző PCR-termék

kcpzödik. Ezek akontrollok természetükből fakadóan tisztított formában kerülnek alka|mazásra -

prakran néhány plazmidról van szó - ezért nem a tisztítás hatékonyságát hivatottak ellenőrizni,

hanem főleg kvantitatív reakciókhoz veszik őket igénybe. Nagyon fontos, hogy a méretkülönbség

ryilvánvaló legyen a kontroll és a. cél-fragment között, de ne legyen túl nagy, hogy a kinetikai

pmamétereik ne különbőzzenek túlságosan.

2.6. KONTAMINÁCIÓ

Rendkívüli hatékonysága miatt a PCR végrehajtása során rendkívüli figyelmet kell fordítani

ez esetleges kontamináciő - olyan nukleinsav molekulák kimutatása, melyek eredendően nem

rcltak jelen a mintában - elkerülésére. A legfontosabb szabályok a következők.

A minta, valamint a PCR-hez szükséges vegyszerek előkészítése, a reakcióelegy

6sszeállítása ne történjen ugyanabban a. helyiségben, ahol a PCR termékek analízise, tárolása,

mvábbi feldolgozása folyik. A legkönnyebben kontamináló anyag ugyanis nem a minta DNS

ffilma, hanem a PCR termék, hiszen óriási tömegben van jelen parányi térfogatban, és kitűnő

tlapanyag" a további PCR-ekhez . Ezért az alapvető munkafolyamatokat külön helyiségben kell

drÉgezni (mintafeltárás, a reakcióelegy összeállítása, a minta hozzáadása és a reakció lefuttatása,

clchoforézis-géldokumentáció), söt, ha lehet, a minta preparálása és a reakcióelegy összeállítása

furnevezett lamináris boxban történjen, arnely megakadályozza,hogy kívülről szennyező anyag

frmeon a box légterébe, s a fiilkében elhelyezett UV lámpa, mely intra- és inter-strand pyrimidin-
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diméreket alkotva redukálja a kódoló kapacitást. Polisztirén anyagból készült pipetták esetében

us/anakkor ügyelni kell arra is, hogy a pipetták ne legyenek 48 óránál tovább kitéve az IJY

hfiásánalq mert a pcR-t erőteljesen gátló anyagok felszabadulását eredményezheti a tartós

[xV hatás (Linquist et al., 1998). A reagensek tárolására, de főleg a velük való munka során

laÜrctóleg steril, egyszer használatos műanyag eszközöket használjunk; az üvegeszközök csak

m8yon alapos tisztítás után használhatók a kontamináció veszélye nélkül. A pipettázás igen

jo{entős forrása a kontaminációnak, ezért csakis egyszer-használatos, steril pipettahegyek

lnq?nálata ..g"ngéd"ft. Kaphatók ún. pozitív kiszorítású pipetták, amelyek nagyon hasznosak

ugran, de igen drágák, valamint filterrel ellátott pipettahegyek, amelyek a pipettázás során

cmtelegesen kialaku lt lé görvények közvetítette kontam inác iót i s kizárják.

A PCR-hez mindig steril, és kis adagokban tárolt (általában l0 reakcióra elegendő)

ryszereket használjunk. A munkafolyamatokat eldobható, egyszer-használatos kesztyűben

@ezük, melyeket ajánlatos sűrűn (a már említett fázisonként) cserélni.

A nyitott Eppendorf csövek gyakran kontaminálódnak a folyadékokkal való foglalatoskodás

bben keletkező aerosolok közvetítésével. A PCR során különösen fontos, hogy azok a csövek

\ryenek nyitva, amelyekkel éppen dolgozunk. Ebből a szempontból is (és takarékossági okokból

fo| ajránlatos ún. master-mixet készíteni, ami art jelenti, hogy egy csőbe (persze a kísérlet

rmhmrenétől fiiggően) összemérlük az összes cső anyagszükségletét a DNS (és bizonyos

rq,tkben az enzim) kivételévet, majd ebből a csőből mérjük szét a megfelelő térfogatokat,

rrinimalizálva ezzel a pipetázási veszteségeket is. A pcR munkafolyamataihoz ajánlott egy

ffi, eíTe a célra használt mikrocentrifugát alkalmazni. A megfelelő kontrollokat már

Üncítettem az előző fejezetben, A fentieken kívülszámos forrása lehet a kontaminációnak, de a

hglelentősebb ezek közül a kontakt kontamináciő.Ezért különös gondot kell fordítani az összes

bceszközre, amelyek érintkezésbe kerülhetnek a PCR vegyszereivel, s nem utolsó sorban a

]i[R+ kivitelező szernély is szóba jöhet, mint a kontamináció közvetítője (Belák és Ballagi-

Mány, 1993).
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3. RNs KIMUTATÓ pcn (RT-PCR)

Napjainkra a PCR egyik fib felhasználási területévé vált a génkifejeződés tanulmányozása.

E vizsgálatok során a szintetizáIódott mRNS molekulákat mutatják ki a PCR segítségével. Mivel

a PCR csak DNS-ből DNS-t sokszoroz meg, az RNS-t cDNS-sé (c:copy, másolat) kell átírni,

arnit reverz transzkriptáz segítségével végezhetünk el. Innen kapta az eljárás nevét is: RT-PCR.

A módszer rendkívül hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor a hozzáférhető minta

mennyisége éslvagy az abban található rnRNS mennyisége nagyon alacsony. Az utóbbi időben

viszont egyre nagyobb szerepet kapott az RT-PCR az RN§ vírusok kimutatásában, akár

mennyiségi vonatkozásban is (Berencsi és Minárovits, l997).

Az RT-PCR sikeres végrehajtásához a legfontosabb tényezők a kimutatandó RNS

rinósége, az átíráshozhasználltenzimek, és a reakciókban alkalmazott primerek.

3.1. AZ RNS MINOSEGE

A megfelelő minőségű és mennyiségű oDNS szintéziséhez elengedhetetlen, hogy a minta

RNS-tartalmát nagy tömegben, tisztán, koncentrált formában izoláljuk. Minthogy ebben az

ryÓen a számunkra érdekes szekvencia a DNS-nél jőval érzékenyebb RNS-ben található, nagy

gondot kell fordítani az RNS tisztítés hatékonyságára, annál is inkább, mert sokszor ez a lépés

d&rti el az egész folyamat sikerességét. A jó minőségű RNS kinyerésén túl a folyamat célja az,

bg az RNS-bontó enzimeket és egyéb, az RNS stabilitását csökkentő anyagokat kiküszöböljük

mind a mintánkból, miáó pedig a reakcióelegy egyéb összetevőiből. E célból gyakran

*almaznak ribonukleáz inhibitorokat, mint például a dietil-pirokarbonát (DEPC).

Az RNS izolálásnak számos módja ismert. Az egyik legelterjedtebb a guanidin-

btiocianát használatán alapul, melyet Chomczynski és Sacchi l987-ben írtak le, s rnely

ddszer jó minőségű RNS-t eredményez akár szövetkultúrák, akár szervminták sejtjeiből is. Az

c{ánishoz szükséges sejtszám igen kevés, akár l000 is lehet, ami nagyon előnyös a módszer
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@an diagnosztikai célú felhasználásához, ahol eleve csekély a rendelkezésre álló kiindulási

§qirsz|Ím-

Az űn. oligo(dT) szelekciós módszer, amely a poli-A-val rendelkezö mRNS szelektív

bolálásíra alkalmas, főként klónozási célú RNS-tisztításhoz ajánlott. Ez a technika egyébként

ffi|eg a génkifejeződés tanulmányozásához jelent értékes segítséget, ahol nagyon fontos a

hmmináló genomi DNS kiküszöbölése a vizsgálatokhoz. Számos RNS vírus esetében, mint

ffiául a pestivírusok,.-rnelyek nem tartalmaznak poli-A véget, ez az egyébként nagyon szelektív

uliárás nem jöhet szóba (Liedtke et al., 1994).

3.2. AREVERZ TRANSZKRIPTÁZOK

A cDNS szintéziséhez több íeverz transzkriptáz is felhas ználhatő. A legáltalánosabban

n|k-lmazottak a Moloney Murine Leukemia Virus reverz transzkriptáz (MMLV RT), melynek

fionukleáz H- mutánsai is hozzáférhetőek, az Avian Myeloblastosis Virus reyetztranszk,riptáz

MnilV RT), és a Thermus thermophilus-ból izolált hőstabil rll, DNS polimeráz. A Tth polimeráz

ilfln*-ionok jelenlétében reverz transzkriptázként működik, alkalmazásával ezértlehetőség nyílt

oe egy lépéses RT-PCR-re, ami azt jelenti, hogy ugyanabban a csöben zajlik le a reverz

ffi tripgió és a PCR egymás után (Miller és Storts, 1995).

A reverz transzkriptázok, különösen az MMLV RT, rendelkeznek egy - az alkalmazástól

'*-86en - gyakran hátrányos tulajdonsággal is, mellyel feltétlenül számolni kell az RT-PCR

mÉn A reverz transzkr,ipció befejezése után ugyanis a megmaradó reverz transzkriptáz

Üivitás néhány nukleotidot ad a primerek 3' végéhez, ezálta| kétféleképpen is akadá|yozva a

mflkövetkező PCR-I: az egyik az, hogy a primerek éppen azon a végükön módosulnak, ami a

iLT, szempontjából a kritikusabb, másrészt olyan esetben, amikor nagyjából komplementer

ffii4mentek kerüInek a primerek végeire, a korábbiakban már tárgyalt primer-dimerek

Hakezhetnek a specifikus PCR termékek helyett. Eppen ezért, atranszkriptázt inaktiválni keIl a
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PICR előtt akár hővel, akár fenollal, vagy az egylépéses RT-PCR-nél a Mn**-k EGTA-vaI (etilén-

glikol-tetraecetsav) való kelátképzéséveI (Chumakov, l99 4).

3.3. PzuMER VÁLASZTÁs e cDNS SZINTEZISÉI9z

A oDNS szintéziséhez is kellenek primerek, melyek kiválasztásának stratégiája az RT-PCR

felhasználási céljától fiigg. A primerek specificitása nagy befolyást gyakorol ugyanis mind a

cDNS mennyiségére mind annak minőségére. Három különböző megoldás közül választhatunk:

1. A legkevésbé specifikus közelítés dz, amikor ún. random hexamereket

(lexanukleotidokat) használunk primerként a oDNS szintéziséhez. Azokban az esetekben

irdokolt ahasználatuk, amikor azadottmRNS-t azabbanfellelhető és aránylag stabil másodlagos

mrkezetek miatt nehéz teljes hosszúságában cDNS-sé átírni. Ertelemszerűen minden, a

nakcióelegyben található RNS molekula templátként szolgál a hexamerek számáta, az RT-PCR

npocificitását így kizárólag a PCR biztosítja. A random hexamerek felhasználásával szintetizált

dDNS-ek 96oÁ-a a riboszomális RNS-ekből származik. Ahhoz,hogy a reakció maximális cDNS

Mamát elérjük, a hexamer:RNS arányt empirikusan kell beállítani.

2. A következő módszer azűn. oligo(dT) primereket használja, melyek a legtöbb eukariota

dNS 3'-végén található poli-A farokkal komplementerek, Minthogy a poli-A RNS_ek az összes

fN$nek csak mintegy 1-2 oÁ-át teszik ki, a keletkező cDNS-ek variabilitása, komplexitása

ilfrqlegesen kisebb, mint a hexamerek közvetítésével szintetizált cDNS-ek esetében. Nagyfokú

ilF,cificitása miatt az oligo(dT) primerrel indított reverz transzkripciőt általában nem szükséges

ryfunaliálni.

3. A három módszer t<iztit a legspecifikusabb az, amikor a cél-RNS-hez komplementer

ftonukleotidokat használunk a cDNS-szintézis primereként. A leggyakrabban a PCR primerek

&mryrr| 6a52nálják a reverz, általában az mRNS 3' vége felé eső primert. Az e|járás előnye, hogy

nű a cDNS is meglehetősen specifikus lesz, hiszen csak azokat a szegmenteket reprezentálja,

mcilyek tartalmazzák a PCR-ben célzott szekvenciát. Ujabb megfigyelések szerint azonban
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6rakran találkozhatunk nem-specifikus termékek felhalmozódásával, ha az előbb említett

tatégiát követjük. Ennek elkerülésére ajánlatos egy a reverz PCR primertől legfeljebb l00

ukleotid távolságra tervezett, és természetesen a felerősítendö szakaszon kívülre esö, viszonylag

ilftfid, 12-15 nukleotid hosszúságú reverz transzkripciós primer alkalmazása a oDNS

ginéziséhez. Ily módon nagy mértékben javítható a rákövetkező PCR specificitása, s mivel a

rfruid primerek T.-je sokkal alacsonyabb, mint egy átlagos hosszúságú primeré, nem kell azzal

rzámolnunk, hogy a sokszorosítási reakciőt megzavarja a jelenléte (Pfeffer et al., 1995;

*ashtchian, l994; Nuovo, 1995; Kawasaki, l990).

Végül de nem utolsó sorban meg kell említenünk, hogy létezik ma már "alternatívája" is az

RT-PCR-nek, mégpedig a nemrégiben kidolgozott NASBA (nucleic acid sequence-based

mrplification) technika, mely a PCR+őI eltérően nem igényli a reakció-hőmérséklet ciklikus

t *t'or'urásáL hanem három enzim (reverz transzkriptaz, ribonukleáz H és RNS-polimeraz)

l1 *^"*O,ködésével sokszorozza meg a kimutatandó vírusnukleinsav egy szakaszát állandó

]' 
*ru^ukleten (Carrino és Lee, l995).
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4. A KóRoKozóK KIMuTATÁsÁr szoLGÁLó pcn sAJÁTossÁcnl

4.1. ÉRzÉKENysEG Bs sppcm,IclTÁs

A PCR, mint biokémiai folyamat érzékenysége alapvetően attól a primerek biáosította

spcificitástól fiigg, mellyel képes az adott reakció szempontjából nem specifikus nukleinsav

s-,rálak közül a specifikus szakasz megsokszorozására. A képződő reakciótermék

mennyiségére, vagyis a reakció teljesítóképességére ugyanakkor jelentős hatást gyakorolnak a

reakcióelegy összetevőinek (primerek, enzim, Mg*) koncentrációváltozásai csakúgy, mint az

egyes ciklusok paraméterei (a hőmérsékleti értékek ill. az adott lépések időtartama).

Mivel a különböző kórokozók kimutatására legtöbbször a gazdaszervezet

nukleinsavának nagy tömegű jelenlétében kerül sor, nagyon fontos, hogy a kórokozóra

szigorúan specifikus legyen a PCR, lehetővé téve az adott organizmus valamely

szekvenciáj ának étzékeny é s ki zaró l ago s me g s okszo r o zását.

E cél eléréséhez nagy segítséget jelent a gazdaszewezet genomjának, annak nukleotid-

sorrendjének minél részletesebb ismerete, ennek hiányában azonban a legtöbb PCR

tapasáalati úton nyert eredményekre támaszkodik még ma is. A legjobban optimalizált

rendszerekben (mint például a HIV) ugyanakkor lehetőség nyílik akár 1 millió sejt DNS-

trtalmának megfelelő nukleinsav mennyiségből kimutatni az 1-10 kópiában jelenlévő

vírusgenom specifikus szakaszait. Tisztában kell lennünk azonban arzal, hogy a kimutatási

Lú§zö,bértéket az 1 ltopiához közelítve az eredmény megismételhetősége egyre kérdésesebb

lesz, hisz egyre kisebb eséllyel kerül a kevés kópiából valamelyik a PCR-hez adott mintánkba,

sszímolni kell magának a reakciónak is a sáochasztikus tényezőivel.

A diagnosúlkai vizsgálómódszerek felhasználhatőságát azok klinikai érzékenysége és

ryecificitása határozza meg (Gelehrter és Collins, 1990). Különösen fontos állatorvosi
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rmpontból a PCR járványtarri vonatkozású értékelése. Ebből a szempontból a PCR

ézékenysége a technika azt a képességét jelenti, mellyel képes minden fertőzött állat

timutatására, a specificitás pedig azt a képességet jelenti, amellyel a PCR megbízhatóan

aanosítja a negatív egyedeket. A PCR említett tulajdonságainak értékeléséhez mindig

frénybe kell venni a hagyományos diagnosáikai módszerekkel kapott, elsősorban a

tórokozók izolálását cé|ző vizsgálatok eredményeit, melyek magukban foglalnak szerológiai,

úvettani és elektron mikroszkópos vizsgálatokat is (Lauerman et al., 1993).

4.2. AKÓRoKoZÓr HBTBROGENITÁSA

Közismert, hogy számos kórokozó, különösen az RNS vírusok i\l. az RNS intermedier

koáeiktatásával szaporodó retrovírusok genomja gyakran tartalmaz(-hat) bazis-eltéréseket,

inszerciókat, megkettőződéseket ill. deléciókat (Grieser-Wilke et al., 1993; Sugden, 1993).

L{ai felfogás szerint ezek a vírusok a replikációjukat végző enzim alacsony fokú húségének,

lil,. az új vírus-nukleinsav molekula szintézise során fellépő templát váltásnak köszönhetik

vaiációjukat (Meyers et al., 1991). Az RNS polimeraz II-n túl a retrovírusok esetében a

ít.rrcűz transzkriptáz működése közben bekövetkező hibák is lT zzájár,ihatnak a fenti

folyamathoz.

Az újabb fertőzési ciklusok szintén növelik a vírusok variabilitását, ugyanis a

gaÁaszervezet immunrendszere által szelekciós nyomásnak vannak kitéve. Ez a variabilittís

diagnosztikai prob,lémákat is okozhat, hiszen kialakulhatnak olyan vírus-variánsok,

melyeknek éppen a PCR által megcélzott régiója szenved valamilyen mutációt, ami

lehetetlenné teszi az adott szakasz megsokszorozását. Eppen ezért mindegyik diagnosztikai

elra használt primernek és próbának időrőt időre ellenőrízni kell a specificitását és
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dnékenységét, és ha szükséges, új, akár degenerált(abb) oligonukleotidokat kell tervezni és

gintetizálni a korábbiak helyett.

4-3. A DIAGNOSZTIKAI PCR TERVEZESE

A diagnosztikus PCR tervezése során számos szempontot kell figyelembe venni. Ezek

bail az elsők között áll annak mérlegelése, hogy a technika bevezetése indokolt-e egy adott

kórokozó kimutatására, szembeál|itva az egyéb vizsgálómódszerek költségeivel. Bizonyos

§ekben persze a költség tényező háttérbe szorul, mint például a HIV{ kimutató, vagy

dlatorvosi szempontból a bejelentési kötelezettség alá tartozó fertőző betegségek

qmémelyike, ahol lényegesen javitja a diagnosúíkai munka hatékonyságát a PCR

bevezetése.

Indokolt a PCR hasznáIata olyan kórokozók kimutatására is, amelyeket nehéz, vagy

mtdkívül hosszú ideig tart izoLálni, vagy a hagyományos diagnosztikai módszerek kevésbé

Émékenyek ill. specifikusak. Ugyanakkor nagy segítséget jelent a PCR a könnyen izolálható

hhet alávetni.

Ha eldöntöttük, hogy az adott kórokozóra használni kívánjuk a PCR-I, a téma

rzakirodalmát kell alaposan áttanulmányozni. Napjainkra szinte az összes emberi és állati

Tmogénre dolgoztak vagy éppen dolgoznak ki PCR-I, ami nagyban segíti az űj fe|basználőt

ában, hogy a neqrkívanatos buktatókat lehetőség szerint csökkentse vagy elkerülje a

p,otokoll összeállítása során. '

Az adott kórokozó természetétől ftiggően eltérő specificitású PCR(ok) tervezhetők. Ha

rzigoruan egy fa.' egy szerotípusát, vagy akar egy genotípusát akarjuk kimutatni, aú.

regvalósíthatjuk a kórokozó genomjának variábilis régiójára tervezett (szero- vagy genotípus)
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specifikus PCR-ben. Minél konzervatívabb régióra tervezziik azonban a PCR-t, annál

általránosabb, rendszertanilag magasabb kategóriájú azonosításra nyílik lehetőség. Ez olyankor

hasznos, amikor a diagnózis felállításáhozmár elegendő, vagy ahhoz nagyban hozzájéxll,ha

meghatározhatő az adott kórokozó rendszertani hovataríoÁsa, s a pontos beazonosítás

fajspecifikus PCR-rel, RFLP-vel, Southern-blottolással, SSCP-vel, vagy a nukleotid-sorrend

meghatán ozásával elvég ezhető.

Mindkét megközelítéshez sztikség van az adott kórokozó(k) szekvenciájának legalább

részleges ismeretére, melyhez legkönnyebben a GenBank adatbéaisában ferhetiink hozzá, az

irodalomban közölt szekvenciák mellett természetesen. A GenBank-bőI szánmazó adatok azért

felelnek meg jobban a célnak, mert számítógéppel közvetlenül feldolgozhatők, ami a

primertervezés folyamatát gyorsítj a ill. könnyíti meg számottevően.

Miután kiválasáottuk a diagnosztikai szempontból legmegfelelőbb genomszakasá,

e|végezziJk a potenciális primerek analízisét a primerek kiválasúásánál, leírtak szerint

(kinetikai paraméterek, GC arány, stb.). Ezutan ismét a GenBank-hoz folyamodva le kell

ellenőrizni akiválasztoít, s Meddigiekben megfelelőnek talált fragment specificitását, vagyis

azt, hogy az eddigrendelkezésre álló szekvencia adatok szerint primerjeink csak azáltalunk

kívránt szekvenciát lszakasú. sokszorozzák meg. Ez a lépés feltétlentil szükséges a későbbi,

teves pozitív reakciók elkerüléséh ez, amíkevésbé szigoru reakció körülmények között még

Óban az esetben is bekövetkezhet, ha csak az egylk primer specificitása nem megfelelő

(Hiltunen et al., l994)."

Az ellenőrzéskedvező eredménye esetén a szintetikus úton előállított primereket először

üsztított cél-nukleinsavon célszerű kipróbálni, melyen meghatároáató a rendszer

erzékenysége, valamint beállítható az optimális Mg** koncentráció. Ezek elvégzése után lehet

klinikai mintákon tesztelni a PCR-I, melyek során a megfelelő tisáítási eljárás kidolgozása
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alapvető fontosságú (megbíáatóság. ismételhetőség, egyszerűség, költség). Az RNS vírusok

kimutatásához szükséges reverz transzkripció elvégzésére számos lehetőség nyílik: a vizsgálő

maga összeállíthatja az RT elegyet, de vannak előre összeállított, néha speciális célokat

szolgáló ún. RT-kitek, melyek között már olyan is van (lásd előbb), mely az RT-hez és a

PCR-hez is ugyanaá Megy enzimet használja.

Bármilyen lépésekből is állítjak össze a módszereket, azoknak standardizálhatónak kell

lenni. Ez aá jeleílti, hogy a bevált eljárás lépéseit kell mindig szigoruan követni annak

érdekében, hogy minimálisra csökkentsék a térben és/vagy időben egymástól elválasáva, de

ugyanazt a leírást követő reakciók feltételei közötti különbséget.

Végül érdemes ismételten hangsúlyozni, hogy a rendszer érzékenységét, specificitását

rendre ellenőrizni kell, ugyanakkor követni kell a vonatkozó irodalmat is, hogy az esetlegesen

felbukkanó új variánsokra időben és hatékonyan reagálni tudjunk PCR-rendszertink célszeni

módosításával, megőrizve így annak diagnosztikai értékét.
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5. KISERLETEK

5,1. Homológ DNS szekvenciák kimutatás a állati adenovírusokból polimerázláncreakció

felhasználásával

Megjelent: I" Kiss, Katalin Matiz, Annika Allard, G. Wadell és Má.ia Benkő (1996): Acta

Veterinaria Hungarica 44, 243-25|

BEVEZETÉS

A szarvasmarha (BAV) (Kurokawa et al., 1978; Belák et al.,1983; Hu et al., 1984b;

Benkő et al., 1988), sertés (PAV) (Garwes és Xuan, 1989; Benkő, t990; Kleiboeker et al.,

1993; Reddy et al., 1993, 1995; Tuboly et al., l9g5),és juh (oAV) (Benkő, 1990; Boyl e et a1.,

1994) adenovírusok különböző szerotipusai DNS-ének restrikciós enzimes (RE) vizsgálata

azt mutatta, hogY sem az említett állati adenovírusok között, sem közötttik és bármely humán

adenovírus (HAV) kÖzÖtt nincs szoros genetikai rokonság. Egyetlen kivétel a BAV_9,

melYnek RE mintázata nagyon hasonló a C csoportbatartozőHAV-okéhoz (Benkő, l990). A
HAV-ok, BAV-ok és PAV-ok Southern hibridizációban történt vizsgálata viszont

hasonlóságot mutatott ki a 3 csoport között, mely alól kivételt képeznek azonban a 2-es

alcsoPortba tartozó BAV-ok (a szerolőgiai és biotógiai tulajdonságaikban eltérő vírusok

csoPortja, Bartha, 1969), Ezek ugYanis sem a HAV-okkal sem az l-es alcsoportbeli BAV_
okkal nem mutattak homológiát (Benkő 1990; Benkő és Harrach, 1990), sőt, a BAV-7 például

inkább azegg droP sYndrome (EDS) vírussal - valamint a2l7-esjelzésű juh adenovírussal _

mutat szorosabb filogenefikai rokonságot (Hanach et al., 1997;Hanach és Benkő, in press).

A szarvasmarha adenovírusokról eddig rendelkezésre álló szekvencia adatok azt mutatják,

hogy u genomszerveződés, a legfontosabb gének (foként a késői mRNs-k génjei) mérete és

elhelyezkedése a genomban nagyon hasonló a más állati és a humán adenovírusokban

--
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találtakhoz (Hu et al., I984a; Mittal et al., 1992; E|gadi et al., 1993; Esford és Haj-Ahmad,

I994; Salmon és Haj-Ahmad, 1994).

A HAV-ok általános kimutatásara már korábban kidolgoáak egy PCR-t (Allard et al.,

1990). A reakcióban használt primerek (HexAA1885 és HexAA1913) a hexon fehérje Pl

doménjének B-banel formáló szakaszát kódoló szekvencia egy 301 bp hosszúságú d,arabját

fogiák közre (Roberts et al., 1986). Ez a szakaszarégiő legkonzervatívabb darabja, nukleotid-

sorrendje megegyezik az összes ismert HAV-ban. Ezze| a PCR-rel sikeresen mutatták ki a

mind a 6 szubgenust (A-F) reprezentáló 18 HAV szerotípust (Allard et al., 1990). A

szarvasmarha adenovírusokból rendelkezésre álló szekvencia adatok ismeretében a

primereket kissé módosítottuk, s megvizsgáltuk azok felhasználhatóságát az állati

adenovírusok kimutat ásár a.

ANYAG ps tvtÓlszpn

A felhasznált vírusok. A kísérletekben felhasznált vírusok megnevezése és felsorolása

az 1. táb|azatban látható. A BAV-ok prototípus törzseit Benkő (1990), a PAV-okét

Derbyshire (1989), az OAV-két Belak (1990) tekintette át a közelmúltban. A BAV-10

prototípus törzse mellett annak 4,Észak-Ítországból származő izolátumát (Adair et al., 1996)

is megvizsgáltuk.

I

l

l

i
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h-.
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l, táblánat A vizsgált vírustörzsek jelölése és referenciái.

Szerotípus Alcsoport Izolátum Referencia Ev

BAV-1 B-t0 Berkő et aI. 1988

BAV-2 l B-19 Benkő et al. 1 988

BAV-3 1 WBR-l Benkő et al. 1988

BAV-4 2 THT 162 Benkő et al. 1988

BAV-5 2 B4l65 Benkő et al. 1988

BAV-6 2 67II30 Benkő et al. 1 988

BAV-7 2 Fukuroi Benkő et al. 1 988

BAV-8 2 285 Benkő et al. 1 988

BAV-9 1 Softa-4l67 Benkő et al. 1 988

BAV-I0 1 Ruakura Horner et al. 1 989

BAV-I0 1 Belfast 1 Adair et al. I996

BAV-10 1 Belfast 2 Adair et al. I996

BAV-10 1 Belfast 3 Adair et al. I996

BAV-10 1 Belfast 4 Adair et al. I996

oAV_1 Sl Belák 1990

oAV-2 PX515 Belák 1990

oAV_3 PX611 Belak 1990

oAV-4 7769 Belák 1990

oAV-5 SAV Belák 1990

oAV-6" Wv419 Belák 1990

PAV-1 25R Derbyshire 1 989

PAV-3 661 8 Derbyshire 1 989

PAV-5 HNF70 Hirahara et al. 1990

A vírus-DNS előkészítése. A kísérletekhez fenollal kivont és alkohollal kicsapott vírus

DNS-ek 6-10 pg/ml koncentrációjú oldatát (agarőz gélen megbecsülve) i11. a vírusokkal

fertőzött szövettenyészetek durva lizátumát használtuk. A DNS kivonási ellarást már

korábban ismertettük (Benkő et a1., 1988), és a következők szerint végeáük: a sejtkarosító

hatás teljessé válása után a vírusokat többszöri fagyasztással felolvasztással (-20oC-ró1
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szobahőmérsékletre) szabadítottuk ki sejtekból. A sejttörmeléktől alacsony fordulatszímú

centrifugálással szabadultunk meg. A vírustartalmú felülúszót ultracentrifugán centrifugáltuk

(24 ezerlperc fordulatszámmal 1,5 óráig). Az üledóket az eredeti térfogat 1/100-1/500

részének megfelelő TE pufferben reszuszpendáltuk, ultrahanggal homogenizáltuk, majd

ultracentrifugában (az előző paraméterekkel) 0,3 tömegrészes szacltarőz oldat alá ülepítettük.

Az így nyert üledéket_2 ml TE puíferben vettük fel. Proteinase K-val történt emésztés után

agarőz gélelektroforézissel ellenőriztük a vírus DNS tisáaságát (egységes, háttér nétküli DNS

csík). A vírus-szuszp enziőt ezután2 ml térfogatban, 5 mg/ml SDS és 50 pglml Proteinase K

jelenlétében 37oC-on 4-16 órán át inkubáltuk. Ezután azonds térfogatú (TE pufferrel telített)

fenollal elegyítettük, majd a rétegeket 5 percig tartő, 3000 fordulat/perc sebességű

centrifugálással szétválasztottuk. A felső (DNS-tartalmú) vizes fazisí új csőbe tetttik, és a

fenolos kivonást kétszer megismételtük. A harmadik centrifugálás után a vizes fazíst

kloroform:izoamil-alkohol 24:1 arányí keverékével rááuk ki a teljes fehérjementesítés és a

fenolmaradék eltávolítása céljából. A vizes fénist újabb csőbe tettük és 0,1 rész3 M-os (pH

5,2) Na-acetát oldatot adtunk hozzá. Ezutána vírus-DNS-t 2,5-szeres térfogatnyi (rendszerint

5 ml) -20oC-os abszolút alkohol hozzáadásával kicsaptuk.70oÁ-os alkohollal való mosás és

szfuításután, a csapadék mennyiségétől fi,iggően 50-300 pl TE pufferrel oldottuk fel. A nyert

DNS-oldatok koncentrációját 1 pl DNS-oldat minigélen történt elektroforetikus futtatásával

határoztuk meg. A DNS-preparátumokat 5 pl/ml kloroform hozzáadása után akár évekig is

trárolni lehet +4oC-on, károsodás nélkül.

A vírussal kémcsövekben fertőzött szövetekkel a következőképpen jártunk el: a
c

maximális citdpatogén hatás kialakulásakor a csöveket kétszer \efagyasztottuk -20oc-ra és

felolvasztottuk szobahőmérsékletre, majd minden csőből 0,5 ml-nyi, sejttörmeléket

ártalmazó tápfolyadékot l0 percig forraltunk. Ezután az oldatot 5 percig centrifugáltuk
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mikrocentrifugában, maximális fordulatszámon. A felülúszó 1 pl-ét használtuk a PCR-hez.

Negatív kontrollként fertőzetlen MDBK sejtek szolgáltak, melyeket szintén a leírt módon

kezeltünk. A pAV-5 DNS-ét dr. Tuboly Tamás bocsátotta a rendelkezésünkre.

Primerek. A HAV-ok kimutatásara tervezett, 25 nukleotid hosszúságú, HexAA1885

jelölésű ,,bal", és a23 nukleotidból álló, HexAAl913 jelölésű "jobb" primerek szekvenciáját

a Z. táb|énat tarta|mazza. A BAV-3 hexongénje szekvenciájanak ismeretében (Hu et al.,

1984a), valamint a BAV-4 AT gazdag kódolási stratégiája alapján (Benkő és Harrach,1994)

módosítottuk a primerek szekvenciájátilgy, hogy a bal primer 7. és 13., valamint a jobb

primer 5., 6., 7., és 22. nukleotidjanak a 2. táb|áuatban rész|etezelt ménékű degenerációt

engedélyeztünk a szintézisiik során. A bal primer esetében így négyszeres, a jobb primer

esetében pedig tizenhatszoros degenerációt értünk el, ugyanakkor a kódolt aminosavak

változatlanok maradtak egy kivétellel, a jobb primer 5' végén, ahol egyébként a BAV-3 és a

HAV-ok is különböző aminosavakattarta|maz,nak (Toogood et al., 1988). A primereket Gene

Assembler Special automatán (Pharmacia LKB) szintetizáltuk.

Z.táb|ázat A PCR primerek szekvenciája

A H""AAl8ss e, HexAA1913 primerek az eredetileg a humán adenovírusok kimutatására

tervezett oligonukleotidok, a HexAdB és HexAdJ pedig az általunk módosított (B:bal ill.

J:jobb) p;imerek. Lz a|áhűzott betűk jelölik azokat a nukleotidokat, ahol a degeneráltságot

előidéztük, az a|ternativan beépüló nukleotidokat pedig a primer szekvenciák alatt tÜntettÜk

fel.

i

Primer szekvencia Amplikon hossza
(bp)

HexAA1885 5, GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 3, 301

HexAdB 5, GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 3,

A C
30l

HexAAl913 5, CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 3, 301

HexAdJ 5, CAGCACGCCGCGGATGTCAAA§T 3,

GTA A
30l
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Polimeráz láncreakció. A PCR-t 50 pl reakcióelegyben végeái,ik, mely 5 pl+

tarta|mazott a következó összetételű, lO-szeres koncentrációjú pufferből: 500 mM KCl, 15

mM MgCl2, és 100 mM Tris-HCl, pH 9,0, valamint 50 pmolt mindkét primerből, l U Taq

polimeráá, 300 pM-t mindegyik dNTP-ből (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia LKB),

és 1-5 pl-t a vírus DNS oldatából. A reakcióelegyet desáillált vizzel egészítettiik ki 50 pl-re,

Pozitív külső kontrollként HAV-2 genomi DNS-t használtunk, negatív kontrollként pedig

fertőzetlen MDBK §ejtek lizátuma szolgált.

A DNS sokszorozást két automatában végeátik: az egylk egy DNA Thermal Cycler,

(Perkin Elmer Cetus), amellyel a Debreceni Áilategészségügyi Intézetben, a másik egy PDR

9l DNA reproducer (BLS Ltd., Hungary) gép volt, mellyel az MTA Állatorvostudományi

Kutatóintézetében hajtottuk végre a reakciókat, a következő lépések szerint:

" A 2. alcsoportba hrtoző BAV-ok vizsgálatai során alacsonyabb, 45oC-os annealing

hőmérsékletet is tesáelttink.

A PCR termékek kimutatása. A reakció befejezésekor 8 pl mintát futtatttrnk l,SoZ-os

agaróz gélen (SeaKem), 0.5 pg/ml etidium-bromidot tartalmaző TBE pufferben, 110 V

feszültséggel 45 percig. Molekulatömeg standardként Psl I restrikciós enzimmel emésáett }"

fág DNS-t használtunk (Fermentas, Lithuania). A géleket ezután 302 nm-es UV fénnyel

megvilágítva értékeltük, ill. fenyképeztük, Polaroid 665 éslvagy 667 filmeket használva.

ciklus száma Denaturáció Annealing polimerizáció

l 94oC l0 perc 55"C 30 mp 72"C 30 mp

2-34. 94"C 30 mp 55"C 30 mp 72"C 30 mp

35. 94oC 30 mp 55oC 30 mp 72oC 5 perc
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Az 55oC-os annealing hőmérséklet alkalmazásával elvégzett PCR-ek termékeit

tarta|maző agarőz gé|eket az l. és a 2. ábra tarta|mazza. Ahogy az jől látható, a véLít kb. 300

bp-os DNS fragmentet sikerült megsokszorozni az összes vizsgált adenovírusból. A csíkok

eltérő intenzitása aría utal azonban, hogy a megsokszorozott szakaszok mennyisége

különbözik vírusonként. Ez legkifejezettebben a 2. alcsoportba tartoző BAV-ok esetében

figyelhető meg, ahol általában jóval kisebb a keletkezett termékek mennyisége (1. ábra).

Hasonlóan gyengébb intenzitású csíkok figyelhetők meg a durva sejtlizátumok PCR-je uüán is

(2. ábra,2. és3. oszlopok).
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L 2 3 4 5 6 7 8 9 1011u1314§1617

339 bP -)
26,1 bp -r

]. ábra. A külörrböző szarvasmarha adenovírusok HexAdB és HexAdJ primerek felhaszrrálásával

sokszorosított PCR-termékeinek gélelektroforézis képe. A számokkal jelölt oszlopokbarr a következő

mirrták pcR termékeit ftrttattuk:

l: Molekulatömeg starrdard: I fág DNS Pstl-gyel emésztve; 2: BAV-I DNS;3: BAV-2 DNS;4:

BAV-3 DNS; 5: BAV-9-cel fertózött szövettenyészet lizátuma; 6: BAV-4-gyel fertőzött

szövettenyészet lizáturna; 7: BAV-5-tel feftőzött szövettenyészet|izátuma; 8: BAV-6 DNS; 9: BAV-7

DNS; 10: BAV-8 DNS; ll: a BAV-10 prototípus törzsével (Ruakura tőrzs)feftőzött szövetterryészet

Iizátuma 12-15: a BAV-l0 különböző izoláturnainak DNS-e, a következő sorrendben: Belfast-3,

Belfast-2, Belfast-4, és Belfast-1; l6: Pozitív kontroll: HAV-5 DNS; 17: Negatív kontroll: fertőzetlen

MDBK sejtek lizátuma,

L 2 3 4 5 6 7 8 91011 12í}

339 bp ->
264 bp +

2. ábra. A serlés- és _iuh adenovírr-tsok PCR terrnékeirrek gélelektroforézis képe. l : Molekulatörneg

standard: i, fág DNS Pstl-gyel emésztve; 2: OAY-6 DNS; 3: OAV-6-tal fertőzött szövettenyészet

lizátunla; 4:OAV-S-tel ferlőzöttszövettenyészetlizátuma;5: OAV-l DNS;6: OAV-2DNS;7: OAV-

]-nral fertőzött szövettenyészet lizátuna B: OAV-4-gyel fertőzött szövettenyészet lizátutna; 9: PAV-

5{el fertózött 5zövettenyészet lizáturna; l0: PAV-l DNS; ll: PAV-3 DNS, l2 Pozitív korrtloll.

HAV-5 DNS; l3: Negatív kontroll: l'erlőzetlerr MDBK sejtek lizáturna.
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MEGBESZELES

A különböző mikroorganizmusok kimutatására modern molekuláris biológiai

technikákat alkalmaznak napjainkban, mint a DNS hibridizáció, restrikciós fragment hossz

polimorfizmus vizsgálatok, vagy a DNS in vllro megsokszorozása PCR-el, Kísérleteinkben a

PCR alkalmazhatőságát vizsgáltuk meg különféle szarvasmarha, juh és sertés adenovírusok

kimutathatóságára. Ezek közül néhányat már vizsgáltak korábbi szeruők, egy eredetileg a

humán adenovírusok kimutatására tervezett primer pár segítségével (Allard, 1990; Benkő

1990), és a módszert alkalmasnak találták bizonyos állati adenovírusok megfelelő

genomszakaszának megsokszorozására is. Eredményeiket Southern hibridizáciőval erősítették

meg (Benkő, 1990). Azonban már az említett szerzők is megfigyelték, hogy a 2-es

alcsoportba tartoző BAV-ok esetében a sokszorozás hatékonysága alacsonyabb, mint amit a

többi állati adenovírusnál tapasáaltak. A PCR termékek mennyiségét ezekben az esetekben

némileg növelni tudták a primerek hibridizációs hőmérsékletének 45oC-ra csökkentésével

(Benkő, 1990).

A hozzáférhetővé vált állati adenovírus-szekvenciák ismeretében (Hu et al., I984a;

Benkő és Harrach, |g94) szükség volt a humán adenovírusokra tervezett primerek

módosítására abból a célból, hogy felhasználhatók legyenek az állati adenovírusok

kimutatásara is. A módosított (tulajdonképpen degeneráIttá tett) primerek alkalmazásával a

pozitív standardként használt HAV-2-ből szintetizált, kb. 300 bp hosszúságú szakasá sikerült

nyerni a PCR során a ktilönböző sertés, juh, és az l-es alcsoportba taríoző szarvasmarha

adenovírusokból is. A 2-es alcsoportba tartozó BAV-ok esetében még mindig kisebb

mennyiségú reakcióterméket észleltünk a gélelektroforézis során (l. ábra), de ez már több

volt, mintaz eredeti primerekkel észlelt mennyiségek (Benkő, l990).
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KÍsérleteink további bizonyítékát szolgáltatták a különféle állati adenovírusok

hexongénjében található erősen konzervatív szakaszok meglétének. Ez a megfigyelés jól

felhasználhatő a fizikális térképek készítésénél a klónok iranyultságának meghatározásáná|,

mivel egy adott fragment gyorsan tesztelhető PCR-el a konzervatív hexondarab jelenlétére.

SŐt, a leírt PCR protokoll alkalmas lehet filogenetikai tanulmányok végzésére is, a

megsokszorozott szakasz rövidsége ellenére, mivel a számitőgépes programok lehetővé teszik

akar rövidebb aminosav vagy nukleotid szekvencia esetén is az összehasonlítás elvégzését, lra

az említetf 'szakaszok ugyanarról a genomi régióról származnak (Bailey és Mautner, 1994),

Ugyanakkor az is Ígaz, hogy a pontosabb vizsgálatok elvégzésébez nagyobb nukleinsav-

szakaszta, következésképpen más primerekre lenne sziikség.

Módszerünk gyakorlati haszna az, hogy alkalmazásával lehetőség nyílik a nehezen

izolálhatő, tenyésáhető adenovírusok kimutatására. A technikával észlelhető vírusok felölelik

az összes ma ismert szarvasmarha adenovírust, beleértve a nemrégiben leírt, s önálló kórképet

okozó és valószínúleg új alcsoportba taroző BAV-l0-et is (Benkő et a1., 1995; Matiz, 1997;

Matiz et al., submitted), valamint juh, ill. sertés adenovírus törzseket is, s a legfrissebb adatok

szerint macskából is sikerült a leirt primerekkel adenovírus specifikus szekvenciákat

ftilerősíteni (Lakatos et al., 1991). A módszer rutindiagnosáikai bevezetéséhez számos

klinikai minta vizsgálataszükséges még, lehetöség szerint minél egyszenibb, de ugyanakkor

megbíáató és reprodukálható mintafeltarás alkalmazásával.

El kell ismerni azonban, hogy mind a már említett filogenetikai vizsgálatok

elvégzésére, mind pedig egy adott vírus azonosítására nagyobb eséllyel vállalkozhatunk egy

hosszabb, 500-1000 bp hosszúságú PCR termékből kiindulva.
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5.2. A kutYak fertőző májgyulladása: a kutya l-es típusú adenovírusának kimutatása

polimeráz láncreakcióval

Megielent: I. Kiss, Katalin Matiz, E. Bajmócy, M. Rusvai és B. Hanach (1996): Acta

Veterinaria Hungarica 44, 253-258

BEVEZETES

A kutya l-es típusú adenovírusa (CAV-I), a kutya fertőző májgyulladásának (Rubarth-

féle betegség) kórokozója heveny lezajlásű, súlyos betegséget idéz ető kutyákban és egyéb

húsevőkben. A 2 évesnél idősebb kutyák között csak sporadikusan figyelhető meg elhullás a

betegség követkeáében, a fél évesnél fiatalabb állatok megbetegedése azonban többnyire

halállal végződik. A kiterjedten alkalmazott vakcinánásnak köszönhetően a Rubarth-kór ma

már csak ritkán észlelhető.

Noha a betegség követkeáében fellépő klinikai ti,inetek és kórbonctani elváltozások

jellemzőek (Kelly 1993), a specifikus diagnózis felállításához sziikség van a vírus (vagy

vírusantigének) kimutatáséraa szövetekben. A CAV-I általában kutya-, sertés, és nyércvese-

szÖvettenyészetekben történő izolálása eléggé nehézkes, gyakran több vakpasszázsra van

sziikség a vírusra jellemző citopatogén hatás megielenéséig (Szent-Ivrányi és Mészáros, 1985).

kísérleteinkben a pcR-t alkalmaauk, mint a vírusizolálás alternativ módszerét,

lehetővé téve így a diagnózis gyors és specifikus felállítását.
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Esetleírás, klinikai tünetek ]. eset.1995 tavaszén egy négy hónapos kaukázusi juhász

eb hulláját hozták kórbonctani vizsgálatra a Debreceni Állategészségügyi Intézetbe. A kölyök

korábban csak a kutya 2-es típusú parvovírusa és szopornyica ellen volt vakcinázva. Az

elhullás előtt2 nappal azállat hányt, magas lázavo|t, és kifejezett hastájéki fajdalmat jelzett;

a harmadik nap reggelén elhullva találüík.

KÓrbonctani és kórszövettani vizsgálatolc A kórbonctani, és a máj hematoxilin-eozinnal

festett szÖvettani metszeteinek mikroszkópos vizsgálatát a Debreceni Állategészségügyi

Intézet Emlőskórbonctani Osáályán végeztük. A májból a későbbi PCR vizsgálatokhoz

szervmintákat helyezttink el -20oC-on.

2. eset. Egy hasonló esetet regisáráltak az Országos Állategészségügyi Intézetben,

l992-ben. Az elhullott kutya májából szervmintát juttattak az A\Iatowostudományi Egyetem

Járvanytani és Mikrobiológiai Tanszékére, ahol MDCK sejtvonalon adenovírust ízoláItak

abból. A vírusneutralizációs próbában (melyhez a hiperimmun szérumot L. E. Carmichael

professzor bocsátotta a rendelkezésre) a vírus CAV-l-nek bizonyult. A szervmintákat

továbbra is megőriaék -20oC-on, melyeket a későbbiek során pozitiv kontrollként

használtunk.

Minta-előkészítés. A vírus DNS feltárását kétfele módszerrel végeztük. Az elsőben (A

módszer) lényegében egy standard DNS tisztítást végeztünk el, aminek során először

Proteinase K-val emésztetttik a PBS-el 1:10 arányban homogenizáIt szervmintákat, majd

fenol/kloroformos kivonást és alkoholos kicsapást végeáünk (Benkő, 1990). A masik, (B)

eljárás során a következő, egyszerű tisáítási lépéseket végeáük: kb. egy gramm májszövetet

1;10 arányban homogenizáltunk PBS-ben, majd háromszor lefagyasztottuk és felolvasztottuk

(-20oC-ra, ill. szobahőmérsékletre), Ezután 10 percig forraltuk a mintákat. Az lty módon

4,|
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roncsolt elegYet 1-1 ml-es adagokban Eppendorf csövekbe töltöttük, és maximális

fordulatszímon 5 percig centrifugáltuk mikrocentrifugában. A kapott felülúszók 2 pl_ét

használfuk mintaként a PCR-ben.

Kontrollok. HAV-S tisztított DNS-éI használtuk külsó pozitív kontrollként, míg negatív

kontrollként fertőzetlen kutyából származő, s a fentiek szerint feltárt májminta szolgált.

Primerek. A kísérletekben használt primerek (HexAdB és HexAdJ) szekven ciáját

korábban leírtuk (Kiss et al.,I996a), A primereket Gene Assembler Special (pharmacia LKB)

oligonukleotid szintetiáló berendezésen szintetizáltuk.

Polimeráz lóncreakciÓ. A PCR-t 50 pl reakcióelegyben végeáiik, mely 5 pl-t

tartalmazott a következő összetételű, lO-szeres koncentrációjú pufferből: 500 mM KCl, 15

mM MgCl2, és 100 mM Tris-HCl, pH 9.0, valamint 50 pmolt mindkét primerből, l TJ Taq

Polimeriizt, 300 pM-t mindegyik dNTP-ből (dATP, dCTP, dGTP, és dTTp; pharmacia LKB),

és 2 trtl-t a vírus DNS oldatából. A reakcióelegyet desztill ált vízzel egészítetrük ki 50 pl-re. A

DNS sokszorozást DNA Thermal Cycler, (Perkin Elmer Cetus) automatában végeztiik, a

következő lépések szerint:

A PCR termékek kimutatása. A reakció befejezésekor 8 pI mintát futtattunk 1.5%o-os

Barőz gélen (SeaKem), 0.5 pg/ml etidium-bromidot tartalmaző TBE pufferben, 1l0 V

ftsztiltséggel 45 Percig. Molekulatömeg standardként pst I restrikciós enzimmel emésáett }"

fig DNS-t használtunk (Fermentas, Litvánia). A géleket ezután 302 nm-es UV fennyel

megvilágítva értékelttik, ill. fenyképeztük, Polaroid 665 éslvagy 6ó7 filmeket használva.

55"C 30 mp

94'C 30 rnp 55"C 30 mp

94"C 30 mp 55"C 30 mp
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EREDMENYEK

KÓrbonctani és kórszövettani vizsgálatok. A kaukiizusi juhászkutya boncolásakor a

hasüregben meg§zaporodott vörhenyes folyadékot találtunk, a savóshártyákon enyhe fokú

sárgaság és petechiális vérzések voltak megfigyelhetők. A máj megnagyobbodott, merev,

törékeny volt. Az epehólyag fala ödémásan megvastagodott. A máj szövettani vizsgá|ata a

májsejtek elfajulását ill. elhalását mutatta, néhol véres beszűrődésekkel. A parenchymasejtek

egy részében a CAV-I jelenlétére utaló nagy, acidofil magzárványokat figyelttink meg. A 2.

esetben vizsgált kutyahullában az elsóhöz hasonló elváltozásokat észlelttink.

PCR. Az l. ábra apozitív kontrollok (HAV-S DNS és a 2. eset mintája) PCR termékeit

tartalmaző géleket mutatja. Látható, hogy a CAV-l-ből valamivel kevesebb PCR termék

képződött, mint a HAV-s-ből. Ettől eltekintve az is világosan megállapithatő, hogy a két pCR

termék méretében megfelel egymásnak.

A 2. ábra a szerv-dörzsölékekbőI e|végzett PCR eredményeit mutatja. Az ebben az

esetben alkalmazott egyszerűbb DNS feltárási eljárást (B eljárás) megfelelő hatékonyságúnak

találtuk a PCR elvégzéséhez. Ahogy az első ábrán latható (6. és 7. oszlop), csak kis különbség

észlelhető a PCR termékeket reprezentáló csíkok intenzitása között, ugyanannak a mintának

kétféle eljarással történt feltárása és PCR-e után. Nyilvánvaló, hogy a hagyományos eljarással

kivont minta "tisáa" DNS koncentrációja magasabb az egyszerűbb protokoltéhoz hasonlítva.

Ez a minta azonban nagy mennyiségben tartaLmazhat kontamináló genomi DNS-t is, melynek

a PCR-I zavaró hatása miatt a tisáább DNS-ből származó előny nem használhatő ki teljes

mértékben a minta megfelelő hígítása nélkül.

l
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12 3 4 5 6 7 8 910

l. ábra. Különböző módon előkezelt minták PCR termékeittarta|mazó agarőz gélelektroforézis

eredménye. A számokkaljelölt oszlopokban a következő minták PCR termékeit futtattuk:

l: Molekulatömeg standard: fu fág DNS Pstl-gyel emésztve;2 és 10: Pozitív kontroll: HAV-5

DNS; 3-5: Az izolált CAV-I harmadik passzázsábóI származő szövettenyészet felülúsző, a B
eljárással (lásd a szövegben, 3, oszlop), ill. az A eljárással (lásd a szövegben, 4. és 5. oszlop) feltárva.

A 4. oszlop a reakció előtt l00-szorosára hígított minta PCR termékét tartalmazza;6-8 a 2. esetből

származő állatmájának lromogenizátuma, a B eljárás (6. oszlop), ill, az A eljárás (7-8) szerirrt feltárva.

8: ugyanaz, mint a 7. oszlop, de a mintát 10O-szorosára lrígítottuk a PCR{ rnegelőzően; 9: Negatív

kontroll: egészséges kutya májának homogenizáíuma, a B eljárással feltárva.

lE8Bg=

2. ábra. A B eljárással feltán szövet-homogenizátumokból kapott PCR termékek

gé le l ektroforézisének eredménye, 1, _5 
o/o-os agar óz gé l ben.

1: Molekulatömeg standard: I fág DNS PstI-gyel emésztve; 2: Külső pozitív korrtroIl: HAV-5

DNS; 3: Specifikus külső pozitív kontroll: a 2. esetból származő, B eljárással feltárt szövet-

hornogenizátum; 4: az l. esetből származő, B eljárással feltárt szövet-homogerrizátum; 5: Negatív

kontroll: egészséges kutya rnájáből szárnaző, B eljárással feltárt szövet-lromoger-rizátum.
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MEGBESZÉIPS

A közelmúltban kidolgozott polimerátz láncreakció (PCR) egy in vitro módszer

meghatározott DNS-szakaszok enzimatikus felszaporítására, két, a megsokszorozandó

szakasztközrefogó specifikus oligonukleotid primer segítségóvel (Saiki l989). A módszer

nagy népszeniségre tett szert a biológia számos területén, az alapkutatástól a

rutindiagnosztikai felhasználásig. A fejlettebb országokban a PCR mára már szeryes része lett

a humán medicinának, és térhódítása egyre nő az állatorvosi diagnosáikában is (Belak és

Ballagi-Pordány, 1993). A technika természetéből fakadő kockérzati tényezők megfelelő

kiküszöbölésével a PCR nagy segítséget jelenthet olyan kórokozók gyors és specifikus

kimutatásában és azonosításában, melyeket egyébként nebézvagy hosszadalmas izolálni.

Kísérleteinkben a CAV-I klinikai mintakból történő kimutatására vizsgáltuk meg a PCR

alkalmaáatóságát. A reakciók során felhasznált primereket eredetileg a humán adenovírusok

kimutatására terveáék (Allard et al., 1990), majd némileg módosítva azokat különböző

szarvasmarha, sertés, és juh adenovírusok hexongén szekvenciáinak ftilerősítésére

alkalmaaák (Kiss, et al., I996a). Kísérleteink során bebizonyosodott, hogy a módosított

primerek sikenel alkalmazhatók a CAV-1 kimutatására is, akar szövettenyészet felülúszóból,

akár szervmintakból.

A PCR egyszerűségével és gyorsaságával nyújt előnyöket a hagyományos

vírusizolálással szemben (Kiss et al., 1997). A CAV-I és CAV-2 genomrészleteinek

szövettenyészet felülúszóból történt sikeres folerősítéséről mindenfajta kémiai előkezelés

nélkül már beszámoltak (Harasawa et al., 1994). Szerv-homogenizátumokat vizsgálva mi

szintén úgy találtuk, hogy egy egyszerű fizikai feltárás is megfelelő a CAV-I PCR-el történő

kimutatásához. Annál is inkább, mert a vírus DNS-t "kísérő", a gazdaszervezetből származő
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genomi DNS túl magas koncentrációja akadályoáatja a PCR-t (2. ábra, G és H oszlop).

Hozzá kell tenni ugYanakkor, hogy kísérleteink nem céloáák a reakció kvantitatív értékelését.

A kiterjedt vakcinázás miatt a kutya fertőző májgyulladása meglehetősen ritka

manaPság MagYarországon. Következésképpen kevés az elhullással járó esetek száma is. A

kísérletek lefolytatása közben mintákat kaptunk egy a fertőző májgyulladás gyanújával

elhullott kutYa májából is. Így még az eb-hulla intézetbe szíllításának napjan negatív pCR

eredménYt kÖzÖltiink a patológusokkal, amelyet a következő napon kiértékelt kórszövettani

vizsgálatok is megerősítettek, jelemén, hogy a makroszkóposan megállapított

májgYulladásnak egyéb, nem adenovírusos eredetű oka volt. Úgy gondoljuk ezért, hogy a leírt

PCR Protokoll hasmos lehet az adenovírusok jelenlétének, oktani szerepének kizárásában is

adott esetben.
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5.3. Baromfira patogén mycoplasmák kimutatása és azonosítása polimeráz láncreakcióval és

restrikciós fragment hossz polimorfizmus vizsgálattal

Megielent: Kiss, I., Matiz, K., Kaszanyitzky ,E., Chávez, Y., and K.-E., Johansson (1997):

Detection and identification of avian pathogen mycoplasmas by polymerase chain reaction

and restriction fragment length polymorphism assay. Veterinary Microbiology 58, 23-30.

BEVEZETÉS

A mycoplasmák jelentős gazdasági vesáeségeket okoznak a baromfitenyésáésben. A

mycoplasma fertőzéseket általában szerológiai vizsgálatokkal diagnosáizáljék, melyek során

gyakran tapasztalhatók a különböző mycoplasma fajok közötti keresáreakciók ill. nem

specifikus reakciók. Sőt, vannak olyan mycoplasmák, mint például a M. iowae, mely nagyfokú

heterogenitása és az áItala kiváltott gyenge immrrnválasz miatt igen nehéz megbíáató

szerológiai próbát alkalmazni azá|tala okozott fertőzések kiderítésére (Jefferey et al., 1995).

A szerológiai eredmények megerősítésére ilI, igazolására gyakran megkísérlik mycoplasmák

kitenyésáését is. Az ún. növekedésgátlasi próba (ami a mycoplasma azonositás hagyományos

eszköze) kivitelezése viszont rendkívül hosszadalmas, és sikerét gyakran veszélyezteti

bakteriális vagy gombás kontamináció. A legnagyobb akadálya azonban a növekedésgátlási

próbáknak a magas titeni, monospecifikus szérumok nehéz hozzáférhetősége. Vannak ugyan

referens laborok, ahol előállítanak ilyen szérumokat, de kereskedelmi forgalomba ezekből

nagyon kevés kerül (Avakian et al., l988, Fan et al., 1995).

Az izolátumok azonosítására ezérí szátmos egyéb módszert vezettek be az elmúlt két

évtizedben, mint például az ecetsav-urea poliakrilamid gélelektroforézist (Rhoades et al.,

1974), SDS-PAGE (Khan et al., 1987), Western-blottolast (Thomas és Sharp, 1988),

különböző ELISA rendszereket (Thomas és Sharp, 1988, Stipkovits et a|,,1993, Kaszanyitzky

et al., |994), immunfluoreszcenciás vizsgálatokat (Talkington és Kleven, 1983), a
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membránfehérjék monoklonális ellenanyagokkal történő analizisét (Czifra et al,, 1993) és IgG

receptor,kimutatást (Lauerman et al., 1993b). Minthogy ezek a módszerek azonban a fehérjék

felől próbálták meg az azonosítást, még mindig igen munka- és időigényesek voltak.

Napjainkban viszont a gyorsan fejlődő molekuláris biológiai eszközöket alka|mazzák, melyek

kellóen gyorsan, ugyanakkor specifikusan azonosítják (többek között) a mycoplasmákat is,

nem egyszer addig nem ismert adatokat szolgáltatva róluk. Ezek a vizsgálatok eleinte a

mycoplasmák teljes genomi DNS-ének restrikciós enzimekkel történő analízisét jelentették

(Kleven et al., 1988, Ley és Avakian ,l992),később azonban a 165 riboszómális RNS-I, majd

annak génjét célozték meg, egyrésa DNS próbákat hasmáló hibridiációs kísérletekben

(Yogev et al., 1988, Fernández et al., 1993, Johansson, 1993), majd PCR-el. A PCR során

alkalmaáak faj-specifikus primereket (Jefferey et al., 1995) valamint genus-specifikus

primereket is (Van Kuppeveld et al., 1992), ez utóbbit több esetben kombináltak ttFl.P-vel

(Ros Bascuüana et al., 1994, Fan et a1., 1995, Garcia et al., 1995). Legújabban pedig a

tetszőlegesen megválasztott primereket haszráló PCR (Arbitrarily Primed PCR, AP-PCR)

alkalmazása terjedt el mind a mycoplasmák, mind szímos más mikroorganizmus

ujjlenyomatszerű azonosításara (Geary et a1., 1994, Boerlin et al., 1995).

Vizsgálatainkban mi a PCR-t alkalmaáuk a 4 legfontosabb madar-patogén mycoplasma

kimutaiásrira és azonos ííására: a M. gallisepticumesetében egy faj specifikus primer párt, a M.

iowae, M. meleagridis, és a M. synoviae esetében pedig egy általanos, a mycoplasmák jelentős

btny adát kimutatni kép e s pri mer p árt használtunk.
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Mycoplasma tenyésztés és minta-előhiszítés. A Mycoplasma gallisepticum, M. iowae,

M. meleagridis, és M. synoviae referens törzsei rendelkezésre álltak a Svéd Nemzeti

Állategészségügyi Intézetben (Uppsala, Svédország). A klinikai esetekből izo|ált

mycoplasmák a Debreceni Állategészségügyi Irftézet gyűjteményéből, vagy friss esetekböl

származtak A mycoplasmák tenyésztését a már leírtak szerint végeáük (Frey et al., 1968;

Jordan, 1983; Kaszanyitzky et al., 1994). A növekedésgátlási próbát Clyde, Jr. (1983) utan

végeztük, melyhez a londoni Central Public Health Laboratory-ból szereztiik be a sziikséges

pozitív savókat. AzizoláIt és azonosított mycoplasmák levestenyészeteit -2OoC-on tároltuk, és

a későbbiek során ezekből a levesekből adtunk 1 pl-t a PCR-hez.

Megvizsgáltuk annak a lehetőségét is, hogy a kórokozó előzetes izolálása nélkül is

sikerülhet-e specifikus eredményhez jutni. Ezért 6 olyan állomanyból gyűjtöttünk mintákat,

melyek szerológiailag korábban mycoplasmrikkal fertőzöttnek bizonyultak (M. gallisepticum l

állomány, M. meleagridis 3 állomány, M. synoviae 2 állomany). A szerológiai eredményeket a

tenyésáési-növekedésgátlási próbák eredménye i igazolták.

Kipróbáltuk a PCR-RFLP rendszer alkalmaáatóságát 11 újabb jarvány adatainak

feldolgoása során is úgy, hogy parhuzamosan elvégezfiik a hagyományos vizsgálatokat is. Ez

utóbbi esetekben a mintákat Ley et al. (1992) és Jefferey et al. (1995) szerint gyűjtötttik, a

következő módon: steril tamponnal mintákat vettünk a légcsőbő|, a légzsálkok faláról és a

pericardiumtől, a tüdőből és az agyvelőből pedig homogenizátumot készítettünk a boncolás

után. A tamponokból és a homogenizátumokból Frey levest és agart oltottunk. A

leveskultúrák 1 ml-ét 12,000 g-n centrifugáltuk 5 percig. A felülúszót elöntöttük, s az üledéket

50 pl steril vízben reszuszpendáltuk, majd ebből használtunk 1 pl-t a PCR-hez. A beoltott
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táptalajokat 37oC-on inkubáltuk. A levesekből naponta vettünk mintát PCR-hez, az agarokat

szintén naponta vizsgáltuk mycoplasma kolóniák jelenlétére.

Primer tervezés. A van Kuppeveld et al. (1992) által tervezett "általános" primereket

Heleen Gerritsma (Department of Virology, Leiden University, Leiden, Holland) bocsátotta

rendelkezésünkre. A GP0-3 jelzésű primer szekvenciája a következő volt: S'-GGG AGC

AAA CAG GAT TAG ATA CCC T-3', az MGSO jelzésű primer szekvenciája pedig: S'-TGC

ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3' volt. A M. gallisepticum kimutatásara ill.

kizárására faj-specifikus primer párt használtunk, melyek közül az"e|őre haladó" (forward)

primer szekvenciája S'-AAC ACC AGA GGC GAA GGC GAG G-3', míg a "visszafelé

haladó" (reverse) primer szekvenciája S'-ACG GAT TTG CAA CTG TTT GTA TTG G-3'

volt.

A kísérletek elvégzése elótt (mivel a primerek először kerültek kipróbálásra madár

mycoplasmák kimutatására) egy szekvencia kezelő szoftver segítségével (Primer Designer-

Version 2.0; Scientific and Educational Software, State Line, Pa., USA) megvizsgáltuk a

primerek illeszkedését a 4 mycoplasma faj GénBankban közölt szekvenciáira.

Polimeráz láncreakció. A PCR-t 50 pl reakcióelegyben végeáiik, mely 5 pl-t

tarta|mazott a következő összetételű, lO-szeres koncentrációjú pufferből: 500 mM KCl, 15

mM MgCl2, és l00 mM Tris-HCl, pH 9,0, valamint2,5-2,5 p,I-taz általános mycoplasma

primerekből (60 ng/pl), ill. 1-1 pl-t a M. gallisepticum specifikus primerekből (35 pmol/pl),

0,2 p"I-t(l U) a Tag DNS polimerázból, 300 pM-t mindegyik dNTP-ből (dATP, dCTP, dGTP,

és dTTP; Pharmacia LKB), és 1 pl-t a mycoplasma levestenyészetekből. A reakcióelegyet

desztillált vízze| egészítettük ki 50 pl-re. A DNS sokszorozást DNA Thermal Cycler, (Perkin

Elmer Cetus) automatában végeztük, az adenovírusoknál leírt lépések szerint.
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A PCR termékek kimutatása. A PCR termékek kimutatása és az eredmények

dokumentálása szintén az ad,enovirusoknál leírtak szerint történt, annyi eltéréssel, hogy ebben

az esetben 100 bp-os DNS létrát lrasználtunk molekulatömeg standardként (Gibco BRL,

Gaithersburg, MD, USA),

RFLP analízis, A mycoplasmák l6S rRNS-einek szekvenciáját a GénBank

adatbázisából nyertük (Weisburg et al., 1989, Grau et al., 1991, Scamrov és Beabealashvilli,

1991, Pettersson et al.,1994). A restrikciós helyek megkeresését a fentebb említett szoftverrel

végeáiik el. A kapott adatok alapján két restrikciós enzim tűnt megfelelőnek az általénos

primerek felhasznáIásával nyert átlagosan 270bp hossá PCR termékek megkülönböztetésére,

a BamHI és az RsaL A restrikciós enzimes emésáéseketahasználati utasítás szerint végeátik

(New England Biolabs, Beverly, Mass. U.S.A.). Emésztés után a teljes reakcióelegyet

megfuttafiuk 2oÁ-os, 0,5 , pg/ml etidium-bromidot tartaLmuzo agarőz gélen, a kapott

fragmentek hosszúságát 100 bp-os DNS létrával vetettiik össze. Az eredményeket a fentiekhez

hasonlóan dokumentáltuk.

EREDMENYEK ÉS MEGBESZPI,ÉS

Az 'l,. ábra a 4 mycoplasma faj referens törzsein elvégzeít PCR kísérlet eredményeit

mutatja, mely során a, reakcióelegyek mind a 4 primert tartalmaúák. A M. iowae, M.

meleagridis, és a M. synoviae esetében egy kb. 270 bp hosszúságú fragment láthatő, míg a M.

gallisepticumkét referens törzse esetében egy kb. 530 bp hosszúságú PCR termék látható. Ezt

az eredményt alátámasztották a szekvencia elemzések adatai is, ahol vagy az egyik, vagy

mindkét primer rossz illeszkedése miatt, a specifikus primerek alkalmatlannak bizonyultak a

M. iowae, M. meleagridis,vagy a M. synoviae, az általános primerek pedig a M. gallisepticum

vonatkozó génszakaszának ftilerősítésére.
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Az általános primerekkel a M, iowae-bő|, M. meleagridis-ből, és a M. synoviae-bőI

folerősített szakaszoknak a kiválasáott restrikciós enzimekkel tortént vágása során keletkezett

fragmenteket mutatja a2. ábra.

A 3. ábra néhány, a Debreceni Állategészségügyi Intézetben korábban izolált és

fagyasztva tárolt mycoplasma tenyészet PCR eredményeit mutatja, a 4. ábra pedig ugyanezen

rninták RFLP mlntázatát. A vizsgált, összesen 17 izolátumbőI3 M. gallisepticum-nak, l M.

iowae-nak,4 M. synoviae-nek, és 9 M. meleagridis-nak bizonyult mind a PCR-RFLP, mind a

hagyományos vizsgálatok alapján. A különbségazvo|t, hogy a PCR már a levesek beoltása

után 48 Óra múlva eredményt adott pozitív esetben, míg a tenyésáés-növekedésgátlás csak 4-5

hét alatt szolgáltaítaugyanezt az eredményt.

12 3 4 56 7

600 bp-
300 bp-

]. ábra. A 4 rnycoplasma faj referens törzsein elvégzett PCR kísérlet eredményei, a reakcióelegyek

mind a 4 primert tartalmazták A számokkal jelölt oszlopokban a következó minták PCR termékeit

futtattuk:

1: Molekulatömeg standard: l00 bp DNS létra;2-6: a 4 primer keverékével nyert PCR terrnékek (2:

M. iowae,3: M. meleagridis, 4: M. synoviae, 5: M. gallisepticum 36, 6: M. gallisepticum X95), 7:

negatív korrtrol (feftőzetlerr levestenyészet).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 tOí1

300 bp -
í00 bp -

2. ábra. A M. iowae, M, meleagridis, és M. synoviae referens törzseiből szintetizáIt PCR termékek

RFLP mintázata két restrikciós enzimmeltöúént vágás után,

l és l1: Molekulatömeg standard: 100 bp DNS |étra;2: M. iowae,3: M. meleagridis, és 4: M.

synoviae vágatlan PCR terméke; 5: M. iowle, 6: M. meleagridis, és 7: M. synoviae Rsal-gyel vágott

PCR terméke;8: M. iowae,9: M. meleagridis, és l0: M. synoviae BamHl-gyel vágott PCR terméke.

12 3 4 5 6 7 8

600 bo -300 bb -

3. ábra. Baromfira patogérr rnycoplasmák izolátumainak PCR eredményei.

l : Molekulatönreg standard: l00 bp DNS létra; 2,. M. iowae,3: M. meleagridis, 4: M. gallisepíicum, 5,.

M. synoviae,6: M. synoviae,7: M. galliseplicum, és 8: M. meleagridis PCR terméke.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10í1

300 bp -
100 bp -

4. ábra. A 3. ábrán mutatott PCR termékek RFLP mintázaíai RsaI és BamHI errzirrrekkel történt

vágások után, a M. gall is ept icum P CR terrrrékek kivételével.

1:Molekulatömeg standard: l00 bp DNS létra; 2és3: aM. iowae,4 és 5: aM. meleagridis,6 és7: a

M. synoviae, 8 és 9: a M" synoviae,l0 és l1: a M. meleagridis restrikciós mintázata.

KÖVETKEZTETÉS

A mycoplasmák azonosítására több, PCR-en alapuló megközelítést is alkalmaztak. Az

egyikben faj-specifikus primereket használtak (Nascimento et al., 1991, Lauerman et a1.,

l993a, Slavik et al., 1993, Zhao és Yamamoto, 1993, és Jefferey et al., 1995), egy másikban

pedig Ún. "általános" primerek felhasználásáról ós a PCR-I követő RFLP analízisről számoltak

be (Ros Bascuíana et al., 1994). ÚlaUUan az AP-PCR technikát is sikerrel vették igénybe a

mycoplasmák azonosításáta, ahol egyetlen rövid, 10 nukleotid hosszúságú primer segítségével

készítenek az ujjlenyomathoz hasonló speciíicitású képet egy adott organizmusról (Geary et

aI., 1994). Mi az első két módszert alkalmaztuk, mivel az általunk használt általános primer

pár nem volt megfelelő a M. gallisepticum törzsek kimutatására. A M. gallisepticum

specifikus primer viszont nagyon hatékonynak és specifikusnak bizonyult ugyanerre a célra.

I Kísérleteink ugyanakkor megmutatták, hogy a másik 3, gazdasági szempontból jelentős madár

I Ratogén mycoplasma kimutatására alkalmasak a Van Kuppeveld et al. (l992) á|tal tervezett,

lI

|| eredetileg emberi ill. rágcsáló eredetű mycoplasmák kimutatására tervezett primerek. A
I

il felerősített pcR termékek azután mindössze 2 restrikciós endonukleáz felha sznáIásával
ll
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megkülönböztethetők egymástól, Ezertűgy találjuk, hogy a többi egyéb, PCR-en és azt követő

RFLP-n alapuló módszerhez hasonlóan (mint például Fan et al., 1995) az általunk

összeállított rendszer is egyszerű, de ugyanakkor gyors és hatékony kiegészítést jelenthet a

mycoplasma meghatároás során. Tamponminták segítségével már egy munkanap alatt is

eredményt érhetünk el a technikával pozitív esetben, de a tenyésáéssel kombinált PCR is

sokkal hamarabb diagnózishozvezet, mint a tenyésztés önmagában (Jefferey et al., l995).

Eredményeink jól példázzál<, ltogy milyen hatékonyan illesáhetők be a modern

molekuláris biológiai módszerek a rutindiagnosáikai eljárások közé. Intézetünkben tovább

vizsgáljuk az említett általános mycoplasma primer alkalmaáatóságát kérődző és sertés

eredctű mycoplasmák kimutatásfua. Úgy gondoljuk, hogy a mycoplasma azonosítás és

kimutatás a PCR nagyon fontos felhasználási területévé válhat, mivel ezeket a

mikroorganizmusokat nehézés hossá ideig tart ízoláIni.
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5,4. A Derzsy-féle betegség diagnosztikája a polimeráz láncreakció felhasználásával

BEVEZETÉS

A ludak parvovírus (goose parvovirus, GPV) által okozott, világszerte elterjedt betegsége, a

Derzsy-féle betegség jelentős gazdasági károkat okoz a nagy létszámú lúd és mosuszkacsa

(Cairina moschata) állományokban (Kisary, 1993). A Derzsy-féle betegség a mi vizsgálati

területünkön is az egyik leggyakrabban diagnosztizált bántalom, s gyakran képezi a

lúdállományokat kihelyezők s azokat felnevelők között fellépő §zavatossági perek árgyát. A

betegség kórjelzése hosszú időn keresztül a tipikus járványmeneten, a jellegzetes kórbonctani és

kórszövettani elváltozásokon, valamint azon a megfigyelésen alapult, hogy a betegség a kislibák

4 hetes kora után gyakorlatilag nem fordul elő (Mészaros, 1985; Kecskeméti et al., 1996). A

közelmúltban azonban többször is felmerült a betegség 4 hetesnél idősebb libákban való

előfordulásának gyanúja is, de a bizonytalan klinikai tünetek és kórbonctani-kórszövettani leletek

megnehezítették a diagnózis felállítását, Ezért felmerült az igény a GPV specifikus kimutatására

azilyen bizonytalan kórképek esetében. A vírus kimutatása a hagyományos módszerekkel eléggé

nehézkes, ahhoz gyakran több vakpasszázs szükséges embrionált liba vagy mosuszkacsa

tojásokban (Gough et al., 1981; Takehara et al., 1994). Gyakran nehezíti a GPV izo|álását egyéb,

kontamináló vírusok jelenléte a vizsgálandó mintákban, mint reo- vagy adenovírusok (Derzsy,

l967; Csontos, l967). Igénybevehető az elektronmikroszkóp a vírusrészecskék kimutatására a

fertőzöít sejtekben, ahogy ezt a bursa és a szív esetében Bergmann (l987) leírta. Roszkowski és

mtsai (l982) immunperoxidáz technikát dolgoztak ki, amellyel azonban csak a májszövetekből

tudták kimutatni a vírust. Minthogy azonban ismertté vált a mosuszkacsa parvovírus "FM"

törzsének, ill. a GPV "B" törzsének nukleotid-sorrendje (Zádori et al., l995), más szerzőkhöz

hasonlóan (Limn et al., 1996), l997 tavasza óta mi is a PCR-I használjuk a vírus nukleinsavának

gyors és hatékony kimutatására a fertőzött szövetekben.
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ANYAG PS UÓOSZPR

Minta-előkészítés. Egy-egy állornányból általában 10 élö állatot va$l hullát kÜldtek az

intézetbe, ezek szerveit egyedileg dolgoztuk fel. A vírus DNS feltárásához a már korábban leírt,

egyszerű fizikai eljárást használtuk (Kiss et al., l996b) és a következők szerintvégefik kb, l g

máj ill. szívizom mintát l:l0 arányban homogeniáltunk desztillált vízben- Háromszori

fagyasztás_felolvasztás után (_20"C_ról szobahőmérsékletre) a mintákat 10 percig forraltuk,

Ezutána minták l ml-ét Eppendorf csövekbe öntöttük, és maximális fordulatszámon (-13,000

rpm) 5 percig centrifugáltuk mikrocentrifugában. A felülúsző tizes léPtékű hígításaiból l Pl-t

használtunk mintaként a pcR kísérletekben,

Kontrollok.A különböző külső pozitív kontrollok alapjául a GPV B tÖrzsének (Kisary et

al., 1978) l00 TCID56 mennyisége szolgált. Négy pozitív kontroll csőbe a B vírus törzsoldata

tizszeres hígításainak 1-1 pl-ét mértük be. Egy következő poz\tív kontrollcsőbe a vizsgálandó

anyagok (elegyminta) 300 pl-ének és a B vírus törzsoldata százszoros hígításának 10 Pl-éből álló

elegy 1 pl-e került, a pCR-t gátlő anyagok esetleges jelenlétének kimutatására a vizsgálandó

anyagban. Fertőzetlen állatokból származő szívizom és májszövetek valamint desztillált víz

szolgáltak negatív kontrollkén t. Az összes kontroll csövet a mintafeltárásnál leírtak szerint

előkezeltük.

primerek. A primerek szekvenciáit a Rekombivet kft,, pilisvörösvár, most

szabada l m a ztatja, ezért azokat ne m közö l hetj ük,

Pólimeróz láncreakció. A PCR_t 50 pl reakcióelegyben végeztük, mely 5 pl_t tartalmazott

a következö összetételű, lg-szeres koncentrációjú pufferből: 500 mM KCl, 15 mM MgCl2 és 100

mM Tris_HCl, pH 9,0, valamint 50 pmolt mindkét primerből, l |J Taq polimerázt, 300 pM_t

mindegyik dNTP-ből (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia LKB), és 1-plt a feltárt szövet-

homogenizátumokból itl. kontrollokbóI. A reakcióelegyet deszti||áltvízzel egészítettÜk ki 50 pl-
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re. A DNS sokszorozást DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer Cetus) automatában végeztúk, az

adenov írusok kimutatásánál leírtak szerint.

A PCR termékek kimutatása és az eredmények dokumentálása szintén az adenovírusoknál

leírtak szerint történt, annyi eltéréssel, hogy ebben az esetben l00 bp-os DNS létrát használtunk

molekulatömeg standardként (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA).

VÍrusizolálás. A vírusizolálást Kisary és mtsai szerint (1978) végeztük. A homogenizált

mintákat antibiotikumokkal egészítettük ki, és a szuszpenziők 200 pl-ét l0 napos embrionált

lúdtojások allantois üregébe oltottuk. A tojásokat további 14 napig inkubáItuk, és naponta kétszer

lámpáztuk. Az elhullott embriókat makroszkóposan vizsgáltuk szívizom- és májelváltozások

jelenlétére. Azokban az esetekben, ahol a jellegzetes elváltozások (vérzések a savóshártyák alatt,

ödéma a fejen, stb.) nem alakultak ki, az allantois-folyadékok különböző hígításaiból

fenol/kloroformos kivonás és alkoholos kicsapás után PCR-I végeztünk a fentiek szerint.

EREDMÉNYEK ÉS MEGBESZÉLBS.

Az l. ábra tarta|mazza néhány, a Derzsy-féle betegség gyanújával az intézetünkbe küldött

libahulla szerveiből elvégzett PCR eredményét. Az áhr:a jől szemlélteti a GPV pozitív állományok

egy tipikus eredményét, ahol ugyanis a 10 vizsgált állat mintájából általában2-I0 pozitívan reagál

a PCR során. A 2. ábra egy olyan esetet mutat be, amikor a minta a PCR+ gátló anyagokat

tartalmazott, melynek hatását a minta hígításával tudtuk kiküszöbölni.
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23 45 78910

500bp-->

1. ábra, A GPV jelenlétére vizsgáIt, egy állományból származő nyo|c állat szivizom- és máj-

lromogenizátumának PCR eredrnényei. A számokkal jelölt oszlopokban a következő minták PCR termékeit

futtattuk:

1: Molekulatömeg standard: l00 bp DNS létra;2-9: az egyedileg bemérésre került szervrnintákból

származő PCR-termékek, l0: DNS helyett desáillált vizet tartalmaző negatív kontroll.

L234567

+-500bp

2. ábra. A PCR-t gátló anyagok jelenléte a mintában. A kü|önböző összetételű és hígítású minták

PCR eredményei.

l: elegyminta (egy állományból származő 10 állat szerv-homogenizátuma összekeverve);2: pozitív

kontroll (az előbb leín elegyminta 300 pl-e + 10 pl "B" vírus keverékéből kivett 1pl-nyi minta);3: DNS

helyettdesztilláttvizettartalmazőnegatív kontroll; 4:a"B"vírus 10a-szereshígítása,5:pozitiv kontroll (az

A oszlopnál leír1 minta lO]-szeres hígítása + l0 pl "B" vírus keverékéből kivett lpl-nyi rninta), és 6: az

elegyrninta 103-szeres hígításának PCR eredInénye 7: Molekr-rlatörneg standard: l00 bp DNS létra.
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Eddig 58, különböző helyről származő minta PCR vizsgálatát végeztük €l, és a

eredményeinkből a következőket állapítottuk meg: A PCR következetesen pozitív volt azokban

az esetekben, ahol a betegségre jellemző klinikai tünetek, kórbonctani-kórszövettani elváltozások

egyértelműek voltak, és az állatok életkora a betegség előfordulása szempontjából

meghatározórrak tartott 4. élethét alatt volt (34 eset). Azokban az esetekben azonban, amikor

idősebb (6-8 hetes) állományokból származó mintákat vizsgáltunk, az eredmények már nem

mindig voltak összhangban a klinikai ill. kórbonctani képpel. l0 esetben a hagyományos

módszerek Derzsy-fele betegségre gyanút keltő eredményét nem támasztotta alá a PCR. Ilyenkor

elvégeztük a vírusizolálást is embrionális lúdtojásokban, s az eredmények (az allantois-

folyadékból elvégzett PCR-é is) negatívok lettek. Voltak viszont olyan esetek is, amikor a

bizonytalan klinikai-kórbonctani kép mellett a PCR pozitív eredményt adott, s ezt megerősítették

a vírusizolálás eredményei is (4 eset). Tíz, különböző helyről származő, és a Derzsy-fele betegség

gyanújára sem utaló elváltozásokat mutató mintát mint negatív kontrollt vizsgálva a PCR

(összhangban a kórbonctannal, kórszövettannal, valamint az antigén-kimutató ELISA és a

vírusizolálás eredményeivel) minden esetben negatív volt.

A fentiekből levontuk azt a következtetést, hogy a PCR alkalmas, sőt, megfe|előbb az

oktani diagnózis felállítására a vírusizolálásnál, mert: egyszerűbb, ugyanakkor érzékenyebb és

lényegesen gyorsabb annáI, elvégzését nemzavarja a specifikus ellenanyagok egyidejű jelenléte,

míg a vírusizolálás rutincélú alkalmazását több tényező is nehezíti ill. kizárja, mint példáu| az,

hogy a köztenyésztésből származő embrionált lúdtojások szikellenanyagot tarta|mazhatnak, az

SPF tojás drága, beszerzése nehézkes, a tojástermelés szezonális, a vizsgálatok idóigényesek.

Ezért 1997 tavaszátől vírusizolálás helyett a PCR-I a|ka|mazzuk a Derzsy-féle betegség oktani

diagnózisának felállításához. Hozzá kell azonban tennünk, hogy a PCR csak mint a hagyományos

vizsgálómódszerek kiegészítője jöhet szóba, s nem szabad diagnózist mondani egy egyszeri PCR

eredmény alapján.
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PC R az állatorvos i d iagnosztikában pestivíruso k kimutatása PC R-el

5.5. Pestivírusok kimutatása PCR-rel

BEVEZETES

A pestivírusok a sertés, juh és szarvasmarha állomanyok gazdaságilag fontos kórokozói

(Baker, 1987). A Flaviviridae családba, azon belül a Pestivirus genusba tartoző kisméretű,

burkos, pozitív egysálú RNS genommal rendelkező, s ö természetben általában nem

citopatogén formában előforduló vírusok változatos kórképeket idéznek elő a megfertőzött

állatokban. A genus tagjait eddig azután a gazda után nevezték el, amelyből azokat izolálták

(szarvasmarhák vírusos hasmenésének vírusa, BVDV, a juhok border disease-ének vírusa,

BDV, és az Európai sertéspestis vírusa, CSFV). A pestivírus kutatók újabban a genus

tagjainak 4 különböző csoportba osztását javasolják: 1. típusú (klasszikus, I genotípusú

BVDV törzsek), 2. típusú (sertéspestis vírustörzsek), 3. típusú ("igazi" border disease

vírustörzsek) és 4. típusú pestivírusok (az eddigi BVDV II törzsek és néhány, juhokból izolált

törzs) (Becher et al., 1995; Paton et al., l995; Harasawa, 1996).

A legtöbb szarvasmarha állományban perzisáensen fertőzött, immuntoleráns állatok

tartjak fenn a BVDV fertőzést (Baker, 19S7). A szarvasmarhak BVDV-vel va\ő fertőződése

általában szubklinikai formában zajltk le, és teljes felgyógyulas követi, de ritkán súlyosabb

tüneteket is észleltek afertőzés kapcsán (Corapi et al., 1990; Pellerin et a|., 1994). A világ

szarvaslnarha állományainak szélesköní pestivírus fertőzöttsége miatt gyakori a különböző

biológiai anyagok BVDV-vel, ill. a vírus elleni ellenanyagokkal való kontaminációja (King és

Harkness, 1975; Baker, 1987), Amellett, hogy ez megnehezíti a diagnosáikai vizsgálatokat

(Belak és Ballagi-Pordány 1993), a BVDV I ill. a BVDV II vírusok is bekenilhetnek mind

humán, mind állatgyógyászati célra használt vakcinákba (Harasawa és Tomiyama, 1994). Ez

utóbbi esetben nem egyszer tapasztaltak a kontamináló vírus által előidézett
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megbetegedéseket sertés, kecske, juh, ill. szarvasmarha állomanyokban (Wensvoort és

Terpstra, 1988;' Laken et al., l 99l).

Sertés állományokban a sertéspestis vírusa által kirobbantott járvanyok messze

komolyabb kártételeket okoznak, nrint bármely más pestivírussal történt fertőződés. A

sertéspestis vírusának különböző, alacsony, közepes és magas virulenciájú törzseit is leírták

(Van Oirschot, 1988), mivel azonban még az alacsony virulenciájú törzsek is kifejezetten

ftitopatogének, Így ezek is nagy károkat okoznak a sertéstenyésztésben. Ezért a sertéspestis

jarványok kitörésekor az érintett állomanyok te§es felszámolásával védekemek a betegség

további terjedése ellen. Ismert azonban, hogy a CSFV-n kívül más pestivírusok is fertőáetik

a sertésekét, néha az alacsony virulenciájú CSFV fertőzéshez hasonló klinikai képet mutatva

(Terpstra és Wensvoort, 1988: Paton et al., 1992). Erthető tehát, hogy nagy jelentőséget

kapnak azok a diagnosáikai módszerek, melyek képesek a CSFV biaonságos elkülönítésére

az egy éb pestivírusoktól.

A pestivírusok diagnosáiká$ának hagyományos módszere a vírusizolálás és a

víruseutralízácíő, megfelelö antiszérumok segítségével. A monoklonális ellenanyagok

használatának bevezetése nagyban hozzi$ámit a neutralizáciős vizsgálatok fokozott

érzékenységéhez és pontosságál,nz (Edwards et al., 1991), ugyanakkor lehetővé tette a

szövettenyészetetektől fiiggetlen, egyszerre nagy mennyiségű minta feldolgozására képes

ELISA módqzerek kidolgozását (Wensvoort et al., 1988; Entrican et al., 1995), Mindazonáltal,

a szövettenyészeten alapuló vizsgálatok megmaradtak referencia vizsgálómódszereknek.

A pestivírusok jelenlétének kimutatására számos szerző alkalmaúa a PCR-t (Belák és

Ballagi-Pordány, l993; Ridpath et al.,1993; Schmitt et al., 1994; Da Silva et al., 1995; Hamel

et a1., 1995; Horner et al., 1995; Radwan et al., 1995), de jól felhasználható a módszer a

különböző izolátumok azonosítására is (Boye et al., 1991; De Moerlooze et al., 1993,
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Hofmann et al., 1994; Vilöek et al., |994). Faj-specifikus primereket használtak a CSFV

tÖrzsek szelektív kimutatására (Katz et al., 1993; Wirz et al., 1993; Lowings et al., 1994),

yagy a BVDV és a BDV törzsek elkülönítésére (Sullivan és Akkina, 1995).

Kiderítették, hogy a pestivírus-genom 5' UTR-ének (untranslated region, le nem

fordított régiÓ) 119-391. nukleotid közötti szakasza ún" belső riboszómakötő helyként

(internal ribosome entry site; IRES) funkcionál, és ez a genomszakasz felelős a transzláciő

iniciálásáért (Le et al., 1995; Poole et al., 1995). Ez arégiő erősen konzervatív, amit ki is

használirak a pestivírusokat általánosan kimutató polimeráz láncreakciókban (Canal et al.

1996). Ahogy arra már a genus tagjainak besorolásakor is utaltunk, az 5' UTR IRES

szel(venciákon kívül eső részei (gyakorlatilag az első l20 nukleotid) már jelentősen

kÜlÖnbÖáet a genotípusok között, lehetővé téve így a PCR-alapú genotipizáIást (Deng és

Brock, 1993),

A pestivírusok nagy gazdasági jelentősége míatt az azokat kimutató és azonosító PCR

módszertink két megközelítést alkalmaz. Ez aú.jelenti, hogy haszrrálunk egy a Wirz et al.,

(1993) által leírt, a vírusgenom 5' UTR-re specifikus, így a pestivírusok általrános kimutatására

alkalmas primer párt, a BVDV és a CSFV elkülönítésére pedig (a BDV vizsgálatát nem

céloáuk) típus specifikus primereket használunk (Katz et al., |993; Da Silva et al., 1995;

Hertig et al., 1991).

ANYAG PS UÓOSZPR

A sertésPestis gyanújával PCR-re került kórbonctani minták csoportosítása. Kórtani

szempontból a következő csoportosítás szerint végeáük a vizsgálatokat:

l. élő, beteg állat alvadásban gátolt véréből szeparált limfociták;
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2. a betegség jellegzetes klinikai tüneteit (láz, hasmenés, bőrvérzések,

kereságYengeség) mutatÓ, kiirtott/elhullott állatok a betegség heveny szakaszának megfelelő

kórbonctani kéPPel (bőr-, vese-, húgyhólyag-vérzések, a nyirokcsomók vérzéses infiltrációja,

vírusos agyvelőgyulladás) ;

3. kevésbé jellegzetes klinikai tünetek (hőemelkedés-láz, súlyos bélsárpangás, kipirult

bőr, bágyadtság), az elhűződó formára jellemző kórbonctani elváltozások a kiirtott/elhullott

állatokban (esetenként elhalások a tonsillákban, vérzések a vesékben ill. testszerte, butonok a

vastagbélben, vérzéses-kruppos tüdőgyulladás, vírusos agyvelőgyulladás);

4. atiPikus esetek: hőemelkedés, fokozatos étvágycsökkenés, sargás hasmenés

bélsáryangással váltakozva, csököttség, ill. a szövődményekre jellemző klinikai tünetek; a

kórboncolás során pedig 1-2 bőrvérzést ill. vesevérzéseket lehetett megfigyelni, s néhany

esetben enyhe fokú vírusos agyvelőgyulladást tapasztaltunk;

5. sertésPestis gyanújával intézetbe küldött, de nem sertéspestisnek bizonyult esetek,

melYeknél a klinikai tÜnetek kcizOtt étvágytalanság, hőemelkedés-láz, hasmenés, a bőr lilás

elszíneződése szerepelt. A kórbonctani/kórszövettani és virológi ai vizsgálatok során sikerült

kizárni a betegség gyanúját (szívbelhártya-gyulladás, szeptikus folyamatok, Aujeszky_féle

betegség, sertéspestis-konjugátummal való IF negativitás).

A rendszer érzékenységének meghatározáséútoz a vizsgált szervek homogenizátumának

1O-es léptékű hígításait használtuk fel.

A CSFV kimutatására használt primerekkel kapott eredmények kontroljaként az

Országos Állategészségügyi Intézet immunfluoreszcenciás vizsgálatainak eredményeit

használtuk.

A BVDV-rendszerhez a NADL referens törzset használtuk pozttív kontrollként.
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RNS kivonás, Az RNS kivonást a következők szerint végeáük: a CSFV kimutatásához

szervmintákat gyűjtöttünk a vizsgált sertéshullák tonsilláiból, a vesékből, a lépből,

nyirokcsomókból, az agyvelőből, és az alvadásban gátolt vérből szeparált limfocitákból, a

BVDV kimutatásához pedig az elváltozott nyálkahártya területekről, a bélfodri

nyirokcsomókból, a Peyer plakkokból, és szintén az alvadásban gátolt vérből szeparált

limfocitákből. Az RNS kivonás lépéseit Chomczynski és Sacchi (1987) eljárása alapján

végéztiik, az a|ábbiak szerint: a szervmintákat 1:10 arányban steril desáillált vízben

homogeniáltuk, a fehérvérsejt snlszpenziót szintén desztillált vizzel egészítetttik ki 150 pl-

re. A szövet-homogenizátumok 150 pl-ét, és az ugyanennyire kiegészített fehérvérsejt

§iuszpenziót 400 pl 6 M guanidin izotiocianáttal (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA)

kémcsőkeverővel összekeverttik, és l0 percig szobahőn állni hagytuk. Enltán 220 pl 5 M

nátrium-klorid oldatot adtunk az elegyhez, rövid ideig kémcsőkeverővel kevertük, majd l0

percre jégre helyeáük. A következő lépésként kloroformos kivonást végeáiink (250 pl

kloroformot adtunk minden csőhöz, óvatos mozdulatokkal összekevertük a reakcióelegyeket),

majd 15,800 g-n, 4oC-on l0 percig centrifugáltuk a csöveket. A felülúszókból 600 pl-t új

csövekbe mérttink, s 360 pl, 95%-os etanol hozzáadása után 20 percre -75oC-os hűtőbe

helyeztük az oldatokat. A kicsapott RNS ülepítését 15,800 g-n,4oC-on 30 percig tartó

centrifugálassal végeztük. A (néha szabad szemmel nem is észlelhető) üledéket kétszer

mostuk 70%o-os alkohollal, majdszátitás után 30 pl DEPC-kezelt (dietil-pirokarbonát, Sigma

Chemical, St. Louis, MO, USA) vízbenfeloldottuk.

A NADL referens törzzsel fertőzött MDBK seiteket az adenovirusoknál módon

fizlkallag feltártuk, s a továbbiakban a fentieknek megfelelően kezeltük.

Primerek. Az irodalomból kiválasztott primer-jelöltek (Wirz és mtsai, 1993; Katz és

mtsai, 1993) céljainkra való alkalmasságát a mát említett szekvencia kezelő programmal
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ellenőriáük (Primer Designer Version 2.0) a GenBank-ban rendelkezésre álló pestivírus

szekvenciákon.

A primerek szekvenciáját az I" tábláLzat, a szimbolizált pestivírus genomon való

elhelyezkedéstiket pedig az I. ábra mutatja.

I. táblázaí.. A BVDV és CSFV kimutatásárahasmá|t primerek nukleotid-sorrendje.

priprer jelölése szekvencia pozlclo
(nukleotidok)

specificitás

PEST 1 5 | -CCTGATAGGGTGCTGCAGAG- 3, (300-319) genus

PEST 2 5 , -TCAACTCCATGTGCCATGTAC- 3 , (373 -353 ) genus

PEST 3 5 | -ATATATGCTCAAGGGCGAGT-3 , (::zs-3398) csFv

PEST 4 5, -CTGTGGCTAATAGTGACCTAC-3, (z+gg-35]-9) CSFV

PEST 5 5 l -CATTTCTTTATGGGCTCATC- 3, (3650-3671) csFV

PEST 6 5, -ACAGCAGTAGTATCCATTTCTTTA- 3 l (3664-3686) cSFV

PEST 7 5 l -A;\GA;\GCTA,UU\GCTAARGGCTAYAA- 3 , (6668 -6693) BVDV

PEST 8 5, -CGGGACCTGGACTTCATAGC-3 | (lzss-7235) BVDV

(Katz et al., 1993 után).
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]. ábra. A BVDV és CSFV kimutatásara
pestivírus genomon (Katzet al., l993; és

pes t iv íruso k kimutatás a PC R-el

használt primerek elhelyezkedése a szimb olizáIt
Wirz et al,, |993 után).

PlsT PEST

PEST4 PEsT5 5E7bp

cDNS szintézis, A oDNS szintézisét a First Strand cDNA Synthesis készlettel

(Pharmacia LKB, Uppsala, Svédország) végeztük ahasznáIati utasítás szerint. Primerként 25

pmol mennyiségben felhasználtuk mind a kitben rendelkezésünkre bocsátott random hexamer

oligonukleotidokat, mind az ún. reverz specifikus primert a nagyobb mennyiségű specifikus

cDNS képződése érdekében. A reverz transzkripció befejezése után 95oC-on inaktiváltuk a

reyerz transzkriptáz aktivitást, és 1 pl reakcióelegyet használtunk mintaként a következő PCR

lépésben.

PCR és a kpletkezett termékek kimutatása. A PCR-t 50 pl reakcióelegyben végeáük,

mely 5 pl-t tartalmazott a következő összetételű, 1O-szeres koncentrációjú pufferből: 500 mM

KCl, 15 mM MgC|2, és l00 mM Tris-HCl, pH 9,0, valamint 25 pmolt mindkét primerből, 1

IJ Taq polimerazt, 300 pM-t mindegyik dNTP-ből (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia

LKB), és l pl-t a befejezettrcverz transzkripció oldatából. A reakcióelegyet desztillált vizzel
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egészítettük ki 50 prl-re. A DNS sokszorozást DNA Thermal Cycler, (Perkin Elmer Cetus)

automatában végeáük, az adenovírusok kimutatásánál leírtak szerint. A PCR termékek

kirhutatása és az eíedmények dokumentálása szintén az adenovírusoknál leírtak szerint

történt, annyi eltéréssel, hogy ebben az esetben 100 bp-os DNS létrát használtunk

molekulatömeg standardként (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA).

EREDMpNvEr ps upcnpszgrps

Vizsgálataink eredményeit az 2. és 3. ábra mutatja, A pestivírusok általános

kimutatásara képes primerek a genom 5' UTR-ére specifikusak, s eíTe a célra mi egy igen

étzékenynek bizonyult primer párt válasáottunk (mely a 385 nukleotid hosszúságú

szakaszból a 300-374. nukleotid közötti részt erősíti fel), s amelyik nagy biztonsággal és

érzékenységgel mutatta ki a Wirz és mtsai (l993) ákal vizsgált 34 pestivírus törzset. A CSFV-

specifikus primerek á|talában az E2 felszíni, neutralizációért felelős glikoproteint kódoló

szekvencia egy darabját sokszorozzák meg (Yu és mtsai 1993). A régióban mi egy nested

primer pátrt választottunk (a 3378.-3686. ill. 3499-367l nukleotidok közötti szakaszt

közrefogva), mely még egy HaeIII vágáshelyet is tartalmazott (Katz et al,1993). A BVDV

estében ismert, hogy a vírusgenom két legkonzervativabb szakasza az 5' UTR és a p80/125

fehérjét kódoló régiója. Mi az utóbbit válasáottuk, mert jóval hosszabb PCR fragment

szintetizálható róla, mely a későbbiek során alaposabb vizsgálatok elvégzésére is

felhasználható.

Az irodalmi adatok is és az intézetünkben fellelhető pestivírusokkal elvégzett

vizsgálatok is bizonyították a rendszer specifikusságát. A CSFV és BVDV specifikus

primerek csak a megfelelő vírusokat mutatták ki, "keresáreakciót" nem tapasáaltunk. A

CSFV esetében a primer párok érzékenységét a betegség heveny formájában elhullott állat
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lép-dörzsölékével elvégzett hígítási kísérleteink során vizsgáltuk, mivel az irodalmi adatok

szerint ezek a minták adtak a legnagyobb hígításban pozitív reakciót a PCR kísérletekben

(akár 1-10 TCIDso mennyiségű vírust is kimutattak; Katz et al., 1993; Wirz et al.. 1993). Az

"álta|ános" primer pár l03-szoros hígítás után is pozitív reakciót adott. AzE2 régión belül

elhelyezkedő, sertéspestisvírus-specifikus primerek szintén a szerv-dörzsölékek 1O3-szoros

hígításával adtak még pozitív reakciót. A legérzékenyebbnek az előbb említett primer pár

bel§ő, nested párjai bizonyultak (a3499-367l. nukleotidok közötti szakasá közrefogva), mert

a.vizsgált anyagok lOa-szeres hígításnál is pozitív reakciót kapfunk. Erdekes módon, a külső

primerekkel elvégzett PCR kísérletek mar negatív eredményt adó reakcióelegyeit mintaként

haszrrálva a nested primerek alkalmazása csak 10l-szeres érzékenység növekedést

eredményezett.

A különböző szervekkel elvégzett kísérleteink során (a betegség heveny szakaszábart

elhullott állat szerveit, mint standard mintákat felhasználva) aú. az eredményt kaptuk, hogy a

lép és a tonsillák azonos, lOa-szeres hígításban adtak pozitív reakciót a nested PCR során,

míg a többi vizsgáIt szerv dörzsöléke (nyirokcsomók a test különböző területeiről, szepará|t

limfociták, agyvelő,) ezerszeres hígítás után mar negatív eredményt adott, Munkahígításnak

Így megfelelőnek találtuk a száaszotos hígítást és ezt alkalmaáuk a BVDV kimutatását célzó

kísérleteinkben is.

. A CSFV rendszer alkalmazhatóságát hosszabb ideig (14 nap) szobahőmérsékleten tarolt

szervminták feldolgozásával is vizsgáltuk, s ekkor is sikerült kimutatnunk a vírust.

A kórtani alapon csoportosított és általunk vizsgált 57 sertés szervmintáb óI2 az első,27

a második, 12 aharmadik és 7 a negyedik kategóriábatartozott, s a vizsgált minták minden

esetben pozitív PCR eredményt adtak. A negatív kontrollként használt utolsó csoport 9
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anYaga PCR negatív volt. Eredményeink minden esetben megegyeáek az Orságos

Állategészségügyi Intézetben elvégzett IF vizsgálatok eredményével.

A BvDv-specifikus PCR-rel négy, gyakorlatból származo eset kapcsán sikerült a

vírusgenom jelenlétét kimutatni, az említett szervmintákból ill. az alvadásban gátolt

vérmintakból elkülönített limfociüíkból. Az eredményeket a minták primer borjúhere

szÖvettenyészeteken történt szaporításával, majd néhany passzízs után elvégzett, a p80/l25

fehérjéie specifikus antigén kimutató ELISA-val (Rhone Merieux, Lyon, Franciaorság)

ellenőrizttik. A pozitív kontrollként használt BVDV referens törzzsel (NADL) minden esetben

pozitív reakciót kaptunk.
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L2 3 4 5 61

339bp->

2. ábra. A különböző kórtani csoportokból származő sertés szerv minták RT-PCR eredményei a

CSFV specifikus, "külső" primerekkel.

A betűkkel jelölt oszlopokban a következö minták PCR termékeit futtattuk:

l: Molekulatörneg standard: fu fág DNS Psd-gyel emésztve;2 és 3C: az l. kórtani csoportba, 4 és 5: a

2. kórtani csoportba, 6: a 3. kórtani csoportba, 7: a 4. és 8: az 5" kórtani csoportba íartozó állatok

mintáinak lO2-szoros hígításaiból e|végzett RT-PCR eredményei, 9: cél-DNS helyett desztillált vizet

tartalmazó ne gatív kontro l l "

9 10

514bp-+

3. ábra" BVD gyanújával vizsgálatra beküldött állatok szerv mintáinak RT-PCR eredményei a

pestivírus genus-specifikus és a BVD-specifikus primerekkel.

l: Molekulatömeg standard: I fág DNS Psrl-gyel emésztve; 2-4: llárom (különbözó állomárryból

származő) állat szervmintáirrak RT-PCR eredménye a genus-specifikus, és 5-7: a BVDV-specifikus

primerekkel. 8-9: ugynezekkel a primerekel elvégzett RT-PCR a NADL referens tőrzzsel fertőzött

MDBK szövettenyészet felüIúszóján. l0: minta lrelyett desztillált vizet tartalm aző negatív korrtroll.
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KOVETKEZTETESEK

A PCR gyorsasága, érzékenysége és nagyfokú specificitasa miatt alkalmasnak bizonyult

a CSFV és a BVDV gyors (1 munkanap) és hatékony kimutatására. A vírustitrálást nem volt

módunkban elvégezni, a szerv-dörzsölékekből folytatott hígítási kísérletek zvonban

meggyőztek bennünket arról, hogy a módszer érzékenysége megfelel a rutindiagnosztika

igépyeinek. Az irodalmi adatok alapjan (ahol 100 mg szövetből 104 iil. feszkes primerekkel

10-102 TCIDso vírust mutattak ki), számítasaink szerint a mi rendszerünkkel is sikerült 10-102

TCIDso vírust kimutatnunk.

Mivel a vírus jól kimutatható volt az idült esetekből és a hosszabb ideig szobahőn tarolt

mintrákból is (ami kihasználhatő a nem friss, például vaddisznóhullák vizsgálata során),

valamint alvadásban gátolt vérből szeparált limfocitakból is (amely járvanytani nyomozás

során nyújthat értékes segítséget), úgy gondoljuk, hogy a rendszer hatékonyan képes bővíteni

a sertéspestis kórhatározésétra igénybevehető diagnos ztlkai eljárásokat.
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6. összEFoGLALÁs

Kidolgozása óta a polimeri2 láncreakció (PCR) térhódítása rohamos volt mind az alap-,

mind az alkalmazott kutatások területén, így a diagnosáikában is. A technika nagyfokú

érzékenységén, specifikusságán, és nem utolsó sorban gyorsaságán alapul szélesköní

felhasználása, melyet egyre kiterjedtebben vonnak be a rutindiagnosaikai eszközök tárába. A

módszer bazai alkalmazására az áIlatowosi diagnosáika területén azonban ez idáig nem

került sor. Munkám célja ezért az volt, hogy kipróbáljam és lehetőség szerint bevezessem a

módszert a diagnosztikai munka azon területeire, ahol indokoltan és megfelelően

kihasználhatók a PCR egy vagy több tulajdonságaá|talnyújtott előnyök.
a,

Intézetünkben 1994 őszén állítottuk össze a PCR-labort, a rutindiagnosztika igényeinek

kielégítését szemelőtt tartva. Yizsgálatainkat modellkísérletekkel kezdtük, melyek során

különböző adenovírus törzsek PCR-e1 való kimutathatóságát vizsgáltuk meg. A human

adenovírusok (HAV) általános kimutatására teívezett polimeráz lancreakciós primerek a

szarvasmarha (BAV), sertés (PAV), és juh (OAV) adenovírusok megfelelő hexongén

részletének felerősítésére is alkalmasnak mutatkoáak, ÚiaUU BAV DNS szekvencia adatok

ismeretében módosítottuk a primereket. A PCR kortilményeinek optimalizálásával az összes

rendelkezésre álló BAV szerotípus specifikus méretű terméket adott, beleértve a legújabban

leírt BAV-I0 referenciatörzset, valamint annak jellegzetesen eltérő genomú variánsait is. Az

előkisérleteinkben tisztított vírus DNS-t alkalmaáunk templátként, kiküszöböl ve ezzel a

minta feltarásábó| származő esetleges problémákat. A kutya adenovírusai közül a Rubarth-kór

okozóját (CAV-I) azonban közvetlenül a betegségben elhullott á|lat májából sikerült

kimutatnunk. A klinikai mintákból történő DNs feltárás módszereit összehasonlítva

megállapítottuk, hogy bár a fenolos kivonás nagyobb mennyiségű és tisztább DNS-I
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eredményez, a szövetek többszöri fagyasáásával és felolvasáásával a sejtekből kiszabadított

vírus hőkezelése a rutindiagnosáikanak megfelelő mennyiségű és minőségű DNS-t

eredményez, kiküszöbölve az egészségre ártalmas vegyszerek használatát. A továbbiakban

valamennyi DNS kiindulási alapú PCR-ben (a Derzsy-féle betegség kórokozóját ill.

mycoplasmákat kimutató eljarások) eá azegyszeíőmintafeltárást alkalmaztuk.

, A mycoplasmosisok diagnosztikáiának általiinosan ismert körülményei (hosszú

tenyésáési idő, keresáreakciók a gyakran nem megfelelő érzékenységű szerológiai

vizsgálatok soran) indokoltak, hogy a következő lépésben ezeknek a kórokozóknak a

kimutatásáraalkalmazzttka PCR-I. Yizsgálatainkban egy általános, a mycoplasmák 165 rRNS

gqnjének konzervatív tégiőjéra specifikus, így a Mycoplasma genus számos tagsát kimutatni

képes primer par felhasználhatóságát vizsgáltuk meg a négy legfontosabb baromfi-patogén

mycoplasmára. A primer pár használatával a megfelelő, közel íLzonos méretti PCR terméket

nyerttik a M. iowa€, M. meleagridis és a M. synoviae referens törzseiből, valamint ezek

izolátumaiból is. A PCR termékekből restrikciós enzimek felhaszrrálásával készült vágási kép

atapján a három faj egymástól jól elkülöníthető. A M. gallisepticum kimutatására és

azonosításara egy faj specifikus primer párt haszrráltunk.

Az eljáltásjól alkalmazkodik a rutindiagnosztikai igényekhez, mivel pozitív esetben már

egy nap a|att specifikus eredményhez juthatunk, akár tamponmintát, akár 1-2 napos

levestenyészetet felhaszná|va kiindulási anyagként, ami jelentős előrelépés a mycoplasmák

azonosításában.

1996 tavaszátőI a Derzsy-féle betegség diagnosáikájához is használjuk a PCR-t a

hagyományos vizsgáló módszerek kiegészítőjeként. A technika igénybevételével a kórisme

felállítása egyértelműbb lett azokban az esetekben, amikor a kórbonctani, kórszövettani kép

nem igazít útba teljes biáonsággal. A PCR-el kapott eredményeinket eleinte vírusizolálással
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támasztottuk alá, mivel azonban megállapítottuk, hogy a megfelelő kontrolok alkalmazásával

végrehajtott PCR (ebben az esetben) minden tekirrtetben átveheti a vírusizolálás szerepét,

1997 eleje óta mar csak a pcR-t alkalmazzuk kiegószítőként az oktani diagnózis

felállításához.

Az RNS vírusokat kimutató PCR rendszer az RNS bontó enzimek nagyfokú

ellenállóképessége, valamint az RNS komplementer DNS-sé (cDNS) történő átírásának

szükségessége miatt több lépést, nagyobb odafigyelést igénylő feladat. Intézetünkben a

guanidin-izotiocianát használatánalapuló RNS tisaítási eljarast, a cDNS szintéziséhez pedig

egy a kereskedelmi forgalomban lévő átirő készletet alkalmazunk.

A Pestivirus genus tagjainak szoros antigénszerkezeti rokonsága diagnosaikai

problémák forrása lehet elsősórban a sertéspestis vírusának (CSFV) kimutatása és azonosítása

során. Reverz transzkripció után a vírusgenom CSFV-specifikus szakaszainak a polimeráz

láncreakció (RT-PCR) felhasználásával történő vizsgálata jelentősen csökkentheti ezeket a

hibaforrásokat. Egy ilyen módszert állítottunk össze 1996 őszén az irodalomi adatok alapján.

A bő egy munkanap alatt kiviteleáető technikát alkalmasnak találtuk a klasszikus

diagnosáikai eljárások eredményeinek megerősítésére, különös tekintettel azok

specifikusságára. A módszer előnyét többek között abban látjuk, hogy alkalmazhatő élő

állatokból származő vérminták, valamint hosszabb ideig tárolt anyagok vizsgálatára is.

Az előző eljárás alapjain nyugszik a szarvasmarhák vírusos hasmenésének vírusát

(BVDV) kimutató RT-PCR rendszerünk is, melynek segítségével mar több gyakorlati eset

kapcsán megerősítettük a betegség klinikai tünetek és kórbonctani elváltozásokra a|apozott

gyanúját.

A kórokozók egyszerű kimutatásán túl a PCR hasznos segítséget nyújthat a járványtani

nyomozások során is, amikor a megfelelő méretű PCR terméket vagy radioaktívan vagy egyéb
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módon (pl. digoxigeninnel) jelölt próbával hibridizáljak (Southern-hibridizáció), vagy

restrikciós endonukleázokkal hasítjak (restriction fragment length polymorphism, MLP),

vagy a duplaszálú PCR terméket denaturálva natív-poliakrilamid gélben futtatják, ahol akár

egy nukleotid-eltérés is megváltozott, észlelhető futási karakterisztikát okoz (single-strand

conformational polymorphism, SSCP technika), illetve rögtön meghatérozzék a termék

nukleotid-sorrendjét, lehetővé téve ezzel az adott kórokozó részletekbe menő tipizá|ását is, Az

Így nyert adatok segítségéve| azután az egyes izolátumokat kétséget kizárőan lehet

azonosítani. A jövőben indokolt esetekben mi is kiterjesztjiik vizsgálatainkat ebbe azirínyba.

Tapasztalatainkat összegezve elmondhatjuk, hogy a PCR a gyakorlatban jól

alkalmaáató, hasznos segédeszköze az állatorvosi diagnosztikanak. A technika természetéből

adódóan nagy kcirtiltekintést igényel azonban a téves pozitiv ill. negatív reakciók

kiküszöbölése, ahogy erre korábban is többen felhívták a figyelmet. Hangsúlyozzllk azt is,

hogy vizsgálataink soha nem nélkülözhetik a hagyományos diagnosáikai e§árásokat,

különösen egy adott kórokozó izoláIását. A nehezen kimutatható, illefue a járványtani indokok

miatt gyors diagnózist igénylő helyzetekre vonatkozóan azonban fokozottan nagy

jelentőséggel bíró módszer került birtokunkba, melynek felhasználási köre várhatóan egyre

bőüil majd hazarrkban is,
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Legfontosabb eredményeim

1. Állatorvosi diagnosáikai célú PCR laboratóriumot szerveáünk hazánkban elsőként, a

Debreceni Állategészségügyi Intézetben.

2..Kimutattuk, hogy az eredetileg a humán adenovírusok kimutatására szolgáló primerek

kismértékű módosítás utan jól alkalmaáatók számos állati adenovírus kimutatásara is,

beleértve a legújabban leírt BAV-10 szerotípus izolátumait is.

3. Az adenovírusok kimutatását szolgáló PCR eljarással több gyakorlati esetben is

segítettük a diagnózis felállítását a kutyak fertőző májgyulladásanak esetében, kórokozó

jelenlétének megerősítésével vagy kizárásával. A szervmintak feldolgozásélhoz egy egyszerű,

az égészségre ártalmas kémiai anyagokat kiktiszöböl ő fizikai eljarást vezettiink be, ennek

hatékony sá gát bízony itottuk.

4. Bevezetttik a PCR-t a baromfira patogén mycoplasmak diagnosáikájába. Az

alkalmazott módszerrel lényegesen rövidítettük a négy legfontosabb mycoplasma faj

kimutatásához é s me gh atátr ozásáútoz s züksé ge s időt.

5. A Derzsy-fele betegség oktani diagnózisához bevezetttik a PCR rutinszerű

alkalmaását. Megállapítottuk, hogy a vírusizolálás helyettesíthető a PCR-rel a lúd parvovírus

esetében.

6. A sertéspestis vírusának kimutatásara az irodalomból adaptált módszert vezettünk be.

Az eljárás segítségével gyorsan, specifikusan és hatékonyan tudjuk kimutatni a kórokozó

jelenlétét akár élő állatból is, akár olyan mintákból, melyek az egyéb, hagyományos

vizsgálómódszerek számáta már nem megfelelő állapotúak.

7. A szarvasmarhák vírusos hasmenése kórokozójának kimutatásara alkalmazott PCR

eljárás segítségével több, gyakorlatbó| származő minta esetében erősítettük meg a betegség

gyanúját.
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