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PCR az dllatorvosi diagnosztikdban bevezetés

1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A polimeraz lancreakciot (PCR) széles korben alkalmazzak felfedezése 6ta mind
kutatasi célokra, mind pedig a diagnosztika eszk(jzeként. A PCR viszonylagos
egyszeriiségének valamint rendkiviili érzékenységének ¢és specifikussaganak koszonheti
népszerliségét, igy nem meglepd, hogy a technika alkalmazasi kére rohamosan novekszik, s
napjainkban is egyre Gjabb tavlatokat kinal. Leggyakoribb felhasznalasi teriiletei kozé tartozik
a genomidlis DNS vagy cDNS direkt klonozasa (Temesgen és Eschrich, 1996), a DNS in vitro
mutagenezise, manipulalasa (Higuchi, 1989), igazsagiigyi mintédk genetikai ujjlenyomatozasa
(von Beroldingen et al., 1989), korai staddiumi embridk ivar-meghatarozasa (Machaty et al.,
1993) és 6roklodo betegségek diagnosztikaja (Gelehrter et al., 1990), allél-variansok analizise
(Timme és Thompson, 1994), az RNS szerkezetének vizsgalata (Ansari-Lari et al., 1996),
genom ujjlenyomatozas (Luo et al., 1994), a genomialis és a ¢cDNS nukleotid-sorrendjének
direkt meghatarozasa (Reeben és Prydz, 1994), és fert6zé agensek jelenlétének v_izsgélata
(Eeles et al., 1992; Berencsi és Mindrovits, 1997), mely teriiletet valdsaggal forradalmasitott a
polimeraz lancreakcio.

A PCR alapvetd mechanizmusa, vagyis az, hogy egy adott nukleinsav szakaszt millios
nagysagrendben megsokszoroz, tobb aspektusbol is kedvezé feltételeket teremt a vizsgalo
szamara: egyrészt, elméletileg elegend ha a keresett nukleinsav darab csak egy kopidban van
)elen a reakcidelegyben, a technika képes ezt szabad szemmel lathatd mennyiséglire
sokszorozni; masrészt, a nagy mennyiségben szintetizdlt nukleinsav darabok tovabbi
wizsgalatokat tesznek lehetévé (restrikcids enzimekkel torténé vagas, nukleotid-sorrend
meghatarozas), amihez elézetesen nem kellett a genetikai anyag "tulajdonosat" elszaporitani.

Jelentésen hozzajarult a PCR diagnosztikai alkalmazhatésagahoz az is, hogy kiindulasi

amyagkeént mind DNS mind pedig RNS hasznalhaté hozza (természetesen az utdbbi reverz
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transzkriptdz enzimmel szintetizalt cDNS-en keresztil). A PCR egyébként is nagyfoku
erzékenysége tovabb tokéletesitheté a késobbiekben részletezendé 1n. jel-felerdsitd
eszkozokkel. A fent emlitett tulajdonsagai alapjan nyilvanvald, hogy a PCR bizonyos
meértékig atveheti a kérokozdé hagyomanyos, gyakran hossza id6t igénybevevd izolalasat.
Mindazonaltal a diagnézis minden kétséget kizar6 feldllitdsdhoz vagy megerdsitéséhez,
valamint tovabbi jarvanytani vizsgalatok elvégzéséhez még mindig sziikséges és feltehetden a
Jjovdben is sziikséges lesz az adott korokozo kitenyésztése ill. izoldldsa, amennyiben ez
lehetséges. Vannak korokozok ugyanis, melyeket igen nehéz tenyészteni, akar amiatt, hogy in
vifro nem vagy csak erdsen korlatozott mértékben szaporodnak, akar amiatt, hogy pl. az adott
virus elszaporitdsahoz sziikséges gazdasejteket nehéz laboratoriumi korilmények kozott
fenntartani. Ezeket a nehézségeket valamelyest athidalja a poliklonalis ill. monoklonalis
ellenanyagok felhasznalasa a fert6z6 betegségek diagnosztikdjaban, melyek szintén képesek
lehetnek akar a korokozd elszaporitasa nélkiil is kimutatni annak jelenlétét, ha a korokozo
feliletén nagyobb szamban jelenlévd epitopokhoz kotédnek. Az ellenanyagok felhasznélasat
ugyanakkor korlatozzak a gazdasejtek hapténjeivel vagy egyéb, de kortani szempontbdl kisebb
jelentségli vagy akar kozombos mikroorganizmusokkal szemben gyakran megfigyelt
keresztreakciok, ill. az alkalmazott ellenanyagok esetleges gyenge haptén-kotd képessége. A
latens fertdzést okozo virusok esetében problémat jelent az is, hogy aktiv virus-szaporodas
hianyéaban a virus fehérjéinek kimutatasara iranyulé kisérletek lehetnek hidbavaldak (Welch et
al., 1992; Ballagi-Pordany et al., 1992).

Egy diagnosztikai eljaras soran mindig lényeges a mintavétel invaziv ill. nem-invaziv
jellege, valamint a minta mennyisége. A PCR ebb6l a szempontbol is kitlinik azzal a
sajatossagaval, hogy akar tlihegynyi bioptatum ill. néhany mikroliter szdvetfeliilliszé vagy

egyéb folyékony anyag elegendé a vizsgalat elvégzéséhez. Végiil, de nem utols6 sorban a PCR
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bizonyos esetekben alkalmas lehet olyan vizsgalatok elvégzésére is, amelyekben a kiindulasi
anyag mindsége (pl. annak rothadtsdga miatt) mas diagnosztikai eljarasok elvégzését nem
teszi lehet6vé.

A PCR fent emlitett tulajdonsagai egyértelmtvé teszik létjogosultsagat az allatorvosi
diagnosztikdban is, ahogy err6l mar Beldk és Ballagi-Pordany (1992; 1993) dsszefoglaldjaban
beszamolt. Jelen munkdm célja is hasonlé volt: a Debreceni Allategészségiigyi Intézet
diagnosztikai PCR laboratériumanak megszervezése és beilizemelése. Az ehhez sziikséges
eldtanulmanyokat és modell kisérleteket Budapesten, a Magyar Tudoméanyos Akadémia
uﬁkﬂatowosmdoményi Kutatointézetében témavezetém, Dr. Harrach Balazs, ill. Belgiumban, a
Liegei Egyetem Allatorvosi Fakultasanak Virologia-Immunolégia Tanszékén, Etienne Thiry
professzor irdnyitasa alatt végeztem. Az intézetiinkben bevezetett modszerek kozott van
olyan. amelyet az irodalombol vettiink 4t és kismértékben moédositottunk sajat céljainknak
megfelelden, van olyan, amelyet kiilonbozé eljarasok Aaltalunk leghatékonyabbnak {télt
fzjezeteibdl allitottunk Ossze, s olyan is, amelyet eredetileg més alkalmazasra irtak le, de
kisérleteink alapjan bebizonyosodott, hogy az altalunk kijeldlt (addig még nem vizsgalt)
dizgnosztikai célokra is megfelel.

Mivel ezen az alkalmazasi teriileten munkam az elsok k6zo6tt késziilt Magyarorszagon,
remelhetéleg nyujthat bizonyos Gtmutatast a tovabbi, hasonld célu felhasznalok szamara is.
Eppen ezért magat a "standard" technoldgiat is igyekeztem viszonylag részletesen attekinteni a
iiivetkezd fejezetben, kiilonds tekintettel a potencialis hibaforrasokra, valamint ezek
wkiiszobolésére, majd az RNS kimutaté PCR-t tekintem at, s végil az intézetiinkben

allkalmazott mdodszerek ismertetésére keriil sor.
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IRODALMI ATTEKINTES
2. APCR ALAPJAI

A polimeraz lancreakcio (PCR) in vitro mddszer meghatarozott DNS-szakaszok
enzimatikus felszaporitasara, két, a megsokszorozandé szakaszt kozrefogd specifikus
oligonukleotid primer segitségével (Saiki 1989). A reakcidelegy a kdvetkezdk keverékébdl all: a
mukleinsavat (DNS) tartalmaz6 minta, az oligonukleotid primerek, a 4 dezoxinukleotid-trifoszfat
{@NTP-k) és a hostabil DNS polimeraz a megfeleld puffer vizes oldatdban. A primerek 5' vége
a2l termindlt 0j DNS molekuldk szintézise alapvetden hirom egymast kovetd 1épés, a DNS két
szilinak denaturaci6ja, a primerek és a komplementer szalak hibridizaci6ja, majd a
polimeraz altal az 4j DNS szalak szintézise Utjan valosul meg. A hirom Iépés egyiittesét
wilihesnak nevezziik, a PCR soran altalaban 30-40 kozotti ciklust alkalmaznak. Mivel az egyik
wikdusban képzodott uj DNS szélak mér templatként szolgdlnak a kovetkezd ciklus DNS
smmtszis¢hez, a cél-DNS szakaszok szdma hozzavetSlegesen megkétszerezdédik minden ciklus
soran. fgy egy 30 ciklusbol 4116 reakcio koriilbeliil 2*- szoros (270 milliészoros!) sokszorozast
eredményez. A PCR e hallatlan feler6sité képességét eldszor a human B-globin fehérje DNS
szekvencidinak ill. a sarldsejtes vérszegénység magzatkori kimutatdsiahoz hasznaltak fel (Mullis et
al., 1986; Mullis és Faloona, 1987; Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988).

A reakci6 fenti leegyszerisitése ellenére a PCR meglehetésen bonyolult és még ma sem
teljes részletében feltart biokémiai folyamat, melynek kimenetelét a komponensek kozott
kialakulo interakciok kinetikdjanak folyamatos véltozasai hatdrozzdk meg. Noha a reakcidk
altalaban sikeresek, szdmos paraméter megvaltoztatasa lehet sziikséges, ha még jobb eredményt

akarunk elérni, vagy ha a reakci6 adott esetben teljesen kudarcot vall.
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2.1. A PCR LEPESEI ES OSSZETEVOI

2.1.1. Minta-el6készités

A PCR-hez sziikséges minta el6készitése soran nagy mértékben kihasznalhaté a reakcid
roppant érzékenysége, vagyis az a képessége, hogy akdr néhany kopia is elegendd mintaként
szolgalhat kimutathat6 mennyiségli reakcidtermék képzddéséhez. Idedlis esetben igy az
elokészités mindossze néhany (akar egyetlen) sejtnek a reakcidelegyhez torténd hazzdadasabol
all. Ekkor ugyanis a denaturicios lépés magas homérséklete - altalaban 95°C - elegendd a
muntaként szolgalé sejtek liziséhez. Természetesen ez az adott mintatd! ill. az alkalmazott PCR
protokolltol fliggden az esetek nagy részében joval Osszetettebb eldkészitést jelent, annal is
mkabb, mert bizonyos esetekben a PCR nem elég specifikus vagy hatékony, vagy a cél-
szekvencidk nagy mennyiségben jelenlévé zavard-kiséréd DNS témegében helyezkednek el, ezért
2z ilyen helyzetekben a reakcié végeredménye ("hozama") nagy mértékben fiigg a kiindulasi cél-
DINS mennyiségétol a reakcidelegyben.

A mar emlitett legegyszeriibb esetben - vagyis a sejtek hékezeléssel kivaltott lizisével - a
hozziférheté DNS mennyisége kdnnyedén novelhetd a reakcidelegybe juttatott sejtek szaméanak
mivelésével. Megfigyelték azonban, hogy amennyiben a hozziadott sejtek szama 600 f51¢
emelkedik, a reakci6é hozama mar nem nd szignifikénsan, s 4800 f5l6tt mar egyenesen csokkenés
tapasztalhato (Higuchi, 1989a). E jelenség nagy valoszinliség szerint a sejttsrmelékben talalhatd,
2 PCR-t gatl6 anyagok hatdsaval magyarazhat6. Vannak azonban olyan felhasznélési teriiletei a
PCR-nek, ahol ezek a kompromisszumok, vagy inkabb korlatozasok nem engedheték meg. Ilyen
pl. az, amikor fehérvérsejtek ezrei koziil kell a csak néhanyban ott rejtézé HIV genomszakaszait
folerdsiteni (Zimmermann et al., 1996), vagy amikor a transzgenikus éldlényben kutatnak a
szintén esetleg csak a sejtek elenyészd hanyadaban megtaldlhaté idegen gén utan, de hasonld a

helyzet a csontveld-atiiltetéses betegek ellendrzése esetében is (Schlegel et al., 1996).
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Ezekre a problémékra olyan eljarasok jelentenek megoldast, melyek akar nagyobb tomegii
sejtbdl is szabaditanak ki kell6en tiszta DNS-t vagy RNS-t, és kikiiszobolik egytttal a PCR-hez
hasznalt, a Thermus aquaticus nev(i baktériumboél izolalt, Tag DNS polimeraz aktivitasat gatld
anyagokat is. A legéltaldnosabban hasznalt tisztitasi modszerek a kovetkezd folyamatsort kovetik:
detergensekkel oldhatdva teszik a sejtalkotékat, majd proteolitikus enzimekkel megemésztik a
fehérjéket, melyek koziil foleg a DNS-hez er6sen k6t6do hisztonok eltavolitasa a legfontosabb.
Ezutan szerves oldoszerekkel eltavolitjak a maradék fehérjéket és membranalkotékat, majd
alkoholos kicsapassal megszabadulnak a szerves olddszertdl ill. kicsapott allapotba hozzak a
mukleinsavakat. Sejtmagizolalashoz j6 eredménnyel hasznalhatok a nem-ionos detergensek pl. az
NP40 (Higuchi, 1989a).

Szovettenyészetbdl szdrmazé sejtekkel vagy mosott periférids mononukledris sejtekkel jo
eredmények érhet6k el a fenti l1épéseket hasznélva a tisztitashoz, nem igy azonban teljes vérrel,
melynek akér 1 pl-re is teljesen blokkolni képes egy 100 pl-es PCR elegyet (Higuchi, 1989a).
Egyrészt, olyan kifejezett precipititum képzOédik a csében, melybdl a DNS-t képtelenség a
polimerdz szamar hozzaférhetévé tenni, masrészt kimutattdk, hogy a porfirinvdz mar 0.8 uM
mennyiségben is erdteljesen gatolja a PCR-t. Ezért a teljes vér elokészitésének modszere szerint a
sejtek ozmotikus lizise utan centrifugalassal leiilepitik a sejttormeléket és a sejtmagokat, majd a
memoglobint tobbszori moséssal eltavolitjak. Létezik olyan eljaras is, amelyik 6tvozi az el6bb
emlitetteket: a sejteket hokezeléssel lizalja, szabadda téve igy a DNS-t, a hemoglobint pedig
wicsapja. Ez esetben azonban bizonyos meértékig korlatozott mind a szabadda tehet6’ DNS
mennyisége, mind pedig az a térfogat, amelyet az igy feltart mintabél a PCR-hez adhatunk annak
gatlasa nélkiil.

Hasonl6 elvek érvényesek a szervekbdl-szvetekbdl kiinduld minta-elékészitésre is.
Optimalis esetben akar egyszer(i sejt-szovet homogenizatumot is adhatunk mintaként a
reakcidelegyhez (Kiss et al., 1996b), gyakrabban azonban itt is kellenek kiegészifé’) lépések a

megfelelé6 mennyiségli és mindségli kiindulasi DNS hozzaférhetdvé tételéhez. Ide tartoznak a
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szintén detergenseken és Proteinase K-n alapul6 eljarasok, de mellettiik ma mar egyre t6bb olyan
keszlet van forgalomban, melyek kikiiszobslik mind a proteolizist, mind a szerves olddszeres
kivonast és az alkoholos kicsapast, s ehelyett kiilonféle gyanta ill. szilikon alapti megoldasokkal
teszik a PCR-nek megfeleld mindségiivé a minta nukleinsav tartalmat. Ugyanezek, vagy hasonld
kitek alkalmasak a mar befejezett PCR elegy tisztitasara, a maradék primerek, dNTP-k, s6k
eltavolitdsdra, amennyiben a PCR terméket tovabb akarjuk valamilyen molekularis bioldgiai
wizsgalathoz hasznélni, s e vizsgalatokat gatolndk az emlitett reakcié-maradvanyok (Smith et al.,

1995; Higuchi, 1989a).

2.1.2. A primerek kivélasztasa

Annak ellenére, rhogy a szintetikusan elo6allitott oligonukleotidok, az 0Un. primerek
kinetikajar6l sok adat ismert a hibridizacié soran, a megfelelé primerek kivéalasztasdban még
mindig nagy szerep jut bizonyos tapasztalati tényezOknek. A primer-kivéalasztids §sszes, ma
alkalmazott szabalyainak eleget téve sem garantdlhat6, hogy az adott primer par mggfeleléen
mizkodni fog akar a legtisztabb cél-DNS-en is. Mégis, mivel a PCR specifikussagat csakis és
lozardlag a primerek biztositjak (ez egyéb tényezok, mint a Mg' koncentricié csak
mefolyasoljak azt), az alabbi szempontokat feltétleniil figyelembe kell venniink a tervezésiik
SOran.

1. Keriilni kell az iin. szokatlan szekvenciakat, (polipurinok, polipirimidinek) tartalmazo
primereket.

2. Kilonos figyelmet kell forditani a 3' végiikon kifejezett masodlagos szerkezetet
tartalmazé primerek elkeriilésére.

3. Nagyon fontos, hogy a primer par két tagja ne tartalmazzon komplementer
spekwvenciakat, kiilondsen azok 3' végén, az Gn. primer-dimerek (lasd késébb) képzddésének

elizrilése céljabol.

11
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4. A hibridizalt primer ill. proba stabilitasat fejezi ki az un. olvadasi hémérsékleti érték
(Tm), mely mindig az adott primer/proba-cél-szekvencia kapcsolatra vonatkozik, s mely azt a
homérsékletet adja meg, mely folott a hibridizalt szakaszok szétvalnak egymastél. A T,, Meinkoth
¢s Wahl (1984) egyenletébdl szamolhato:

Tm = 81.5°C + 16.6 (logM) + 0.41 (%GC) - 0.61 (%form) - 500/L

ahol M a monovalens kationok molaritasat, %GC a guanin és citozin nukleotidok
szazalékos aranyat a DNS-ben, %form a formamid szazalékos aranyat az oldatban, L pedig a
hibridizaland6 szakaszok bazisparokban megadott hosszat jeloli. (Megjegyzendd, hogy az
egyenletnek létezik egy bovitettebb formdja, amely szdmol a cél-szekvencia és a primer
szekvenciaja k6zo6tti nem megfelelé komplementaritasu nukleotidokkal is.)

A gyakorlatban azonban ettél egy egyszerlibb képletet alkalmaznak, az aldbbiak szerint
(Suggs et al., 1981): primerT, = 2°C (A+T) + 4°C (G+C)

Minél nagyobb Ty, értéke van egy primernek egy adott cél-DNS-re vonatkozdéan (egy masik
primerhez viszonyitva), annal nagyobb specificitas érhetd el a hasznalata soran.

Fontos az is, hogy a primer lehet6leg ne a cél-DNS egy bonyolultabb mdasodlagos
szerkezet(i szakaszara legyen komplementer. Azokban az esetekben viszont, amikor az adott
mikroorganizmusra nézve csak korlatozott szekvencia adatok allnak rendelkezésiinkre, és fontos
lehet a PCR miel6bbi alkalmazasa, batran probara kell tenni ezeket a primereket is, szerencsés
esetben mitkédni fognak.

Kritikus tényez6 a primerek hosszisaga és a reakcioban hasznalt mennyisége is. A
legtobb primer 20-30 nukleotidot tartalmaz, ezeknél hosszabbakat is lehet alkalmazni
természetesen, de ez ritkan sziikséges. Bizonyos esetekben azonban kedvezd lehet, ha médositjuk
2 PCR soran keletkezett reakcidterméket - restrikcios endonukledazok vagashelyeit, promoter
szekvencidkat épithetiink a szintetizalodo termékekbe a primerek 5' végéhez kapcsoltan, igy azok
2 PCR soran beépiilnek az Gj DNS szalakba. Sziikség lehet ugyanakkor révidebb vagy €ppen

diegeneralt primerek alkalmazasara is. Ez utobbi azt jelenti, hogy bizonyos, meghatarozott
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mukleotidok helyére a primer szintézis soran a 4 nukleotid kéziil nem csak egy épiilhet be, hanem
a degeneraltsag fokatol fliggben kettd, harom, vagy akar mind a négy nukleotidbdl épiilhet be
walamelyik az adott pozicioba. A primer specifikussdga igy kontrollaltan csokkenthetd, lehetdvé
ve igy szélesebb korii felhasznalasat, példdul mikroorganizmusok nagyobb rendszertani
egyseéghez tartozd csoportjanak kimutatasat ugyanazokkal a primerekkel (lasd Kiss et al., 1996a).
Mivel az ilyen primerek kevésbé stabilan hibridizdlnak a nem teljesen komplementer
szekvencidkhoz, a hémérsékleti paramétereket koriiltekintden kell az adott alkalmazashoz
igazitani. Figyelembe véve a DNS szintézis szabalyait, itt is nagyon fontos, hogy még az erdsen
degeneralt primerek esetében is a 3' vég lehetSleg ne tartalmazzon degeneralt nukleotidokat
(Saiki, 1989).

A primerek koncentracidja altalanossagban 0.05-0.5 uM kozétt valtozik a PCR elegyben.

A primer-dimer képzodés gyakran észlelt mellékterméke a PCR-nek, kiilondsen azokban
az esetekben, amikor kevés cél-DNS-t tartalmazd reakcidelegyen nagy ciklusszamu reakcidt
hajtunk végre. A primer-dimer egy duplaszali fragment, melynek hossza kézel egyenlé a két
primer egyiittes hosszaval, és ugy keletkezik, hogy az egyik primerrdl kiindulva a polimeraz a
masik primeren szintetizalja meg az Uj szélat. A keletkezett "termék" nagyon kedvezé templat a
polimerdz szamara, s ha valamelyik kezdeti ciklusban képz6dik, akar az egész reakcidoban csak a
dimer formatumok szintézise jatszodik le.

A primer-dimer formécié kialakulasdban tobb tényezd is szerepet jatszik. Az egyik
legfontosabb ezek koziil a komplementer 3' véggel rendelkezé primerek egyidejii jelenléte a
reakcidelegyben. Ezek atmenetileg Gsszekapcsolddva kitlind templatot alkotnak a polimerdz
szamara. Ugyanakkor szdmos polimeraz, mint példaul a Taq polimerdz is, rendelkezik egy
templattol fiiggetlen polimerizaciés aktivitassal is, mely a tompavégeket egésziti ki egy vagy
tobb nukleotiddal, vagy a duplaszaldt DNS-en el6éfordulé folytonossagi hianyokat (egyszalu
szakaszokat) "foltozza be" (n. repair aktivifés). Ha a polimeraz az egyszalu primereket egésziti

ki néhany nukleotiddal az emlitett mechanizmus segitségével, konnyen van esély arra, hogy rovid,
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komplementer végek alakuljanak ki a primerek végein, s beinditsak a dimerizaciét. A dimereket
nyilvan érdemes kikiiszobSIniink. Ha j primer valasztdsa nem jarhatd, az enzim ill. a primerek
mennyiségének minimadlisra szoritdsdval szinte minden esetben csokkenthetd a képzddésiik.

Bar a legtobb primer miikoddképesnek bizonyul - igaz, gyakran nagyon kiilonb6z6
meértékben - a PCR soradn, vannak primerek, melyek a leggondosabb kivalasztas ellenére sem
eredményeznek PCR terméket. Ennek oka még nem vildgos, tény azonban, hogy a primerek
nchany bazissal valé "odabb-csusztatdsaval" a probléma a legtdbb esetben megoldddik (Saiki,
1989, 1990).

Szerencsére a primer tervezés folyamata méara mar egyaltalin nem olyan faraszto és
bonyolult dolog, mint ahogy az a fenti, roviditett listabdl kitlinhetne. Szamos kitiind szoftvert
fejlesztettek ki erre a célra az elmult években, melyek gyorsan és megbizhatéan végzik el a
sziikséges analiziseket, s a legtobbjilk mar a Interneten is hozzaférheté (Lowe et al., 1990;

Montpetit et al. 1992).

2.1.3. A DNS-PCR puffere
A legaltalanosabban hasznalt, tizszeresen koncentrdlt PCR puffer a kovetkezdkbdl all

(Saiki, 1989): 500 mM KCI, 15 mM MgCly, és 100 mM Tris-HCI, pH 9.0. Az alkalmazott

polimeraz pH optimumat be kell tartani, ezért sem ajanljdk a gyartdk a kiilonb6z6 enzimekhez
készitett pufferek cserélgetését. A PCR puffer osszetételének valtozasai jelentds befolyassal
vannak a reakcié kimenetelére, ezen belil is a Mg++ ion az, aminek koncentracidja dontd hatést

gyakorol a reakci¢ specifikussagara ill. hozamara. 1.5 mM MgCly koncentracié 4ltaldban
optimalis (200 pM dNTP koncentraci6 mellett), de néhany esetben ettdl eltérd Mg™

koncentraciora van sziikség. Altalanossagban megéllapithat6, hogy a Mg f6l6s mennyisége a
nem-specifikus termékek félhalmozodasahoz vezet, mig a nem kielégits Mg'" koncentracié a
reakcidtermék mennyiségének csokkenését vonja maga utan. Kimutattdk, hogy bizonyos

alkalmazasokhoz a KCI elhagyasa a reakcioelegybdl javitott a PCR-en (Saiki, 1989).
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Vannak olyan protokollok, melyek 10% dimetil-szulfoxidot (DMSO) ajanlanak a
reakcidelegybe az egyszali DNS masodlagos szerkezetének megsziintetéséhez. Ugyanakkor
ismert, hogy a DMSO kissé gatlon hat a Tag-ra és csokkenti a reakcié hozamat, kiilsndsen akkor,
ha an. GC-gazdag (>55%) szekvencia a megsokszorozandd darab. Ilyen GC-gazdag
szekvencidkhoz 10% formamid hasznélatat javasoljak, mely kikiisz6boli az egyébként gyakran
megfigyelt nem specifikus termékeket €s javitja a reakcié hatékonysagat (Sarkar et al., 1990).

A dNTP-k, melyek egyébként igen bomlékony vegyiiletek, altalaban 50-300 pM
koncentracioban keriilnek a reakcioelegybe. A magasabb koncentraciok alkalmazasa nem
ajanlott, az esetleges hibas beépitések gyakorisaganak névekedése miatt (Saiki, 1989).

Minthogy a dNTP-k képesek a Mg -ionok 1:1 arinyl megkotésére, mennyiségiik
meghatérozza a reakcidelegyben talalhaté szabad Mg' -k mennyiségét is. Ha tehat barmilyen
koncentraciévaltozast terveziink a NTP-ket illetéen, mindig figyelembe kell venni ennek a Mg"™

koncentraciora kifejtett hatasat is (Innis és Gelfand, 1990).

2.1.4. A PCR soran hasznélt enzimek

Kezdetben az E. coli DNS polimeraz 1. Klenow fragmentjét hasznaltak a PCR-hez (Saiki
et al, 1988). Minthogy ez az enzim nem hostabil, a denaturicids lépések soran rendre
inaktivalddott, ezért minden egyes ciklus utan friss enzimet kellett a reakcidelegyhez adni.
Tovabbi gondot jelentett az is, hogy a 37°C-on optimalisan miik6dd Klenow fragmenttel végzett
PCR specifikussaga kivannivalokat hagyott maga utdn, a millidszorosra sokszorositott PCR
termékek nagy hanyada ugyanis nem a keresett fragment volt.

A Yellowstone Nemzeti Park egyik héforrasaban felfedezett (Brock és Freeze, 1969), 70-
75°C-on is szaporodni képes eubaktériumbél, a Thermus aquaticus-bdl izolalt héstabil Tag DNS
polimeraz bevezetése a PCR;be azonban forradalmasitotta a technikat, leegyszerisitette,
meggyorsitotta azt, s egyszersmind lehetdvé valt a reakcidé automatizalasa is. A reakcidelegy

dsszetevOit csak egyszer kellett ezutdn sszerakni, s a csovek tovabbi felnyitas nélkiil bekeriiltek
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az an. thermocyclerbe (programozhatd termosztat), ahol egyszerien a hémérsékleti ciklusok
folyamatos ismétlésével végbement a reakcid (Gelfand, 1989).

A Tagq DNS polimeraz aktivitasat jelentosen befolyasolja mind a Mg " -ionok, mind pedig a
monovalens kationok koncentraciéja, ill. ez utobbiak minésége. Altalanossagban elmondhatd,
hogy 2.0 mM Mg"" maximalisan stimuldlja a Taq polimeraz aktivitasat (0.7-08 mM egyiittes
dNTP koncentracio mellett). Magasabb Mg koncentraciok mar gatlé hatasiak az enzim
aktivitasara, 10 mM MgCly 40-50%-os aktivitas csokkenést eredményezhet (Saiki, 1989).

A Taq polimeraz specificitasat, hatékonysagat, igy tobbek kozott a keletkez6 PCR-
termékek radioaktiv vagy biotinilalt nukleotiddal torténd jelolését nagyban elésegiti, ha a

dNTP-k alacsony koncentraciéban vannak jelen a reakcidelegyben. Egy 100 pl-es PCR-
elegyben dezoxinukleotid-trifoszfatonként alkalmazott 40 uM dNTP mennyiség elegend6nek
bizonyult 2.6 pg DNS szintéziséhez, s a rendelkezésre 4116 nukleotidoknak csak a fele épiilt be az

gjonnan szintetizalodott DNS széalakba (Gelfand, 1989). Mindazonaltal a nagyon alacsony dNTP
koncentraciok mar kedvezbtlen hatast gyakorolnak az enzim miikdésére.

A Tagq DNS polimeréz\ nem rendelkezik korrekcids, Un. proof-reading aktivitassal. Az
enzim ugyanakkor rendelkezik - az egyéb DNS polimerazokhoz hasonl6an - 5'-3' exonukleaz
aktivitéssal,v mellyel eltavolitja a szintetizal6dd szal eldtt helyezkedd lancot a templatrél (Gelfand,
1989).

A Taq DNS polimeraz rendelkezik egy érdekes és gyakran kihasznalt tulajdonsaggal, egy a
templattol fiiggetlen terminalis transzferaz aktivitassal, mellyel egyetlen nukleotidot (altalaban
adenozint) ad a PCR-termékek 3' végéhez. Ez azonban nem egy feltétleniil végbemend reakciot
jelent. Kimutattak ugyanis, hogy‘a primerek 5' végén taldlhatd nukleotidok mindsége jelentdsen
befolyasolja ezt a lépést, mégpedig a kovetkezdk szerint: a primer 5' végén taldlhato G-nal
szemben beépitett C-hoz (mely a PCR-termék 3' végén van tehat) kapcsol leggyakrabban egy A-t

az enzim, mig legritkabban a 3' végi A-hoz (ami a primer 5' végén elhelyezked6 T-t jelent). Az
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un. T/A klénozasi kisérletekhez hasznalt primerek tervezésénél ezt is célszerii figyelembe venni, a
primertervezés mar emlitett altalanos szabalyain kiviil (Brownstein et al., 1996).

Egy atlagos, 100 pl-es PCR reakcioban altalaban 2.5 egység (U) Taq polimerazt

hasznalnak, bar az adott koriilményekt6l (elsésorban a cél-DNS komplexitasatdl) fliggden ez 1 és
4 U kozott valtozhat. Az ezeket az értékeket meghaladé enzim mennyiség nem ajanlatos, mivel
eldsegitheti nem-specifikus reakcidtermékek képzddését, felhalmozodasat (Gelfand, 1989).

A Thermus aquaticus-bol izolalt DNS polimerazon kiviil szamos mas Thermus fajbol, a
Bacillus stearothermophilus-bol ill. egyéb, archeabéktériumokb()l is vontak ki hdstabil DNS
polimerazt, s ezek koziil tobbet jellemeztek is. A Tag DNS polimeraz is hozzaférhet6 ma mar
nem csak izolalt €s tisztitott, hanem klonozott formaban is (Hinnisdaels et al, 1996; Kobs, 1997;
Miller és Storts, 1995).

Ahogy azt mar emlitettem, a Tag DNS polimeraz néhany ezer nukleotid hosszisagu szal
szintézisére hasznalhaté megbizhatéan. Ma azonban gyakran tobb 10 ezer bazispar hosszisagu
szakaszok megsokszorozasa a cél (in. hosszii PCR, vagy Long and Accurate PCR). Ilyen
alkalmazasokhoz vagy két enzim keverékét hasznaljak, melyek koziil az egyik nagy aktivitassal, a
masik pedig er6s proof-readinggel bir, vagy pedig egyetlen (altaldban klonozott Tag
polimerazzal) érik el az akar 35 ezer bp hosszlisagu fragment megsokszorozasat (Hengen, 1994).

Céljainktdl fliggden tehat kétféle szempontot kdvetve valaszthatunk enzimet a PCR-hez:
diagnosztikai célokra megfelel6bb a j6 hozamu (pl. Tag), mig a kés6bbi kldnozasi, szekvenalasi
kisérletek elvégzéséhez a nagyon pontos (erés "proof-reading" aktivitassal bird) enzim (pl. Pwu,

Pfu, ill. UlTma DNS polimeraz; Stock et al., 1995).

2.1.5. A ciklusok paraméterei
A PCR alapvetéen harom [épésb6l allo ciklusok egymas utdni ismétlésébdl 4ll, a
denaturaciobol, a primerek hibridizaciojabol és a nukleotidlancok szintézisébél. Mindegyik

Iépéshez egy meghatarozott homérsékleti érték tartozik, melyet biztosithatunk 3 vizflirdovel,
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ahogy az a PCR alkalmazasanak kezdetén az egyediili lehetdséget jelentette, vagy pedig gépi
iton, ahol a mintakat tartalmazo blokk hdmérséklete mikroprocesszorok altal vezérelve valtozik.

Egy tipikus PCR sor4n a denaturicié a csovek rovid ideig tarté 90-95°C-ra melegitésével, a
primerek hibridizacidja 40-60°C kozotti hémérsékleten, a primerekrdl kiindulé DNS
polimerizacié pedig 70-75°C-on valésul meg. Ez utdbbihoz sziikséges id6 a szintetizdlando
termék hosszatdl fiigg: 1 perc bdségesen elegendd 1000 bazispar szintéziséhez, kezdetnek ez egy
megbizhato érték (Saiki, 1989).

Ha a reakcid egyéb paramétereit mar beallitottuk, megvizsgalhatjuk a szintézis
idétartamanak lerdviditési lehetdségeit is. Rovid, 150 bp hosszusag alatti fragmentek
szintéziséhez ki is hagyhato a ciklus 3. lépése; a denaturacié és a primerek hibridizacidja kozotti
homérséklet valtozas ugyanis elegendd id6t hagy a polimeraz szdmdra egy rovid szakasz
megszintetizalasdhoz. Ez az emlitett idGtartam (ti. amig a gép az egyik hémérsékleti értékrdl a
masikra fiit ill. hiit) az Gn. ramp id6, az esetek nagy részében nem befolydsolo tényezd, ezért
minden gépen (ha van ra lehetéség) célszer(i a leggyorsabb ramp id6t beallitani. Nagyon hosszi
fragmentek esetében azonban sziikség lehet a ramp id6 ny(jtaséra.

A PCR kudarcdnak egyik hétkdznapi oka a reakcioelegy elégtelen felmelegitése a
denaturicié alatt. Alapvetd ugyanis, hogy a DNS templat két szala tokéletesen elvaljon
egymastol, lehetévé téve a primerek szdméra a hibridizaciot. 94°C erre a célra tokéletesen
megfelel, s nem is kell sokdig ezen a hémérsékleten tartani a reakcioelegyet, hogy a polimeraz
aktivitisabol minél tobbet és minél tovabb megtartsunk a PCR soran.

A primerek hibridizacijanak (az angolul annealingnek nevezett lépés) hémérséklete a
primerek hosszatol és GC tartélmétél fiigg. Egy 20 nukleotidbdl allé és 50% GC tartalommal
rendelkezd primer parhoz az 55°C j6 kiindulasi p0:1t, s az esetek tobbségében nem is kell rajta
valtoztatni (Saki, 1989). Az elérni kivant specificitais érdekében azonban ndvelhetd ill.
csdkkenthetd az annealing hémérséklete. Minthogy a primerek oriési tilsilyban vannak a reakcié

elején a templat molekulakhoz viszonyitva, az annealing szinte azonnal megtdrténik a denaturacio




PCR az dllatorvosi diagnosztikdaban a PCR alapjai

utan (ahogy persze a hdmérséklet eléri az ehhez sziikséges legalacsonyabb szintet), ezért nem
feltétlentil kell hosszi id6ket alkalmazni az annealinghez. A termosztatokon &ltalanosan

alkalmazott 20-30 masodperces id6 tulajdonképpen ahhoz kell, hogy egy 100 pl reakcidelegy a

0.5 ml-es PCR-cs6ben elérje az adott inkubacios hdmérsékletet.

A PCR soran alkalmazott homérsékleti ciklusok soran fellépd, a parolgasbdl eredd
veszteségeket vagy a reakcidelegy tetejére csoppentett olajjal, vagy fiithet6 tetejii thermocyclerek
alkalmazasaval el6zik meg.

Optimalis koriilmények kozott (egymassal nagy mértékben vagy tokéletesen komplementer
primer és templat szekvenciak esetén) lehetdség nyilik az Gn. két lépéses ciklus alkalmazasara,
ami azt jelenti, hogy az annealing és a szintézis egy hOmérsékleten jatszodik le, ami altalaban
55°C folott van (Saiki, 1989).

Emlitést érdemel még az n. touch down PCR, mely soran néhany (4ltalaban 5), magasabb
homérsékletli annealinget alkalmazd ciklussal kezdik a PCR-t a specifikusabb szekvencidk
folerdsitésének elinditasahoz, majd a hatralévd (altalaban 30) ciklusokban alacsonyabb annealing
homésékletet alkalmazva érik el a reakcié (immar tilnyomoan a specifikus terméket szintetizal6)
Jobb kitermelését.

2.2. A "PLATEAU" JELENSEG

A PCR folyaman végbemend sokszorozasi folyamat nem végtelen. Bizonyos szamu ciklus
utan a reakcidtermékek felhalmozodasi iiteme fokozatosan lassul, majd elér egy linearis fazist,
vagyis nem nd tovabb. A reakcionak ezt a szakaszat hivjuk plateaunak. Az, hogy mikor éri el a
reakcid ezt a fazist, alapvetden a cél-DNS kiindulasi kopiaszamatol és a reakcié soran (jjonnan
keletkezett DNS mennyiségétt’il fligg. Ebbdl kovetkezden csak ugy jellemezhetjiik valamely PCR
protokoll teljesit6képességét, ha pontosan rrgegadjuk a templat kiindulasi kopiaszamat is.

A plateau fazis elérésének leggyakorlatiasabb okain tal, mint a primerek ill. dNTP-k
elfogyasa, vagy a polimeraz és a dNTP-k inaktivalddasa, - melyek egyébként nem jellemzoek egy

atlagos PCR-re - van még 3 nagyon fontos tényezd, melyek figyelmet érdemelnek a folyamat
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szempontjabodl: a szubsztrat tilsulya a reakcioelegyben, a nem specifikus termékek altal kivaltott
kompeticio, és a termékek reasszociacidja.

A szubsztrat molekulak tilsilya azon egyszerti okndl fogva alakulhat ki, hogy mintank
nagy mennyiségben tartalmazott cél-DNS-t, ezért sokkal tobb PCR termék szintetizalodott mar a
reakcid korai szakaszaban, mint amennyit a rendelkezésre allé6 enzimmennyiség szubsztratként
tudna hasznélni a rakovetkezé polimerizacios lépések alatt. Athidalhat6 az ilyen jellegii probléma
az enzim mennyiségének, vagy a polimerizacios ido hosszanak a novelésével. Egyik sem
igazan gyakorlatias, mert minden kovetkezd ciklus vagy az enzimbdl, vagy az extenzios id6bél
igényelne kétszer annyit, mint az el6z6 folyaman ahhoz, hogy a reakci6é exponencialis jellege
megmaradjon. Egyszeriibb megoldas a minta higitasa.

A nem specifikus termékek altal kivaltott kompeticié jellegében nagyon hasonld a
szubsztrat talsuly problémahoz. Ebben az esetben a nem specifikus és a specifikus termékek
versengenek a limitalt mennyiségben jelen 1év6 enzimért. A probléma értelemszeriien a reakeio
specificitasanak novelésével, példaul az annealing homérsékletének emelésével kiiszobolhetd ki.

Akadalyozhatja a PCR termékek tovabbi keletkezését az is, ha a mar nagy tomegben
jelenlévd egyszali PCR termékek duplaszaliva tapadnak ossze (reasszocialnak), miel6tt a
primerekrdl kiinduldé DNS szintézis megkezdddhetne. Megoldast itt is a reakciéelegy higitasa
nyujthat.

A plateau fazis a PCR természetes velejardja. Az esetek dontd tobbségében azonban mire a
reakcidelegy eléri ezt a fazist, mar elegend6 specifikus PCR termék halmozoédik fel, aminek akar
kimutatasa, akar pedig a vele vald tovabbi kisérletek, vizsgalatok elvégzése egyszerii feladat.
Azokban a kis szamu esetekben peaig, amikor a plateau igazan gondot jelent, célszer(ibb tobb
PCR Kkivitelezése egymas utan, mint megkisérelni a plateau fazis athidalasat vagy késleltetését

(Saiki, 1989).
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2.3. A SPECIFICITAST BEFOLYASOLO TENYEZOK

Ahogy az a fentiekbdl is kitiinik, a polimeraz lancreakcié primerek altal meghatarozott
specifikussagdt szamos tényezd befolyasolhatja. A legfontosabbak ezek koziil a kovetkezékben
Osszegezhetok:

A reakcid kimenetelére donté befolyassal bir az annealing hémérséklete. Az annealing,
valamint a szintézis idejének a lehetdségek szerinti minimalizalasaval elkeriilheté nukleotidok
hibds beépitése, igy a nem specifikus termékek keletkezése. Hasonlé eredményre vezet a
primerek ¢és az enzim koncentraciojanak a lehetd legalacsonyabbra szoritasa, ahogy a primer-
dimerek képzddésének kikiiszobolésénél mar emlitettiik. Végiil, de nem utolsd sorban, mind a

Mg™-k, mind a KCI koncentraciéjanak optimalizalidsa nagyban fokozza a reakcid

specificitdsat az enzimre gyakorolt kozvetlen hatdsukon keresztiil (Saiki, 1989).

2.4. A PCR TERMEKEK KIMUTATASA

A PCR termékek kimutatdsira legaltalinosabban hasznalt moédszer az agardz
gélelektroforézis. Az elektroforézis soran a DNS molekulak méretiik szerint valasztodnak
szét. A gél matrix ugyanis molekularis sziir6ként viselkedik, melyben a kisebb fragmentumok
gyorsabban vandorolnak, mint a nagyobb méretiiek. Egy fragment 4ltal megtett tavolsag igy
forditottan aranyos annak méretével. Az agaréz matrix 100-50,000 nukleotid hosszlsagu
fragmentek szétvalasztisira a legalkalmasabb. A szétvalasztis finomithaté az agaroz
fragmentek, a magasabb (~ 2%) koncentracié a kisebb fragmentek szétvalasztisat teszi
hatékonyabba (Westermeier, ﬁl 993).

Az agar6z gélben méretiiknek megfeleléen szétvandorolt DNS molekuldk megfestésére
altalanosan egy fluoreszkalé festéket, az etidium-bromidot hasznéljak, mely az ultraibolya (UV)
fny tartomanyéaban valik lithatova. Az UV fény hatdsdra az azonos méretii DNS molekulak

sokasaga kompakt csikok formajaban lathaték a gélben, melyekrsl fénykép ill. videofelvétel
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keészithetd az eredmény megdrzése ill. tovabbi analizise céljabél. A rendelkezésre 4ll6 szoftverek
segitségével a videokameraval rogzitett s digitalizalt képek standardizalhatok, lehetdvé téve igy
térben és idoben egymastol elkiiloniilten végrehajtott kisérletek eredményeinek Osszevetését.
Kiterjedten hasznaljak ezt a fajta képelemzést a genotipus azonositd vizsgalatok soran. A modszer
erzékenységének alsé hatara kb. 5 ng DNS.

Az agar6z gélelektroforézis mellett a polialkrilamid-gélelektroforézist (PAGE) is
hasznaljak a PCR termékek szeparalasara azokban az esetekben, amikor nagy felbontoképességii
elvdlasztasra van sziikség, mint példaul a Single Strand Conformational Polymoprhism (SSCP)
analizisek esetében (Selvakumar et al., 1997) Ez utobbi soran a duplaszali PCR termékeket
denaturaljak és koncentralt poliakrilamid gélben futtatjdk. A szimplaszald DNS fragmentek
nukleotidsorrendjitknek megfelelé konformaciét felvéve mar akar 1 nukleotid eltérés esetén is
megvaltozott futasi karakterisztikdt mutatnak (altalaban max. 300 nukleotid fragment
hosszusagig).

Az utdbbi években azonban a gélelektroforézisen alapuld kimutatas szamos hidnyossagara
figyeltek fel. Rogton az els6k kozott az agardz gélelektroforézis-etidium-bromid rendszer
erzékenységét kritizaltdk (Lazar, 1994), de a hagyoményos kimutatasi eljards nem bizonyult
minden esetben kielégitden specifikusnak sem. Ilyen eset példaul a klinikai mintédk vizsgalata
soran gyakran megfigyelt tobb csik vagy az un. smear - elmosodott folt a kompakt csik helyett - a
gélen.

Nemrégiben bevezettek azonban egy uj festéket, a SYBR Green I-t, amely kivételesen eros
affinitdssal rendelkezik a DNS irant, és a fénykibocsatasa is legalabb 6tszordse az etidium-
bromidénak. A potencialisan karcinogénnek tartott etidium-bromidtdl eltéréen ez a festék teljesen
artalmatlannak bizonytllt, igy nem meglepd, hogy alkalmazasa gyorsan terjed azokon a

teriileteken, ahol a PCR termékek nagyon érzékeny kimutatasara van sziikség (Schneeberger et al,

1995).
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Az elobb emlitett festéken til két egyéb, még hatékonyabb megoldast hasznilnak az
érzékenység és a specificitis fokozasara, valamint a termékek valodisdganak bizonyitasara
(verifikalasara).

Az egyik eljards soran, melyet kidolgozdjar6l Southern-hibridizacionak neveztek el
(Southern, 1975), a PCR termékeket denaturalas utdn vagy vakuummal vagy a kapillaritas elvét
kihasznalva a gélbdl egy nylon membranra juttatjak (blottoljak), ott rogzitik, és egy a termékre
specifikus, radioaktivan vagy egyéb modon jelolt probaval hibridizaltatjak. Megfeleld
hibridizacios koriilmények kozott a reakcid kizarja a nem specifikus szekvenciak kimutatasat. Bar
a radioaktivan jelolt, ill. az enzimesen jelolt és kemilumineszcenciaval kombinalt kimutatasi
moédszerek roppant érzékenyek, meg kell emliteni jelentds munka- és idésziikségletiiket, valamint
azt, hogy a radioaktiv probék hasznalatat szamos labor - kiilonsen rutindiagnosztikai labor - nem
engedheti meg magénak a sziikséges feltételek hianya miatt.

Szamolva az etidium-bromidos festés érzékenységi és specifitasi problémaival, kidolgoztak
egy csak a PCR tovabbfejlesztésén alapuld technikat, ami jelentdsen ndvelni képes mind az
erzékenységet, mind a specificitast. Az un. nested (fészkes) PCR sordn az els6 reakcio a
hagyomanyos maddon zajlik, majd a kész reakcidelegy egy kis hanyada (ill. az abban talalhato
PCR termék) szolgal cél-DNS-ként egy masodik PCR-ben, csakhogy az ebben alkalmazott primer
par az eredetin beliil, azok altal kozrefogva helyezkedik el. gy kivételes érzékenység és
specificitas érhetd el, hisz a PCR potenéiélja kétszeresen is kihasznalasra keriil a nested PCR-ben.
Epp a rendkiviili érzékenység az egyik hatranya a médszernek, ugyanis fokozottan jelentkezik a
kontaminacié veszélye, masrészt hosszadalmasabba és koltségesebbé is valik igy a reakciok
kivitelezése (Belak ¢s Ballagi-Pordany, 1993).

Az emlitett hatranyokat kikiiszobolendd, olyan 0j kimutatasi eljarasokat fejlesztettek ki,
melyek mind érzékenységben, mind specificitasban jelentésen feliilmuljak a hagyomanyos
mddszereket. Ezek a technikak képesek akar 10-nél kevesebb kiindulasi kopiaszamu cél-DNS-bd!

keletkezett PCR termék kimutatasara néhany ciklus utan is. A kimutatas raadasul rendkiviil
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specifikus, sem primer-dimereket, sem egyéb, nem-specifikus termékeket nem észlel, s a
modszerbe beépithetd dekontaminald eljarasok a nested PCR-nél emlitett hatranyokat is
kikiiszobolik.

Egyike a legigéretesebb ilyen technikdknak az ELISA-t (Enzyme-linked immunosorbent
assay) felhasznal6 eljaras, mar csak azért is, mert az ELISA-k mar kelloképpen standardizalt, a
legtobb laborban rutinszerlien hasznalt technikdk. Az ELISA mellett a HPLC (high performance
liquid chromatography) €s a kapillaris elektroforézis azok a modszerek, amelyek felvélthatjak az
etidium-bromidon alapulé hagyoményos kimutatasi protokollokat (Lazar, 1994; Oefner et al.,
1994).

2.5. A PCR SORAN ALKALMAZOTT KONTROLLOK

A PCR kivételes érzékenysége miatt elkeriilhetetlen a megfelelé pozitiv ill. negativ
kontrollok alkalmazéasa a reakciokhoz - kiiléndsen igaz ez a diagnosztikai céli felhasznaldsokra.
A negativ kontroll arrdl ad felvildgositast, hogy tortént-e kontaminacié a reakcid kivitelezése
soran, s legegyszer(ibben desztillalt vizzel helyettesitett cél-DNS-t, vagy cél-DNS-t biztosan nem
tartalmaz6 minta felhasznalasat jelenti a PCR-ben.

A pozitiv kontroll azt mutatja meg, hogy a rendszer az elvartnak megfeleléen mitkodott-e.
A pozitiv kontroll lehet kiilsd ill. bels6. A legegyszertibb kiilsé pozitiv kontroll az, amikor
biztosan pozitiv (cél-DNS-t tartalmazd) mintat is vizsgalunk a PCR sordn ugy, hogy egy kiilon
csében futtatjuk le a pozitiv kontrollt. A belsé pozitiv kontroll esetében pedig a pozitiv mintat
hozzakeverjilk valamelyik, a vizsgilandé anyagot tartalmazd cs6hoz, lehetdség szerint annak
kiilonboz6 higitasaihoz. Ezéltal felvildgositast nyeriink arrdl is, hogy a vizsgélandé minta nem
tartalmaz-e a PCR-t gatl6 anyagokat.a Ertelemszer(ien azokban a csévekben, amelyekben a pozitiv
kontroll talalhatd, mindig pozitiv reakciét kellene kapnunk, de gyakran el6fordul, hogy ezt csak a
vizsgalandd anyag akar 100-10,000-szeres higitasa mellett észleljiik, ami azt jelenti, hogy
mintank nagy toménységben tartalmaz gatlé anyagokat. A legtobb diagnosztikai céld PCR-hez az

Iven jellegli pozitiv kontrollok altalaban megfeleléek.
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A belsd pozitiv kontrolloknak két fajtaja Iétezik, az endogén és az exogén. Az endogén
belsé pozitiv kontrollok olyan szekvenciakat jelentenek, amelyek eredendden benne vannak a
vizsgalandé mintaban, mint példaul az an. haztartdsi gének (az alapvetd anyagcsere-
folyamatokban részt vevo enzimek génjei). Ezeket a szekvencidkat egyszerre sokszorozzuk meg a
c€l-DNS-ével (és persze teljesen mas primer parral), igy hiteles informaciot nyeriink a minta-
clokészités és tisztitds hatékonysagardl. Az exogén belsé pozitiv kontroll (az un. MIMIC) egy
szintetikus kontrollt jelent, mely ugyanazokat a primer-k6td szekvencidkat tartalmazza, mint a
c€l-DNS, s itt a kontrollrdl a specifikus fragmentt6l csupan méretében kiilonbozd PCR-termék
kepzodik. Ezek a kontrollok természetiikbdl fakadodan tisztitott formaban keriilnek alkalmazasra -
gvakran néhany plazmidrél van sz6 - ezért nem a tisztitas hatékonysagat hivatottak ellendrizni,
hanem f6leg kvantitativ reakcidkhoz veszik 6ket igénybe. Nagyon fontos, hogy a méretkiilonbség
nyilvanvald legyen a kontroll és a cél-fragment kozott, de ne legyen til nagy, hogy a kinetikai
paramétereik ne kiilonbdzzenek talsagosan.

2.6. KONTAMINACIO

Rendkiviili hatékonysaga miatt a PCR végrehajtasa soran rendkiviili figyelmet kell forditani
2z esetleges kontaminacié - olyan nukleinsav molekuldk kimutatdsa, melyek eredend6en nem
voltak jelen a mintaban - elkeriilésére. A legfontosabb szabalyok a kdvetkezok.

A minta, valamint a PCR-hez sziikséges vegyszerek el6készitése, a reakcioelegy
Osszedllitdsa ne torténjen ugyanabban a helyiségben, ahol a PCR termékek analizise, tarolasa,
tovabbi feldolgozasa folyik. A legkdnnyebben kontaminalé anyag ugyanis nem a minta DNS
tzrtalma, hanem a PCR termék, hiszen driasi tdmegben van jelen paranyi térfogatban, és kitind
"alapanyag" a tovdbbi PCR-ekhez. Ezért az alapveté munkafolyamatokat kiilon helyiségben kell
elvégezni (mintafeltaras, a reakcidelegy sszeallitdsa, a minta hozzdadasa és a reakcié lefuttatasa,
slektroforézis-géldokumentacio), sét, ha lehet, a minta preparalasa és a reakcioelegy Gsszeallitasa
sgynevezett laminaris boxban torténjen, amely megakadalyozza, hogy kiviilrél szennyezd anyag

jusson a box légterébe, s a flilkében elhelyezett UV lampa, mely intra- és inter-strand pyrimidin-
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diméreket alkotva redukaélja a kdodolo kapacitast. Polisztirén anyagbél késziilt pipettik esetében
ugyanakkor tigyelni kell arra is, hogy a pipettak ne legyenek 48 6ranal tovabb kitéve az UV
hatasanak, mert a PCR-t er6teljesen gatlo anyagok felszabadulasat eredményezheti a tartds
UV hatas (Linquist et al., 1998). A reagensek tarolasara, de féleg a veliik valé munka soran
IehetSleg steril, egyszer hasznalatos milanyag eszkozoket hasznéljunk; az iivegeszkdzok csak
magyon alapos tisztitds utdn hasznilhatok a kontamindcid veszélye nélkiil. A pipettazas igen
selentds forrasa a kontaminacidnak, ezért csakis egyszer-hasznalatos, steril pipettahegyek
haszndlata megengedett. Kaphatok Gn. pozitiv kiszoritdsa pipettdk, amelyek nagyon hasznosak
ugyan, de igen dragadk, valamint filterrel ellatott pipettahegyek, amelyek a pipettazds sordan
zsetelegesen kialakult [€gorvények kozvetitette kontaminaciot is kizarjak.

A PCR-hez mindig steril, és kis adagokban tarolt (altalaban 10 reakciéra elegendd)
vegyszereket hasznaljunk. A munkafolyamatokat eldobhatd, egyszer-hasznalatos kesztyiiben
wegezziik, melyeket ajanlatos siir(in (a mar emlitett fazisonként) cserélni.

A nyitott Eppendorf csévek gyakran kontaminalédnak a folyadékokkal vald foglalatoskodas
kidzben keletkezd aerosolok kozvetitésével. A PCR soran kiilsndsen fontos, hogy azok a csdvek
legyenek nyitva, amelyekkel éppen dolgozunk. Ebbdl a szempontbdl is (és takarékossagi okokbol
) ajanlatos (n. master-mixet késziteni, ami azt jelenti, hogy egy cs6be (persze a kisérlet
wolumenétdl fliggben) oOsszemérjilkk az Osszes cs6 anyagsziikségletét a DNS (és bizonyos
zsetekben az enzim) kivételével, majd ebbdl a cs6bdl mérjitk szét a megfelelé térfogatokat,
minimalizilva ezzel a pipettazasi veszteségeket is. A PCR munkafolyamataihoz ajanlott egy
&@lon erre a célra hasz;i;lt mikrocentrifugat alkalmazni. A megfelel6 kontrollokat mar
smertettem az eléz6 fejezetben. A fentieken kiviil szamos forrasa lehet a kontaminacionak, de a
legielentdsebb ezek koziil a kontakt kontaminacid. Ezért kiilonss gondot kell forditani az dsszes
whoreszkozre, amelyek érintkezésbe keriilhetnek a PCR vegyszereivel, s nem utolsé sorban a
PCR-t kivitelezd személy is szoba johet, mint a kontaminacio kozvetitéje (Beldk és Ballagi-

Pordany, 1993).
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3. RNS KIMUTATO PCR (RT-PCR)

Napjainkra a PCR egyik f6 felhasznalasi teriiletévé valt a génkifejez8dés tanulmanyozésa.
E vizsgalatok soran a szintetizalodott mRNS molekuldkat mutatjék ki a PCR segitségével. Mivel
a PCR csak DNS-bdl DNS-t sokszoroz meg, az RNS-t cDNS-sé (c=copy, masolat) kell atirni,
amit reverz transzkriptaz segitségével végezhetiink el. Innen kapta az eljaras nevét is: RT-PCR.
A modszer rendkiviil hasznosnak bizonyult azokban az esetekben, amikor a hozzaférhetd minta
mennyisége és/vagy az abban talalhatd mRNS mennyisége nagyon alacsony. Az utobbi idében
viszont egyre nagyobb szerepet kapott az RT-PCR az RNS virusok kimutatisiban, akar
mennyiségi vonatkozasban is (Berencsi és Minarovits, 1997).

Az RT-PCR sikeres végrehajtasahoz a legfontosabb tényez6k a kimutatandd RNS

mindsége, az atirashoz hasznalt enzimek, és a reakcidkban alkalmazott primerek.

3.1. AZ RNS MINOSEGE

A megfelel6 mindségili és mennyiségli cDNS szintéziséhez elengedhetetlen, hogy a minta
RNS-tartalmat nagy tomegben, tisztin, koncentralt formaban izoldljuk. Minthogy ebben az
esetben a szdmunkra érdekes szekvencia a DNS-nél joval érzékenyebb RNS-ben taldlhato, nagy
gondot kell forditani az RNS tisztitds hatékonysagéara, annal is inkdbb, mert sokszor ez a 1épés
donti el az egész folyamat sikerességét. A jO mindségii RNS kinyerésén tul a folyamat célja az,
hogy az RNS-bontd enzimeket és egyéb, az RNS stabilitdsat csdkkentd anyagokat kikiiszoboljiik
mind a mintdnkb6l, mind pedig a reakcidelegy egyéb Gsszetevoibsl. E célbol gyakran
alkalmaznak ribonukleaz inhibitorokat, mint példaul a dietil-pirokarbonat (DEPC).

Az RNS izoldldsnak szdmos modja ismert. Az egyik legelterjedtebb a guanidin-
motiocianat hasznalatan alapul, melyet Chomczynski és Sacchi 1987-ben irtak le, s mely
madszer jo mindségli RNS-t eredményez akar szovetkulturak, akar szervmintak sejtjeib6l is. Az

eljarashoz szitkséges sejtszam igen kevés, akar 1000 is lehet, ami nagyon elényds a mddszer
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olyan diagnosztikai célu felhasznalasdhoz, ahol eleve csekély a rendelkezésre all6 kiindulasi
sejtszam.

Az Un. oligo(dT) szelekcios modszer, amely a poli-A-val rendelkezd mRNS szelektiv
2olalasara alkalmas, foként klonozasi céli RNS-tisztitashoz ajanlott. Ez a technika egyébként
foleg a génkifejez6dés tanulméanyozasihoz jelent értékes segitséget, ahol nagyon fontos a
wontamindlé genomi DNS kikiiszobolése a vizsgalatokhoz. Szamos RNS virus esetében, mint
peldaul a pestivirusok, melyek nem tartalmaznak poli-A véget, ez az egyébként nagyon szelektiv

eljaras nem johet szoba (Liedtke et al., 1994).

3.2. AREVERZ TRANSZKRIPTAZOK

A cDNS szintéziséhez tobb reverz transzkriptdaz is felhasznalhat6. A legéltalanosabban
zlkalmazottak a Moloney Murine Leukemia Virus reverz transzkriptaz (MMLYV RT), melynek
ribonukleaz H" mutansai is hozzaférhetéek, az Avian Myeloblastosis Virus reverz transzkriptaz
IAMYV RT), és a Thermus thermophilus-bdl izolalt hostabil Tth DNS polimeraz. A Tth polimeraz
Mn -ionok jelenlétében reverz transzkriptdzként miikodik, alkalmazéaséval ezért lehetdség nyilt
# egy lépéses RT-PCR-re, ami azt jelenti, hogy ugyanabban a csdben zajlik le a reverz
ranszkripci6 €s a PCR egymas utdn (Miller és Storts, 1995).

A reverz transzkriptazok, kiilonosen az MMLV RT, rendelkeznek egy - az alkalmazastol
figgden - gyakran hatranyos tulajdonsaggal is, mellyel feltétleniil szimolni kell az RT-PCR
soran. A reverz transzkripcié befejezése utdn ugyanis a megmaradé reverz transzkriptaz
aktivitas néhany nukleotidot ad a primerek 3' végéhez, ezaltal kétféleképpen is akadalyozva a
rakdvetkezd PCR-t: az egyik az,y hogy a primerek éppen azon a végiiidin modosulnak, ami a
PCR szempontjabol a kritikusabb, masrészt olyan esetben, amikor nagyjabol komplementer
fragmentek keriilnek a primerek végeire, a kordbbiakban mar targyalt primer-dimerek

keletkezhetnek a specifikus PCR termékek helyett. Eppen ezért, a transzkriptazt inaktivélni kell a
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PCR eldtt akar hével, akar fenollal, vagy az egylépéses RT-PCR-nél a Mn"*-k EGTA-val (etilén-

glikol-tetraecetsav) valo kelatképzésével (Chumakov, 1994).

3.3. PRIMER VALASZTAS A cDNS SZINTEZISEHEZ

A cDNS szintéziséhez is kellenek primerek, melyek kivalasztisanak stratégidja az RT-PCR
felhasznalasi céljatol fligg. A primerek specificitdsa nagy befolyast gyakorol ugyanis mind a
¢DNS mennyiségére mind annak mindségére. Harom kiilonb6zé megoldas koziil valaszthatunk:

I. A legkevésbé specifikus kozelitdés az, amikor @n. random hexamereket
(hexanukleotidokat) hasznalunk primerként a ¢cDNS szintéziséhez. Azokban az esetekben
indokolt a hasznélatuk, amikor az adott mRNS-t az abban fellelhetd és aranylag stabil masodlagos
szerkezetek miatt nehéz teljes hossziisagiban cDNS-sé &tirni. Ertelemszerlien minden, a
reakcidelegyben talalhato RNS molekula templatként szolgal a hexamerek szdmara, az RT-PCR
specificitasat igy kizarolag a PCR biztositja. A random hexamerek felhasznaldsaval szintetizalt
eDNS-ek 96%-a a riboszomalis RNS-ekbél szarmazik. Ahhoz, hogy a reakcié maximalis cDNS
mozamat elérjiik, a hexamer:RNS aranyt empirikusan kell beallitani.

2. A kovetkezé modszer az Un. oligo(dT) primereket hasznélja, melyek a legtébb eukariota
mRNS 3'-végén talalhatd poli-A farokkal komplementerek. Minthogy a poli-A RNS-ek az sszes
RNS-nek csak mintegy 1-2 %-at teszik ki, a keletkezé cDNS-ek variabilitisa, komplexitasa
kemyegesen kisebb, mint a hexamerek kozvetitésével szintetizalt cDNS-ek esetében. Nagyfoku
specificitasa miatt az oligo(dT) primerrel inditott reverz transzkripciét altalaban nem sziikséges
mptimalizalni.

3. A harom mddszer kézﬁl a legspecifikusabb az, amikor a cél-RNS-hez komplementer
slizonukleotidokat hasznalunk a cDNS-szintézis primereként. A leggyakrabban a PCR primerek
Wizl hasznaljak a reverz, altaldban az mRNS 3' vége felé esd primert. Az eljaras eldnye, hogy
mar a cDNS is meglehetdsen specifikus lesz, hiszen csak azokat a szegmenteket reprezentalja,

smelyek tartalmazzak a PCR-ben célzott szekvenciat. Ujabb megfigyelések szerint azonban
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gvakran talalkozhatunk nem-specifikus termékek felhalmozddasaval, ha az elébb emlitett
stratégiat kovetjiikk. Ennek elkeriilésére ajanlatos egy a reverz PCR primertdl legfeljebb 100
nukleotid tdvolsagra tervezett, és természetesen a felerdsitendd szakaszon kiviilre eso, viszonylag
rovid, 12-15 nukleotid hosszisagi reverz transzkripciés primer alkalmazasa a cDNS
szintéziséhez. Ily modon nagy mértékben javithato a rakovetkezd PCR specificitasa, s mivel a
rovid primerek Tn-je sokkal alacsonyabb, mint egy atlagos hosszisagl primeré, nem kell azzal
szamolnunk, hogy a sokszorositisi reakciot megzavarja a jelenléte (Pfeffer et al., 1995;
Rashtchian, 1994; Nuovo, 1995; Kawasaki, 1990).

Végiil de nem utols6 sorban meg kell emliteniink, hogy létezik ma mar "alternativaja" is az
RT-PCR-nek, mégpedig a nemrégiben kidolgozott NASBA (nucleic acid sequence-based
amplification) technika, mely a PCR-tSl eltéréen nem igényli a reakcio-hdmérséklet ciklikus
valtoztatasat, hanem harom enzim (reverz transzkriptaz, ribonukledz H és RNS-polimeraz)

kdzremiikddésével sokszorozza meg a kimutatandd virusnukleinsav egy szakaszat allandé

hoémérsékleten (Carrino és Lee, 1995).
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4. A KOROKOZOK KIMUTATASAT SZOLGALO PCR SAJATOSSAGAI
4.1. ERZEKENYSEG ES SPECIFICITAS

A PCR, mint biokémiai folyamat érzékenysége alapvetden attol a primerek biztositotta
spcificitastol fiigg, mellyel képes az adott reakcié szempontjabol nem specifikus nukleinsav
szalak koziil a specifikus szakasz megsokszorozasara. A képzédé reakciotermék
mennyiségére, vagyis a reakcio teljesitoképességére ugyanakkor jelentés hatast gyakorolnak a
reakcidelegy Osszetevoinek (primerek, enzim, Mg"") koncentracidvaltozasai csakigy, mint az
egyes ciklusok paraméterei (a hdmérsékleti értékek ill. az adott 1épések idétartama).

Mivel a kiilonbozé koérokozok kimutatdsara legtobbszor a gazdaszervezet
nukleinsavanak nagy tomegl jelenlétében keriil sor, nagyon fontos, hogy a kérokozoéra
szigorian specifikus legyen a PCR, lehetévé téve az adott organizmus valamely
szekvenciajanak érzékeny és kizardlagos megsokszorozasat.

E cél eléréséhez nagy segitséget jelent a gazdaszervezet genomjanak, annak nukleotid-
sorrendjének minél részletesebb ismerete, ennek hidnyadban azonban a legtsbb PCR
tapasztalati Uton nyert eredményekre tamaszkodik még ma is. A legjobban optimalizalt
rendszerekben (mint példaul a HIV) ugyanakkor lehetdség nyilik akar 1 millio sejt DNS-
tartalmanak megfelelé nukleinsav mennyiségb6l kimutatni az 1-10 koépiaban jelenlévd
virusgenom specifikus szakaszait. Tisztdban kell lenniink azonban azzal, hogy a kimutatasi
kiiszObértéket az 1 kopidhoz kézelitve az eredmény megismételhetosége egyre kérdésesebb
lesz, hisz egyre kisebb eséllyel keriil a kevés képiabol valamelyik a PCR-hez adott mintankba,
s szamolni kell maganak a reakcionak is a sztochasztikus tényezdivel.

A diagnosztikai vizsgalomodszerek felhasznalhatoésagat azok klinikai érzékenysége és

specificitdsa hatarozza meg (Gelehrter és Collins, 1990). Kiilondsen fontos allatorvosi
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szempontbol a PCR jarvanytani vonatkozast értékelése. Ebbl a szempontbol a PCR
érzékenysége a technika azt a képességét jelenti, mellyel képes minden fertdzott allat
kimutatasara, a specificitas pedig azt a képességet jelenti, amellyel a PCR megbizhatéan
azonositja a negativ egyedeket. A PCR emlitett tulajdonsgainak értékeléséhez mindig
igénybe kell venni a hagyoményos diagnosztikai modszerekkel kapott, elsésorban a
korokozok izolalasat célzo vizsgalatok eredményeit, melyek magukban foglalnak szerologiai,

szdvettani és elektron mikroszkdpos vizsgalatokat is (Lauerman et al., 1993).

4.2. AKOROKOZOK HETEROGENITASA

Kozismert, hogy szamos kérokozé, kiilondsen az RNS virusok ill. az RNS intermedier
kizbeiktatasaval szaporodd retrovirusok genomja gyakran tartalmaz(-hat) bazis-eltéréseket,
inszerciokat, megkettdzodéseket ill. deléciokat (Grieser-Wilke et al., 1993; Sugden, 1993).
Mai felfogas szerint ezek a virusok a replikacidjukat végz6 enzim alacsony fokud hiiségének,
ill. az §j virus-nukleinsav molekula szintézise soran fellépd templat valtdsnak koszonhetik
reverz transzkriptiz miikodése kozben bekovetkezd hibak is hozzijarulhatnak a fenti
folyamathoz.

Az ujabb fertdzési ciklusok szintén novelik a virusok variabilitdsat, ugyanis a
gazdaszervezet immunrendszere altal szelekciés nyomasnak vannak kitéve. Ez a variabilitas
diagnosztikai problémakat is okozhat, hiszen kialakulhatnak olyan virus-variansok,
amelyeknek éppen a PCR dltal megcélzott régidja szenved valamilyen mutdcidt, ami
lehetetlenné teszi az adott szakasz megsokszorozasat. Eppen ezért mindegyik diagnosztikai

célra hasznalt primernek és probanak idérdl idére ellendrizni kell a specificitasat €8
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érzékenységét, €s ha sziikséges, U1j, akar degeneralt(abb) oligonukleotidokat kell tervezni és

szintetizalni a korabbiak helyett.

4.3. A DIAGNOSZTIKAI PCR TERVEZESE

A diagnosztikus PCR tervezése soran szamos szempontot kell figyelembe venni. Ezek
koziil az elsdk kozott all annak mérlegelése, hogy a technika bevezetése indokolt-e egy adott
korokozé kimutatdsara, szembedllitva az egyéb vizsgalomddszerek koltségeivel. Bizonyos
esetekben persze a koltség tényezd hattérbe szorul, mint példaul a HIV-t kimutatd, vagy
allatorvosi szempontb6l a bejelentési kotelezettség ala tartozo fert6z6 betegségek
egynémelyike, ahol lényegesen javitja a diagnosztikai munka hatékonysagat a PCR
bevezetése.

Indokolt a PCR haszndlata olyan kérokozok kimutatdséara is, amelyeket nehéz, vagy
rendkiviil hosszu ideig tart izoldlni, vagy a hagyomanyos diagnosztikai mddszerek kevésbé
erzékenyek ill. specifikusak. Ugyanakkor nagy segitséget jelent a PCR a konnyen izolalhaté
korokozok gyors azonositasaban, mivel a rﬁegsokszorozott szakaszt tovabbi vizsgalatoknak
lehet alavetni.

Ha eldontottiik, hogy az adott kérokozora hasznalni kivanjuk a PCR-t, a téma
szakirodalmat kell alaposan attanulmanyozni. Napjainkra szinte az 6sszes emberi és allati
patogénre dolgoztak vagy éppen dolgoznak ki PCR-t, ami nagyban segiti az uj felhasznalét
abban, hogy a nemkivanatos buktatokat lehetdség szerint csokkentse vagy elkeriilje a
protokoll 6sszeallitasa soran.

Az adott kérokozo természetétdl fiiggden eltérd specificitdsi PCR(ok) tervezhetok. Ha

szigorian egy faj egy szerotipusat, vagy akar egy genotipusat akarjuk kimutatni, azt

o Fe

33




PCR az dllatorvosi diagnosztikaban a diagnosztikai PCR jellemzdi

specifikus PCR-ben. Minél konzervativabb régiora tervezziikk azonban a PCR-t, annal
altalanosabb, rendszertanilag magasabb kategoriaju azonositasra nyilik lehetéség. Ez olyankor
hasznos, amikor a diagnézis felallitaséhoz mar elegendd, vagy ahhoz nagyban hozzajarul, ha
meghatarozhaté az adott korokozo rendszertani hovatartozasa, s a pontos beazonositis
fajspecifikus PCR-rel, RFLP-vel, Southern-blottolassal, SSCP-vel, vagy a nukleotid-sorrend
meghatarozasaval elvégezheto.

Mindkét megkozelitéshez sziikség van az adott korokozdo(k) szekvenciajanak legalabb
részleges ismeretére, melyhez legkonnyebben a GenBank adatbazisaban férhetiink hozza, az
irodalomban k6z6lt szekvenciak mellett természetesen. A GenBank-bol szarmazé adatok azért
felelnek meg jobban a célnak, mert szamitogéppel kozvetleniil feldolgozhatok, ami a
primertervezés folyamatat gyorsitja ill. kénnyiti meg szamottevéen.

Miutan kivalasztottuk a diagnosztikai szempontbol legmegfelelobb genomszakaszt,
elvégezzilk a potencialis primerek analizisét a primerek kivalasztasanal leirtak szerint
(kinetikai paraméterek, GC arany, stb.). Ezutin ismét a GenBank-hoz folyamodva le kell
ellen6rizni a kivalasztott, s ai eddigiekben megfeleldnek talalt fragment specificitasat, vagyis
azt, hogy az eddig rendelkezésre allo szekvencia adatok szerint primerjeink csak az altalunk
kivant szekvenciat/szakaszt sokszorozzék meg. Ez a 1épés feltétleniil sziikséges a késdbbi,
téves pozitiv reakcidk elkeriiléséhez, ami kevésbé szigoru reakcio koriilmények kozott még
abban az esetben is bekovetkezhet, ha csak az egyik primer specificitisa nem megfeleld
(Hiltunen et al., 1994)..

Az ellen6rzés kedvezd eredménye esetén a szintetikus ton eldallitott primereket el6szor
tisztitott cél-nukleinsavon célszeri kiprobalni, melyen meghatarozhaté a rendszer

érzékenysége, valamint beallithaté az optimalis Mg’ koncentracié. Ezek elvégzése utan lehet

klinikai mintakon tesztelni a PCR-t, melyek soran a megfelel6 tisztitasi eljaras kidolgozasa
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alapvet6 fontossagi (megbizhatdsag. ismételhet6ség, egyszeriiség, koltség). Az RNS virusok
kimutatasahoz sziikséges reverz transzkripcio elvégzésére szamos lehet6ség nyilik: a vizsgalo
maga Osszedllithatja az RT elegyet, de vannak eldre Osszedllitott, néha specialis célokat
szolgal6é un. RT-kitek, melyek kozott mar olyan is van (lasd elébb), mely az RT-hez és a
PCR-hez is ugyanazt az egy enzimet hasznalja.

Bérmilyen 1épésekbdl is allitjak Gssze a modszereket, azoknak standardizalhatonak kell
lenni. Ez azt jelenti, hogy a bevalt eljaras lépéseit kell mindig szigortian kdvetni annak
érdekében, hogy minimalisra csckkentsék a térben €s/vagy idében egymastdl elvalasztva, de
ugyanazt a leirast kdvetd reakciok feltételei kozotti kiilonbséget.

Végiil érdemes ismételten hangstlyozni, hogy a rendszer érzékenységét, specificitasat
rendre ellendrizni kell, ugyanakkor kovetni kell a vonatkozé irodalmat is, hogy az esetlegesen

felbukkanoé 0 variansokra id6ben és hatékonyan reagalni tudjunk PCR-rendszeriink célszerti

moédositasaval, megdrizve igy annak diagnosztikai értékeét.
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5. KISERLETEK

5.1. Homolég DNS szekvenciak kimutatésa allati adenovirusokbol polimeraz lancreakcio

felhasznalasaval

Megjelent: I. Kiss, Katalin Matiz, Annika Allard, G. Wadell €S Maria Benkd (1996): Acta
Veterinaria Hungarica 44, 243-251
BEVEZETES

A szarvasmarha (BAV) (Kurokawa et al., 1978; Beldk et al., 1983; Hu et al., 1984b;
Benk§ et al., 1988), sertés (PAV) (Garwes és Xuan, 1989; Benkd, 1990; Kleiboeker et al.,
1993; Reddy et al., 1993, 1995; Tuboly et al., 1995), és juh (OAV) (Benké, 1990; Boyle et al.,
1994) adenovirusok kiilénbézd szerotipusai DNS-ének restrikciés enzimes (RE) vizsgalata
azt mutatta, hogy sem az emlitett allati adenovirusok kozott, sem kozottik és barmely humén
adenovirus (HAV) koz6tt nincs szoros genetikai rokonsdg. Egyetlen kivétel a BAV-9,
melynek RE mintdzata nagyon hasonl6 a C csoportba tartozé6 HAV-okéhoz (Benks, 1990). A
HAV-ok, BAV-ok és PAV-ok Southern hibridizaciéban tortént vizsgalata viszont
hasonlésagot mutatott ki a 3 csoport kozott, mely aldl kivételt képeznek azonban a 2-es
alcsoportba tartozé BAV-ok (a szeroldgiai és biologiai tulajdonsagaikban eltérd virusok
csoportja, Bartha, 1969). Ezek ugyanis sem a HAV-okkal sem az 1-es alcsoportbeli BAV-
okkal nem mutattak homolégiat (Benké 1990; Benké és Harrach, 1990), s6t, a BAV-7 példaul
nkdbb az egg drop syndrome (EDS) virussal - valamint a 287-es jelzésii juh adenovirussal -
mutat szorosabb filogenetikai rOkonségot (Harrach et al., 1997; Harrach és Benks, in press).
A szarvasmarha adenovirusokrél eddig rendelkezésre 4ll6 szekvencia adatok azt mutatjak,
hogy a genomszervezodes, a legfontosabb gének (féként a késéi mRNS-k génjei) mérete és

clhelyezkedése a genomban nagyon hasonlé a mas allati és a human adenovirusokban
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talaltakhoz (Hu et al., 1984a; Mittal et al., 1992; Elgadi et al., 1993; Esford és Haj-Ahmad,
1994; Salmon és Haj-Ahmad, 1994).

A HAV-ok dltalanos kimutatasara mar korabban kidolgoztak egy PCR-t (Allard et al.,
1990). A reakcidban hasznélt primerek (HexAA1885 és HexAA1913) a hexon fehérje Pl
doménjének B-barrel formdl6 szakaszat kodolé szekvencia egy 301 bp hosszisagii darabjat
fogjak kozre (Roberts et al., 1986). Ez a szakasz a régio legkonzervativabb darabja, nukleotid-
sorrendje megegyezik az sszes ismert HAV-ban. Ezzel a PCR-rel sikeresen mutattak ki a
mind a 6 szubgenust (A-F) reprezentalé 18 HAV szerotipust (Allard et al., 1990). A
szarvasmarha adenovirusokbdl rendelkezésre 4ll6 szekvencia adatok ismeretében a
primereket kissé modositottuk, s megvizsgaltuk azok felhasznalhatésagat az allati

adenovirusok kimutatasara.

ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt virusok. A kisérletekben felhasznalt virusok megnevezése és felsorolasa
az 1. tablazatban lathat6. A BAV-ok prototipus torzseit Benkd (1990), a PAV-okét
Derbyshire (1989), az OAV-két Beldk (1990) tekintette at a kozelmultban. A BAV-10
prototipus térzse mellett annak 4, Eszak—irorszégb(')l szarmazo izolatumat (Adair et al., 1996)

1s megvizsgaltuk.
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1. tablazat. A vizsgalt virustorzsek jel6lése és referenciai.

Szerotipus Alcsoport Izolatum Referencia Ev
BAV-1 1 B-10 Benkd et al. 1988
BAV-2 1 B-19 Benko et al. 1988
BAV-3 1 WBR-1 Benké et al. 1988
BAV-4 2 THT/62 Benks et al. 1988
BAV-5 2 B4/65 Benks et al. 1988
BAV-6 2 671130 Benkd et al. 1988
BAV-7 2 Fukuroi Benko et al. 1988
BAV-8 2 285 Benko et al. 1988
BAV-9 1 Sofia-4/67 Benko et al. 1988
BAV-10 1 Ruakura Horner et al. 1989
BAV-10 1 Belfast 1 Adair et al. 1996
BAV-10 1 Belfast 2 Adair et al. 1996
BAV-10 1 Belfast 3 Adair et al. 1996
BAV-10 1 Belfast 4 Adair et al. 1996
OAV-1 S1 Belék 1990
OAV-2 PX515 Belak 1990
OAV-3 PX611 Belak 1990
OAV-+4 7769 Belak 1990
OAV-5 SAV Belak 1990
OAV-6. WV419 Belak 1990
PAV-1 25R Derbyshire 1989
PAV-3 6618 Derbyshire 1989
PAV-5 HNF70 Hirahara et al. 1990

A virus-DNS eldkészitése. A kisérletekhez fenollal kivont és alkohollal kicsapott virus
DNS-ek 6-10 pg/rgll koncentracidju oldatat (agardéz gélen megbecsiilve) ill. a virusokkal
fertozott szovettenyészetek durva lizatumat haszndltuk. A DNS kivonasi eljardst mar
korabban ismertettiik (Benkd et al., 1988), és a kovetkezdk szerint végeztik: a sejtkarosito

hatds teljessé valasa utan a virusokat tobbszori fagyasztassal felolvasztassal (-20°C-rol
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szobahOmeérsékletre) szabaditottuk ki sejtekbdl. A sejttormeléktdl alacsony fordulatszamu
centrifugalassal szabadultunk meg. A virustartalmi feliiltszot ultracentrifugan centrifugaltuk
(24 ezer/perc fordulatszammal 1,5 6raig). Az iiledéket az eredeti térfogat 1/100-1/500
részének megfeleld TE pufferben reszuszpendaltuk, ultrahanggal homogenizaltuk, majd
ultracentrifugaban (az el6z6 paraméterekkel) 0,3 tomegrészes szacharéz oldat ala iilepitettiik.
Az igy nyert iiledéket 2 ml TE pufferben vettiik fel. Proteinase K-val tortént emésztés utan

agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik a virus DNS tisztasagat (egységes, hattér nélkiili DNS

csik). A virus-szuszpenzi6t ezutan 2 ml térfogatban, 5 mg/ml SDS és 50 pug/ml Proteinase K

jelenlétében 37°C-on 4-16 6ran 4t inkubéltuk. Ezutdn azonos térfogattl (TE pufferrel telitett)

fenollal elegyitettiik, majd a rétegeket 5 percig tartd, 3000 fordulat/perc sebességii
| centrifugalassal szétvélasztottuk. A fels¢ (DNS-tartalmu) vizes fazist uj csGbe tettiik, és a
fenolos kivonast kétszer megismételtik. A harmadik centrifugélds utdn a vizes fazist
kloroform:izoamil-alkohol 24:1 aranyu keverékével raztuk ki a teljes fehérjemente;ités és a
fenolmaradék eltavolitasa céljabol. A vizes fazist tjabb csébe tettik és 0,1 rész 3 M-os (pH
5,2) Na-acetat oldatot adtunk hozza. Ezutan a Virﬁs-DNS-t 2,5-szeres térfogatnyi (rendszerint
5 ml) -20°C-os abszolut alkohol hozzaadasaval kicsaptuk. 70%-os alkohollal valé mosas és
szaritas utan, a csapadék mennyiségétdl fiiggéen 50-300 pl TE pufferrel oldottuk fel. A nyert
DNS-oldatok koncentraciéjat 1 pul DNS-oldat minigélen tortént elektroforetikus futtatasaval
hatéroztuk meg. A DNS-preparatumokat 5 pl/ml kloroform hozzéadasa utan akar évekig is
tarolni lehet +4°C-on, karosodas nélkiil.

A virussal kémcsovekben fertozott szovetekkel a kovetkezOképpen jartunk el: a
maximalis citgpatogén hatﬁs kialakuldsakor a csdveket kétszer lefagyasztottuk -20°C-ra és
felolvasztottuk szobah6mérsékletre, majd minden csébdl 0,5 ml-nyi, sejttérmeléket

tartalmazo6 tapfolyadékot 10 percig forraltunk. Ezutan az oldatot S percig centrifugaltuk
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mikrocentrifugdban, maximalis fordulatszamon. A feliiluszo 1 pl-ét hasznaltuk a PCR-hez.
Negativ kontrollként fertézetlen MDBK sejtek szolgaltak, melyeket szintén a leirt médon
kezeltiink. A PAV-5 DNS-ét dr. Tuboly Tamas bocsatotta a rendelkezésiinkre.

Primerek. A HAV-ok kimutatasara tervezett, 25 nukleotid hosszisagu, HexAA1885
jelslési ,,bal", és a 23 nukleotidbdl allo, HexAA1913 jelslést "jobb" primerek szekvenciajat
a 2. tablazat tartalmazza. A BAV-3 hexongénje szekvencidjanak ismeretében (Hu et al.,
1984a), valamint a BAV-4 AT gazdag kodolasi stratégidja alapjan (Benké és Harrach, 1994)
modositottuk a primerek szekvencidjat gy, hogy a bal primer 7. és 13., valamint a jobb
primer 5., 6., 7., és 22. nukleotidjanak a 2. tablézatban részletezett mértékli degeneraciot
engedélyeztiink a szintézisiik soran. A bal primer esetében igy négyszeres, a jobb primer
esetében pedig tizenhatszoros degeneréciét értiink el, ugyanakkor a kodolt aminosavak
véltozatlanok maradtak egy kivétellel, a jobb primer 5' végén, ahol egyébként a BAV-3 ¢€s a
HAV-ok is kiilonbdz6 aminosavakat tartalmaznak (Toogood et al., 1988). A primereket Gene
Assembler Special automatan (Pharmacia LKB) szintetizaltuk.

2. tablazat. A PCR primerek szekvencigja

Primer Szekvencia Amplikon hossza
(bp)
HexAA1885 5' GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 3' 301
HexAdB 5' GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 3' 301
A C
HexAA1913 5' CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 3' 301
HexAdJ 5' CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 3' 301
GTA A

A HexAA1885 és HexAA1913 primerek az eredetileg a human adenovirusok kimutatasara
tervezett oligonukleotidok, a HexAdB és HexAdJ pedig az éltalunk modositott (B=bal ill.
J=jobb) primerek. Az aldhiizott betiik jelolik azokat a nukleotidokat, ahol a degeneraltsagot

elsidéztiik, az alternativan beépiilé nukleotidokat pedig a primer szekvenciak alatt tiintettiik
fel.
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Polimerdz lancreakcio. A PCR-t 50 pl reakcidelegyben végeztik, mely 5 pul-t

srer

mM MgCly, és 100 mM Tris-HCI, pH 9,0, valamint 50 pmolt mindkét primerbdl, 1 U Tag
polimerazt, 300 uM-t mindegyik ANTP-bol (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia LKB),
és 1-5 pl-t a virus DNS oldatabdl. A reakcidelegyet desztillalt vizzel egészitettiik ki 50 pl-re.
Pozitiv kiils6 kontrollként HAV-2 genomi DNS-t hasznéltunk, negativ kontrollként pedig
fertézetlen MDBK sejtek lizdtuma szolgalt.

A DNS sokszorozast két automataban végeztiik: az egyik egy DNA Thermal Cycler,
(Perkin Elmer Cetus), amellyel a Debreceni Allategészségiigyi Intézetben, a masik egy PDR
91 DNA reproducer (BLS Ltd., Hungary) gép volt, mellyel az MTA Allatorvostudomanyi

Kutatointézetében hajtottuk végre a reakcidkat, a kovetkezo 1épések szerint:

Ciklus szdma Denaturaci6 Annealing Polimerizécio
1. 94°C 10 perc 55°C 30 mp 72°C 30 mp
2-34. 94°C 30 mp 55°C 30 mp 72°C 30 mp
35. 94°C 30 mp 55°C 30 mp 72°C 5 perc

A 2. alcsoportba tartozé BAV-ok vizsgélatai soran alacsonyabb, 45°C-os annealing

hdmérsékletet is teszteltiink.

A PCR termékek kimutatdsa. A reakcié befejezésekor 8 pl mintat futtattunk 1,5%-os

agar6z gélen (SeaKem), 0.5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazé TBE pufferben, 110 V
fesziiltséggel 45 percig. Molekulatomeg standardként Pst 1 restrikciés enzimmel emésztett A

fag DNS-t hasznéaltunk (Fermentas, Lithuania). A géleket ezutan 302 nm-es UV fénnyel

megvilagitva értékeltiik, ill. fényképeztiik, Polaroid 665 és/vagy 667 filmeket hasznalva.
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EREDMENYEK

Az 55°C-os annealing hoémérséklet alkalmazasaval elvégzett PCR-ek termékeit
tartalmazo agaroz géleket az 1. és a 2. abra tartalmazza. Ahogy az jol lathato, a vart kb. 300
bp-os DNS fragmentet sikeriilt megsokszorozni az 6sszes vizsgalt adenovirusbol. A csikok
eltér6 intenzitdsa arra utal azonban, hogy a megsokszorozott szakaszok mennyisége
kiilonb6zik virusonként. Ez legkifejezettebben a 2. alcsoportba tartoz6 BAV-ok esetében
figyelhet6é meg, ahol altalaban joval kisebb a keletkezett termékek mennyisége (1. ébra).
Hasonl6an gyengébb intenzitasu csikok figyelhetdk meg a durva sejtlizitumok PCR-je utan is

(2. abra, 2. és 3. oszlopok).
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1 2 3 45 6 7 8 9 101 12 13 14 15 16 17

7 _“'-——--—-- G e ene GED GNP

1. dbra. A kiilonbozd szarvasmarha adenovirusok HexAdB és HexAdJ primerek felhasznalasaval
sokszorositott PCR-termékeinek gélelektroforézis képe. A szdmokkal jeldlt oszlopokban a kévetkezd
mintak PCR termékeit futtattuk:

I: Molekulatomeg standard: A fag DNS Psrl-gyel emésztve; 2: BAV-1 DNS; 3: BAV-2 DNS; 4:
BAV-3 DNS; 5: BAV-9-cel fertdzott szovettenyészet lizatuma, 6: BAV-4-gyel fertdozott
szOvettenyészet lizdtuma; 7: BAV-5-tel fertdzott szovettenyészet lizatuma; 8: BAV-6 DNS; 9: BAV-7
DNS; 10: BAV-8 DNS; 11: a BAV-10 prototipus torzsével (Ruakura torzs) fertézott szovettenyészet
lizatuma; 12-15: a BAV-10 kiilonboz¢ izolatumainak DNS-e, a kovetkezd sorrendben: Belfast-3,

Belfast-2, Belfast-4, és Belfast-1; 16: Pozitiv kontroll: HAV-5 DNS; 17: Negativ kontroll: fertdzetlen

MDBK sejtek lizatuma.
1 2 3 45 6 7 8 9 101 1213 l
5

2. dbra. A sertés- és juh adenovirusok PCR termékeinek gélelektroforézis képe. 1: Molekulatomeg

339 bp -
264 bp —

standard: A fag DNS Psil-gyel emésztve; 2: OAV-6 DNS; 3: OAV-6-tal fertdzott szovettenyészet
lizaituma; 4: OAV-5-tel fertdzott szovettenyészet lizatuma; 5: OAV-1 DNS; 6: OAV-2 DNS; 7: OAV-
3-mal fert6zott szovettenyészet lizatuma; 8: OAV-4-gyel fertdzott szdvettenyészet lizatuma; 9: PAV-
S-tel fertozott szovettenyészet lizatuma; 10: PAV-1 DNS; 11: PAV-3 DNS, 12: Pozitiv kontroll:
HAV-5 DNS; 13: Negativ kontroll: fertozetlen MDBK sejtek lizatuma.
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MEGBESZELES

A kiilonb6zé mikroorganizmusok kimutatasara modern molekuldris bioldgiai
technikéakat alkalmaznak napjainkban, mint a DNS hibridizacid, restrikcids fragment hossz
polimorfizmus vizsgalatok, vagy a DNS in vitro megsokszorozasa PCR-el. Kisérleteinkben a
PCR alkalmazhatosagat vizsgaltuk meg kiilonféle szarvasmarha, juh €s sertés adenovirusok
kimutathatosdgéara. Ezek kozil néhanyat mar vizsgaltak kordbbi szerzok, egy eredetileg a
huméan adenovirusok kimutatdsara tervezett primer par segitségével (Allard, 1990; Benkd
1990), és a modszert alkalmasnak talaltdk bizonyos 4allati adenovirusok megfeleld
genomszakaszdnak megsokszorozasara is. Eredményeiket Southern hibridizacioval erdsitették
meg (Benkd, 1990). Azonban mar az emlitett szerz6k is megfigyelték, hogy a 2-es
alcsoportba tartozo BAV-ok esetében a sokszorozas hatékonysaga alacsonyabb, mint amit a
tobbi 4llati adenovirusndl tapasztaltak. A PCR termékek mennyiségét ezekben az esetekben
némileg novelni tudtdk a primerek hibridizaciés hoémérsékletének 45°C-ra csokkentésével

(Benkd, 1990).

A hozzéaférhetévé valt allati adenovirus-szekvenciak ismeretében (Hu et al., 1984a;
Benké és Harrach, 1994) sziikség volt a huméan adenovirusokra tervezett primerek
modositasara abbol a célbdl, hogy felhasznalhatok legyenek az allati adenovirusok
kimutatasara is. A modositott (tulajdonképpen degeneraltta tett) primerek alkalmazasaval a
pozitiv standardként hasznalt HAV-2-b6l szintetizalt, kb. 300 bp hosszisagu szakaszt sikeriilt
nyerni a PCR sordn a kiilonbozé sertés, juh, €s az 1-es alcsoportba tartozd szarvasmarha
adenovirusokbol is. A 2-es alcsoportba tartozo BAV-ok esetében még mindig kisebb
mennyiségli reakcioterméket észleltiink a gélelektroforézis soran (1. abra), de ez mar tobb

volt, mintaz eredeti primerekkel észlelt mennyiségek (Benkd, 1990).
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Kisérleteink tovabbi bizonyitékat szolgaltattdk a kiilonféle allati adenovirusok
hexongénjében taldlhaté ersen konzervativ szakaszok meglétének. Ez a megfigyelés jol
felhasznalhat6 a fizikalis térképek készitésénél a klonok iranyultsiganak meghatarozasanal,
mivel egy adott fragment gyorsan tesztelheté PCR-el a konzervativ hexondarab jelenlétére.
Sot, a leirt PCR protokoll alkalmas lehet filogenetikai tanulmanyok végzésére is, a
megsokszorozott szakasz révidsége ellenére, mivel a szamitogépes programok lehet6vé teszik
akar rovidebb aminosav vagy nukleotid szekvencia esetén is az 6sszehasonlitas elvégzését, ha
az emlitett szakaszok ugyanarrél a genomi régiérol szarmaznak (Bailey és Mautner, 1994).
Ugyanakkor az is igaz, hogy a pontosabb vizsgalatok elvégzéséhez nagyobb nukleinsav-

szakaszra, kovetkezésképpen mas primerekre lenne sziikség.

Moédszertink gyakorlati haszna az, hogy alkalmazasaval lehetéség nyilik a nehezen
izolalhatd, tenyészthet6 adenovirusok kimutatasara. A technikéval észlelhetd virusok felolelik
az Osszes ma ismert szarvasmarha adenovirust, beleértve a nemrégiben leirt, s 5nall6 kérképet
okozé és valoszintleg 0 alcsoportba tarozo BAV-10-et is (Benkd et al., 1995; Matiz, 1997;
Matiz et al., submitted), valamint juh, ill. sertés adenovirus térzseket is, s a legfrissebb adatok
szerint macskabol is sikeriilt a leirt primerekkel adenovirus specifikus szekvenciakat
folerdsiteni (Lakatos et al., 1997). A moddszer rutindiagnosztikai bevezetéséhez szamos
klinikai minta vizsgalata sziikséges még, lehetdség szerint minél egyszeriibb, de ugyanakkor

megbizhat6 és reprodukalhaté mintafeltaras alkalmazasaval.

El kell ismerni azonban, hogy mind a mar emlitett filogenetikai vizsgalatok
elvégzésére, mind pedig egy adott virus azonositasara nagyobb eséllyel véllalkozhatunk egy

hosszabb, 500-1000 bp hosszisagii PCR termékbél kiindulva.
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5.2. A kutydk fert6z6 majgyulladasa: a kutya 1-es tipust adenovirusénak kimutatasa

polimeraz lancreakcioval

Megjelent: I. Kiss, Katalin Matiz, E. Bajm6cy, M. Rusvai és B. Harrach (1996): Acta

Veterinaria Hungarica 44, 253-258

BEVEZETES

A kutya 1-es tipust adenovirusa (CAV-1), a kutya fert6zé6 majgyulladasanak (Rubarth-
féle betegség) kérokozdja heveny lezajlast, stlyos betegséget idéz eld kutyakban és egyéb
husevékben. A 2 évesnél id3sebb kutyak kozott csak sporadikusan figyelhetd meg elhullas a
betegség kovetkeztében, a fél évesnél fiatalabb allatok megbetegedése azonban tébbnyire
halallal végzodik. A kiterjedten alkalmazott vakcindzasnak koszonhetéen a Rubarth-kér ma
mar csak ritkan észlelhetd.

Noha a betegség kovetkeztében fellépd klinikai tiinetek és kérbonctani elvaltozasok
jellemzoek (Kelly 1993), a specifikus diagnézis felallitasdhoz sziikség van a virus (vagy
virusantigének) kimutatésara a szovetekben. A CAV-1 4ltalaban kutya-, sertés, és nyércvese-
sz(ivetten};észetekben torténd izolalasa eléggé nehézkes, gyakran tobb vakpasszazsra van
sziikség a virusra jellemzo citopatogén hatds megjelenéséig (Szent-Ivanyi és Mészaros, 1985).

Kisérleteinkben a PCR-t alkalmaztuk, mint a virusizolalas alternativ modszerét,

lehetdvé téve igy a diagnézis gyors és specifikus felallitasat.
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ANYAG ES MODSZER

Esetleirds, klinikai tinetek. 1. eset. 1995 tavaszan egy négy honapos kaukazusi juhéasz
eb hulldjat hoztak kérbonctani vizsgélatra a Debreceni Allategészse’giigyi Intézetbe. A kolyok
kordbban csak a kutya 2-es tipusi parvovirusa és szopornyica ellen volt vakcindzva. Az
clhullas eldtt 2 nappal az allat hanyt, magas laza volt, és kifejezett hastajéki fajdalmat jelzett;
a harmadik nap reggelén elhullva talaltak.

Korbonctani és korszovettani vizsgdlatok. A korbonctani, és a maj hematoxilin-eozinnal
festett szovettani metszeteinek mikroszkopos vizsgalatat a Debreceni Allategészségiigyi
Intézet Eml8skorbonctani Osztalydn végeztiik. A majbol a késébbi PCR vizsgalatokhoz
szervmintakat helyeztiink el -20°C-on.

2. eset. Egy hasonlé esetet regisztraltak az Orszagos Allategészségiigyi Intézetben,
1992-ben. Az elhullott kutya majabol szervmintat juttattak az Allatorvostudomanyi Egyetem
Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszékére, ahol MDCK sejtvonalon adenovirust_izoléltak
abbdl. A virusneutralizacids probaban (melyhez a hiperimmun szérumot L. E. Carmichael
professzor bocsatotta a rendelkezésre) a virus CAV-l-nek bizonyult. A szervmintakat
tovabbra is megorizték -20°C-on, melyeket a késdbbiek soran pozitiv kontrollként
hasznéltﬁnk.

Minta-elGkészités. A virus DNS feltarasat kétféle modszerrel végeztiik. Az elsében (A
modszer) lényegében egy standard DNS tisztitdst végeztiink el, aminek sordn elészor
Proteinase K-val emésztettiik a PBS-el 1:10 aranyban homogenizalt szervmintakat, majd
fenol/kloroformos kivonast és alkoholos kicsapast végeztiink (Benkd, 1990). A masik, (B)
eljaras soran a kovetkezo, egyszert tisztitasi lépéseket végeztiik: kb. egy gramm majszovetet
1:10 aranyban homogenizaltunk PBS-ben, majd haromszor lefagyasztottuk és felolvasztottuk

(-20°C-ra, ill. szobah6mérsékletre). Ezutan 10 percig forraltuk a mintakat. Az ily médon
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roncsolt elegyet 1-1 ml-es adagokban Eppendorf csovekbe toltottilk, €s maximalis
fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk mikrocentrifugaban. A kapott feliiliszok 2 pl-6t
hasznéltuk mintaként a PCR-ben.

Kontrollok. HAV-5 tisztitott DNS-ét hasznaltuk kiilsé pozitiv kontrollként, mig negativ
kontrollként fertézetlen kutyabdl szarmazo, s a fentiek szerint feltart méjminta szolgalt.

Primerek. A kisérletekben haszndlt primerek (HexAdB és HexAdJ) szekvenciajat
korabban leirtuk (Kiss et al., 1996a). A primereket Gene Assembler Special (Pharmacia LKB)
oligonukleotid szintetiz4l6 berendezésen szintetizaltuk.

Polimerdz ldncreakcié. A PCR-t 50 pul reakcidelegyben végeztik, mely 5 pl-t
tartalmazott a kovetkez6 Osszetételd, 10-szeres koncentraciéji pufferbdl: 500 mM KClI, 15

mM MgClp, és 100 mM Tris-HCl, pH 9.0, valamint 50 pmolt mindkét primerbdl, 1 U Taq
polimerazt, 300 pM-t mindegyik ANTP-b51 (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia LKB),
€s 2 ul-t a virus DNS oldatabol. A reakcidelegyet desztillalt vizzel egészitettiik ki 50 pl-re. A

DNS sokszorozast DNA Thermal Cycler, (Perkin Elmer Cetus) automatdban végeztiik, a

kovetkezd 1épések szerint:

Ciklus szama Denaturacié Annealing Polimerizacid
. [94°C 10 perc 55°C 30 mp 72°C 30 mp
2-34. 94°C 30 mp 55°C 30 mp 72°C 30 mp
35. 94°C 30 mp 55°C 30 mp 72°C 5 perc

A PCR termékek kimutatdsa. A reakcié befejezésekor 8 pl mintat futtattunk 1.5%-os
2gardz gélen (SeaKem), 0.5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazé TBE pufferben, 110 V

fesziiltséggel 45 percig. Molekulatomeg standardként Pst I restrikciés enzimmel emésztett A

| fag DNS-t hasznaltunk (Fermentas, Litvania). A géleket ezutan 302 nm-es UV fénnyel

megyvilagitva értékeltiik, ill. fényképeztiik, Polaroid 665 és/vagy 667 filmeket hasznalva.
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EREDMENYEK

Korbonctani és korszovettani vizsgdlatok. A kaukazusi juhaszkutya boncolasakor a
hasiiregben megszaporodott vorhenyes folyadékot talaltunk, a savoshartyakon enyhe foku
sargasag €s petechialis vérzések voltak megfigyelhet6k. A maj megnagyobbodott, merev,
torékeny volt. Az epehdlyag fala 6démasan megvastagodott. A m4j szdvettani vizsgalata a
majsejtek elfajulasat ill. elhalasat mutatta, néhol véres besziirddésekkel. A parenchymasejtek
egy részében a CAV-1 jelenlétére utal6 nagy, acidofil magzarvanyokat figyeltiink meg. A 2.
esetben vizsgalt kutyahullaban az elsé6hoz hasonlo elvaltozasokat észleltiink.

PCR. Az 1. abra a pozitiv kontrollok (HAV-5 DNS és a 2. eset mintaja) PCR termékeit
tartalmazo géleket mutatja. Lathatd, hogy a CAV-1-bél valamivel kevesebb PCR termék
képzddott, mint a HAV-5-bol. Ettél eltekintve az is vildgosan megéllapithaté, hogy a két PCR
termék méretében megfelel egymasnak.

A 2. dbra a szerv-dorzsolékekbol elvégzett PCR eredményeit mutatja. Az ¢bben az
esetben alkalmazott egyszer(ibb DNS feltarasi eljarast (B eljaras) megfeleld hatékonysagunak
talaltuk a PCR elvégzéséhez. Ahogy az elsé abran lathat6 (6. és 7. oszlop), csak kis kiilonbség
észlelhetd a PCR termékeket reprezentald csikok intenzitdsa kozott, ugyanannak a mintanak
kétféle elj éréséal tortént feltarasa és PCR-e utan. Nyilvanval6, hogy a hagyomanyos eljarassal
kivont minta "tiszta" DNS koncentricidja magasabb az egyszeriibb protokolléhoz hasonlitva.
Ez a minta azonban nagy mennyiségben tartalmazhat kontaminalé genomi DNS-t is, melynek
a PCR-t zavar¢ hatdsa miatt a tisztdbb DNS-b6l szdrmazo6 elény nem hasznalhaté ki teljes

mértékben a minta megfeleld higitasa nélkiil.

49




PCR az dllatorvosi diagnosztikdban a CAV-1 kimutatdésa PCR-el

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—lie -

1. abra. Kiilonbdz6 mddon eldkezelt mintak PCR termékeit tartalmazé agaroz gélelektroforézis
eredménye. A szdmokkal jel6lt oszlopokban a kévetkez6 mintdk PCR termékeit futtattuk:

1: Molekulatdmeg standard: A fag DNS Pstl-gyel emésztve; 2 és 10: Pozitiv kontroll: HAV-5
DNS; 3-5: Az izolalt CAV-1 harmadik passzadzsabdl szarmazd szovettenyészet feliiliszo, a B
eljarassal (lasd a szdvegben, 3. oszlop), ill. az A eljarassal (lasd a szovegben, 4. és 5. oszlop) feltarva.
A 4. oszlop a reakcié el6tt 100-szorosara higitott minta PCR termékét tartalmazza; 6-8: a 2. esetbdl
szarmazo allat majanak homogenizatuma, a B eljaras (6. oszlop), ill. az A eljaras (7-8) szerint feltarva.
8: ugyanaz, mint a 7. oszlop, de a mintat 100-szorosara higitottuk a PCR-t megel6zden; 9: Negativ

kontroll: egészséges kutya majanak homogenizatuma, a B eljarassal feltarva.

2. dbra. A B eljarassal feltart szovet-homogenizatumokbol kapott PCR termékek
gélelektroforézisének eredménye, 1,5%-o0s agaroz gélben.

1: Molekulatomeg standard: A fag DNS Pstl-gyel emésztve; 2: Kiilsé pozitiv kontroll: HAV-5
DNS; 3: Specifikus kiilsé pozitiv kontroll: a 2. esetbdl szarmazo, B eljarassal feltart szovet-
homogenizatum; 4: az 1. esetbdl szarmazd, B eljarassal feltart szévet-homogenizatum; 5: Negativ

kontroll: egészséges kutya majabol szarmazo, B eljarassal feltart szovet-homogenizatum.
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MEGBESZELES

A kozelmultban kidolgozott polimerdz lancreakcido (PCR) egy in vitro moddszer
meghatarozott DNS-szakaszok enzimatikus felszaporitdsara, két, a megsokszorozando
szakaszt kozrefogd specifikus oligonukleotid primer segitségével (Saiki 1989). A mddszer
nagy népszerliségre tett szert a biologia szdmos teriiletén, az alapkutatastol a
rutindiagnosztikai felhasznalasig. A fejlettebb orszagokban a PCR mdra mar szerves része lett
a human medicindnak, és térhdditasa egyre n6 az éllatorvosi diagnosztikaban is (Belak és
Ballagi-Pordany, 1993). A technika természetéb6l fakado kockézati tényezdk megfeleld
kikliszobolésével a PCR nagy segitséget jelenthet olyan kdrokozok gyors és specifikus
kimutatasaban és azonositadsdban, melyeket egyébként nehéz vagy hosszadalmas izolalni.

Kisérleteinkben a CAV-1 klinikai mintakbol torténé kimutatasara vizsgaltuk meg a PCR
alkalmazhatosagat. A reakciok soran felhasznalt primereket eredetileg a human adenovirusok
kimutatasara tervezték (Allard et al., 1990), majd némileg mddositva azokat k_iiléinbﬁzé
szarvasmarha, sertés, és juh adenovirusok hexongén szekvenciainak f6lerdsitésére
alkalmaztdk (Kiss, et al., 1996a). Kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy a moédositott
primerek sikerrel alkalmazhatok a CAV-1 kimutatasara is, akar szovettenyészet feliiluszobél,
akar szervrﬁintékbél.

A PCR egyszerliségével és gyorsasdgaval nyujt elénydket a hagyomanyos
virusizolalassal szemben (Kiss et al., 1997). A CAV-1 és CAV-2 genomrészleteinek
szOvettenyészet feliiluszobol tortént sikeres folerdsitésérdl mindenfajta kémiai el6kezelés
nélkil mar beszamoltak (Harasawa et al., 1994). Szerv-homogenizatumokat vizsgalva mi

szintén ugy talaltuk, hogy egy egyszerii fizikai feltaras is megfelelé a CAV-1 PCR-el torténd

kimutatdsdhoz. Annal is inkabb, mert a virus DNS-t "kisér8", a gazdaszervezetbdl szarmazd
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genomi DNS til magas koncentracidja akadédlyozhatja a PCR-t (2. dbra, G és H oszlop).

Hozza kell tenni ugyanakkor, hogy kisérleteink nem céloztak a reakcié kvantitativ értékelését.

A kiterjedt vakcindzas miatt a kutya fertézo méjgyulladdsa meglehetdsen ritka
manapsag Magyarorszagon. Kovetkezésképpen kevés az elhulldssal jar6 esetek szama is. A
kisérletek lefolytatasa kozben mintikat kaptunk egy a fertéz6 majgyulladds gyanujaval
elhullott kutya majabél is. Igy még az eb-hulla intézetbe széllitasanak napjan negativ PCR
eredményt kozoltiink a patologusokkal, amelyet a kovetkezd napon kiértékelt kdrszovettani
vizsgalatok is megerdsitettek, jelezvén, hogy a makroszkoposan  megallapitott
méjgyulladasnak egyéb, nem adenovirusos eredetii oka volt. Ugy gondoljuk ezért, hogy a leirt
PCR protokoll hasznos lehet az adenovirusok jelenlétének, oktani szerepének kizarasdban is

adott esetben.
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5.3. Baromfira patogén mycoplasmak kimutatasa és azonositisa polimeraz lancreakcioval és
restrikcios fragment hossz polimorfizmus vizsgalattal

Megjelent: Kiss, 1., Matiz, K., Kaszanyitzky , E., Chévez, 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.

BEVEZETES

A mycoplasmék jelentds gazdasagi veszteségeket okoznak a baromfitenyésztésben. A
mycoplasma fertézéseket altalaban szeroldgiai vizsgalatokkal diagnosztizaljak, melyek soran
gyakran tapasztalhatok a kiilonb6z0 mycoplasma fajok kozotti keresztreakciok ill. nem
specifikus reakciok. SOt, vannak olyan mycoplasmak, mint példaul a M. iowae, mely nagyfoku
heterogenitdsa és az altala kivaltott gyenge immunvélasz miatt igen nehéz megbizhat6
szerologiai probat alkalmazni az altala okozott fertézések kideritésére (Jefferey et al., 1995).
A szeroldgiai eredmények megerdsitésére ill. igazolasara gyakran megkisérlik mycoplasméak
kitenyésztését is. Az Un. novekedésgatlasi proba (ami a mycoplasma azonositas hagyomanyos
eszk6ze) kivitelezése viszont rendkivill hosszadalmas, €s sikerét gyakran veszélyezteti
bakterialis vagy gombas kontaminécid. A legnagyobb akadalya azonban a novekedésgatlasi
p;ébéknak a magas titerli, monospecifikus szérumok nehéz hozzaférhetésége. Vannak ugyan
referens laborok, ahol eldallitanak ilyen szérumokat, de kereskedelmi forgalomba ezekbdl
nagyon kevés keriil (Avakian et al., 1988, Fan et al., 1995).

Az izolatumok azonositisara ezért szamos egyéb modszert vezettek be az elmult két
évtizedben, mint példaul az ecetsav-urea poliakrilamid gélelektroforézist (Rhoades et al.,
1974), SDS-PAGE (Khan et al., 1987), Western-blottolast (Thomas és Sharp, 1988),
kiilonbozd ELISA rendszereket (Thomas és Sharp, 1988, Stipkovits et al., 1993, Kaszanyitzky

et al., 1994), immunfluoreszcencids vizsgalatokat (Talkington és Kleven, 1983), a
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membranfehérjék monoklonalis ellenanyagokkal torténd analizisét (Czifra et al., 1993) és IgG
receptor kimutatdst (Lauerman et al., 1993b). Minthogy ezek a médszerek azonban a fehérjék
feldl probéaltak meg az azonositast, még mindig igen munka- és idéigényesek voltak.
Napjainkban viszont a gyorsan fejlodé molekularis biologiai eszkozoket alkalmazzak, melyek
kellden gyorsan, ugyanakkor specifikusan azonositjak (t6bbek kozott) a mycoplasmaékat is,
nem egyszer addig nem ismert adatokat szolgaltatva roluk. Ezek a vizsgalatok eleinte a
mycoplasmak teljes genomi DNS-ének restrikcids enzimekkel torténd analizisét jelentették
(Kleven et al., 1988, Ley és Avakian, 1992), kés6bb azonban a 16S riboszémalis RNS-t, majd
annak génjét céloztdk meg, egyrészt DNS probakat hasznald hibridizacios kisérletekben
(Yogev et al., 1988, Ferndndez et al., 1993, Johansson, 1993), majd PCR-el. A PCR soran
alkalmaztak faj-specifikus primereket (Jefferey et al, 1995) valamint genus-specifikus
primereket is (Van Kuppeveld et al., 1992), ez utobbit t6bb esetben kombinaltak RFLP-vel
(Ros Bascuniana et al., 1994, Fan et al., 1995, Garcia et al.,, 1995). Leglijabban pedig a
tetszOlegesen megvalasztott primereket hasznalé PCR (Arbitrarily Primed PCR, AP-PCR)
alkalmazdsa terjedt el mind a mycoplasmak, mind szdmos mas mikroorganizmus
ujjlenyomatszerii azonositasara (Geary et al., 1994, Boerlin et al., 1995).

Vizsgélatainkban mi a PCR-t alkalmaztuk a 4 legfontosabb madar-patogén mycoplasma
kimutaféséra €s azonositasara: a M. gallisepticum esetében egy faj specifikus primer part, a M.
iowae, M. meleagridis, és a M. synoviae esetében pedig egy éltalanos, a mycoplasmék jelentés

hanyadat kimutatni képes primer part hasznaltunk.
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ANYAG ES MODSZER

Mycoplasma tenyésztés és minta-elkészités. A Mycoplasma gallisepticum, M. iowae,
M. meleagridis, és M synoviae referens torzsei rendelkezésre alltak a Svéd Nemzeti
Allategészségiigyi Intézetben (Uppsala, Svédorszag). A Kklinikai esetekbdl izolalt
mycoplasmak a Debreceni Allategészségﬁgyi Intézet gylijteményébdl, vagy friss esetekbol
szarmaztak. A mycoplasmdk tenyésztését a mar leirtak szerint végeztiik (Frey et al., 1968;
Jordan, 1983; Kaszanyitzky et al., 1994). A novekedésgatlasi probat Clyde, Jr. (1983) utén
végeztiik, melyhez a londoni Central Public Health Laboratory-bol szereztiik be a sziikséges
pozitiv savokat. Az izoldlt és azonositott mycoplasmak levestenyészeteit -20°C-on taroltuk, és

a késObbiek soran ezekbdl a levesekb6l adtunk 1 pl-t a PCR-hez.

Megvizsgaltuk annak a lehetdségét is, hogy a kdérokozd elbzetes izolalasa nélkiil is
sikertilhet-e specifikus eredményhez jutni. Ezért 6 olyan alloméanybél gytijtéttiink mintakat,
melyek szerolégiailag kordbban mycoplasmékkal fert6z6ttnek bizonyultak (M. gallisepticum 1
alloméany, M. meleagridis 3 allomany, M. synoviae 2 4llomany). A szeroldgiai eredményeket a
tenyésztési-novekedésgatlasi probak eredményei igazoltak.

Kiprébaltuk a PCR-RFLP rendszer alkalmazhatosagat 11 ujabb jarvany adatainak
feldolgozésa soréan is ugy, hogy parhuzamosan elvégeztiik a hagyomanyos vizsgélatokat is. Ez
utobbi ésetekben a mintdkat Ley et al. (1992) és Jefferey et al. (1995) szerint gytjtottiik, a
kdvetkezé modon: steril tamponnal mintédkat vettiink a légcsébdl, a légzsakok falardl és a
pericardiumrol, a tiidébol és az agyvel6bdl pedig homogenizatumot készitettiink a boncolas
utan. A tamponokbdl és a homogenizaitumokbdl Frey levest és agart oltottunk. A
leveskulturak 1 ml-ét 12,000 g-n centrifugéltuk 5 percig. A feliiluszot elontéttiik, s az iiledéket

50 pl steril vizben reszuszpendaltuk, majd ebbdl hasznaltunk 1 pl-t a PCR-hez. A beoltott
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taptalajokat 37°C-on inkubaltuk. A levesekbdl naponta vettiink mintat PCR-hez, az agarokat
szintén naponta vizsgaltuk mycoplasma kolonidk jelenlétére.

Primer tervezés. A van Kuppeveld et al. (1992) altal tervezett "altalanos" primereket
Heleen Gerritsma (Department of Virology, Leiden University, Leiden, Holland) bocsétotta
rendelkezésiinkre. A GPO-3 jelzésli primer szekvencidja a kovetkezé volt: 5-GGG AGC
AAA CAG GAT TAG ATA CCC T-3', az MGSO jelzésti primer szekvenciaja pedig: 5'-TGC
ACC ATC TGT CAC TCT GTT AAC CTC-3' volt. A M. gallisepticum kimutatasara ill.
kizarasara faj-specifikus primer part hasznaltunk, melyek koziil az "elére haladé" (forward)
primer szekvencidja 5'-AAC ACC AGA GGC GAA GGC GAG G-3', mig a "visszafelé
haladdé" (reverse) primer szekvencigja 5'-ACG GAT TTG CAA CTG TTT GTA TTG G-3'
volt.

A kisérletek elvégzése eldtt (mivel a primerek el6szor keriiltek kiprébéaldsra madar
mycoplasmék kimutatasara) egy szekvencia kezeld szoftver segitségével (Primer Designer-
Version 2.0; Scientific and Educational Software, State Line, Pa., USA) megvizsgaltuk a
primerek illeszkedését a 4 mycoplasma faj GénBankban k6z61t szekvenciaira.

Polimeraz ldncreakcid. A PCR-t 50 pl reakcidelegyben végeztik, mely 5 pl-t
tartalmazott a kovetkez6 Osszetétell, 10-szeres koncentracioja pufferb6él: 500 mM KCI, 15
mM MgCly, és 100 mM Tris-HCl, pH 9,0, valamint 2,5-2,5 pl-t az altalanos mycoplasma
primerekbél (60 ng/ul), ill. 1-1 pl-t a M. gallisepticum specifikus primerekbdl (35 pmol/ul),
0,2 pl-t (1 U) a Tag DNS polimerazbol, 300 uM-t mindegyik dNTP-bdl (dATP, dCTP, dGTP,
€s dTTP; Pharmacia LKB), és 1 pl-t a mycoplasma levestenyészetekb6l. A reakcidelegyet

desztillalt vizzel egészitettiik ki 50 pl-re. A DNS sokszorozast DNA Thermal Cycler, (Perkin

Elmer Cetus) automataban végeztiik, az adenovirusoknal leirt Iépések szerint.
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A PCR termékek kimutatdsa. A PCR termékek kimutatisa és az eredmények
dokumentaléasa szintén az adenovirusoknal leirtak szerint tortént, annyi eltéréssel, hogy ebben
az esetben 100 bp-os DNS I[étrat hasznaltunk molekulatdémeg standardként (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, USA).

RFLP analizis. A mycoplasmak 16S rRNS-einek szekvencidjat a GénBank
adatbazisabol nyertiik (Weisburg et al., 1989, Grau et al., 1991, Scamrov és Beabealashvilli,
1991, Pettersson et al., 1994). A restrikcids helyek megkeresését a fentebb emlitett szoftverrel
végeztiik el. A kapott adatok alapjan két restrikciés enzim tlint megfelelének az altalanos
primerek felhasznaldsaval nyert atlagosan 270 bp hosszi PCR termékek megkiilonboztetésére,
a BamHI és az Rsal. A restrikciés enzimes emésztéseket a hasznalati utasitds szerint végeztiik
(New England Biolabs, Beverly, Mass. U.S.A.). Emésztés utian a teljes reakcidelegyet
megfuttattuk 2%-os, 0,5 pg/ml etidium-bromidot tartalmazd agardéz gélen, a kapott
fragmentek hosszlisagat 100 bp-os DNS létraval vetettiik 6ssze. Az eredményeket a fentiekhez

hasonl6an dokumentaltuk.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az 1. dbra a 4 mycoplasma faj referens torzsein elvégzett PCR kisérlet eredményeit
mutatja, mely soran a reakcidelegyek mind a 4 primert tartalmaztik. A M iowae, M.
meleagridis, és a M. synoviae esetében egy kb. 270 bp hosszsagu fragment lathatd, mig a M.
gallisepticum két referens torzse esetében egy kb. 530 bp hosszisagi PCR termék lathatd. Ezt
az eredményt alatdmasztottdk 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 altalanos primerek pedig a M. gallisepticum

vonatkoz6 génszakaszanak folerdsitésére.
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Az éltaldnos primerekkel a M. iowae-bol, M. meleagridis-bol, és a M. synoviae-bol
folerdsitett szakaszoknak a kivélasztott restrikcios enzimekkel tortént vagasa soran keletkezett
fragmenteket mutatja a 2. 4bra.

A 3. dbra néhany, a Debreceni Allategészségiigyi Intézetben kordbban izolalt és
fagyasztva tarolt mycoplasma tenyészet PCR eredményeit mutatja, a 4. dbra pedig ugyanezen
mintak RFLP mintazatat. A vizsgalt, osszesen 17 izolatumbol 3 M. gallisepticum-nak, 1 M.
iowae-nak, 4 M. synoviae-nek, és 9 M. meleagridis-nak bizonyult mind a PCR-RFLP, mind a
hagyomanyos vizsgélatok alapjan. A kiilsnbség az volt, hogy a PCR mar a levesek beoltdsa
utan 48 6ra mulva eredményt adott pozitiv esetben, mig a tenyésztés-novekedésgatlas csak 4-5

hét alatt szolgaltatta ugyanezt az eredményt.

1. dbra. A 4 mycoplasma faj referens torzsein elvégzett PCR kisérlet eredményei, a reakcidelegyek
mind a 4 primert tartalmaztak. A szamokkal jelslt oszlopokban a kdvetkezd mintak PCR termékeit
futtattuk:

1 Moiekulatﬁmeg standard: 100 bp DNS létra; 2-6: a 4 primer keverékével nyert PCR termékek (2:
M iowae, 3: M. meleagridis, 4: M. synoviae, 5: M. gallisepticum S6, 6: M. gallisepticum X95), 7:

negativ kontrol (fertézetlen levestenyészet).
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2. dbra. A M. iowae, M. meleagridis, és M. synoviae referens torzseibol szintetizalt PCR termékek
RFLP mintazata két restrikcios enzimmel tortént vagas utan.

1 és 11: Molekulatémeg standard: 100 bp DNS létra; 2: M. iowae, 3: M. meleagridis, és 4: M.
synoviae vagatlan PCR terméke; 5: M. iowae, 6: M. meleagridis, és 7: M. synoviae Rsal-gyel vagott
PCR terméke; 8: M. iowae, 9: M. meleagridis, és 10: M. synoviae BamHI-gyel vagott PCR terméke.

600 bp —
300 bp =

3. dbra. Baromfira patogén mycoplasmak izolatumainak PCR eredményei.
1: Molekulatomeg standard: 100 bp DNS létra; 2: M. iowae, 3: M. meleagridis, 4: M. gallisepticum, 5

M. synoviae, 6: M. synoviae, 7: M. gallisepticum, és 8: M. meleagridis PCR terméke.
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4. dbra. A 3. abran mutatott PCR termékek RFLP mintazatai Rsal és BamHI enzimekkel tdrtént
vagasok utan, a M. gallisepticum PCR termékek kivételével.
1: Molekulatémeg standard: 100 bp DNS létra; 2 és 3: a M. iowae, 4 és 5: a M. meleagridis, 6 és 7: a

M. synoviae, 8 és 9: a M. synoviae, 10 és 11: a M. meleagridis restrikcids mintazata.

KOVETKEZTETES

A mycoplasmdk azonositasdra tobb, PCR-en alapulé megkozelitést is alkalmaztak. Az
egyikben faj-specifikus primereket hasznaltak (Nascimento et al., 1991, Lauerman et al.,
1993a, Slavik et al., 1993, Zhao és Yamamoto, 1993, és Jefferey et al., 1995), egy masikban
pedig un. "altalanos" primerek felhasznédlasarol és a PCR-t kéveté RFLP analizisrél szamoltak
be (Ros Bascufiana et al., 1994). Ujabban az AP-PCR technikat is sikerrel vették igénybe a
mycoplasmék azonositasara, ahol egyetlen révid, 10 nukleotid hosszusagu primer segitségével
készitenek az ujjlenyomathoz hasonld specificitasu képet egy adott organizmusrél (Geary et
al., 1994). Mi az elsé két modszert alkalmaztuk, mivel az altalunk hasznalt altaldnos primer
par nem volt megfelelé a M gallisepticum torzsek kimutatdsira. A M. gallisepticum
speciﬁkﬁs primer viszont nagyon hatékonynak és specifikusnak bizonyult ugyanerre a célra.
Kisérleteink ugyanakkor megmutattak, hogy a masik 3, gazdasagi szempontbdl jelentés madar
patogén mycoplasma kimutatasara alkalmasak a Van Kuppeveld et al. (1992) altal tervezett,
eredetileg emberi ill. ragcsalé eredetii mycoplasméak kimutatasira tervezett primerek. A

felerositett PCR termékek azutdn mindossze 2 restrikcids endonukleaz felhasznalasaval
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megkiilonboztethet6k egymastol. Ezért tgy talaljuk, hogy a tobbi egyéb, PCR-en és azt kovetd
RFLP-n alapulé6 moddszerhez hasonléan (mint példaul Fan et al., 1995) az altalunk
Osszeallitott rendszer is egyszer(i, de ugyanakkor gyors és hatékony kiegészitést jelenthet a
mycoplasma meghatarozas soran. Tamponmintak segitségével mar egy munkanap alatt is
eredményt érhetiink el a technikaval pozitiv esetben, de a tenyésztéssel kombinalt PCR is
sokkal hamarabb diagnoézishoz vezet, mint a tenyésztés 6nmagaban (Jefferey et al., 1995).
Eredményeink jol példazzak, hogy milyen hatékonyan illeszthetbk be a modern
molekularis biolégiai mddszerek a rutindiagnosztikai eljarasok kozé. Intézetiinkben tovabb
vizsgaljuk az emlitett 4ltaldnos mycoplasma primer alkalmazhatdsagat kérédzé és sertés
eredetli mycoplasmak kimutatdsara. Ugy gondoljuk, hogy a mycoplasma azonositas és
kimutatdés a PCR nagyon fontos felhasznalasi teriiletévé valhat, mivel ezeket a

mikroorganizmusokat nehéz és hosszu ideig tart izolalni.
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5.4. A Derzsy-féle betegség diagnosztikéja a polimeraz lancreakci6 felhasznalasaval

BEVEZETES

A ludak parvovirus (goose parvovirus, GPV) altal okozott, vilagszerte elterjedt betegsége, a
Derzsy-féle betegség jelentds gazdasagi karokat okoz a nagy létszamu lud és mosuszkacsa
(Cairina moschata) allomanyokban (Kisary, 1993). A Derzsy-féle betegség a mi vizsgalati
teriiletiink6n is az egyik leggyakrabban diagnosztizalt bantalom, s gyakran képezi a
ladalloméanyokat kihelyezok s azokat felnevelok kozott fellépd szavatossagi perek targyat. A
betegség korjelzése hosszi idOn keresztiil a tipikus jarvanymeneten, a jellegzetes korbonctani és
korszvettani elvéltozasokon, valamint azon a megfigyelésen alapult, hogy a betegség a kislibak
4 hetes kora utan gyakorlatilag nem fordul el6 (Mészaros, 1985; Kecskeméti et al., 1996). A
kézelmultban azonban tobbszor is felmeriilt a betegség 4 hetesnél idésebb libakban vald
el6fordulasanak gyanuja is, de a bizonytalan klinikai tiinetek és korbonctani-korszovettani leletek
megnehezitették a diagndzis felallitasat. Ezért felmeriilt az igény a GPV specifikus kimutataséara
az ilyen bizonytalan kérképek esetében. A virus kimutatdsa a hagyomanyos moédszerekkel eléggé
nehézkes, ahhoz gyakran tobb vakpasszazs sziikséges embrionalt liba vagy mosuszkacsa
tojasokban (Gough et al., 1981; Takehara ét al., 1994). Gyakran neheziti a GPV izolalasat egyéb,
kontaminalé virusok jelenléte a vizsgalandd mintdkban, mint reo- vagy adenovirusok (Derzsy,
1967; Csontos, 1967). Igénybevehet6 az elektronmikroszkép a virusrészecskék kimutatisara a
fert6zott sejtekben, ahogy ezt a bursa és a sziv esetében Bergmann (1987) leirta. Roszkowski €s
mtsai (1982) immunperoxidaz technikat dolgoztak ki, amellyel azonban csak a majszovetekbdl
tudtak kimutatni a virust. Minthogy azonban ismertté valt a mosuszkacsa parvovirus "FM"
torzsének, ill. a GPV "B" t6rzsének nukleotid-sorrendje (Zadori et al., 1995), mas szerzékhoz
hasonléan (Limn et al., 1996), 1997 tavasza 6ta mi is a PCR-t hasznaljuk a virus nukleinsavanak

gyors €s hatékony kimutatasara a fert6zott szovetekben.
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ANYAG ES MODSZER

Minta-elékészités. Egy-egy alloméanybol altalaban 10 €16 allatot vagy hullat kiildtek az
intézetbe, ezek szerveit egyedileg dolgoztuk fel. A virus DNS feltarasahoz a mar kordabban leirt,
egyszerii fizikai eljarast hasznaltuk (Kiss et al., 1996b) és a kovetkezok szerint végeztikk: kb. 1 g
m4j ill. szivizom mintat 1:10 ardnyban homogenizaltunk desztillalt vizben. Haromszori
fagyasztas-felolvasztds utan (-20°C-rél szobahémérsékletre) a mintakat 10 percig forraltuk.
Ezutan a mintdk 1 ml-ét Eppendorf csévekbe ontottiik, és maximalis fordulatszamon (~13,000
rpm) 5 percig centrifugaltuk mikrocentrifugaban. A feliiliszo tizes 1éptekd higitasaibol 1 pl-t
hasznaltunk mintaként a PCR kisérletekben.

Kontrollok. A kiilonbozd kiilsé pozitiv kontrollok alapjaul a GPV B torzsének (Kisary et
al., 1978) 100 TCIDso mennyisége szolgalt. Négy pozitiv kontroll csdbe a B virus torzsoldata
tizszeres higitasainak 1-1 pl-ét mértik be. Egy kovetkezd pozitiv kontrollcsébe a vizsgalando
anyagok (elegyminta) 300 pl-ének és a B virus térzsoldata szazszoros higitdsanak 10 ul-€bdl allo
elegy 1 pl-e keriilt, a PCR-t gatld anyagok esetleges jelenlétének kimutatdsara a vizsgalandd
anyagban. Fertdzetlen allatokbol szarmazd szivizom és majszovetek valamint desztillalt viz
szolgaltak negativ kontrollként. Az Osszes kontroll csovet a mintafeltirasnal leirtak szerint
elokezeltiik.

Primerek. A  primerek szekvenciait a RekombiVet Kift., Pilisvérgsvar, most
szabadalmaztatja, ezért azokat nem kozolhetjiik.

Polimerdz lancreakeié. A PCR-t 50 ul reakcidelegyben végeztiik, mely 5 pl-t tartalmazott
a kvetkezd Ssszetételdi, 10-szeres koncentracioju pufferbél: 500 mM KCl, 15 mM MgCly és 100
mM Tris-HCI, pH 9,0, valamint 50 pmolt mindkét primerbél, 1 U Tag polimerazt, 300 pM-t
mindegyik dNTP-bol (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia LKB), és 1-plt a feltart szovet-

homogenizatumokbol ill. kontrollokbol. A reakcidelegyet desztillalt vizzel egészitettiik ki 50 pl-
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re. A DNS sokszorozast DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer Cetus) automataban végeztiik, az
adenovirusok kimutétése’mél leirtak szerint.

A PCR termékek kimutatdsa és az eredmények dokumentalsa szintén az adenovirusoknal
leirtak szerint tortént, annyi eltéréssel, hogy ebben az esetben 100 bp-os DNS létrat hasznaltunk
molekulatdmeg standardként (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA).

Virusizoldlds. A virusizolalast Kisary és mtsai szerint (1978) végeztiik. A homogenizalt
mintékat antibiotikumokkal egészitettitk ki, és a szuszpenzidk 200 pl-ét 10 napos embrionalt
lidtojasok allantois tiregébe oltottuk. A tojasokat tovabbi 14 napig inkubaltuk, és naponta kétszer
lampaztuk. Az elhullott embriokat makroszképosan vizsgaltuk szivizom- és méjelvaltozasok
Jelenlétére. Azokban az esetekben, ahol a jellegzetes elvéltozasok (vérzések a savoshartyak alatt,
0déma a fejen, stb.) nem alakultak ki, az allantois-folyadékok kiilsnbsz8 higitasaibol

fenol/kloroformos kivonés és alkoholos kicsapas utan PCR-t végeztiink a fentiek szerint.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES.

Az 1. ébra tartalmazza néhany, a Derzsy-féle betegség gyantjaval az intézetiinkbe kiildott
libahulla szerveibdl elvégzett PCR eredményét. Az abra jol szemlélteti a GPV pozitiv alloméanyok
egy tipikus eredményét, ahol ugyanis a 10 vizsgalt 4llat mint4jabél altalaban 2-10 pozitivan reagal
a PCR sordn. A 2. 4bra egy olyan esetet mutat be, amikor a minta a PCR-t gatl6 anyagokat

tartalmazott, melynek hatasat a minta higitasaval tudtuk kikiiszobdIni.

64



PCR az dllatorvosi diagnosztikaban a GPV kimutatasa PCR-el

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
- -

1. dbra. A GPV jelenlétére vizsgalt, egy d&llomanybdl szarmazé nyolc 4llat szivizom- €s maj-

homogenizitumanak PCR eredményei. A szamokkal jelolt oszlopokban a kévetkezé mintak PCR termékeit
futtattuk:
1: Molekulatomeg standard: 100 bp DNS létra; 2-9: az egyedileg bemérésre keriilt szervmintakbol

szarmaz6 PCR-termékek, 10: DNS helyett desztillalt vizet tartalmaz6 negativ kontroll.

1 2 3 4 5 6 7
-<_50Obp

2. dbra. A PCR-t gatlé anyagok jelenléte a mintdban. A kiilonbdzé osszetételil és higitdsu minték

PCR eredményei.
1: elegyminta (egy allomanybol szarmazé 10 allat szerv-homogenizatuma dsszekeverve); 2: pozitiv

kontroll (az elébb leirt elegyminta 300 pl-e + 10 pl "B" virus keverékébol kivett 1pl-nyi minta); 3: DNS

helyett desztillalt vizet tartalmazo negativ kontroll; 4: a "B" virus 10%-szeres higitasa, 5: pozitiv kontroll (az
A oszlopnal leirt minta 10*-szeres higitasa + 10 pl "B" virus keverékébol kivett 1pl-nyi minta), és 6: az

elegyminta 10°-szeres higitasanak PCR eredménye; 7: Molekulatdmeg standard: 100 bp DNS létra.
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Eddig 58, kiilonbozé helyrdl szarmazé minta PCR vizsgilatat végeztik el, és a
eredményeinkbdl a kovetkezoket allapitottuk meg: A PCR kovetkezetesen pozitiv volt azokban
az esetekben, ahol a betegségre jellemz6 klinikai tiinetek, kérbonctani-korszévettani elvaltozasok
egyértelmiiek voltak, és az Adllatok életkora a betegség elbforduldsa szempontjabol
meghatarozonak tartott 4. élethét alatt volt (34 eset). Azokban az esetekben azonban, amikor
id6sebb (6-8 hetes) dllomanyokbdl szarmazd mintakat vizsgéltunk, az eredmények mar nem
mindig voltak Osszhangban a klinikai ill. korbonctani képpel. 10 esetben a hagyomanyos
modszerek Derzsy-féle betegségre gyanut keltd eredményét nem tdmasztotta ala a PCR. Ilyenkor
elvégeztilk a virusizoldlast is embrionalis ludtojasokban, s az eredmények (az allantois-
folyadékbol elvégzett PCR-é is) negativok lettek. Voltak viszont olyan esetek is, amikor a
bizonytalan klinikai-kérbonctani kép mellett a PCR pozitiv eredményt adott, s ezt megerdsitették
a virusizoldlas eredményei is (4 eset). Tiz, kiilonb6z6 helyr6l szarmazo, és a Derzsy-féle betegség
gyanujara sem utal6 elvaltozasokat mutaté mintadt mint negativ kontrollt vizsgilva a PCR
(6sszhangban a korbonctannal, kérszovettannal, valamint az antigén-kimutatdé ELISA és a
virusizolalas eredményeivel) minden esetben negativ volt.

A fentiekbdl levontuk azt a kovetkeztetést, hogy a PCR alkalmas, s6t, megfeleldbb az
oktani diagnézis felallitdsara a virusizolalasnal, mert: egyszer(ibb, ugyanakkor érzékenyebb és
lényegesen gyorsabb annal, elvégzését nem zavarja a specifikus ellenanyagok egyidejii jelenléte,
mig a virusizolalas rutincéli alkalmazasat tobb tényez6 is neheziti ill. kizarja, mint példaul az,
hogy a koztenyésztésbdl szarmazé embrionalt ladtojasok szikellenanyagot tartalmazhatnak, az
SPF tojas dréga, beszerzése nehézkes, a tojastermelés szezonalis, a vizsgalatok iddigényesek.
Ezért 1997 tavaszatol virusizolalas helyett a PCR-t alkalmazzuk a Derzsy-féle betegség oktani
diagnozisanak felallitdsahoz. Hozza kell azonban tenniink, hogy a PCR csak mint a hagyomanyos
vizsgalomodszerek kiegészitdje johet szoba, s nem szabad diagnozist mondani egy egyszeri PCR

eredmény alapjan.
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5.5. Pestivirusok kimutatasa PCR-rel

BEVEZETES

A pestivirusok a sertés, juh és szarvasmarha allomanyok gazdaségilag fontos kérokozoi
(Baker, 1987). A Flaviviridae csaladba, azon beliil a Pestivirus genusba tartozo kisméreti,
burkos, pozitiv egyszali RNS genommal rendelkezd, s a természetben altaldban nem
citopatogén formédban el6forduld virusok véltozatos korképeket idéznek el a megfert6zott
allatokban. A genus tagjait eddig azutin a gazda utdn nevezték el, amelybdl azokat izolaltak
(szarvasmarhak virusos hasmenésének virusa, BVDV, a juhok border disease-ének virusa,
BDV, és az Eur6pai sertéspestis virusa, CSFV). A pestivirus kutatk ujabban a genus
tagjainak 4 kiilénb6z6 csoportba osztisat javasoljék: 1. tipusu (klasszikus, I genotipust
BVDV torzsek), 2. tipusu (sertéspestis virustorzsek), 3. tipust ("igazi" border disease
virustorzsek) €s 4. tipusa pestivirusok (az eddigi BVDV II t6rzsek és néhany, juhokbél izolalt
torzs) (Becher et al., 1995; Paton et al., 1995; Harasawa, 1996).

A legtébb szarvasmarha allomanyban perzisztensen fertézott, immuntolerans allatok
tartjdk fenn a BVDV fert6zést (Baker, 1987). A szarvasmarhak BVDV-vel valo fertézédése
altalaban szubklinikai formaban zajlik le, és teljes felgydgyulds koveti, de ritkan stlyosabb
tiineteket is észleltek a fertézés kapcsan (Corapi et al., 1990; Pellerin et al., 1994). A vilag
szarvasmarha éalloméanyainak széleskorii pestivirus fertdzottsége miatt gyakori a kiilonbdzé
bioldgiai anyagok BVDV-vel, ill. a virus elleni ellenanyagokkal valo kontaminacidja (King és
Harkness, 1975; Baker, 1987). Amellett, hogy ez megneheziti a diagnosztikai vizsgalatokat
(Belak és Ballagi-Pordany 1993), a BVDV 1 ill. a BVDV II virusok is bekeriilhetnek mind
human, mind allatgyégy4aszati célra hasznalt vakcindkba (Harasawa és Tomiyama, 1994). Ez

utobbi esetben nem egyszer tapasztaltak a kontamindlé virus 4altal eldidézett
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megbetegedéseket sertés, kecske, juh, ill. szarvasmarha allomanyokban (Wensvoort és
Terpstra, 1988; Loken et al., 1991).

Sertés allomanyokban a sertéspestis virusa 4ltal kirobbantott jarvanyok messze
komolyabb kartételeket okoznak, mint barmely mds pestivirussal tortént fertézédés. A
sertéspestis virusanak kiilonb6z6, alacsony, kdzepes és magas virulenciaju torzseit is leirtak
(Van Oirschot, 1988), mivel azonban még az alacsony virulencidju torzsek is kifejezetten
fotopatogének, i’gy ezek is nagy kérokat okoznak a sertéstenyésztésben. Ezért a sertéspestis
Jarvanyok kitorésekor az érintett allomanyok teljes felszamolasaval védekeznek a betegség
tovabbi terjedése ellen. Ismert azonban, hogy a CSFV-n kiviil mas pestivirusok is fertézhetik
a sertéseket, néha az alacsony virulencidjii CSFV fertzéshez hasonlé klinikai képet mutatva
(Terpstra és Wensvoort, 1988: Paton et al., 1992). Erthets tehat, hogy nagy jelent6séget
kapnak azok a diagnosztikai modszerek, melyek képesek a CSFV biztonsagos elkiilonitésére
az egy€b pestivirusoktol.

A pestivirusok diagnosztikdjanak hagyomanyos modszere a virusizoldlds és a
viruseutralizacid, megfelelé antiszérumok segitségével. A monoklonalis ellenanyagok
haszndlatinak bevezetése nagyban hozzgjarult a neutraliziciés vizsgalatok fokozott
érzékenységéhez €s pontossiagihoz (Edwards et al., 1991), ugyanakkor lehetévé tette a
szOvettenyészetetektol fliggetlen, egyszerre nagy mennyiségli minta feldolgozaséra képes
ELISA mddszerek kidolgozasat (Wensvoort et al., 1988; Entrican et al., 1995). Mindazonaltal,
a szovettenyé€szeten alapulé vizsgalatok megmaradtak referencia vizsgalomodszereknek.

A pestivirusok jelenlétének kimutatisara szamos szerzé alkalmazta a PCR-t (Beldk és
Ballagi-Pordany, 1993; Ridpath et al., 1993; Schmitt et al., 1994; Da Silva et al., 1995; Hamel

et al., 1995; Horner et al., 1995; Radwan et al., 1995), de jol felhasznalhaté a mddszer a

kiilonboz6 izolatumok azonositasara is (Boye et al., 1991; De Moerlooze et al., 1993;
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Hofmann et al., 1994; Vilgek et al., 1994). Faj-specifikus primereket hasznaltak a CSFV
torzsek szelektiv kimutatasara (Katz et al., 1993; Wirz et al., 1993; Lowings et al., 1994),
vagy a BVDV és a BDV t6rzsek elkiilonitésére (Sullivan és Akkina, 1995).

Kideritették, hogy a pestivirus-genom 5' UTR-ének (untranslated region, le nem
forditott régid) 119-391. nukleotid kozotti szakasza un. belsd riboszomakétd helyként
(internal ribosome entry site; IRES) funkcional, és ez a genomszakasz felelés a transzlacié
inicidlasaért (Le et al., 1995; Poole et al., 1995). Ez a régi6 er6sen konzervativ, amit ki is
hasznalnak a pestivirusokat altalanosan kimutaté polimeraz lancreakciékban (Canal et al.
1996). Ahogy arra mér a genus tagjainak besorolasakor is utaltunk, az 5' UTR IRES
szekvenciakon kiviil esé részei (gyakorlatilag az elsd 120 nukleotid) mar jelentésen
kiilonbozhet a genotipusok kozott, lehetdvé téve igy a PCR-alapu genotipizalast (Deng és
Brock, 1993).

A pestivirusok nagy gazdasagi jelentésége miatt az azokat kimutatd és azonosité PCR
modszeriink két megkézelitést alkalmaz. Ez azt jelenti, hogy hasznalunk egy a Wirz et al.,
(1993) altal leirt, a virusgenom 5' UTR-re specifikus, igy a pestivirusok 4ltalanos kimutatasara
alkalmas primer part, a BVDV és a CSFV elkiilonitésére pedig (a BDV vizsgalatit nem
céloztuk) tipus specifikus primereket hasznalunk (Katz et al., 1993; Da Silva et al., 1995;

Hertig et al., 1991).

ANYAG ES MODSZER
A sertéspestis gyanujdval PCR-re keriilt kérbonctani mintdk csoportositdsa. Kortani
szempontbol a kévetkezd csoportositas szerint végeztiik a vizsgalatokat:

1. €16, beteg allat alvadasban gatolt vérébsl szeparalt limfocitak;
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2. a betegség jellegzetes klinikai tiineteit (laz, hasmenés, borvérzések,
keresztgyengeség) mutatd, kiirtott/elhullott allatok a betegség heveny szakaszanak megfeleld
korbonctani képpel (bor-, vese-, hiigyholyag-vérzések, a nyirokcsomok vérzéses infiltracioja,
virusos agyvel6gyulladas);

3. kevésbé jellegzetes klinikai tiinetek (héemelkedés-laz, stlyos bélsarpangas, kipirult
bér, bagyadtsag), az elhuzodé formaéra jellemzé kérbonctani elvaltozasok a kiirtott/elhullott
allatokban (esetenként elhalasok a tonsillakban, vérzések a vesékben ill. testszerte, butonok a
vastagbélben, vérzéses-kruppos tiidégyulladas, virusos agyveldgyulladas);

4. atipikus esetek: héemelkedés, fokozatos étvagycsokkenés, sargas hasmenés
bélsarpangassal valtakozva, csokottség, ill. a sz6v6dményekre jellemz6 klinikai tiinetek; a
korboncolds soran pedig 1-2 bérvérzést ill. vesevérzéseket lehetett megfigyelni, s néhany
esetben enyhe foku virusos agyveldgyulladast tapasztaltunk;

5. sertéspestis gyanujaval intézetbe kiildott, de nem sertéspestisnek bizonyult esetek,
melyeknél a klinikai tiinetek kozott étvagytalansag, héemelkedés-laz, hasmenés, a bér lilas
elszinezédése szerepelt. A kérbonctani/kérszovettani és viroldgiai vizsgalatok soran sikeriilt
kizarni a betegség gyan®jat (szivbelhartya-gyulladas, szeptikus folyamatok, Aujeszky-féle
betegség, sertéspestis-konjugatummal valé IF negativitas).

A rendszer érzékenységének meghatdrozasahoz a vizsgalt szervek homogenizatumanak
10-es léptékﬁ higitasait hasznaltuk fel.

A CSFV kimutatasira haszndlt primerekkel kapott eredmények kontroljaként az
Orszagos Allategészségﬁgyi Intézet immunfluoreszcencids vizsgdlatainak eredményeit
hasznaltuk.

A BVDV-rendszerhez a NADL referens torzset hasznaltuk pozitiv kontrollként.
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RNS kivonds. Az RNS kivonast a kovetkezok szerint végeztiik: a CSFV kimutatisahoz
szervmintakat gy(jtdttink a vizsgalt sertéshulldk tonsillaibol, a vesékbél, a lépbél,
nyirokcsomokbol, az agyvelobdl, és az alvadasban gatolt vérbsl szeparalt limfocitakbol, a
BVDV  kimutatidsdhoz pedig az elvaltozott nyalkahartya teriiletekrél, a bélfodri
nyirokcsomokbol, a Peyer plakkokbol, és szintén az alvadasban gatolt vérbél szeparalt
limfocitakbol. Az RNS kivonds lépéseit Chomczynski és Sacchi (1987) eljarasa alapjan
végeztiik, az aldbbiak szerint: a szervmintdkat 1:10 aranyban steril desztillalt vizben
homogenizaltuk, a fehérvérsejt szuszpenziét szintén desztillalt vizzel egészitettiik ki 150 pl-
re. A szdvet-homogenizatumok 150 pl-ét, és az ugyanennyire kiegészitett fehérvérsejt
szuszpenziot 400 pl 6 M guanidin izotiocianattal (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA)
kémcsoékeverdvel Osszekevertiik, és 10 percig szobahdn allni hagytuk. Ezutan 220 pl 5 M
natrium-klorid oldatot adtunk az elegyhez, rovid ideig kémcsoékeverdvel kevertiik, majd 10
percre jégre helyeztiik. A kovetkezd lépésként kloroformos kivonast végeztiink (250 ul
kloroformot adtunk minden cséhoz, 6vatos mozdulatokkal sszekevertiik a reakcidelegyeket),
majd 15,800 g-n, 4°C-on 10 percig centrifugaltuk a csoveket. A feliiliszokbél 600 pl-t vj
csovekbe mértiink, s 360 pl, 95%-os etanol hozzdadasa utan 20 percre -75°C-os hiitébe
helyeztikk az oldatokat. A kicsapott RNS iilepitését 15,800 g-n, 4°C-on 30 percig tartd
centrifugéaldssal végeztilk. A (néha szabad szemmel nem is észlelhetd) iiledéket kétszer
mostuk 70%-os alkohollal, majd szaritas utan 30 pl DEPC-kezelt (dietil-pirokarbonat, Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA) vizben feloldottuk.

A NADL referens torzzsel fert6zott MDBK sejteket az adenovirusoknal leirt médon
fizikailag feltartuk, s a tovabbiakban a fenticknek megfelelden kezeltiik.

Primerek. Az irodalombol kivalasztott primer-jelsltek (Wirz és mtsai, 1993; Katz és

mtsai, 1993) céljainkra vald alkalmassagat a mar emlitett szekvencia kezel programmal
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pestivirusok kimutatisa PCR-el

ellendriztiik (Primer Designer Version 2.0) a GenBank-ban rendelkezésre allo pestivirus

szekvenciakon.

A primerek szekvencidjat az 1. tdblazat, a szimbolizalt pestivirus genomon valo

elhelyezkedésiiket pedig az 1. dbra mutatja.

1. tablazat. A BVDV és CSFV kimutatasara hasznalt primerek nukleotid-sorrendje.

primer jelolése szekvencia pozicid specificitas
(nukleotidok)
PEST 1 5'-CCTGATAGGGTGCTGCAGAG-3" (300-319) genus
PEST 2 5'-TCAACTCCATGTGCCATGTAC-3" (373-353) genus
PEST 3 5'-ATATATGCTCAAGGGCGAGT-3" (3378-3398) CSFV
PEST 4 5'-CTGTGGCTAATAGTGACCTAC-3" (3499-3519) CSFV
PEST 5 5'-CATTTCTTTATGGGCTCATC-3"' (3650-3671) CSFV
PEST 6 5'-ACAGCAGTAGTATCCATTTCTTTA-3"! (3664-3686) CSFV
PEST 7 5'-AAGAAGCTAAAAGCTAARGGCTAYAA-3' | (6668-6693) BVDV
PEST 8 5'-CGGGACCTGGACTTCATAGC-3" (7255-7235) BVDV

(Katz et al., 1993 utan).
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1. abra. ABVDV és CSFV kimutatasara hasznalt primerek elhelyezkedése a szimbolizalt
pestivirus genomon (Katz et al., 1993; és Wirz et al., 1993 ut4n).

p20|p14 E1 ' E2 p54 D"J p58

5UTR_| P75 3FUTR
5!
PEST3 PEST6 / \
PEIST PEST PEST PEST
74bp
PEST4  PESTS ~ 567bp
308bp
Haell172bp

cDNS szintézis. A cDNS szintézisét a First Strand cDNA Synthesis »készlettel
(Pharmacia LKB, Uppsala, Svédorszag) végeztiik a hasznalati utasitis szerint. Primerként 25
pmol mennyiségben felhasznaltuk mind a kitben rendelkezésiinkre bocsatott random hexamer
oligonukleotidokat, mind az un. reverz specifikus primert a nagyobb mennyiségii specifikus
cDNS képzddése érdekében. A reverz transzkripcié befejezése utdn 95°C-on inaktivaltuk a
reverz transzkriptaz aktivitast, €s 1 pl reakcidelegyet hasznaltunk mintaként a kovetkezé PCR
1épésben.

PCR és a keletkezett termékek kimutatdsa. A PCR-t 50 pl reakcidelegyben végeztiik,
mely 5 pl-t tartalmazott a kovetkezd Gsszetételil, 10-szeres koncentracidju pufferb6l: 500 mM

KCl, 15 mM MgCly, és 100 mM Tris-HCI, pH 9,0, valamint 25 pmolt mindkét primerbél, 1

U Taq polimerézt, 300 M-t mindegyik ANTP-b6l (dATP, dCTP, dGTP, és dTTP; Pharmacia

LKB), és 1 pl-t a befejezett reverz transzkripcié oldatabdl. A reakcidelegyet desztillalt vizzel
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egészitettiik ki 50 pl-re. A DNS sokszorozast DNA Thermal Cycler, (Perkin Elmer Cetus)

automataban végeztiik, az adenovirusok kimutatasanal leirtak szerint. A PCR termékek
kimutatdsa és az eredmények dokumentaldsa szintén az adenovirusoknal leirtak szerint
tortént, annyi eltéréssel, hogy ebben az esetben 100 bp-os DNS létrat hasznaltunk

molekulatomeg standardként (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA).

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Vizsgélataink eredményeit az 2. és 3. abra mutatja. A pestivirusok altalanos
kimutatasara képes primerek a genom 5' UTR-ére specifikusak, s erre a célra mi egy igen
érzékenynek bizonyult primer part valasztottunk (mely a 385 nukleotid hosszusagu
szakaszbol a 300-374. nukleotid kozotti részt erdsiti fel), s amelyik nagy biztonsaggal és
érzékenységgel mutatta ki a Wirz és mtsai (1993) altal vizsgalt 34 pestivirus torzset. A CSFV-
specifikus primerek altaldban az E2 felszini, neutralizacioért felel6s glikoproteint kodold
szekvencia egy darabjat sokszorozzak meg (Yu és mtsai 1993). A régidoban mi egy nested
primer part valasztottunk (a 3378.-3686. ill. 3499-3671 nukleotidok kozotti szakaszt
kozrefogva), mely még egy Haelll vagashelyet is tartalmazott (Katz et al., 1993). A BVDV
estében ismert, hogy a virusgenom két legkonzervativabb szakasza az 5' UTR és a p80/125
fehérjét kodold régidja. Mi az utobbit valasztottuk, mert joval hosszabb PCR fragment
szinte.tizélhaté réla, mely a kés6bbiek soran alaposabb vizsgalatok elvégzésére is
felhasznalhato.

Az irodalmi adatok is és az intézetlinkben fellelhetd pestivirusokkal elvégzett
vizsgalatok is bizonyitottdk a rendszer specifikussagat. A CSFV és BVDV specifikus
primerek csak a megfeleld virusokat mutattak ki, "keresztreakciot" nem tapasztaltunk. A

CSFV esetében a primer parok érzékenységét a betegség heveny formdjaban elhullott allat
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1ép-dorzsolékével elvégzett higitasi kisérleteink soran vizsgaltuk, mivel az irodalmi adatok
szerint ezek a mintdk adtak a legnagyobb higitdsban pozitiv reakciét a PCR kisérletekben
(akar 1-10 TCIDs mennyiségi virust is kimutattak; Katz et al., 1993; Wirz et al., 1993). Az
"Altalanos" primer par 10*-szoros higitas utan is pozitiv reakcidt adott. Az E2 région beliil
elhelyezkedd, sertéspestisvirus-specifikus primerek szintén a szerv-dorzsdlékek 10*-szoros
higitasaval adtak még pozitiv reakcidt. A legérzékenyebbnek az el6bb emlitett primer par
belsd, nested parjai bizonyultak (a 3499-3671. nukleotidok kozotti szakaszt kdzrefogva), mert
a vizsgalt anyagok 10*-szeres higitasndl is pozitiv reakciét kaptunk. Erdekes modon, a kiilsé
primerekkel elvégzett PCR kisérletek mar negativ eredményt ad6 reakcidelegyeit mintaként
haszndlva a nested primerek alkalmazidsa csak 10'-szeres érzékenység novekedést
eredményezett.

A kiilonb6z6 szervekkel elvégzett kisérleteink sordn (a betegség heveny szakaszaban
elhullott allat szerveit, mint standard mintakat felhasznalva) azt az eredményt kaptuk, hogy a
1ép és a tonsillak azonos, 10%-szeres higitasban adtak pozitiv reakcidt a nested PCR soran,
mig a tobbi vizsgalt szerv dorzsoléke (nyirokcsomok a test kiilonbozé teriileteirdl, szeparalt
limfocitdk, agyveld,) ezerszeres higitds utdn mar negativ eredményt adott. Munkahigitdsnak
igy megfelelonek talaltuk a szazszoros higitast és ezt alkalmaztuk a BVDV kimutatasat célzé
kisérleteinkben is.

A CSFV rendszer alkalmazhatosagat hosszabb ideig (14 nap) szobahémérsékleten tarolt
szervmintak feldolgozasaval is vizsgaltuk, s ekkor is sikeriilt kimutatnunk a virust.

A kortani alapon csoportositott és ltalunk vizsgalt 57 sertés szervmintabél 2 az els6, 27
a masodik, 12 a harmadik és 7 a negyedik kategodridba tartozott, s a vizsgalt mintak minden

esetben pozitiv PCR eredményt adtak. A negativ kontrollként hasznalt utolsd csoport 9
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anyaga PCR negativ volt. Eredményeink minden esetben megegyeztek az Orszéagos
Allategészségiigyi Intézetben elvégzett IF vizsgalatok eredményével.

A BVDV-specifikus PCR-rel négy, gyakorlatb6l szarmazé eset kapcsan sikeriilt a
virusgenom jelenlétét kimutatni, az emlitett szervmintakbdl ill. az alvadasban gatolt
vérmintakbol elkiilonitett limfocitdkbol. Az eredményeket a mintak primer borjuhere
szGvettenyészeteken tortént szaporitasdval, majd néhény passzazs utén elvégzett, a p80/125
fehérjére specifikus antigén kimutaté ELISA-val (Rhone Merieux, Lyon, Franciaorszag)
ellendriztiik. A pozitiv kontrollként hasznalt BVDV referens torzzsel (NADL) minden esetben

pozitiv reakciot kaptunk.

76



PCR az dllatorvosi diagnosztikaban pestivirusok kimutatasa PCR-el

2. dbra. A kiillonboz6 kortani csoportokbdl szarmazd sertés szerv mintdk RT-PCR eredményei a
CSFV specifikus, "kiils6" primerekkel.

A betiikkel jelolt oszlopokban a kovetkezé mintak PCR termékeit futtattuk:

1: Molekulatomeg standard: A fag DNS PszI-gyel emésztve; 2 és 3C: az 1. kortani csoportba, 4 és 5: a
2. kortani csoportba, 6: a 3. kdrtani csoportba, 7: a 4. és 8: az 5. kortani csoportba tartozd allatok
mintainak 10°-szoros higitasaibél elvégzett RT-PCR eredményei, 9: cél-DNS helyett desztillalt vizet

tartalmazo negativ kontroll.

3. dbra. BVD gyanujaval vizsgalatra bekiildott allatok szerv mintadinak RT-PCR eredményei a
pestivirus genus-specifikus és a BVD-specifikus primerekkel.

1: Molekulatomeg standard: A fag DNS Psil-gyel emésztve; 2-4: harom (kiilonboz6 allomanybol
szarmazo) allat szervmintainak RT-PCR eredménye a genus-specifikus, és 5-7: a BVDV-specifikus
primerekkel. 8-9: ugynezekkel a primerekel elvégzett RT-PCR a NADL referens torzzsel fertdzott

MDBK szovettenyészet feliiliszdjan. 10: minta helyett desztillalt vizet tartalmazé negativ kontroll.
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KOVETKEZTETESEK

A PCR gyorsasaga, €rzékenysége és nagyfoku specificitdsa miatt alkalmasnak bizonyult
a CSFV és a BVDV gyors (1 munkanap) és hatékony kimutatdsara. A virustitralast nem volt
modunkban elvégezni, a szerv-dorzsolékekbdl folytatott higitasi kisérletek azonban
meggyéztek benniinket arr6l, hogy a mddszer érzékenysége megfelel a rutindiagnosztika
igényeinek. Az irodalmi adatok alapjan (ahol 100 mg szovetbsl 10* ill. fészkes primerekkel
10-10? TCIDsy virust mutattak ki), szdmitdsaink szerint a mi rendszeriinkkel is sikeriilt 10-10?
TCIDsg virust kimutatnunk.

Mivel a virus j6l kimutathat6 volt az idiilt esetekb6l és a hosszabb ideig szobahén tarolt
mintdkbol is (ami kihasznalhaté a nem friss, példaul vaddisznohullak vizsgalata soran),
valamint alvadasban gatolt vérbol szeparalt limfocitdkbdl is (amely jarvanytani nyomozas
soran nyujthat értékes segitséget), tigy gondoljuk, hogy a rendszer hatékonyan képes bdviteni

a sertéspestis korhatarozasara igénybevehet6 diagnosztikai eljarasokat.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kidolgozasa 6ta a polimeraz lancreakcié (PCR) térhoditasa rohamos volt mind az alap-,
mind az alkalmazott kutatasok teriiletén, igy a diagnosztikaban is. A technika nagyfoku
érzékenységén, specifikussagan, és nem utolsé sorban gyorsasagan alapul széleskori
felhasznélasa, melyet egyre kiterjedtebben vonnak be a rutindiagnosztikai eszkdzok taraba. A
modszer hazai alkalmazisara az éllatorvosi diagnosztika teriiletén azonban ez iddig nem
keriilt sor. Munkam célja ezért az volt, hogy kiprobéljam és lehetéség szerint bevezessem a
modszert a diagnosztikai munka azon teriileteire, ahol indokoltan és megfeleléen
kihasznalhaték a PCR egy vagy tobb tulajdonsaga altal nyujtott elényok.

Intézetiinkben 1994 6szén allitottuk Gssze a PCR-labort, a rutindiagnosztika igényeinek
kielégitését szemeldtt tartva. Vizsgalatainkat modellkisérletekkel kezdtiik, melyek soran
kiillonb6zd adenovirus torzsek PCR-el valé kimutathatosagat vizsgiltuk meg. A humén
adenovirusok (HAV) altalinos kimutatisra tervezett polimerdz lancreakcidés primerek a
szarvasmarha (BAV), sertés (PAV), és juh (OAV) adenovirusok megfeleld hexongén
részletének felerdsitésére is alkalmasnak mutatkoztak. Ujabb BAV DNS szekvencia adatok
ismeretében modositottuk a primereket. A PCR kériilményeinek optimalizalasaval az dsszes
rendelkezésre 4ll6 BAV szerotipus specifikus méretli terméket adott, beleértve a legtijabban
leirt BAV-10 referenciat6rzset, valamint annak jellegzetesen eltéré genomu variansait is. Az
eléki’sérleteinkben tisztitott virus DNS-t alkalmaztunk templatként, kikiiszobolve ezzel a
minta feltarasabol szarmazo esetleges problémaékat. A kutya adenovirusai kziil a Rubarth-kor
okozojat (CAV-1) azonban kozvetleniil a betegségben elhullott allat majabdl sikeriilt
kimutatnunk. A klinikai mintakbol torténd DNS feltdrds modszereit Gsszehasonlitva

megallapitottuk, hogy bar a fenolos kivonds nagyobb mennyiségii és tisztdbb DNS-t
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eredményez, a szovetek tobbszori fagyasztasaval és felolvasztasival a sejtekbdl kiszabaditott
virus hoékezelése a rutindiagnosztikdnak megfeleld mennyiségli és minéségii DNS-t
eredményez, kikiiszobolve az egészségre artalmas vegyszerek hasznalatat. A tovabbiakban
valamennyi DNS kiindulasi alapi PCR-ben (a Derzsy-féle betegség korokozojat ill.
mycoplasmakat kimutat6 eljarasok) ezt az egyszerii mintafeltarast alkalmaztuk.

A mycoplasmosisok diagnosztikdjanak altalanosan ismert koriilményei (hosszi
tenyeésztési id0, keresztreakciok a gyakran nem megfeleld érzékenységli szerolégiai
vizsgalatok sordn) indokoltdk, hogy a kovetkezd Iépésben ezeknek a kérokozoknak a
kimutatdsara alkalmazzuk a PCR-t. Vizsgalatainkban egy éltalanos, a mycoplasméak 16S rRNS
génjének konzervativ régidjara specifikus, igy a Mycoplasma genus szamos tagjat kimutatni
képes primer pér felhasznalhatoségat vizsgaltuk meg a négy legfontosabb baromfi-patogén
mycoplasméra. A primer par hasznalataval a megfeleld, kdzel azonos méretli PCR terméket
nyertik a M iowae, M. meleagridis és a M. synoviae referens torzseibdl, valamint ezek
izolatumaibél is. A PCR termékekbdl restrikcids enzimek felhasznalasaval késziilt vagasi kép
alapjan a harom faj egymastdl jol elkiilonithet. A M. gallisepticum kimutatasara és
azonositasara egy fajspecifikus primer part hasznaltunk.

Az eljéaras jol alkalmazkodik a rutindiagnosztikai igényekhez, mivel pozitiv esetben mar
egy nap alatt specifikus eredményhez juthatunk, akdr tamponmintat, akar 1-2 napos
levestenyészetet felhaszndlva kiinduldsi anyagként, ami jelentds elérelépés a mycoplasmak
azonositasaban.

1996 tavaszatdl a Derzsy-féle betegség diagnosztikdjidhoz is hasznaljuk a PCR-t a
hagyomanyos vizsgalé modszerek kiegészit6jeként. A technika igénybevételével a kérisme
felallitiasa egyértelmiibb lett azokban az esetekben, amikor a kérbonctani, korszovettani kép

nem igazit Utba teljes biztonsaggal. A PCR-el kapott eredményeinket eleinte virusizolalassal
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tamasztottuk ala, mivel azonban megallapitottuk, hogy a megfelelé kontrolok alkalmazasaval
végrehajtott PCR (ebben az esetben) minden tekintetben atveheti a virusizolalas szerepét,
1997 eleje 6ta mar csak a PCR-t alkalmazzuk kiegészitéként az oktani diagnézis
felallitdsdhoz.

Az RNS virusokat kimutaté PCR rendszer az RNS bont6 enzimek nagyfoku
ellenalloképessége, valamint az RNS komplementer DNS-sé (cDNS) torténd atirasanak
sziikségessége miatt tobb Iépést, nagyobb odafigyelést igényld feladat. Intézetiinkben a
guanidin-izotiocianat hasznalatan alapulé RNS tisztitasi eljarast, a cDNS szintéziséhez pedig
egy a kereskedelmi forgalomban 1év§ atir6 készletet alkalmazunk.

A Pestivirus genus tagjainak szoros antigénszerkezeti rokonsiga diagnosztikai
problémdk forrasa lehet elsdsorban a sertéspestis virusanak (CSFV) kimutatésa és azonositasa
soran. Reverz transzkripci6 utan a virusgenom CSFV-specifikus szakaszainak a polimeraz
lancreakci6 (RT-PCR) felhasznaldsaval torténd vizsgalata jelentésen csokkentheti ezeket a
hibaforrasokat. Egy ilyen modszert allitottunk dssze 1996 8szén az irodalomi adatok alapjan.
A bé egy munkanap alatt kivitelezhetd technikat alkalmasnak talaltuk a klasszikus
diagnosztikai  eljarasok eredményeinek megerésitésére, kiilonos  tekintettel azok
specifikussagara. A moédszer eldnyét tobbek kozott abban latjuk, hogy alkalmazhatd €16
allatokbol szarmaz6 vérmintak, valamint hosszabb ideig tarolt anyagok vizsgalatara is.

Az €el6z6 eljaras alapjain nyugszik a szarvasmarhak virusos hasmenésének virusat
’ (BVDV) kimutat6 RT-PCR rendszeriink is, melynek segitségével mar t6bb gyakorlati eset
kapcsan megerdsitettiik a betegség klinikai tiinetek és korbonctani elvaltozasokra alapozott
gyanujat.

A korokozok egyszerii kimutatasan til a PCR hasznos segitséget nyujthat a jarvanytani

nyomozasok soran is, amikor a megfelelé méretii PCR terméket vagy radioaktivan vagy egyéb
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médon (pl. digoxigeninnel) jelolt probaval hibridizaljak (Southern-hibridizaci6), vagy
restrikciés endonukledzokkal hasitjak (restriction fragment length polymorphism, RFLP),
vagy a duplaszalu PCR terméket denaturalva nativ-poliakrilamid gélben futtatjak, ahol akar
egy nukleotid-eltérés is megvaltozott, észlelheté futasi karakterisztikat okoz (single-strand
conformational polymorphism, SSCP technika), illetve rdgton meghatirozzak a termék
nukleotid-sorrendjét, lehetévé téve ezzel az adott korokozo részletekbe mend tipizalasat is. Az
igy nyert adatok segitségével azutdn az egyes izolatumokat kétséget kizaréan lehet
azonositani. A jov6ben indokolt esetekben mi is kiterjesztjiik vizsgalatainkat ebbe az iranyba.
Tapasztalatainkat Gsszegezve elmondhatjuk, hogy a PCR a gyakorlatban jol
alkalmazhat6, hasznos segédeszkoze az allatorvosi diagnosztikanak. A technika természetébol
adodéan nagy koriiltekintést igényel azonban a téves pozitiv ill. negativ reakciok
kikiisz6bolése, ahogy erre korabban is tobben felhivtdk a figyelmet. Hangstlyozzuk azt is,
hogy vizsgélataink soha nem nélkiilozhetik a hagyoményos diagnosztikai eljarasokat,
kiilondsen egy adott kérokozo izolalasat. A nehezen kimutathato, illetve a jarvanytani indokok
miatt gyors diagnézist igénylé helyzetekre vonatkozéan azonban fokozottan nagy
Jelentdséggel bir6 médszer keriilt birtokunkba, melynek felhasznalasi kére véarhatéan egyre

boviil majd hazankban is.

82



PCR az dllatorvosi diagnosztikaban osszefoglalds

Legfontosabb eredményeim

1. Allatorvosi diagnosztikai céla PCR laboratériumot szerveztiink hazankban elsoként, a
Debreceni Allategészségiigyi Intézetben.

2. Kimutattuk, hogy az eredetileg a human adenovirusok kimutatasara szolgalé primerek
kismértékﬁ mobdositds utan jol alkalmazhatok szamos allati adenovirus kimutatasara is,
beleértve a legijabban leirt BAV-10 szerotipus izolatumait is.

3. Az adenovirusok kimutatasat szolgalé PCR eljarassal tobb gyakorlati esetben is
segitettik a diagnozis felallitasat a kutydk fert6z6 majgyulladasdnak esetében, kérokozd
jelenlétének megerdsitésével vagy kizarasaval. A szervmintdk feldolgozasahoz egy egyszerti,
az egészségre artalmas kémiai anyagokat kikiiszobol6 fizikai eljarast vezettiink be, ennek
hatékonysagat bizonyitottuk.

4. Bevezettik a PCR-t a baromfira patogén mycoplasmak diagnosztikajaba. Az
alkalmazott modszerrel lényegesen roviditettik a négy legfontosabb mycoplasma faj
kimutatasahoz és meghatarozasahoz sziikséges idot.

5. A Derzsy-féle betegség oktani diagnézisdhoz bevezettik a PCR rutinszer
alkalmazéséat. Megallapitottuk, hogy a virusizolalas helyettesithet6 a PCR-rel a lud parvovirus
esetében.

6. A sertéspestis virusanak kimutatasara az irodalombdl adaptalt médszert vezettiink be.
Az eljaras segitségével gyorsan, specifikusan és hatékonyan tudjuk kimutatni a kérokozo
jelenléte’t akar €16 éallatbdl is, akar olyan mintakbol, melyek az egyéb, hagyomanyos
vizsgalomodszerek szamara mar nem megfelel6 allapotaak.

7. A szarvasmarhdk virusos hasmenése korokozo6janak kimutatdsara alkalmazott PCR
eljaras segitségével tobb, gyakorlatbol szarmazd minta esetében erdsitettilk meg a betegség

gyanujat.
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Szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Harrach Balazsnak, aki egyfajta
szemléletet adott a molekularis virologidhoz, és felkeltette érdeklédésemet a téma irant.
Nélkiilozhetetlen segitséget kaptam téle a médszerek elsajatitasdhoz, és a munka soran sziiletett
cikkek megirasahoz. Otleteive] - melyekre remélem, a jovében is timaszkodhatok - rendre Gjabb
€s jabb alkalmazisi lehetéségekre hivta fel a figyelmem. Halaval és szeretettel gondolok Dr.
Benké Maridra, aki értékes gyakorlati tanicsaival, valamint szigort kritikai észrevételeivel
segitett a kisérletek Osszedllitasaban, és tanulményaim soran, valamint emberi problémaimban
végig mellettem 4llt. A munka elvégzéséhez nagyban hozzajérult az altala kialakitott kézvetlen,
barati légkér, mely mindvégig j6 hatéssal volt a laborban dolgozék teljesitményére.

K&szonettel tartozom Dr. Tanyi Jénosnak, a Debreceni Allategészségiigyi Intézet
igazgatdjanak, amiért lehetsye tette szimomra a részvételt az egyetemi doktori képzésben, és
biztositotta egy j, nagy JelentSségii technika rutindiagnosztikai bevezetésének egyediilallg
lehetéségét. Tanyi doktor nagy segitséget nydjtott a kiilnbozs hazai ill. kiilfsldi szakmai
férumokon valé részvételben is. Készonetet mondok intézeti llatorvos munkatarsaimnak, akik a
mintagyjtéssel, a mintak feldolgozéséval, értékes tandcsaikkal, valamint sajat demonstracios
anyagaikkal segitették a kisérletek kivitelezését, azok eldaddsokon torténé bemutatasat.

Dr. Solti Laszlénak készoném a cikkek kéziratainak birélatat, valamint a vezetése alatt a
godolloi Mezégazdasagi Biotechnolégiai Kutatékdzpontban a kisérletes munkdk soran szerzett, és
a jelen dolgozat megirdsa soran felhaszn4lt tapasztalatokat.

K&szonettel tartozom Dr. Nagy Bélanak, az MTA Allatorvostudoményi Kutatdintézete
igazgatojanak, valamint a Féldmiivelésiigyi Minisztériumnak, amiért lehetévé  tették
részvételemet kiilonb6z8, a médszerek elsajatitasdhoz nagyban hozzijarulé, a FAO 4ltal

szervezett kiilfoldi és hazaj tovabbképzéseken.
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Etienne Thiry professzornak azt a 3 hénapot kdszonsm, amit laborat6riumaban, a Liegei
Egyetem Allatorvosi Fakultisdnak Viroldgia-Immunoldgia Tanszékén t5ltsttem el, s ahol tovabb
fejleszthettem médszertani ismereteimet.

Dr. Tuboly Tamis (MTA Allatorvostudoményi Kutatdintézete) a cikkek kéziratainak
szigor( birdlataval és hasznos tandcsaival, valamint a PAV-5 tisztitott DNS-ével Jarult hozza a
munka kivitelezéséhez, amit eziiton is nagyon k6szonok neki.

K&szonom Dr. Karl-Erik  Johanssonnak (Svéd Nemzeti Allategészségﬁgyi Intézet
Bakteriolégiai Osztaly, Uppsala, Svédorszag), hogy a mycoplasmakkal kapcsolatos kisérletekhez,
valamint az azokbél sziiletett cikkhez aprolékos, mind szakmai, mind stilisztikaj szempontbdl
nagyon tanulsagos biralatokkal, megjegyzésekkel jarult hozza.

Dr. Kisary Janosnak és Téth Karolynak (Rekombivet Kft., Budapest) a Derzsy-féle
betegség PCR-es diagnosztikajéhoz nyijtott szakmai segitségéért mondok kdszdnetet.

Dr. Zédori Zoltdn (MTA Allatorvostudoményi Kutatéintézete) és Ursu Krisztina (Orszagos
Allategészségﬁgyi Intézet) az eldadésokra valé felkésziilésben valamint a cikkek sszedllitdsaban
nyujtottak értékes segitséget.

A Debreceni Allategészségﬁgyi Intézet Viroldgiai Osztilya asszisztenseinek kiilén
kosz6n6m a mintak el8készitésében, valamint a kisérletek kivitelezésében nyujtott segitségét.

A munka elvégzéséhez anyagi tdmogatast nyujtottak a Nemzeti Kutatési Alap kovetkezo
palyazatai: OTKA 1/3 1984, 1/7 TO16882, A312 és C0043. Az adenovirusos kisérleteket a Svéd
Kirdlyi Akadémia is tamogatta. A Liegei Egyetemen t5ltstt tanulmanyi utamra a TEMPUS

szervezésében keriilt sor.
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